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RESUMEN 

Los pastos poaceas (Festuca dolichophylia, Poa perligulata y 

Muhlenbergia ligularis) y la leguminosa (Trifolium amabile), son especies 

forrajeras nativas perennes presentes en los pastizales de las zonas 

altoandinas de Ayacucho y Huancavelica, como en toda zona altoandina de 

la Region de los Andes Peruanos. De ellos, se recolectaron 30 individuos por 

cada especie para los analisis de diversidad genetica. 

Los estudios de diversidad genetica, se realizaron en el Laboratorio 

de Biologia Molecular de la INIA, mediante marcadores moleculares A F L P , 

para lo cual se seleccionaron 6 combinaciones de iniciadores, disefiados en 

base a las secuencias de EcoRI y Mse\. 

La diversidad genetica se estimo a traves de distancias geneticas 

utilizando el coeficiente de Jaccard, estableciendose grupos funcionales 



mediante analisis de agrupamiento por medias aritmeticas no ponderadas 

(UPGMA). Hubo 1100 bandas de marcadores A F L P , de las cuales 52.3% (575 

bandas) fueron polimorficas. E l numero de fragmentos fue variable 

dependiendo de la especie, se obtuvo un mlnimo de 93 bandas (Trifolium 

amabile) y un maximo de 202 (Festuca dolichophylla). Las mejores 

combinaciones de iniciadores fueron EcoRI -AGG + Msel-CTG y EcoRI-ACA 

+ Msel-CGA, dado que reportaron el mayor numero de bandas polimorficas, 

especialmente en las especies de la familia Poaceae. La diversidad genetica 

promedios variaron de 0.241 (Muhlenbergia ligularis) a 0.341 (Poa 

perligulata). E l analisis UPGMA establecio grupos que vario de 6 (Poa 

perligulata) a 11 (Festuca dolichophylla), basados en polimorfismo genetico y 

el coeficiente de similitud Jaccard, con altos grados de confianza (de 5 a 100%) 

y que fueron consistentes con analisis de reproducibilidad (bootstrap) para 

probabilidades porcentuales de cada nodo del arbol resultante, con 2000 

permutaciones. 

Los analisis indicaron de medio a alto grado de diversidad genetica en 

las especies forrajeras nativas poaceas. E l alto numero de marcadores A F L P 

exclusivos para las especies de pastos nativos altoandinos hace suponer que 

el flujo de genes es escaso y se pueden detectar en las zonas coiectas que 

comparten caracteristicas propias. En este estudio se ha obtenido 

information util para su uso y conservation eficiente. 



INTRODUCCION 

Las grandes areas de pastizales nativos de la zona altoandina 

comprenden gran cantidad de poblaciones de especies forrajeras. 

Representa la mas importante y economica fuente de alimentation de la 

ganaderia altoandina (50% en ovinos y vacunos; y 100% en los camelidos) 

de aproximadamente el 80% de la ganaderia nacional (Rosemberg, 2000). 

En este pastizal nativo, ultimamente, se esta produciendo la disminucion y 

desaparicion de algunas de las especies mas importantes que cubren las 

demandas nutricionales, como las del genero festuca, poa, muhlembergia, 

trifolium entre otras. 

La investigation genetica de estas especies forrajeras nativas es una 

alternativa para la solution de los problemas, porque los estudios de 

diversidad genetica en plantas estan relacionados a los caracteres 



agronomicos y comerciales. La caracterizacion morfologica del germoplasma 

se basa fundamentalmente en caracteristicas de alta y baja heredabilidad, 

medidas a traves del fenotipo; sin embargo, las principales limitantes de esta 

caracterizacion son la influencia ambiental, el tiempo requerido para colectar 

los datos y el reducido numero de genes involucrados. Mientras la 

caracterizacion molecular a traves de ADN, obvia estos inconvenientes, 

porque un caracter, responde a un patron unico que es su composition 

hereditaria o genetica de una especie. 

Esta identidad genetica es evidenciada a traves de tecnicas de 

biologia molecular que permite analizar su ADN; significa, determinar la 

diversidad genetica de una poblacion de las especies forrajeras nativas de 

los pastizales altoandinos, mediante marcador molecular de Polimorfismo en 

la Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP) . 

Los A F L P s son considerados marcadores de alta eficacia, permiten el 

analisis de un elevado numero de loci por experimento sin requerir 

information previa sobre su secuencia, son en su mayoria dominantes y 

altamente reproducibles (Karp et al, 1997). Por tanto, aportan information 

precisa de la variation genetica de las especies forrajeras nativas. 

La presente investigation, esta dirigido directamente a analizar la 

diversidad genetica de pastes nativos de las especies Festuca 

dolichophylla, Poa perligulata, Muhlenbergia ligularis y Trifolium 

amabile, recolectados en las zonas altoandinas de Ccarhuaccpampa, 

Hospicio, Huillcani, Quesera, Huaracco, Santa Ines, Pultocc Chico y 

Carhuancho para el Subproyecto de "Caracterizacion, multiplication y 



conservacion de las principales especies deseables de la pradera nativa 

altoandina". 

Motivo por el cual, se realizo el presente trabajo de investigation con 

los siguientes objetivos: 

OBJETIVO GENERAL 

Anaiizar la diversidad genetica en las poblaciones de pastos nativos 

altoandinos entre los mas importantes Festuca dolichophylia, Poa 

perligulata, Muhlenbergia ligularis y Trifolium amabile; de Ayacucho 

(Ccarhuaccpampa y Hospicio) y Huancavelica (Huillcani, Quesera, 

Huaracco, Santa Ines, Pultocc Chico y Carhuancho), mediante marcadores 

moleculares A F L P . 

OBJETIVOS ESPECIF ICOS 

• Anaiizar la diversidad genetica intrapoblacional de las especies de 

pastos nativos en ocho zonas ecologicas. 

• Anaiizar la diversidad genetica interpoblacional de las especies de 

pastos nativos entre ocho zonas ecologicas. 

• Anaiizar la distribucion espacial de la diversidad genetica en base de 

grupos y similitud genetica de las especies de pastos nativos. 



CAPITULO I 

REVISION DE LITERATURA 

1.1. Pastizales de las zonas altoandinas 

Florez (2005), senala que los pastizales de las zonas altoandinas se 

encuentran entre los 3800 a 4400 msnm y estan compuestas por una 

vegetacion baja, cuya epoca de crecimiento coincide con la estacion de 

lluvias, siendo la mayoria gramineas perennes. A las gramineas, se asocian 

otras hierbas, tanto anuales como perennes, los cuales, al finalizar la 

estacion de lluvias (de crecimiento para todos los pastos), sigue la estacion 

seca, en la que las hierbas mas delicadas desaparecen y queda una 

vegetacion compuesta principalmente por gramineas. Por su parte Tovar y 

Oscanoa (2002), afirman dentro del conjunto de comunidades vegetales de 



Puna, los pastizales de esta region, como en todo los andes, mayormente se 

encuentra constituido por especies de Gramineas (Poaceas) y solamente 

una pequena proportion esta conformada por especies de otras familias, 

tales como las Juncaceas, Cyperaceas, Leguminosas y Compuestas. 

Las gramineas constituyen el mayor grupo de especies vegetales en 

estas praderas. Entre las especies principales se menciona: la "chilligua" 

(Festuca dolichophylia), el "crespillo" (Calamagrostis vicunarum), el "ichu" 

(Stipa ichu), el "llachu" o "chili" (Muhlenbergia fastigiata) y el "ccachu" (Poa 

candamoana). Entre las leguminosas se encuentran el "layo" (Trifolium 

amabile) y el "garbancillo" (Astragalus garbancillo), que es considerado 

toxico para el ganado. Otras especies dentro de otros generos de plantas 

son: "miski illi" (Hipochoeris taraxacoides), la "ojotilla wilalayo" (Geranium 

sessiliflorum-famWla Geraniaceae), "cyperus" (familia Ciperaceae), y los 

"juncus" y "scirpus" (familia Juncaceae) (Florez, 2005). 

Ademas, los pastos naturales comprenden las areas cubiertas por una 

vegetation herbacea, predominantemente de gramineas, ciperaceas y 

rosaceas, y que varian en su composicion fundamentalmente de acuerdo a 

la humedad del suelo, exposition y caracteristicas edafologicas como textura 

y materia organica (Tapia y Flores, 1984). 
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1.2. Taxonomia y morfologia de las especies forrajeras nativas 

1.2.1. Taxonomia 

La taxonomia de las especies forrajeras nativas, esta basada en el 

sistema de clasificacion filogenetica de Adolph Engler pubiicado en la XII 

edici6n de syllabus del afio 1954-1964 (Mostacero et al, 2002; Tovar, 1993) 

(Tabla 1-1). 

Tabla 1-1. Clasificacion taxonomica de las especies 
forrajeras nativas altoandinas. 

Clasificacidn Chilligua Poa 
Clase Angiospermas Angiospermas 
SubClase Monocotyledoneae Monocotyledoneae 
Orden Poales Poales 
Familia Poaceae Poaceae 
Sub familia Festucoideae Festucoideae 
Tribu Poeae Poeae 
Genero Festuca Poa 
Especie Festuca dolichophylla Poa perligulata 

Clasificacidn Atun-chiji Layo 
Clase Angiospermas Angiospermas 
SubClase Monocotyledoneae Dicotyledoneae 
Orden Poales Rosales 
Familia Poaceae Fabaceae 
Sub familia Festucoideae Papilionaceas 
Tribu Sporoboleae Trifoliadeae 
Genero Muhlenbergla Trifolium 
Especie Muhlenbergia ligularis Trifolium amabile 

Fuente: Tovar (1993). 

1.2.2. Morfologia 

Se consigna una breve descripci6n morfologica de cada una de las 

especies nativas altoandinas consideradas en el presente trabajo (Tovar, 

1993; Tovar y Oscanoa, 2002). 
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Festuca dolichophyUa Presl, Rel . Haenk 1:258 (1830) 

N.V. "chilligua", "huaylla-ocsha". Planta perenne, amacollada, tallos 

que varia de 40-90 cm de altura, esto de acuerdo a la edad de la planta y la 

profundidad de los suelos donde se desarrollan. Ligula menor de 1 mm de 

largo, membranaceo, ciliado. Laminas foliares de 10-35 cm de largo, a veces 

sobrepasan al tallo y panicula, subrigidas, de apice agudo o algo tubulado, 

involutas, la lamina superior de la cafia algo aplanada, finamente pubescente 

en el haz, los pelos cortos y algo densos. Panicula de 9-16 cm de largo, con 

pedicelos glabrescentes. Glumas desiguales, agudas o subagudas, glabras, 

gluma inferior de 3-3.5 mm de largo y gluma superior de 3.8-5 mm de largo. 

Lemma inferior de 6-7 mm de largo, oblongo lanceolada, a veces 

ligeramente acuminadas o brevemente aristulada, finamente escabrosa 

hacia el apice. 

Habitat en suelos algo secos, en pajonal de Puna. Distribuido en el 

territorio alto andino (Puna inferior), entre 3800-4500 msnm. 

Poa perligulata Pilger, Notizbl. Not. Gart. Berlin 11:779 (1933) 

Planta perenne, cespitosa, con canas de 3.5-7 cm de altura. Ligula de 

1-3.5 mm de largo, membranacea. Laminas foliares de 1-3 cm de largo, 

plegadas o a veces planas, algo suaves, agudas o subagudas, de apice 

arqueado, glabras. Panoja de 2-2.5 cm de largo por 0.5-0.7 cm de ancho, 

mas o menos de color bronceado, densa, espiciforme, aovada, ramas 

adpresas. Espiguillas 2-floras, de 4-4.5 mm de largo. Glumas ligeramente 

desiguales, glabras, obtusas o subagudas, la primera de 2.5-2.8 mm de 
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largo, la superior de 2.7-3 mm de largo. Lemma inferior de 3.7-4 mm de 

largo, subaguda u obtusa, membranacea pardusca hacia el apice. 

Habitat en suelos humedos, junto a las turberas de Distichia 

(oconales) de la Puna, o en estepa de gramfneas de suelos algo humedos. 

Ampliamente difundida en el territorio alto andino de Peru y Bolivia, entre 

4100-4650 msnm. 

Muhlenbergia ligularis (Hackel) Hitchcock, Contr. U.S. Nat. Herb. 24(8):388 

N.V. "atun-chiji", "grama blanca". Planta perenne, cespitosa, con 

cafias decumbentes o postradas, de 4-8 cm de largo. Laminas foliares 

planas o subinvolutas, de 1-2 cm de largo por 1-2 mm de ancho, suaves. 

Panicula pequefia negruzca, de 1.2-2 cm de largo, pauciflora, suelta o 

subapretada, ramas ascendente-adpresas. Espiguilla de 2 mm de largo. 

Glumas iguales, comunmente de 1-1.3 mm de largo, de apice obtuso o 

truncado. Lemma de 2 mm de largo, acuminado o agudo, glabro. 

Habitat en campos abiertos o entre pajonales de Puna, de suelos 

degradados. Distribuido en los andes centrales de Ecuador, Peru y Bolivia. 

En el Peru se encuentra entre los 3500-4300 msnm. 

Trifolium amabile Humboldt., Bonpland. & Kunth 

N.V. "trebol", "layo". Planta perenne de raiz pivotante algo engrosada 

bien desarrollada; tallo suberguido o procumbente; hojas compuestas 

trifolioladas, los foliolos anchamente aovados, redondeados en el apice, con 

pedicelo de 2 mm de largo; estipulas acuminadas o mucronadas; 
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inflorescencia en umbela simple con 8-14 flores de color rosado-rojizo; fruto 

en vaina subglobosa, redondeado-eliptico, con 1 6 2 semillas. 

Habitat en suelos algo secos o subhumedos, en campos abiertos de 

la Puna. En el Peru se encuentra en la region mesoandina superior (entre 

3400 y 3850 msnm) y la altoandina inferior (entre 3850 y 4500 msnm). 

1.3. Distribucion de las praderas nativas 

La region andina o sierra del Peru esta conformada por la cordillera 

de los Andes, que corre de sur a norte de nuestro territorio y esta ubicada 

entre la costa y la selva. Su paisaje tiene una configuration heterogenea con 

cumbres nevadas, profundos canones, estrechos valles interandinos y 

amplias mesetas o altiplanicies. 

En la sierra las praderas alto andinas estan comprendidas en las 

ecorregiones de Serrania esteparia (4.6 millones de Has)-Puna Seca . Puna 

(16.9 millones de Has)-Puna humeda. Solo 10 millones aptas para pastoreo. 

La poblacion de la sierra habita, mayormente, entre los 2000 y 3800 

msnm, por ser esta zona mas adecuada para el desarrollo de actividades 

agropecuarias. La principal forma de propiedad y explotacion es el 

minifundio y las tierras comunales, teniendo a las comunidades campesinas 

como las mayores propietarias de las tierras. La actividad agricola se 

combina con la ganadera, siendo numerosos los pequenos criadores, 

principalmente de vacunos, ovinos y camelidos sudamericanos (llamas, 

alpacas y vicunas). 

El clima de la sierra es variado; las temperaturas medias varian entre 

los 6°C y 16°C. Las cumbres nevadas ubicadas sobre los 4500 msnm 
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presentan un clima glacial, y el altiplano soporta un clima frigido. Las 

vertientes bajas tienen temperaturas moderadas y los valles profundos son 

calidos. 

En las zonas altas, sobre los 3500 msnm, se encuentran grandes 

extensiones de pastos naturales: las praderas altoandinas (Florez, 2005). 

1.4. Diversidad en la comunidad vegetal de Puna 

La riqueza en diversidad vegetal es enorme. En las praderas 

altoandinas, se encuentra una diversidad de familias botanicas como las 

gramineas. Dentro de esta familia, se encuentran los generos, como 

Festuca, y dentro de los generos, las especies, como la Festuca 

dolichophyUa (chilligua). Otras familias como las leguminosas, rosaceas, 

ciperaceas, juncaceas, etc. tambien tienen esta division; as i como un 

numero similar de generos y especies. 

La diversidad encontrada varia de 10 a 90 especies por metro 

cuadrado, dependiendo de la condition (estado de salud) del pastizal (puede 

ser excelente, bueno, regular, pobre o muy pobre). De la superficie total de 

las praderas altoandinas pastoreadas, casi el 80 por ciento presenta una 

condition que va de regular a muy pobre, lo cual indica que las praderas 

estan sobre pastoreadas, y resalta la necesidad de prestar atencion a la 

conservacion in situ de especies vegetales en peligro de extincion. 

En las zonas altas, donde la humedad subterranea es abundante, 

existen los llamados bofedales, areas que presentan humedad subterranea 

constante y que se desarrollan normalmente en areas planas y tambien en 

los alrededores de pequenas lagunas. Su diversidad botanica varia segun su 
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localization, en funcion de la altitud, topografia, humedad, exposition, 

latitud, etc. E n general, en estas areas, las especies herbaceas dominan 

sobre las graminoides y gramineas. E l numero de especies tambien es 

variable y va de un rango entre 8 hasta 64 especies; siendo, en la mayoria 

de los casos, la "kunkuna" u "orcco tina" (Distichia muscoides) la mas notoria 

- pertenece a la familia juncacea - es una planta cespitosa, de tallos que 

tienen forma de aguja (terminados en punta) y se encuentran muy proximos, 

formando una especie de manto arrosetado de aspecto ondulante y solido 

resistente al peso de los animales, especialmente, de los camelidos, para los 

que constituye su fuente principal de alimentation (Florez, 2005). 

En el ambito de estudio de la zona alto andina de Ayacucho 

(Ccarhuaccpampa) y Huancavelica (Huillcani, Quesera y Hospicio) se ha 

identificado 150 especies de pastos nativos, que corresponden a 59 generos 

y 31 familias. Siendo la familia poacea con mayor riqueza de especies, 

conjuntamente con la familia asteracea (Durand, 2008). 

La variation genetica determina la forma en que una especie 

interactua con su ambiente y con otras especies. Toda la diversidad genetica 

surge en el ambito molecular y esta mtimamente ligada con las 

caracteristicas fisicoquimicas de los acidos nucleicos. A este nivel, la 

biodiversidad surge a partir de mutaciones en el acido desoxirribonucleico 

(ADN), aunque algunas de estas mutaciones son eliminadas por la seleccion 

natural o por procesos estocasticos. Por tanto, la diversidad genetica de una 

especie es producto de su historia evolutiva y no puede ser reemplazada 

(Moreno, 2001). 
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El empleo de tecnicas basadas en marcadores moleculares en 

estudios de diversidad genetica de pastos nativos de la zona alto andina, se 

inicia con este trabajo de investigation en nuestro pais; sin embargo, se 

cuenta con information recopilada de investigaciones realizadas de pastos 

en especies diferentes de otros paises, tales es asf, se puede mencionar la 

"Caracterizacion de la diversidad genetica del pasto Banderita (Bouteloua 

curtipendula) Michx. (Torn), mediante marcadores de A F L P . Esta especie 

nativa de Mexico es de la familia Poacea, del cual no se ha hecho un uso 

planificado de su riqueza genetica y para determinar relaciones geneticas en 

90 poblaciones nativas de Banderita, de varios Estados de Mexico, se 

analizo la expresion de marcadores de polimorfismo de longitud de 

fragmentos amplificados (AFLP) y su consistencia, mediante cinco 

combinaciones de iniciadores, disenados con base en las secuencias de 

EcoRI y Msel. Hubo 281 bandas iniciales que mostraron 36.6% de 

polimorfismo, utilizandose las 104 mas consistentes para el analisis. Los 

coeficientes de Jaccard variaron de 0.0 a 0.82. E l numero de bandas 

polimorficas fluctuo desde 11 para EcoRI -AGG + Msel-CTA, hasta 29 para 

EcoRI-ACA + Msel-CAC. El A C P establecio dos grupos basados en 

polimorfismo genetico que fueron consistentes con los del A C . Los dos 

primeros componentes principales explicaron 21.8% de la variation total. El 

A C P proporciono evidencias para integrar germoplasma de poblaciones de 

zonas semiaridas de Mexico. E l dendograma generado por el metodo de 

ligamiento promedio no ponderado entre agrupamientos (UPGMA) dividio las 

90 poblaciones en dos grupos. La variabilidad genetica en las poblaciones 

se debio al origen del germoplasma y a movimientos de semilla por 
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diferentes factores. Las poblaciones nativas de Banderita, en Mexico, 

mantienen elevados niveles de variation genetica, y en este estudio se ha 

obtenido information util para su uso y conservacion eficiente (Morales et al, 

2006). 

1.5. Marcadores moleculares 

Un marcador molecular es un fenotipo molecular producto de la 

expresion de un gen, como las aloenzimas o los segmentos especificos de 

ADN en un corrida electroforetica (Ferreira y Grattapaglia, 1998). 

S e denomina marcadores moleculares a secuencias de ADN que 

permiten identificar o diferenciar genotipos que pueden ser genes, 

segmentos de ADN cuya codificacion no se conoce y se transmiten de 

manera mendeliana (Lopez, 2002). 

Los marcadores del ADN se basan fundamentalmente en el analisis 

de las diferencias en pequenas secuencias del ADN entre individuos. Las 

tecnicas empleadas para ello son muy diversas y dan el nombre a los 

distintos tipos de marcadores, los cuales pueden ser de caracter dominante 

o codominante (Karp y Edwards, 1998; citados en Azofeifa, 2006). 

1.5.1. Protema de reserva en semillas 

El estudio de proteinas de almacenamiento en diversidad genetica, 

consiste en que las proteinas de diferentes individuos, poblaciones y 

especies son homologas, y que al separarse en un gel produciran bandas 

similares o diferentes. Esto es debido a que las proteinas carecen de 
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actividad enzimatica y estas son detectadas por tecnicas en gel, por medio 

de tecnicas generates de tenido (Becerra y Paredes, 2000). 

Las proteinas de reserva como marcador bioquimico tienen una baja 

influencia ambiental, ademas permite un analisis rapido de decenas de 

muestras por ser simple y de bajo costo comparado con otras tecnicas. Sin 

embargo, los distintos patrones electroforeticos detectados pueden tener una 

base molecular compleja que puede incluir sustituciones, inserciones y 

perdidas nucleotidicas. Tambien, las diferencias pueden ser a causa de 

modificaciones pre y post transcription y/o traduccion. Por otro lado, la 

cantidad de diversidad genetica mediante polimorfismo proteico puede ser 

subestimada por la no deteccion de mutaciones silenciosas (Becerra y 

Paredes, 2000). 

1.5.2. Isoenzimas 

La tecnica consiste en la separation de las enzimas del extracto 

crudo, en un soporte permeable (almidon P A G E ) bajo la action de un campo 

electrico y seguido de un tenido histoquimica. L a separation se hace 

mediante procedimientos electroforeticos, porque la migration es segun la 

carga y peso molecular (Nuez y Carrillo, 2000; citado en Aquino, 2007). 

Las isoenzimas son formas moleculares multiples dentro de un 

organismo que catalizan una misma reaccion. La base para utilizar datos 

isoenzimaticos, es que las diferencias de movilidad electroforetica de las 

isoenzimas son resultantes de las diferencias a nivel de secuencias de ADN 

(Ferreira y Grattapaglia, 1998). 
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Sus desventajas incluyen el bajo nivel de polimorfismo, presentan 

diferencias de actividad asociadas a diferentes fases de desarrollo de los 

organismos, pueden o no reflejar los cambios geneticos que ocurren en el 

ADN, y solo un grupo de genes estructurales estan representados, es decir 

solo una parte del genoma puede ser evaluado. Y otro aspecto a 

considerarse es que pueden ser afectadas cualitativa y cuantitativamente en 

su nivel de expresion por factores ambientales (Ferreira y Grattapaglia, 

1998). 

1.5.3. Amplificacion aleatoria del ADN polimorfico (RAPD) 

Consiste en una P C R usando iniciadores aleatorios de 10 pb para 

amplificar el ADN. Los productos de amplificacion son separados mediante 

electroforesis y las bandas visualizadas, de diferente peso molecular, 

representan diferentes loci. 

Los resultados RAPD, obtenidos en plantas, indican su herencia 

dominante, su habilidad para detectar regiones de ADN altamente variables 

(5 a 10 loci por iniciador), su potencialidad en el mapeo de genes, 

identification de razas, estudio de hibridacion inter e intraespetifica y en el 

estudio de variation genetica en poblaciones altamente emparentadas. 

Las ventajas de esta tecnica son la rapidez en la obtencion de 

resultados, el no uso de radioactividad, menor inversion en equipos y la 

cantidad reducida de ADN requerida. Sin embargo, la desventaja aparece en 

la inconsistencia de datos debido a que pueden dar origen a resultados 

diferentes por falta de uniformidad de las condiciones de laboratorios con 
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pequenas alteraciones en los parametros de amplificacion (Ferreira y 

Grattapaglia, 1998). 

1.5.4. Secuencias sencillas repetidas (SSR) 

Los microsatelites o secuencias simples repetidas ( S S R ) son regiones 

de secuencias repetidas pequenas de 2 a 10 pares de bases, arregladas en 

serie, las cuales se asume que estan distribuidas al azar por todo el ADN 

(Azofeifa, 2006). 

Las regiones que contienen secuencias sencillas repetidas son 

amplificadas individualmente a traves de P C R a partir de un par de "primers" 

especfficos (de 20 a 30 bases) complementarias a las secuencias unicas 

que flanquean al microsatelite. Asi , cada "isla" microsatelite, 

independientemente del elemento repetido (CA, T G , A T G , etc.) constituye un 

locus genetico altamente variable, multialelico de gran contenido informativo. 

Cada segmento amplificado de tamano diferente (generalmente de varias 

decenas hasta algunas centenas de pares de bases) representa un alelo 

diferente del mismo locus (Ferreira y Grattapaglia, 1998). 

E l microsatelite amplificado por P C R es sometido a electroforesis en 

geles de alta resolucion que permiten detectar diferencias de 2, 3 6 4 

nucleotidos que corresponden al mmimo polimorfismo de longitud en un 

microsatelite. Estos marcadores son codominantes, genoma-especificos y 

altamente polimorficos (Echenique et al, 2004). 
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1.5.5. Polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) 

Ferreira y Grattapaglia (1998), definen como el polimorfismo 

observado en la longitud de los fragmentos obtenidos por el corte de la doble 

cadena de ADN. Este polimorfismo es generado por la presencia o ausencia 

de los sitios de restriccion en el genoma, asi como las diferencias en las 

secuencias del ADN entre los sitios de restriccion. 

Esta basada en la digestion del ADN total de un individuo con 

diferentes enzimas de restriccion. Los fragmentos resultantes son separados 

por electroforesis en geles de agarosa y transferidos por capilaridad a una 

membrana de nylon (Southern Blot). Esta membrana es hibridada con una 

sonda (radioactiva o no). E l producto de la hibridacion es visualizado por 

autoradiograffa de rayo X, de acuerdo al peso molecular de la banda. 

Los marcadores R F L P son codominantes, permiten estudiar el 

genoma con una mayor cobertura al incluir secuencias codificadoras y no 

codificadoras del ADN (exones e intrones). Sus principales ventajas son la 

presencia de un numero ilimitado de ellos, no son afectadas por el medio 

ambiente, no presenta efectos pleiotropicos, y pueden ser evaluadas en 

cualquier etapa de desarrollo del organismo. Sus principales desventajas se 

incluyen el uso de radioactividad y las tareas laboriosas, lentas y caras que 

deben ser llevadas a cabo como es la donation de las sondas y detection 

de R F L P en las membranas (Ferreira y Grattapaglia, 1998). 
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1.5.6. Polimorfismo en la Longitud de Fragmentos Amplificados de 

ADN (AFLP) 

Representa la tecnologia mas reciente que combinan los principios de 

los R F L P y P C R , para la obtencion de un gran numero de marcadores 

moleculares distribuidos en genomas de procariontes y eucariontes. E l 

ensayo de A F L P combina la especificidad, resolution y poder de muestreo 

de la digestion con enzimas de restriccion con la velocidad y practicidad de 

deteccion de polimorfismo via P C R (Ferreira y Grattapaglia, 1998). 

Los A F L P s son considerados marcadores de alta eficacia, permiten el 

analisis de un elevado numero de loci por experimento sin requerir 

information previa sobre su secuencia, son en su mayoria dominantes y 

altamente reproducibles (Karp et al, 1997; SIDTA, 1999; citados en Azofeifa, 

2006). Ademas, los marcadores A F L P no permiten la deteccion de 

heterocigotos, o sea, no es posible distinguir si una banda en el gel es 

resultado de la amplificacion de uno o de dos alelos (Ferreira y Grattapaglia, 

1998). 

a. Base genetica y deteccion de marcadores AFLP 

Esta tecnica consta esencialmente de cuatro etapas. En la primera 

etapa el ADN genomico total del individuo es cortado con dos enzimas de 

restriccion. E n la segundad etapa, se incorporan adaptadores espetificos a 

los extremos de los fragmentos genomicos generados por la digestion 

enzimatica. En la tercera etapa, una fraction de los fragmentos generados 

son amplificados selectivamente via P C R utilizado "primers" especificamente 

disenados para reconocer las secuencias en los adaptadores. En la cuarta y 
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ultima etapa la subpoblacion de fragmentos amplificados es separada 

mediante su desnaturalizacion por electroforesis en geles de alta resolution 

(poliacrilamida) y visualizacion por tincion con nitrato de plata (Echenique et 

al, 2004; Ferreira y Grattapaglia, 1998). E s decir, los fragmentos de ADN son 

separados por sus respectivos tamanos al hacerlos correr 

electroforeticamente por un gel y luego son tratados con nitrato de plata para 

tenirlos y a s ! poder visualizarlos como bandas oscuras, los cuales 

constituyen una gran cantidad de datos discretos que pueden ser analizados 

estadisticamente. Por tanto, la diferencia entre individuos se evidencia 

cuando los fragmentos de un cierto tamano, aparecen solo en algunos de 

ellos, mientras que en otros no; cuanto mas similares geneticamente sean 

dos individuos, compartiran mayor cantidad de fragmentos de ADN de igual 

tamano (Torales et al, 2002). 

El procedimiento de A F L P consta de 4 etapas fundamentales: 

Digestion del ADN con dos enzimas de restriccion diferentes, uno de 

los cuales hace cortes frecuentes (enzima de restriccion de cuatro bases 

Msel) y el otro corte poco frecuentes (enzima de restriccion de seis bases 

EcoRI ) ; generando fragmentos de restriccion con extremos cohesivos 

especificos a los adaptadores. 
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5' 
3' 

GAATTC 
CTTAAG 

•TTAA 3' ADN 
•AATT 5' gen6mico 

+EcoR I 
Mse I 

AATTC-
G-

-T 
AAT 

Fragmentos de 
restriccidn 
generados 

En la segunda etapa se ligan adaptadores oligonucleotidos a los 

extremos de los fragmentos de ADN, donde dichos adaptadores sinteticos 

son especificos de cada sitio de restriccion al ADN digerido, para conformar 

el ADN molde para las amplificaciones. La secuencia de los adaptadores y 

los sitios de restriccion adyacentes sirven como sitio de union al iniciador 

para las amplificaciones de los fragmentos de restriccion. 

TTAAs' 
EcoR I adapter 

+EcoR I adapter 
Mse I adapter 

5 T A 

Mse I adapter 

primer+1 5' 
AATTCN -
TTAAGN-

-NTTA 
-NAAT 
c — 

ADN molde 

En la tercera etapa se amplifican subconjuntos especificos de los 

productos de digestion del ADN empleando combinaciones de cebadores 

selectivos. S e realiza una primera P C R (preselectiva), usando cebadores 
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oligonucleotidos complementarios al adaptador y a los sitios de restriction. 3 

nucleotidos selectivos son incluidos en los extremos 3' de los iniciadores, los 

cuales solo podran amplificar aquel subconjunto del ADN molde que sea 

complementario a dichos nucleotidos selectivos. 

pr imer+3 5' AAC Nucleotidos selectivos 
AATTCA GTTAC 
TTAAGT- •CAATC 

ADN molde 

A A C 

En la cuarta y ultima etapa, los productos de la amplificacion 

preselectiva se someten a otra P C R , y nuevamente se selecciona un 

subconjunto de fragmentos. E l subconjunto de fragmentos amplificados por 

los iniciadores con los nucleotidos selectivos, son separados en geles 

denaturantes de poliacrilamida para generar un patron de bandas de ADN 

genomico analizados. Las amplificaciones selectivas de la tecnica A F L P 

tiene una fase de "touch down" la cual permite tener distintas temperaturas 

de annealing para mejorar la eficiencia de los productos de amplificacion de 

los iniciadores ( IPGRI , 2003; Invitrogen, 2003). 

AATTCAAC 
TTAAGTTG 

•TTGTTA 
AACAAT 

Electroforesis en gel denaturante de poliacrilamida 

Mse\ secuencia del adaptador 
EcoRI secuencia del adaptador 
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b. Ventajas de los marcadores AFLP 

La ventaja que mas destaca es el gran numero de fragmentos que se 

originan y revelan en un unico gel. E l indice de "multiplex" del ensayo A F L P , 

es decir, el numero de marcadores simultaneamente analizados en un unico 

gel, es el mas alto entre las tecnologias de marcadores disponibles. La 

tecnologia de A F L P , es por tanto, muy eficiente para el muestreo amplio y 

simultaneo de un genoma. 

La segunda ventaja de la tecnologia de A F L P es el gran poder de 

deteccion de variabilidad genetica. Y a que explora simultaneamente el 

polimorfismo de presencia y ausencia de sitios de restriccion, como el 

ensayo R F L P y la existencia o no de amplificacion a partir de secuencias 

arbitrarias, tal como el ensayo RAPD. El A F L P no requiere information 

previa de la secuencia de ADN (Ferreira y Grattapaglia, 1998). 

La tercera ventaja de esta tecnologia es la mayor robustez del ensayo 

A F L P comparado con el ensayo RAPD. Esto se debe basicamente a que se 

utilizan "primers" mas largos en la etapa de P C R , lo que aumenta 

significativamente la especificidad, evitando la competition que ocurre 

durante la P C R en el ensayo RAPD. 

c. Limitaciones de los marcadores AFLP 

La principal limitation de los marcadores A F L P es el bajo contenido 

de information genetica por locus. Solo se detecta un alelo, o sea , el 

fragmento que se amplifica. Las demas variaciones alelicas son clasificadas 

conjuntamente como un alelo nulo. Por tanto, los marcadores A F L P son 

"dominantes" y los datos tienen naturaleza binaria. 
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El analisis A F L P incluye un mayor numero de etapas. E s necesaria 

una mayor cantidad de reactivos (enzimas de restriccion, adaptadores y 

"primers" especificos) y un mayor numero de equipamiento de biologia 

molecular. 

E l ADN necesario debe ser mas puro, lo que demanda metodos de 

extraction mas elaborados, para el exito de la tecnica A F L P . La digestion 

parcial durante la primera etapa del ensayo A F L P da como resultado serios 

problemas de interpretation de polimorfismo (Ferreira y Grattapaglia, 1998). 

1.5.7. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Esta tecnica consiste en la sintesis enzimatica de millones de copias 

de un segmento especifico de ADN en presencia de una polimerasa de ADN 

termoestable (Echenique et al, 2004). La reaccion de P C R se basa en el 

apareamiento y la polimerizacion enzimatica de un par de oligonucleotidos 

(pequenas moleculas de ADN de cadena sencilla) utilizados como 

iniciadores ("primers") que delimitan la secuencia de ADN de doble cadena, 

"bianco" de la amplification (Ferreira y Grattapaglia, 1998). 

E l metodo implica la ejecucion de una serie repetida de ciclos 

(conocidos como ciclos termicos), cada una de las cuales involucra la 

desnaturalizacion del ADN, la union del iniciador a la cadena desnaturalizada 

y la sintesis, a partir del iniciador, de una doble cadena mediante la accion 

de la polimerasa. Lo anterior resulta en una acumulacion exponential de un 

fragmento especifico de ADN (Azofeifa, 2006). Por su parte Bruce et al 

(2003), manifiesta que la amplificacion efectiva del ADN requiere en la 

practica unos 20-30 ciclos de reaccion, en los que los productos de cada 
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ciclo actuan como moldes de ADN para el ciclo siguiente. Cada ciclo solo 

requiere aproximadamente 5 minutos. Por tanto, el metodo de P C R permite 

la donation de un fragmento de ADN en un "sistema libre de celulas" en 

pocas horas. 

Rallo et al (2002), citado en Azofeifa (2006), menciona que la gran 

mayoria de los marcadores moleculares de ADN, de uso actual, se basan en 

la tecnica de P C R . 

1.6. Analisis de diversidad genetica utilizando marcadores 

moleculares 

Diversidad genetica define la cantidad de variation genetica presente 

en una poblacion o especie como consecuencia de su vida evolutiva. FAO 

(2003), citado en Aquino (2007), da una definition cuantitativa de diversidad 

genetica como el numero de alelos diferentes por loci y la proporcion de loci 

con mas de un alelo en una especie o poblacion. 

Para cuantificar la variation genetica dentro de la poblaciones, los 

datos moleculares se utilizan para determinar el nivel promedio de 

heterocigosidad, la proporcion de loci polimorficos y el total o el promedio del 

numero de alelos por locus (Moreno, 2001). 

Marshall y Brown (1975), sugirieron que la cuantificacion de la 

diversidad genetica es la ofrecida por la media del numero de alelos por loci, 

en (Vilela et al, 1997; Crossa et al 2001; citado en Rimachi, 2005), 

consideran que la diversidad genetica de la poblacion depende de dos 

factores, del numero y de la frecuencia de los alelos a traves de los loci, y de 

la estructura de la poblacion. 
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1.6.1. Analisis basico de diversidad genetica 

La mayoria de los analisis de diversidad genetica, incluye los 

siguientes pasos (IPGRI, 2004): 

• La descripcidn de fa diversidad; dentro de una poblacion o entre 

poblaciones. 

• El c&lculo de las relaciones entre las unidades analizadas; esto implica 

el calculo de las distancias (geometrica o genetica) entre todos los 

pares de clases analizadas en el estudio. 

• La expresidn de estas relaciones con cualquier metodo de ordenacion 

y/o clasificacion disponible; algunos de estos metodos permiten 

comparar los resuitados de nuestro estudio molecular con otros tipos 

de datos (por ejemplo, geograficos). En la Figura 1-1, los Ind1, Ind2,... 

pueden representar poblaciones o regiones, en vez de individuos. 

1 . Description de la variaci6n 
dentro de poblaciones, 
regiones, etc. Y entre ellas. 

2. Evaluaci6n de las relaciones 
entre individuos, poblaciones, 
regiones, etc. 
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m 
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01 02 03 04 05 06 
01 0 
02 0.56 0 
03 0.33 0.33 0 
04 0.47 0.26 0.50 0 
05 0.32 0.43 0.37 0.28 0 
06 0.33 0.56 0.56 0.37 0.46 0 

3. Expresidn de las relaciones 
entre los resuitados obtenidos 
con diferentes tipos de 
caracteres. 

Inds 

lnd3 

lnd6 

lnd4 

lnd2 

Ind, 

Figura 1-1. Analisis basico de la diversidad genetica (IPGRI, 2004). 
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1.6.2. Proporcion de loci polimorfico 

Expresa el porcentaje de loci variables en una poblacion, su calculo 

se basa en el conteo directo de loci polimorfico y totales; es el numero de 

loci polimorfico dividido por el numero total de loci (polimorficos y 

monomorficos) ( IPGRI , 2004). 

1.6.3. Heterocigosidad promedio esperada (He) (diversidad genetica de 

Nei) 

E s la probabilidad de que, en un locus unico, cualquier par de alelos, 

escogidos al azar de la poblacion, sean diferentes entre s i . Tres calculos son 

posibles: 

• Un locus con dos alelos: h t = 1 - p 2 - q 2 

• Un locus j con i alelos: h } = 1 — XP; 2 

• Promedio para varios loci: H = 1 — Z^h j /L 

Donde, 

hj: la heterocigosidad por locus. 

p y q: las frecuencias alelicas. 

H: la heterocigosidad promedio para varios loci. 

L: el numero total de loci. 

La heterocigosidad (H) es ampliamente usada para medir la 

diversidad alelica o la informatividad de un marcador genetico para un locus 

con varios alelos (Nei, 1973; citado en (Rimachi, 2005); sin embargo, no se 

puede estimar la heterocigosidad promedio (H e ) con los marcadores 

dominantes porque no permiten discriminar entre individuos heterocigotos y 
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homocigotos. A pesar de ello, se puede calcular la diversidad genica dentro 

de un locus (hj) para cada locus, y luego la diversidad genica promedio (H f) 

( IPGRI , 2004). 

E l Indice de Contenido Polimorfico (PIC) , sinonimo de diversidad 

genetica, resulta ser la probabilidad de que un marcador encuentre 

diferencias entre dos individuos en al menos 1 locus (Duque, 1998). Los 

valores de PIC varian desde 0, monomorfico o no discriminativo, hasta 1, 

muy polimorfico o altamente discriminativo, con varios alelos en igual 

frecuencia (Smith etal, 1997; citado en Rimachi, 2005). 

1.6.4. Indice de similitud y disimilitud 

Expresan el grado en que dos muestras son semejantes por las 

especies presentes en ellas, se refiere al cambio de especies entre dos 

muestras. Sin embargo, a partir de un valor de similitud (s) se puede calcular 

facilmente la disimilitud (d) entre las muestras: d=1-s. Estos indices pueden 

obtenerse con base en datos cualitativos o cuantitativos directamente o a 

traves metodos de ordenacion o clasificacion de las comunidades 

(Magurran, 1988; citado en Moreno, 2001). 

Entre los coeficientes mas usados para un analisis de conglomerado 

se encuentran el coeficiente de similitud de Dice y el de Jaccard. Este ultimo 

es equivalente al coeficiente de Gower y se caracteriza por no considerar los 

apareamientos negativos, siendo el mas simple entre los de su clase. Los 

coeficientes de similitud y distancia son estimadores cuantitativos que 

describen el grado de asociacion o semejanza entre los elementos 
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comparados, expresado en valor numerico, entre 0 y 1, o en porcentaje (0 y 

100%, respectivamente) (Albany etal, 1998). 

E s usado para comparar entradas cuyas variables (bandas) son 

evaluadas en una escala de doble estado (presencia y ausencia). Se calcula 

a partir de una matriz base, comparando, de par en par, todas las entradas 

contra las otras, generandose asi una matriz de similitud. Los valores varian 

de uno a cero, indicando el primero maxima similitud y lo contrario el 

segundo (Dice, 1945; Nei y Lei, 1979). 

Coeficiente de similitud Jaccard (J) 

Consiste en una medida similar al coeficiente de correlation donde el 

valor maximo de uno se da cuando la similitud de los genotipos comparados 

es total y cero cuando difieren completamente, de tal manera que valores 

bajos expresan distancias geneticas grandes y viceversa. Por la 

caracteristica dominante de los marcadores A F L P el coeficiente de similitud 

J A C C A R D (Jaccard, 1908) es uno de los mas apropiados para este analisis, 

debido a que el coeficiente se basa en caracteres de presencia 6 ausencia. 

Si se tienen dos lineas L, y L7- y se definen las cantidades ay como el numero 

de bandas en comun entre las dos lineas, by el numero de bandas presentes 

en la linea L, y ausentes en la linea L ;, c,y el numero de bandas ausentes en 

Li y presentes en L y, el coeficiente de Jaccard se define como: 
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Donde: 

a,/, numero de veces que ambos individuos tienen presente el mismo 

caracter (coincidencias 1-1). 

by. numero de veces que el primero de ellos tiene el caracter presente y el 

segundo ausente (1,0). 

Cjf. numero de veces que el primero de ellos tiene el caracter ausente y el 

segundo presente (0,1). 

1.6.5. Arboles de distancia genetica 

La matriz con los indices de similitud (matriz de distancia) contiene 

toda la informacion que proporcionan los marcadores geneticos estudiados a 

cerca de la relation entre las entradas analizadas, pero es dificultoso 

interpretar, por lo que esos datos son usados para un analisis de 

agrupamiento y mediante representaciones graficas, llamados arboles 

geneticos o dendogramas, facilitandose asi la interpretation. Por tanto un 

dendograma es la representation grafica de la matriz de similitud. 

Existen dos metodos para construir dendogramas: Fenetico y 

Cladistico. E l segundo metodo contiene informacion acerca de la 

ascendencia y por tanto pueden usarse para estudios de comportamiento 

evolutive Con el metodo fenetico se obtienen arboles filogeneticos 

considerando el conjunto de similitudes fenotipico. En estos arboles se 

clasifican organismos basandose solo en el numero absoluto de caracteres 
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que comparten, utiliza algoritmos rapidos y tienen propiedades estadfsticas 

mas adecuadas para datos moleculares (Martinez y Vega, 2002). Para 

construir arboles con el metodo fenetico se usan algoritmos de agrupamiento 

como el metodo de Medias Aritmeticas no Ponderadas (UPGMA). 

Metodo de agrupamiento de pares no ponderados (UPGMA) 

El analisis de agrupamiento fue realizado mediante el metodo de 

UPGMA o metodo de agrupamiento de pares no ponderados usando la 

media aritmetica. Este metodo minimiza la distancia entre grupos, al tomar la 

distancia promedio de todos los pares entre los individuos de la muestra 

(Rohlf, 1993). Mediante este analisis es posible dividir una poblacion de 

individuos en un numero determinado de subgrupos, optimizando el grado 

de homogeneidad interna de cada uno (Quevedo, 1993; citado en Silvestre, 

2008). 

1.6.6. Coeficiente de correlacion cofenetica (r) 

E s la medida de distorsion de un arbol genetico con respecto a su 

matriz de similitud. Mide el grado de ajuste entre la matriz cofenetica que 

representa el arbol genetico y la matriz de distancia que le dio origen, de 

acuerdo al metodo de agrupamiento utilizado. Con este analisis se determina 

el nivel de correlacion del producto-momento (r), si este es superior a 0.8 se 

dice que la representacion de la matriz de similitud por el arbol genetico, es 

buena (Rohlf, 1993). 

27 



1.6.7. Bootstrap 

E s una tecnica estadistica de remuestreo de datos de loci que permite 

dar los valores fiables (%) de los grupos en un arbol genetico y dotan al 

mismo tiempo de un alto grado de confianza. Este analisis implica la 

creation de un lote de datos realizando un muestreo aleatorio de n 

caracteres o loci y reemplaza los datos originales. De esta manera se 

obtiene un lote de datos del mismo tamano que la original, pero algunos 

caracteres quedan excluidos y otros estan duplicados. La variacion al azar 

de los resultados obtenidos de analizar estos lotes de datos remuestreados 

estadisticamente, es la tipica que se conseguiria si se obtuvieran nuevos 

lotes de datos (Martinez y Vega, 2002). 

1.6.8. Distribution geografica 

S e ha desarrollado un software, DIVA-GIS 5.2, con el cual se hacen 

analisis de base de datos de colecciones biologicas como bancos de 

germoplasma y herbarios para dilucidar los patrones geneticos, ecologicos y 

geograficos en la distribution de especies cultivadas y nativas. Entre las 

funciones analiticas de DIVA-GIS se incluyen el mapeo de riqueza y 

diversidad de especies basados en datos de marcadores moleculares. Con 

esta funcion se analizan datos de presencia y ausencia utilizando las 

distancias geneticas calculadas con los indices de Jaccard, Nei y Li, y Sokal 

y Michener (Hijmans et al, 2004). 
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CAPITULO II 

MATERIALES Y METODOS 

2.1. Ubicacion y caracterizacion del area de trabajo 

2.1.1. Ubicacion geografica y politica de los pastizales 

La recoleccion de las especies forrajeras nativas, se realizo en los 

pastizales naturales alto andinos, ubicados en las zonas de 

Ccarhuaccpampa y Hospicio (Ayacucho); y Huillcani, Quesera, Huaracco, 

Santa Ines, Pultocc Chico y Carhuancho (Huancavelica); cuyos detalles 

geograficas y politicas se muestra en la Tabla 2-1 y Mapa 01. 



Tabla 2 - 1 . Ubicactdn Geografica y Politica de las z o n a s de recoleccion de pastos nativos. 

Codigo 
zona 

Zonas Distrito Provincia Dpto. Latitud Longitud 
Aititud 
(msnm) 

HO Hospicio Paras Cangallo Ayacucho 13°24'16" 74°55'55" 3900 
HL Huillcani Pilpichaca Huaytara Huancavelica 13°21'45" 74°56'38" 4000 
Q E Quesera Pilpichaca Huaytara Huancavelica 13°20'53H 74°56 ,33" 4050 
C C Ccarhuaccpampa Paras Cangallo Ayacucho 13°25'12H 74°54"33H 4100 
C H Carhuancho Pilpichaca Huaytara' Huancavelica 13o13'10M 74°57'40" 4450 
HC Huaracco Pilpichaca Huaytara Huancavelica 13°15'30" 75°04 ,55" 4500 
SI Santa Ines Pilpichaca Huaytara Huancavelica 13°13'41" 75°08 ,42M 4650 
P C Pultocc Chico Santa Ana Castrovirreyna Huancavelica 13°05'45" 75°03'37H 4700 

a. Composicion floristica de los pastizales nativos altoandinos 

Los pastizales nativos del lugar de investigation entre 3900 y 4700 

msnm (Tabla 2-1), se caracterizan por presentar una gran diversidad de 

especies en su mayoria de porte bajo, con predominancia de la 

Muhlenbergia ligularis, Calamagrostis vicunarum, Stipa brachyphylla, 

Trifolium amabile y en menor porcentaje de especies como el Festuca 

dolichophylia, Calamagrostis rigescens, Scirpus rigidus, Bromus lanatus y 

otras; condition que se puede observar en las zonas de Ccarhuaccpampa, 

Hospicio, Quesera, Carhuancho, Santa Ines y Pultocc Chico. En las 4 

ultimas zonas, ademas de las especies mencionadas, presenta la Poa 

perligulata y en la 2 ultimas zonas esta ausente ei Trifolium amabile. En los 

en los pastizales de Huillcani se observo especies de porte alto como el 

Stipa ichu y Stipa obtusa, asociado a estas se observan especies como el 

Muhlenbergia peruviana, Trifolium amabile, Calamagrostis vicunarum, Stipa 

brachyphylla, Muhlenbergia ligularis, Scirpus rigidus y otras. En los 

pastizales de Huaracco, esta ausente las especies Muhlenbergia peruviana, 

Muhlenbergia ligularis y Trifolium amabile (Durand, 2008). 
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b. Caracteristicas del suelo en los pastizales nativos altoandinos 

Segun los analisis fisico-quimico de suelos de los pastizales, realizados 

en el Laboratorio de Analisis de suelos y foliar "Nicolas Roulef-UNSCH, 

presentan un pH muy acido con valores menores a 5.5. Materia organica entre 

3.5 nivel medio hasta 5.9 que corresponde a un nivel alto. Fosforo disponible 

con valores de 2.1 a 12.0 ppm muy bajo hasta bajo. Potasio disponible con 

valores de 139 a 197.8 que indican alto a muy alto en contenido de potasio. Los 

valores de CIC superan los 20 meq/100, por tanto representan niveies altos en 

os suelos de los pastizales nativos altoandinos (Tabla 2-2). 

Tabla 2-2. Analisis fisico-quimico de los suelos de los pastizales nativos alto andinos. 

Lugar Are Lim Arc C l a S C 

Textural 
PH 

(H20) 
MO 
(%) 

N Total 
l»L\ 

Cationes 
Dispon. (ppm) 

Cationes Cambiables 
(meq/100g) 

CIC 
meq/ Arc C l a S C 

Textural 
PH 

(H20) 
MO 
(%) l » ) P K Ca++ Mg++ K+ 100 

Ccarhuaccpampa 40.4 26.8 32.8 Fr-arriltoso 5.2 5.07 0.25 3.86 139.0 11.12 0.15 0.71 24.0 
Huillcani 46.4 20.8 32.8 Fr-AroAren 5.1 5.88 0.29 2.11 155.0 2.88 0.10 0.79 29.0 
Quesera 50.8 21.7 27.6 Fr-Arct-Aren 5.3 4.37 0.22 4.91 170.0 3.52 0.15 0.87 21.0 
Hospido 42.4 23.2 34.4 Fr-arcilloso 4.8 3.50 0.18 7.72 160.0 11.92 0.20 0.82 29.0 
Carhuancho Fr-arciiloso 5.1 5.90 0.30 12.00 197.8 9.60 0.40 1.00 23.5 

Promedio 5.1 4.9 0.2 6.1 164.4 7.8 0.2 0.8 25.3 

Fuente: Laboratorio de suelos "Nicolas Rotriet" del programa de pastos y ganaderia-UNSCH (2007). 

c. Caracteristicas del clima en los pastizales nativos altoandinos 

Se puede observar en la Tabla 2-3 y Figura 2-1, que la temperatura 

minima absoluta se registra en los meses de julio y agosto con variacidn de -

6.40 a 0°C, mientras que la temperatura maxima absoluta se presenta en los 

meses de noviembre a enero con variaciones de 10.90 a 17.80°C y la media 

mensual varia de 3.8- 8.4°C. Por otra parte, la precipitacidn minima mensual 
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corresponde al mes de julio de 0.0 mm y la precipitation maxima se presenta 

en el mes de marzo de 166.80 mm. 

Tabla 2-3. Temperaturas medias y precitaci6n mensuai (2007) de 
la estacidn meteorol6gica Apacheta (4150 msnm). 

Temperaturas promedio (°C) Precioitacibn 
Meses r 

Minima Maxima media (mm) 
Ene 0.0 16.8 8.4 111.6 
Feb -0.8 15.6 7.4 101.6 
Mar 0.2 14.6 7.4 166.8 
Abr -0.2 13.0 6.4 95.0 
May -3.4 14.4 5.5 38.0 
Jun -3.8 14.2 5.2 4.5 
Jul -6.4 14.0 3.8 0.0 

Ago -5.4 16.8 5.7 16.3 
Set -3.0 13.2 5.1 76.0 
Oct -3.2 17.0 6.9 76.8 
Nov -2.7 17.8 7.6 48.8 
Die -3.0 17.4 7.2 174.1 

Fuente: red hidrometeorol6gica OPEMAN 

m m ISE m MJR m mi Jtx JCL \m st? oa SOT DJC 

\T««s 

Figura 2-1. Diagrama ombrotermica (T°C vesus Pp mm) con datos de clima 
de la estacion Apacheta, de los pastizales nativos altoandinas. 
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2.1.2. Ubicacion geografica y politica del laboratorio molecular 

El analisis de diversidad genetica de pastos nativos altoandinos, 

mediante marcadores A F L P , se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologfa 

Molecular del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA), Estacion 

Experimental Agraria La Molina, del distrito de La Molina; provincia de Lima; 

departamento de Lima. Localizados geograficamente a 12°04'24" latitud sur y 

76°56'10" longitud oeste, a una altitud de 241 msnm. 

2.2. Descripcidn de materiales 

2.2.1. Material biologico 

S e recolectaron 30 plantas de "chilligua" (Festuca dolichophyUa) y "atun-

chiji" (Muhlenbergia ligularis), de las zonas alto andinas de Ccarhuaccpampa, 

Huillcani, Santa Ines, Pultocc Chico y Carhuancho. Asimismo, 30 plantas de 

Poa perligulata en las comunidades campesinas de Quesera, Huaracco, Santa 

Ines, Pultocc Chico y Carhuancho. Otras 30 plantas de "layo" (Trifolium 

amabile) en las comunidades de Ccarhuaccpampa, Hospicio, Huillcani, 

Quesera y Carhuancho (Anexo 1). En cada zona de estudio se recolecto 6 

plantulas por especie, y se analizaron 120 colectas de las 4 especies de pastos 

nativos de las 8 zonas altoandinas seleccionadas (Tabla 2-4). 

2.2.2. Materiales e insumos en general 

Los materiales, insumos, soluciones, la instrumentation y los diversos 

programas informaticos utilizados durante la realization de este trabajo, se 

presentan en el Anexo 2. 
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Tabla 2-4. Relacibn de muestras colectadas y analizadas por especies, zonas 
ecol6gicas y sitios (A, B y C) de los pastizales nativos altoandinos. 

Zonas 
ecologicas alto 

F. 
Dolichophylia P. Perligulata M. ligularis 7. amabile 

Total 
andinas A B C A B C A B C A B C 

Hospicio 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 2 6 
Huillcani 2 2 2 0 0 0 2 2 2 2 2 2 18 
Quesera 0 0 0 6 0 0 0 0 0 6 0 0 12 
Ccarhuaccpampa 3 3 0 0 0 0 3 3 0 3 3 0 18 
Carhuancho 2 2 2 2 0 4 2 2 2 0 3 3 24 
Huaracco 0 0 0 3 3 0 0 0 0 0 0 0 6 
Santa In6s 2 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 0 18 
Pultocc Chico 2 2 2 2 2 2 0 0 6 0 0 0 18 
Total 30 30 30 30 120 

Figura 2-2. Especies forrajeras nativas altoandinas. A) Festuca dolichophylia 
B) Poa perligulata. C ) Muhlenbergia ligularis. Y D) Trifolium amabile. 
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2.3. Metodologia de obtencion de muestras en campo 

2.3.1. Identificacion de especies y seleccion de las zonas de recoleccion 

En funcion a la presencia de las especies forrajeras nativas en estudio 

identificado mediante gufas e information de morfologia (Tovar y Oscanoa, 

2002; Mostacero et al, 2002), y de acuerdo al piso ecologico (altitud msnm), se 

selecciono las zonas de recoleccion de las especies forrajeras nativas alto 

andinas. Para la colecta, se identifico las especies forrajeras nativas a estudiar; 

al mismo tiempo, se registro los datos de posicion con el G P S asi como las 

distancias referenciales entre zonas de colecta; datos que fueron confirmados 

en gabinete, mediante el estudio de cartas geograficas digitalizadas e 

impresas, adquiridas del Instituto Geografico National (Mapa 01). 

2.3.2. Recoleccion de muestras 

Debido a que son muy exigentes los protocolos de analisis de laboratorio 

es necesario partes tiernas de la planta y por presentar las especies forrajeras 

nativas altas concentraciones de fibra, se recolecto plantas completas de 

pastos, las mismas que posteriormente fueron trasplantadas bajo condiciones 

de invernadero de la S U D I R G E B (INIA-Lima) (Figura 2-3). 

S e extrajo 6 plantas de pastos por especie y zona. En cada zona se 

determino de 2 a 3 puntos de recoleccion, y en cada punto se cogio de 2 a 3 

plantas al azar. La distancia entre sitios de recoleccion (A, B y C) fue de 100 a 

500 m y entre plantas (P) de 10 a 50 m aproximadamente (Figura 2-4). 

Las muestras fueron colocadas en bolsas de papel con sus respectivos 

codigos de identificacion (especie, lugar y zona). 
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Figura 2-3. Recoleccibn de plantas completas de pastes nativos altoandinos. 
A) Muhlenbergia ligularis. Y B) Festuca dolichophylla. 

Figura 2-4. Recolecci6n de especies forrajeras nativas, en la zona de Santa Ines. 
Sitios de Recolecci6n (A, B y C) . N° de Plantas (P1 y P2). 

2.3.3. Preparacion de muestras para su traslado 

Las plantas de pastes recolectados, se cortaron las raices y tallos, luego 

fueron envueltos en papel periodico y atado con hilos pabilo. En el extremo del 

hilo se colocaron las etiquetas de masking con los codigos de identificacibn 
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correspondientes. Despues de humedecer el papel, que envuelve la muestra, 

se embolsaron para ser puestas en el cooler y ser trasladada a la Estacion 

Experimental Agraria La Molina INIA-Lima (Figura 2-5). 

Figura 2-5. Muestras de pastos nativos preparados para su traslado, con s u s 
respectivoscodigos de identification. 

2.4. Trasplante de colectas de especies forrajeras nativas 

Con la finalidad de obtener partes vegetales tiernas de la planta (hojas, 

vaina o tallo) para la extraction de ADN, las colectas fueron trasplantadas y 

mantenidas en invernadero de la Subdireccion de Recursos Geneticos y 

Biotecnologta del INIA-La Molina (Figura 2-6). 

Preparacion del sustrato y llenado de bolsas 

La preparacion del sustrato y el llenado de bolsas fueron realizados 

anticipadamente a la recoleccidn de las muestras. E l sustrato consisti6 en la 

mezcla de arena desinfectada y compost; preparadas en bolsas de polietileno 

(30 x 25.5 cm) de vivero. 
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Trasplante de plantas de pastos nativos recolectadas 

Las muestras fueron retiradas cuidadosamente del cooler una por una e 

inmediatamente se les trasplantd en las bolsas y el etiquetado correspondiente 

con la codificaci6n de campo. 

Cuidados de las muestras 

Los cuidados correspondientes, se encaminaron a obtener brotes tiernos 

para iniciar los trabajos de extraccion de ADN. Se realizo la poda al ras de la 

corona, el riego controiado, fertilizaci6n, aplicacion de abonos foliares, 

deshierbo constantes, remocion del sustrato. 

Figura 2-6. Obtenci6n de partes tiernas de pastos nativos altoandinos. A). 
Trasplante de muestras colectadas. Y B) Rebrote de las 4 especies forrajeras 
nativas. 
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2.5. Identificacion de marcadores AFLP 

La identificacion de marcadores A F L P y la obtencion de datos para el 

analisis de diversidad genetica y distribucion espacial de las colectas de las 

especies forrajeras altoandinas (Festuca dolichophylia, Poa perligulata, 

Muhlenbergia ligularis y Trifolium amabile), presento el siguiente proceso de 

analisis que se detalla a continuation. 

2.5.1. Extraccion de ADN de especies forrajeras nativas 

El ADN nuclear fue obtenido a partir de toda la parte aerea de la planta 

(hoja, vaina, ligula, tallo), mediante el protocolo estandarizado para pastos a 

partir del metodo C T A B (CIP, 1997) modificado en el Laboratorio de Biologia 

Molecular de la SUDIRGEB- INIA (Figura 2-7). Este metodo consta de 5 etapas 

fundamentales. 

a. La extraccion de ADN, se inicio con el traslado de plantas con brotes 

tiernas del invernadero al area de extraccion del Laboratorio. Las hojas, 

vainas y tallos debidamente desinfectados con alcohol de 96°, se procedio 

a cortarlas y colocarlas en el mortero al cual se le agrego nitrogeno liquido 

(desecante), para que se realice la ruptura mecanica de las paredes y 

membranas celulares. 

b. Como resultado del paso anterior se obtuvo un polvo fino, el cual se 

trasvaso a tubos de microcentrifuga para la incubation del tejido a 65°C 

en 700 pi del tampon de extraccion C T A B 2X y 2 ul de (3-mercaptoetanol. 

E l C T A B solubiliza las membranas lipoproteicas, denatura las enzimas 
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degradativas del ADN y forma un complejo con el ADN y el P-

mercaptoetanol (protege al ADN de la actividad de las enzimas como las 

peroxidasas y polifenoloxidasas). 

c. Luego de la incubacion, se agrego al suspension 700 pi de 

cloroformo/alcohol-isoamilico (24:1), el cual elimina los polisacaridos, 

lipidos y proteinas a traves de la centrifugacion. Despues se adiciona 50 

ul de la solution tampon C T A B 10X con NaCI, 300 pi de acetato de 

potasio y nuevamente 700 pi de cloroformo/alcohol-isoamilico (24:1). 

d. Al sobrenadante se anadio 700 pi de isopropanol frio, para precipitar los 

acidos nucleicos haciendose visible el ADN ("pellet") en refrigeration por 2 

minutos a -20°C, el cual es sedimentado por centrifugacion; cuarta etapa. 

e. En la quinta etapa el pellet (ADN/ARN) es lavado 2 veces con etanol 70% 

y una vez con etanol absolute Luego de los lavados el precipitado se dejo 

secar toda la noche colocando los tubos de microcentrifuga abiertos e 

inclinados. 

Finalmente, el precipitado se resuspendio en buffer T 1 0 Eo. i y se agrega 1 

pi de ARNasa 10 mg/ml para degradar el ARN por incubacion por 2 horas a 

37°C, y as i obtener solo el ADN deseado. 

La extraction de ADN de las especies forrajeras nativas presenta un 

detalle particular frente a otras especies vegetales, debido a que se realizo con 

dos repeticiones por muestra (dos tubos de 2 ml, por cada repeticion) para 
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Ilegar a obtener la cantidad y calidad de ADN que se requiere en los analisis de 

A F L P . Ademas, al agregar el tampbn de extraccion C T A B 2X se incubd 

inmediatamente en bano maria a 65°C (Anexo 3 y 8). 

Material Colectado 

Molienda 
(Muestra + N 2 Lfquido) "Traspase del polvo fino 

(Entubos de 2 ml) 

Sobrenadante+CTAB 10X + 
acetatodeK.+24:l 

> r \ y Muestra polvo+CTAB 2X + 
cloroformo/alcohol isoamIico(24:1) 

Sobrenadante 

t 
Formaci6n de fases luego 

'decentrifugar 7'/14000rpm Sobrenadante transferidi 

Sobrenadante + isopropanol 
frfo 7T% 

Pellet+etanol 70%(2veoes) + 
etanol absolute (1 vez) 

Formaci6n de fases luego 
decentrifugar 7714000 rpm 

Pellet+tamp6n T|0^,j(25a50p.1 
d epend iendo d el tamano del pellet) 

tj • 

ADN 

mt< 
Pellet, 

\ 
\ 

Formacion de precipitado de 
ADN 20V-20°C. Centrifugar 

5V14000 rpm 

Lavados del pellet 
Centrifugar c/lavado 

5V14000rpm 

^S^* -*!^^ 

\ ' 
i w ; 

i 

jf 
Resuspension del 

precipitado de ADN. Y 
Cuantificacion. 

Figura 2-7. Diagrama esquematico del metodo de extracci6n de ADN gen6mico 
de las especies forrajeras alto andinas. 
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2.5.2. Evaluacion del ADN aislado 

E s requisite- esencial, que el ADN aislado este libre de contaminantes 

como ARN, fenol, cloroformo, etanol, sales, detergentes, EDTA, etc., los cuales 

afectarian en el momenta de la amplificacion por P C R , por ello es importante la 

verification de la calidad y la cantidad de ADN extraido. Esta operation se 

realizo a traves de dos metodos. 

Electroforesis horizontal en gel de agarosa 

En este procedimiento, se preparo geles de agarosa al 1 % en 100 ml de 

T B E 1X y fue disuelta en microondas por 3 minutos. Y a disuelto, se agrego 2.5 

pi de bromuro de etidio y se virtio en un molde, luego se coloco los peines para 

formar lo pocillos. 

S e mezclo 2 pi de ADN extraido con 4 pi de tampon de carga S A L B 2X 

(azul de bromofenol, sucrosa, xilencianol, naranja G) , el cual tiene la finalidad 

de incrementar la densidad de las muestras para asegurar que el ADN sea 

depositado uniformemente en el pozo, asimismo da color a la muestra lo que 

no solo facilita el cargado, sino tambien sirve como un patron de corrida 

referential debido a los colores visibles durante la corrida. 

El gel con el molde se coloco en la camara electroforetica horizontal 

conteniendo buffer de corrida T B E 1X, inmediatamente se cargo 6 pi de la 

mezcla del ADN con S A L B 2X en cada pozo formado por los peines, que 

fueron retirados con anterioridad, y en el ultimo pozo se cargo 2 pi del 

marcador de peso molecular y concentration conocido, ADN del fago lambda 

cortado por la enzima Pstl. Seguidamente, se llevo a cabo la electroforesis a 

100 voltios por 45 minutos aproximadamente. 
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El ADN en el gel de agarosa, tenido con bromuro de etidio, fue 

visualizado con luz UV a traves del transiluminador y fotografiado con el 

captador de imagenes digitales (Anexo 4 y 9). E l colorante mencionado tiene la 

propiedad de intercalarse con el ADN de doble helice, y la intensidad de 

fluorescencia inducida por la luz UV, es proporcional a la cantidad de ADN. 

La cantidad aproximada de ADN se estimo comparando la intensidad y 

grosor de cada una de las bandas con la primera banda del marcador fago 

lambda, la cual es equivalente a 28 ng/pl, para luego llevarlas a una 

concentration uniforme de aproximadamente 25 ng/pl (Figura 2-9). 

Conociendo la concentration aproximada de ADN (ng/pl) de las muestras, 

seguidamente se calculo la concentration en el volumen total de los 

respectivos tubos con las muestras con la siguiente formula: 

C i x v f = ct x v f 

Cf. Concentration initial del soluto. 

Vf. Volumen initial de la solution. 

Cf. Concentration final del soluto. 

V/. Volumen final de la solution. 

Metodo Qubit ™ Fluorometer 

El metodo se aplico para determinar la cantidad de ADN de las muestras 

de pastos. Como primer paso se preparo las muestras de ADN con buffer 

(especificacion 199 pi para c/u) y el fluorocromo (especificacion 1 pi para c/u). 

E l volumen total de la preparacion de los reactivos, depend ia del numero de 

muestras a ser cuantificadas. 
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Seguidamente, se prepard los estandares (A y B), tambien con buffer y 

el fluorocromo, luego se procedi6 a hacer las lecturas de los estandares y las 

muestras en el Qubit™ Fluorometer. Los datos de salida fueron directamente a 

un ordenador (software Qubit data logger) (Figura 2-8). 

El calculo de la concentration de AON de las muestras, se realizo con la 

siguiente relaci6n: 

[ADN] = 
(lectura Qubit) * 200 

dilution 

/ 
' 1 M 

I I 
\ \ 
* r 

n>irtvilrogen 

»x \ ^ 

Figura 2-8. Metodo Qubit Fluorometer para cuantificarel ADN de las especies 
forrajeras nativas altoandinos. A) Diagrama esquematicodel procedimiento. 
B) Preparaci6n de muestras y soluciones. Y C) Lectura en el Qubit. 
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THL THL TQE TQE TH O PHC PHC PCH PCH PQE PQE PQE PQE P81a X 
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5a 5b 6b 14a 15a 16a 17a 18b 19a 20a 22a 23a 25a 26a 27a 29a 30a J 

Figura 2-9. Bandas de ADN (25 ng/ul) de las especies forrajeras nativas, evaluadas 
mediante electroforesis en gel de agarosa 1%. (A) Lambda ADN (56 ng). 

2.5.3. Amplificacion de fragmentos AFLP 

Para la amplificacion se realizo los diferentes preparados de reaccion. 

S e obtuvo segmentos de ADN de distintos tamanos, mediante el empleo de las 

Ilamadas "tijeras moleculares" (enzimas de restriccion). Luego, se ha realizado 

muchas copias de estos fragmentos para poder tener una cantidad observable 

a simple vista, esto se logro mediante la P C R , con la cual, al igual que en una 
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fotocopiadora se generaron millones de copias de los fragmentos de ADN. De 

esta manera, los fragmentos estuvieron listos para ser separados por sus 

respectivos tamanos al hacerlos correr electroforeticamente por un gel; y ser 

tenidas con nitrato de plata y asi poder visualizarlos como bandas oscuras. 

Seleccion de iniciadores 

Para la amplificacion de los marcadores moleculares AFLP se utilizo 6 

combinaciones de iniciadores. Lo oligonucle6tidos fueron tornados como 

referenda de Morales et al (2006) y CIP (1997), los cuales mostraron 

polimorfismo en estudios previos de especies forrajeras nativas (Tabla 2-5). 

Tabla 2-5. iniciadores seleccionados con base en las secuencias de 
Eco Rl y Mse I, para la amplificaci6n de marcadores AFLP de las 
especies de pastes nativos altoandinos (Festuca dolichophylla, Poa 
pertigulata, Muhlenbergia ligularis y Trifolium amabile). 

AFLP 
locus 

Iniciadores con base en las 
secuencias de E c o R I (E) y Mse I (M) 

Forma 
simplificada 

E35 
E41 

5-GAC T G C GTA CCA ATT C/AC A-3 
5-GAC T G C GTA CCA ATT C/AG G-3 

Eco RI-ACA 
Eco RI-AGG 

M48 
M55 
M57 
M59 
M60 

5-GAT GAG T C C TGA GTA A/CA C-3 
5-GAT GAG T C C TGA GTA A/CG A-3 
5-GAT GAG T C C TGA GTA A/CG G-3 
5-GAT GAG T C C TGA GTA A/CT A-3 
5-GAT GAG T C C TGA GTA A/CT G-3 

Wsel-CAC 
Msel-CGA 
Msel-CGG 
Mse l-CTA 
Msel-CTG 

Primers de la publicaci6n Morales et al (2006) y CIP (1997). 

Procedimiento A F L P 

La guia referencial del procedimiento, de acuerdo a las condiciones del 

Laboratorio de Biologia Molecular de la SUDIRGEB-INIA, fue elaborada 

tomando como referenda los protocolos descritos en Molecular Biology 
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Laboratory Protocols: Plant Genotyping (CIP, 1997). La tecnica fue repetida 2 

veces para verificar la reproducibilidad de los marcadores. Consta de 4 etapas: 

a. Digestion 

Etapa en la cual se utilizo 100 ng de ADN con la adici6n de una enzima 

de corte raro (EcoRI) combinada con otra enzima de corte frecuente (Msel), 

con la finalidad de fraccionar el ADN en segmentos de distintos tamafios. En 

efecto, con esta digesti6n se generaron tres clases de fragmentos que difieren 

en cuanto a las extremidades, as! se obtuvo fragmentos grandes resultantes de 

la digestion por la enzima de corte raro, fragmentos pequenos resultantes de la 

enzima de corte frecuente y fragmentos de tamanos intermedios resultantes del 

corte combinado de ambas enzimas (Tabla 2-6). 

Tabla 2-6. Protocoio del proceso de Digesti6n del ADN gen6mico de las 
especies forrajeras nativas con enzimas de restricci6n (Mse MEco Rl). 

Componentes 

Buffer 5X R-L 
NaCI 
BSA 
Mse I 
EcoRI 
NFW 

Concentracion 
Stock 

0.5 M 
10 mg/ml 

5U7ul 
10 U/ul 

Concentracion 
Final 

0.1 M 
0.2 mg 
0.15 U 
0.25 U 

1 Reaccion (pi) 
-

2 
0.2 
0.3 

0.25 
3.25 

Vol Total 10 

10 pi Mix Digesti6n + 100 ng ADN (3 horas a 37°C). 

Luego, se agrego 10 pi de la mezcla de digestion en 4 pi de ADN de los 

pastos a concentracion de 25 ng/ul, en placas de 96 pocillos. Se incubd a 37°C 

por 3 horas en un termociclador MJ Research de modelos PTC 100 y PTC 200. 
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b. Ligacion 

Para incorporarlos adaptadores especificos que poseen terminates 

complementarios a los extremos resultantes del corte con las enzimas de 

restriccion, se preparb la mezcia de ligacidn (Tabla 2-7). 

A 10 pi del producto digerido de cada muestra de ADN se agrego 10 pi 

de la mezcia de ligacion y se realizd a temperatura ambiente por 16 horas, con 

el fin de obtener una reaccion completa en placas de 48 pociilos. 

Tabla 2-7. Protocolo del proceso de Ligaci6n de adaptadores (Mse/Eco) 
para muestras de ADN-digerido de las especies forrajeras nativas. 

Componentes Concentracion 
Stock 

Concentracion 
Final 1 Reaccion (pi) 

Buffer 5X R-L 2 
NaCI 0.5 M 0.05 M 1 
BSA 10 mg/ml 0.1 mg 0.1 
Mse 5uM 0.5 uM 1 
Eco 5uM 0.5 uM 1 
T4 Ligasa 5U/ul 0.017 U 0.034 
ATP 10 mM 1 mM 1 
NFW 3.866 
Vol Total 10 

10 pi Mix de Ligaci6n + 10 pi Digestibn (16 horas a T° ambiente). 

c . Preselectiva 

Se preparo la mezcia de reaccion para las muestra de ADN digerido-

ligado, de acuerdo al protocolo de preselectiva estandarizado (Tabla 2-8). Esta 

mezcia contiene iniciadores, los que a partir de los adaptadores amplificaron 

fragmentos selectivos. 

5 pi del producto digerido-Ligado de las muestras de ADN fueron 

colocadas en placas de 48 pociilos; a estos se agregd 20 pi de la mezcia 
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preselectivo. La solution preparada fue amplificada en termociclador MJ 

Research modelo PTC 200 (Figura 2-10) con el programa estandarizado, 

protocolo de la Tabla 2-9. 

Tabla 2-8. Protocolo del proceso de Amplificacibn Preselectiva para 
muestras de ADN digerido-Ligado de las especies forrajeras nativas, con 
primers (Mse 00/Eco 00). 

Componentes 
Concentracion 

Stock 
Concentracion 

Final 1 Reaccidn (pi) 

NFW 14.15 
Buffer 10X 10X 1.25X 2.5 
dNTPs Mix 5 mM 0.3125 mM 1.25 
EcoOO 50 ng/ul 2.5 ng 1 
Mse 00 50 ng/ul 2.5 ng 1 
Tag 5U/pl 0.025 U 0.1 
Vol Total 20 

20 pi Mix Preselectiva + 5 pi Producto Dig-Lig. 

Tabla 2-9. Programa de amplificacion preselectiva para marcadores 
AFLP de las especies forrajeras nativas. 

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo 

1 94 4 min 

13 
94 
65 

-0.7° x ciclo 
72 

30seg 
30 seg 

1 min 

24 
94 
56 
72 

30 seg 
30 seg 
1 min 

1 72 5 min 

1 4 2 min 
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De la tabla anterior, las condiciones de amplificacion fueron; un primer 

ciclo de denaturacion previa a 94°C por 4 minutos. La siguiente etapa consta 

de 13 ciclos, cada uno con tres subetapas; la primera la denaturacion a 94°C 

por 30 segundos para separar las hebras del ADN molde y del iniciador; 

segundo el alineamiento de los iniciadores al ADN molde a 65°C y -0.7°C por 

ciclo (temperatura de union 6 annealing) por 30 segundos; y la tercera, la 

extension a 72°C por 1 minuto, para que la taq polimerasa realice la sintesis 

en presencia de dNTPS y MgCI2. Otra etapa que consta de 24 ciclos, e igual al 

anterior, con sus tres subetapas respectivas con la diferencia en que el 

alineamiento de los iniciadores de ADN es a 56°C por 30 segundos. Y 

finalmente, dos ciclos mas, una de 72°C por 5 minutos y la otra a 4°C por 2 

minutos. 

d. Selectiva 

Etapa de mayor intensidad de seleccion de fragmentos de ADN, la 

combinacion de los primers o iniciadores utilizados en la mezcla contienen tres 

nucleotidos arbitrarios adicionales, entonces solamente 3 de cada 4 bases 

posibles intervinieron en la production de fragmentos amplificados. 

Para esta etapa, se realizo la dilution de los productos preselectivos en 

1:1 (ADN pre amplificado y agua libre de nucleasas) y se preparo la mezcla de 

reaccion para una muestra de ADN de la preselectiva diluida, de acuerdo al 

protocolo selectivo estandarizado (Tabla 2-10). 

De las diluciones del producto preselectivo diluido se tomo 5 pi y se les 

agrego los 5 pi de la mezcla selectivo para la amplification en termociclador MJ 

Research modelo P T C 100 (Figura 2-10) con el programa estandarizado, 
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protocolo de la Tabla 2-11. Dicha tabla muestra las condiciones del programa 

de amplificacion selectiva similar a la etapa de amplificacidn preselectiva. El 

numero de ciclos, las temperaturas y los tiempos presentan valores diferentes 

al programa de amplificacidn preselectiva, siendo el principio lo mismo. Se 

reaiizaron las ampiificaciones con 6 combinaciones de iniciadores de 

marcadores AFLP (Tabla 2-12). 

Tabla 2-10. Protocolo del proceso de Amplificacion Selectiva para 
muestras de ADN de la Preselectiva diluida de las especies forrajeras 
nativas, con la combinacion de iniciadores o primers seieccionados. 

Componentes 
Concentracion 

Stock 
Concentraci6n 

Final 1 Reaccidn (ul) 

NFW 0.84 
Buffer 10X 10X 2.2X 1.1 
dNTPs 5mM 5mM 0.6 mM 0.6 
Eco+ 3 50 ng/pl 20 ng 2 
Mse+ 3 50 ng/pl 3ng 0.3 
Taq 5U/ul 0.16 U 0.16 
Vol Total 5 

5 pi Mix Selectiva + 5 pi Preselectiva diluida. 

Tabla 2-11. Programa de amplificacidn selectiva para marcadores 
AFLP de las especies forrajeras nativas. 

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo 

1 94 2 min 

11 
94 
66 

-1°to56° 
72 

20 seg 
30 seg 

2 min 

20 
94 
56 
72 

20 seg 
30 seg 
2 min 

1 60 30 min 

1 4 2 min 
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Tabla 2-12. Combinaci6n de iniciadores para la amplificaci6n de 
marcadores AFLP de las especies forrajeras nativas. 

AFLP loci Combinacion de iniciadores para la 
amplificacion AFLP 

E35-M48 Eco RI-ACA + Mse l-CAC 
E35-M55 Eco RI-ACA + Mse l-CGA 
E35-M57 Eco RI-ACA + Mse l-CGG 
E41-M57 Eco RI-AGG + Mse l -CGG 
E41-M59 Eco RI-AGG + Mse l-CTA 
E41-M60 Eco RI-AGG + Mse l-CTG 

Figura 2-10. Amplificacion de fragmentos AFLP de pastos nativos altoandinos, 
mediante PCR. A) Conjuntodereactivos utilizadosen losprocedimientos de 
las etapas del AFLP. B) Termociclador PTC 200 de dos cabezales para 
amplification de 48 muestras c/u no. Y C) Termociclador PTC lOOuncabezal 
para amplificacion de 96 muestras. 
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2.5.4. Electroforesis de los productos de amplificacion 

La electroforesis de los productos de P C R se realizo en geles 

denaturantes de poliacrilamida (Acrilamida al 6%, Urea 7M), en una camara 

vertical para geles de secuenciamiento (Gibco, Modelo S2 y C B S dual). La 

camara consta de los siguientes componentes: dos tanques de electroforesis, 

(anodo y catodo), en los cuales se coloca el buffer de electroforesis; una base o 

soporte que mantiene fijo todo el sistema; la placa de aluminio sobre la cual se 

apoyan los vidrios; dos vidrios de igual grosor y anchura, pero de diferente 

altura, el menor es denominado "vidrio adhesivo" sobre el cual debera quedar 

adherido el gel una vez polimerizado, el otro mas alto denominado "vidrio 

repelente", el cual no participa en el procedimiento de la tincion; los 

espaciadores de polietileno o teflon, que son los que van a definir el grosor del 

gel; y el peine del mismo grosor y material de los espaciadores que va a 

permitir moldear los pocillos para colocar las muestras. 

El funcionamiento del sistema de electroforesis, presento los siguientes 

pasos: 

a. Preparacion del gel de poliacrilamida 

S e limpiaron las placas de vidrio con alcohol y papel toalla antes de 

aplicar los respectivos reactivos. Al vidrio de menor altura, se le impregno la 

solution adherente compuesta por 1.5 ml de alcohol 96%, 4.7 u.l acido acetico 

glacial y 5 pi de silano adhesivo (p-metacriloxipropil trimetoxi silano). Una parte 

del silano adhesivo, interactua con la placa de vidrio y la otra parte polimeriza 

con el gel, lo que permite la adhesion del gel al vidrio. E l otro vidrio fue tratado 
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con 1 ml de dimethyldiclorosilan, aproximadamente, para impedir la adhesion al 

gel. 

Luego de 30 minutos los vidrios fueron ensamblados con los 

separadores y sujetadores. Al molde resultante similar a un "sandwich", 

inmediatamente, se vertio la solution de poliacrilamida; este consiste en 60 ml 

de solution de acrilamida al 6%-urea 7 M, 360 ul de A P S al 10% y 36 ul de 

T E M E D , a continuation se colocaron los respectivos peines. Para que el gel 

pueda ser usado, se espero un tiempo mmimo de 2 h para su polimerizacion 

(Anexo 5). 

b. Instalacion y pre electroforesis del gel 

Luego de la polimerizacion, el molde con el gel fue colocado en la 

camara de electroforesis vertical, sin los sujetadores y libre de residuos de 

poliacrilamida. En seguida se vertio 500 ml, aproximadamente, de tampon T B E 

0.5X en los compartimientos inferior y superior. Luego se hizo una precorrida a 

1500 voltios por 30 minutos (Anexo 6). 

c . Denaturacion 

Las muestras de ADN amplificadas, fueron denaturadas a 95°C por 5 

minutos, antes de ser cargadas en el gel, pero previamente se les anadio el 

tampon de carga para geles de poliacrilamida (50% del volumen de la muestra) 

con la finalidad de darle mayor densidad a la muestra, estabilizar las 

condiciones denaturantes por medio de la formamida al 96% y contar con un 

patron de colores como referencia de peso molecular. E l azul del xilencianol, en 

acrilamida al 6%, corresponde a 110 pb. 
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d. Cargado y corrida electroforetica de la muestra 

S e cargaron 7 u.1 del producto amplificado y denaturado. E l tiempo de 

corrida promedio fue de 3 horas a 1500 voltios, 100 watts y 100 mA. El tiempo 

de corrida vario de acuerdo a la combinacion de iniciadores para facilitar la 

identificacion y determination del tamano de la bandas (Anexo 6). 

2.5.5. Tincion del gel de poliacrilamida para revelar bandas amplificadas 

Para visualizar las bandas amplificadas, se utilizo un protocolo de tincion 

no radioactiva, con nitrato de plata y revelado con carbonato de sodio (Anexo 

7); con el siguiente procedimiento: 

a. Fijacion 

Terminada la electroforesis el vidrio adherente fue separado del vidrio 

repelente para ser sumergido en una solution fria de acido acetico al 10% en 

agitation durante 30 minutos. La fijacion es un paso que evita la difusion de las 

moleculas de acido nucleico separadas en la matriz del gel, tambien ayuda a 

remover y neutralizar quimicos indeseados (como urea, tampon de corrida). 

b. Lavado post fijacion 

Seguidamente, el gel fue lavado dos veces con agua destilada helada, 

en agitation, durante 4 minutos cada uno. Este paso remueve remanentes de 

componentes solubles del gel que se quedan despues de la fijacion y que 

interfieren con la tincion. 
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c. Impregnacion de la plata 

El gel ya fijado, fue colocado en otra bandeja con la solucion fria de 

nitrato de plata al 0 . 1 % mas 1.5 ml de formaldehido al 37%, en agitation 

durante 30 minutos. En esta etapa, el ion de plata reacciona con las bases del 

ADN (adenina, guanina, citosina y timina) y la presencia del formaldehido da 

sensibilidad y contraste; ademas, este ultimo, probablemente, reduce la plata a 

un nivel muy bajo pero lo suficiente para producir sitios de nucleacion initial 

alrededor del sustrato de tincion. 

d. Lavado post impregnacion 

Posteriormente, se procedio a un enjuague con agua destilada fria 

durante 7 segundos aproximadamente. Este paso permite eliminar remanentes 

de plata que pueden causar precipitados marrones en la solucion durante el 

revelado. Ademas, de esta manera, se reduce la concentracion de plata en la 

superficie del gel mejorando el contraste en el revelado, pero enjuagues que 

exceden los 20 segundos disminuyen la intensidad de las bandas. 

e. Revelado 

Para el revelado, el gel es sumergido y agitado en una solucion 

reveladora (carbonato de sodio 3%, 750 ul de formaldehido al 37% y entre 10 y 

18 ul de tiosulfato de sodio) hasta obtener la intensidad y contraste deseados 

de las bandas que corresponden a los marcadores A F L P . E l revelado se realiza 

en un medio fuertemente alcalino dado por el carbonato que facilita la 

reduction de la plata a su estado metalico; la plata reducida se deposita en las 

proximidades inmediatas a la superficie del gel. El tiosulfato disuelve las sales 
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de plata insolubles, formando complejos y removiendo los iones de plata de la 

superficie del gel, permitiendo un tenido mas espetifico. 

2.5.6. Registro de marcadores AFLP 

Las bandas amplificadas, reproducibles y faciles de distinguir (bandas 

escoreables) fueron registradas en una matriz de datos, en hoja de calculo 

Excel . S e considero 1 para la presencia de un marcador A F L P y 0 la ausencia 

de la misma (Figura 2-11). 

2.6. Analisis de diversidad genetica 

Para los analisis bioestadisticos se tomo en cuenta los datos de las 6 

combinaciones de iniciadores de las 30 muestras de ADN. E l analisis fue 

realizado dentro de la poblacion y entre poblaciones de las zonas de estudio de 

los pastizales nativos alto andinos. S e analizaron los datos moleculares 

obtenidos, con metodos frecuentemente usados en estudios de diversidad 

genetica como la riqueza de marcadores A F L P , proporcion de loci polimorficos, 

diversidad genetica de Nei y distancia genetica (coeficiente de similitud Jacard). 

Previo a los analisis, se realizo la sistematizacion en la matriz de datos, 

en hoja de calculo Excel . S e preparo una nueva matriz de datos en la cual se 

obvio las bandas monomorficas, es decir aquellas bandas que estan presentes 

en todas las colectas, por lo tanto registran el valor 1 y no permiten detectar 

diferencias al comparar dos o mas colectas. Las bandas polimorficas restantes, 

que registran 2 valores ( 1 : presencia y 0: ausencia) y permiten diferenciar al 

comparar las colectas una de la otra, constituyen la matriz basica de datos para 

los analisis de diversidad genetica de Nei, analisis de similitud, agrupamiento. 
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Por otro lado, el analisis de riqueza de marcadores AFLP y proporcion de loci 

polimorfico involucro las bandas monomorficas y polimorficas. 
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Figura 2-11. Registro de datos de marcadores AFLP de las especies forrajeras 
nativas altoandinos. A) Matriz beisicade datos de presencia (1) y ausencia 
(0) de bandas. 

59 



2.6.1. Riqueza de marcadores AFLP 

S e determino por recuento directo de las bandas presentes en los 

individuos de la poblacion, para lo cual se utilizo la matriz de datos donde esta 

identificado cada individuo y los marcadores que presenta por locus. 

Ademas, en el analisis por especie de pastos nativos altoandinos, se 

determino bandas polimorficas frecuentes, es decir a aquellos que tienen una 

frecuencia mayor y/o igual al 5% en la poblacion. 

2.6.2. Proporcion de loci polimorfico (P) 

La proporcion fue calculada al dividir el numero de loci polimorfico entre 

el numero total de loci (polimorficos y monomorficos), con la siguiente relation: 

Donde, 

P : proporcion de loci polimorficos. 

n p: el numero de loci polimorficos. 

n t: el numero total de loci. 

2.6.3. Diversidad genetica de Nei (h) 

Como no se puede estimar la heterocigosidad promedio porque los 

marcadores dominantes no permiten discriminar entre individuos heterocigotos 

y homocigotos, se calculo la diversidad genetica dentro de un locus (h) para 

cada locus, utilizando la siguiente formula: 
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h, = 1 - p 2 - q 2 

Donde, 

hj: diversidad genetica promedio. 

p y q: frecuencias alelicas. 

2.6.4. Similitud genetica (coeficiente de similitud Jaccard) 

La distancia genetica se estimo al transformar la matriz basica de datos 

en matriz de similitud, utilizando el coeficiente de similitud Jaccard. Se hizo un 

analisis de agrupamiento, mediante el metodo de medias aritmeticas no 

ponderadas UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic 

Averages) y se obtuvo el dendograma. Estas operaciones, se realizo mediante 

el programa NTSYSpc 2.1 (Rohlf, 2000). Ademas, se realizo lo siguiente: 

a. Correlacion 

S e calculo el coeficiente de correlacion (r) entre la matriz de similitud y la 

matriz cofenetica generada en base a la matriz de agrupamiento UPGMA. 

Valores de "r" menores a 0.7 indican que el dendograma no representana las 

relaciones de similitud existentes entre las colectas. 

b. Reproducibilidad (bootstrap) 

La confiabilidad y persistencia de los grupos formados, se probo 

mediante bootstrap para probabilidades porcentuales de cada nodo del arbol 

resultante, con 2000 permutaciones (Felsenstein, 1985), mediante el programa 

T R E E C O N For Windows 1.3b (Van y Wachter, 1997). 
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2.7. Analisis y distribucion espacial de datos 

S e ubico espacialmente las colectas de las especies forrajeras nativas a 

traves de las coordenadas, con sistemas de information geografica (SIG) , 

usando el programa DIVA-GIS 5.2 (Hijmans ef al, 1999). La matriz basica de 

datos moleculares, mas datos de recoleccion y los clusters formados en el 

analisis de agrupamiento, fueron importados al programa para realizar la 

distribucion geografica de la diversidad genetica en las zonas de colecta, es 

decir, se ubico las zonas geograficas donde se concentra el mayor numero de 

clusters en cuadriculas de 2995.4, 1917.6 y 1078.5 hectareas. Tambien, se 

analizo las distancias geneticas entre las colectas ubicandolas en cuadriculas, 

mediante la distancia de Jaccard (Jaccard, 1908). 
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CAPITULO III 

RESULTADOS Y DISCUSION 

3.1. Diversidad genetica de las especies forrajeras nativas altoandinas 

3.1.1. Riqueza de Marcadores Moleculares A F L P 

Las 6 combinaciones de iniciadores por especie amplificaron un total de 

1100 bandas escoreables, reproducibles en las 4 especies de pastos nativos 

altoandinos, de las cuales 575 son bandas informativas o polimorficas y 525 

monomorficos. S e obtuvo en promedio 275 bandas escoreables por especie 

(Tabla 3-1). 

De las 4 especies forrajeras nativas, Festuca dolichophylla, presento el 

mayor numero de bandas polimorficas con 202 bandas y la especie Trifolium 

amabile presento el menor numero con 93 bandas (Tabla 3-2 y Figura 3-1). E s 



decir, ia mayor diversidad genetica de pastos nativos altoandinos le 

corresponde a la especie Festuca dolichophyUa y la menor diversidad es para 

la especie Trifolium amabile. 

Tabla 3-1. Marcadores AFLP detectados en la poblacion de pastos nativos altoandinos. 

Especie Bandas 
escoreables 

Bandas 
polimorficas 

Bandas 
monomorficas 

Festuca dolichophyUa 
Poa perligulata 
Muhlenbergia ligularis 
Trifolium amabile 

331 
270 
262 
237 

202 
155 
125 
93 

129 
115 
137 
144 

Total 1100 575 525 
Promedio 275 144 131 

Tabla 3-2. Marcadores AFLP polimorficas detectadas en las especies forrajeras nativas altoandinas por 
combinacidnde iniciadores. 

Combinaciones de 
iniciadores 

Festuca dolichophyUa Poa perligulata Muhlenbergia ligularis Trifolium amabile 

EcoRI-AGG + Mse l-CTG 44 28 29 19 
EcoRI -AGG + Msel-CTA 21 28 15 14 
EcoRI -AGG + Afeel-CGG 29 21 28 14 
EcoRI-ACA + Msel-CGG 21 28 17 20 
Eco RI-ACA +Mse l-CGA 46 32 15 14 
EcoRI-ACA + Wsel-CAC 41 18 21 12 

Total 202 155 125 93 
Promedio 34 26 21 16 

Por otra parte, la especie forrajera nativa Trifolium amabile, fue el que 

amplified el mayor numero de bandas monomdrficos con 144 bandas y la 

especie Poa perligulata amplified el menor numero con 115 bandas (Tabla 3-3 

y Figura 3-1). 

64 



Figura 3-1. Representacibn esquematica de marcadores AFLP 
detectadas en las especies forrajeras nativas altoandinos. 

Tabla 3-3. Marcadores AFLP monomorficas detectadas en las especies forrajeras nativas altoandinas por 
combinacion de iniciadores. 

Combinaciones de 
iniciadores Festuca dolichophylla Poaperiigulata Muhlenbergia ligularis Trifolium amabile 

Eco RI4GG +Mse l-CTG 21 19 23 28 
Eco RI-AGG +Mse l-CTA 29 17 31 21 
Eco RI-AGG +Msel-CGG 16 23 17 30 
Eco RI-ACA+Msel-CGG 19 15 24 18 
Eco RI-ACA + Mse l-CGA 17 20 23 24 
Eco RI-ACA+Mse l-CAC 27 21 19 23 

Total 129 115 137 144 
Promedio 22 19 23 24 
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3.2. Diversidad genetica de la especie forrajera Festuca dolichophylla 

3.2.1. Diversidad genetica intrapoblacional 

La diversidad genetica dentro de la poblacidn, comprende el analisis de 

datos de las 30 coiectas de Festuca dolichophylla, obtenidos con las 6 

combinaciones de iniciadores. Considera el estudio de los individuos que 

conforman las 5 zonas ecolbgicas para tener una idea aproximada de la 

diversidad genetica en la poblaci6n total de la especie. 

a. Riqueza de marcadores moleculares A F L P en la poblacidn 

Las 6 combinaciones de iniciadores amplificaron 331 marcadores AFLP 

y 60% fueron polim6rficas (Tabla 3-4). El numero de fragmentos polim6rficos 

fue de 21 para EcoRI-AGG + Msel-CTA con 42% de polimorfismo y 46 para 

EcoRI-ACA + Msel-CGA con 73% de polimorfismo. Las combinaciones EcoRI-

ACA + Msel-CAC, EcoRI-AGG + Msel-CTG y EcoRI-ACA + Msel-CGA aportan 

mas a la detection de polimorfismo (Tabla 3-4). Los fragmentos monom6rficos 

en las combinaciones variaron de 16 a 29 (Tabla 3-3). 

Tabla 3-4. Marcadores AFLP y polimorfismo para la especie Festuca dolichophylla con 6 
combinaciones de iniciadores. 

Combinaciones de 
iniciadores (nt) (np) (P) (T) 

(%) de 
polimorf. 

EcoRI-AGG + Msel-CTG 65 44 0.6769 0.2178 67.7 
EcoRI-AGG + Msel-CTA 50 21 0.4200 0.1040 42.0 
EcoRI-AGG + Mse l-CGG 45 29 0.6444 0.1436 64.4 
Eco RI-ACA + Mse l-CGG 40 21 0.5250 0.1040 52.5 
EcoRI-ACA + Mse l-CGA 63 46 0.7302 0.2277 73.0 
Eco RI-ACA + Mse l-CAC 68 41 0.6029 0.2030 60.3 

Total 331 202 3.5995 1.0000 -
Promedio 55 34 0.5999 0.1667 60.0 

(nt): numero total de loci, (n p): numero de loci polim6rfico. (P): proporcibn de loci polimbrfico. Y (T): proporcidn de 
marcadores polimbrficos de cada primer al polimorfismo total. 
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b. Diversidad genetica en la poblacion 

En la poblacion estudiada se hall6 un promedio de diversidad genetica 

(h) de 0.283, indice que podria ser relativamente bajo. Ademas, de 202 

marcadores polim6rficos amplificados, 173 tienen una frecuencia de mas del 

5% en la poblacion (Tabla 3-5). 

Tabla 3-5. Diversidad genetica en la poblaci6n de la 
especie Festuca dolichophylia. 

Descripcion de loci y 
diversidad genetica Loci polimorficos 

N° Bandas 202 
N° Bandas Freq. (>= 5%) 173 
Promedio (h) 0.283 
SE del promedio (h) 0.011 

(h): diversidad genetica promedio. (SE): desviacidn estandar 

3.2.2. Diversidad genetica interpoblacional 

La diversidad genetica entre las poblaciones de la especie Festuca 

dolichophylia, signified el analisis comparativo de 6 colectas entre 5 zonas 

ecologicas, utilizando 6 combinaciones de iniciadores. 

a. Riqueza de marcadores moleculares A F L P 

El analisis man'rfiesta que el mayor numero de marcadores AFLP fue 143 

para Pultocc Chico y el menor fue 117 para Santa Ines (Tabla 3-6). 

b. Marcadores exclusivos 

El analisis, revel6 marcadores AFLP exclusivos para cada zona 

ecologica, que vari6 de 4 para Ccarhuaccpampa a 13 para Huillcani (Tabla 3-6 
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y Figura 3-2). Entonces, el contenido genetico en cada zona es diferente una 

de la otra, siendo la poblaci6n de Huillcani mas diferenciada de las otras. 

Tabla 3-6. Diversidad genetica y numero de bandas AFLP por zonas ecologicas alto andinas, de la especie 
Festuca Michophylla. 

Descripcion de loci y Zonas ecologicas de las colectas Prom. 
diversidad genetica Santa Ines Pultocc Chico Carhuancho Huillcani Ccarhuaccpampa (h) 

N° bandas 117 143 133 140 142 135 
N° bandas Freq. (>= 5%) 117 143 133 140 142 135 
N° bandas exclusivas 6 8 7 13 4 8 
Promedio (h) 0.177 0.225 0.215 0.237 0.215 0.214 
S E del promedio (h) 0.014 0.013 0.014 0.014 0.014 0.014 

(h): draeradad genetica promedio. (SE): desviaoon estandar. 

] ON°Bandas Freq. >=5% Ccarhuaccpampa 

Figura 3-2. Marcadores AFLP por zonas ecol6gicas altoandinas de la especie 
forrajera nativa Festuca dolichophyUa. 

En Santa Ines, el numero de marcadores exclusivos fue 6 para EcoRI-

AGG + Msel-CGG y EcoRI-ACA + Msel-CAC con frecuencias de 0.167 y 0.50. 

En Pultoc Chico fue 8 para EcoRI-AGG + Wsel-CTG, EcoRI-AGG + Msel-CGG 

y EcoRI-ACA + Msel-CAC con frecuencias de 0.167 y 0.333. En Carhuancho, 

fue 7 para EcoRI-AGG + Msel-CTG, EcoRI-AGG + Wsel-CGG, EcoRI-ACA + 
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Msel-CGA y EcoRI-ACA + Msel-CAC con frecuencias de 0.167 y 0.333. En 

cambio, en Huillcani el mayor numero de marcadores exclusivos fue 13 para 

EcoRI-AGG + Msel-CTG, EcoRI-AGG + Msel-CGG, EcoRI-ACA + Msel-CGA y 

EcoRI-ACA + Msel-CAC con frecuencias de 0.167 a 0.333. Por ultimo, en 

Ccarhuaccpampa el menor numero de marcadores exclusivos fue 4 para 

EcoRI-AGG + Msel-CTG y EcoRI-ACA + Msel-CGA con frecuencias de 0.167 y 

0.833 (Tabla 3-7). En resumen, los marcadores exclusivos de las poblaciones 

por zonas ecolbgicas fueron reveladas con 5 combinaciones de iniciadores 

EcoRI-AGG + Msel-CTG, EcoRI-AGG + Msel-CGG, EcoRI-ACA + Msel-CGG, 

EcoRI-ACA + Msel-CGA y EcoRI-ACA + Msel-CAC. Por tanto, estos son los 

que aportaron mas para diferenciar poblaciones en esta especie. 

Tabla 3-7. Marcadores exclusivos y sus frecuencias de la poblaciones por zonas 
ecoiogicas de la especie Festuca dolichophylla. 

N° Combinaciones de 
iniciadores Marcad. Freq. N° Combinaciones de 

iniciadores Marcad. Freq. 

Santa Ines Carhuancho 
1 Eco RI-AGG+Mse l-CGG 3 0.167 6 Eco RI-ACA+Mse l-CGA 46 0.333 
2 Eco RI-AGG+Mse l-CGG 4 0.500 7 Eco RI-ACA+Mse l-CAC 27 0.167 
3 Eco RI-AGG+Mse l-CGG 12 0.167 Huillcani 
4 Eco RI-AGG+Mse l-CGG 17 0.167 1 Eco RI-AGG+Mse l-CTG 7 0.333 
5 Eco RI-AGG+Mse l-CGG 23 0.167 2 Eco RI-AGG+Mse l-CTG 9 0.333 
6 Eco RI-ACA+Mse l-CAC 40 0.167 3 Eco RI-AGG+Mse l-CTG 17 0.167 

Pultocc Chico 4 Eco RI-AGG+Mse l-CTG 28 0.167 
1 Eco RI-AGG+Mse l-CTG 3 0.333 5 Eco RI-AGG+Mse l-CGG 5 0.167 
2 Eco RI-AGG+Mse l-CGG 16 0.333 6 Eco RI-AGG+Mse l-CGG 18 0.167 
3 Eco RI-AGG+Mse l-CGG 20 0.167 7 Eco RI-ACA+Mse l-CGA 9 0.333 
4 Eco RI-AGG+Mse l-CGG 22 0.167 8 Eco RI-ACA+Mse l-CGA 14 0.167 
5 Eco RI-ACA+Mse l-CGG 11 0.167 9 Eco RI-ACA+Mse l-CGA 27 0.167 
6 Eco RI-ACA+Mse l-CGG 16 0.167 10 Eco RI-ACA+Mse l-CGA 38 0.333 
7 Eco RI-ACA+Mse l-CAC 33 0.167 11 Eco RI-ACA+Mse l-CGA 42 0.167 
8 Eco RI-ACA+Mse l-CAC 34 0.167 12 Eco RI-ACA+Mse l-CAC 26 0.167 

Carhuancho 13 Eco RI-ACA+Mse l-CAC 31 0.167 
1 Eco RI-AGG+Mse l-CTG 16 0.167 Ccarhuaccpampa 
2 Eco RI-AGG+Mse l-CTG 20 0.167 1 Eco RI-AGG+Mse l-CTG 12 0.833 
3 Eco RI-AGG+Mse l-CGG 24 0.167 2 Eco RI-ACA+Mse l-CGA 15 0.167 
4 Eco RI-ACA+Mse l-CGA 4 0.167 3 Eco RI-ACA+Mse l-CGA 17 0.167 
5 Eco RI-ACA+Mse l-CGA 30 0.167 4 Eco RI-ACA+Mse l-CGA 26 0.167 
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c. Diversidad genetica entre las poblaciones 

En las poblaciones de las zonas ecol6gicas, se obtuvo en promedio 

0.214 de indice de diversidad genetica. En general, las poblaciones de todas 

las zonas muestran indices similares de diversidad genetica a exception de 

Santa Ines que presenta, relativamente, bajo indice de diversidad (Tabla 3-6 y 

Figura 3-3). 

Figura 3-3. Promedios de diversidad genetica por zonas ecoldgicas altoandinas 
de la especie forrajera nativa Festuca dolichophylla. 

3.2.3. Analisis de distancia genetica 

El conjunto de datos obtenidos con las 6 combinaciones de iniciadores 

para las 30 muestras de la especie Festuca dolichophylla, permitio representar 

gr£ficamente a los individuos gen6ticamente cercanos y observar, 

relativamente, la diferencia genetica entre zonas ecologicas; ademas, es una 

referenda de diversidad genetica. 
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a. Similitud genetica con coeficiente de asociacion Jaccard (J) 

Los indices de similitud genetica variaron de 0.337 a 0.594 con un 

promedio de 0.479, lo cual indica un nivel medio a alto de diversidad genetica. 

Estos indices se obtienen al comparar de par en par las colectas mas similares 

entre si, tal es asi, la colecta FSI-1 es similar a la colecta FSI-4 en 0.585 y esta 

a su vez es similar a FSI-2 en 0.544 (Tabla 3-8). 

Tabla 3-8. Indices de similitud genetica con el coeficiente Jaccard (J), de 
la especie Festuca dolichophylia. 

Colectas Similitud Colectas Similitud Colectas Similitud 
FSI-1 0.585 FPC-7 0.522 FCC-30 0.467 
FSI-4 0.544 FPC-12 0.491 FCC-28 0.413 
FSI-2 0.485 FPC-8 0.516 FCH-17 0.523 
FSI-3 0.557 FPC-9 0.450 FCH-18 0.394 
FSI-5 0.515 FPC-11 0.432 FPC-10 0.337 
FSI-6 0.457 FHL-20 0.459 FHL-19 0.414 
FCH-13 0.444 FCC-25 0.505 FHL-23 0.444 
FCH-14 0.495 FCC-26 0.490 FHL-24 0.393 
FCH-16 0.464 FCC-27 0.594 FHL-21 0.494 
FCH-15 0.428 FCC-29 0.574 FHL-22 -

b. Analisis de Agrupamiento UPGMA 

El dendograma (Figura 3-4), muestra grupos que encierran individuos 

de una misma zona ecologica, por tanto es una referenda de un nivel medio de 

diversidad genetica. Al agruparse por zonas ecologicas, significa que los 

individuos de una misma zona conservan ciertas caracterfsticas geneticas, en 

consecuencia cada zona conservaria su propia diversidad. Se observa 11 

grupos, de los cuales 4 estan formados por una sola colecta (grupos unitarios). 

Las poblaciones distintas son de Huillcani y Santa Ines con una 

diferencia en distancia geografica de 27 Km y altitud de 4000 y 4650 m. 
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Ademas, todos los individuos de Ccarhuaccpampa y Santa Ines se agrupan por 

separado (grupos 7 y 1) con una distancia de 34 Km y altitud 4100 y 4650 m 

(Figura 3-4). Por tanto estas coiectas serian las que conservan marcadores 

geneticos propios y las variaciones estarian relacionadas a la distancia 

geografica y altitud entre las zonas ecologicas. 

Las coiectas de Pultocc Chico, Carhuancho y Huillcani se encuentran 

distribuidas en 3 grupos. Resultado que muestra a estas zonas como de mayor 

diversidad genetica, y por el contrario, Santa Ines y Ccarhuaccpampa, 

distribuidos en un solo grupo, serian de menor diversidad (Tabla 3-9). En 

sintesis, las poblaciones de las zonas ecologicas revelaron un nivel medio de 

diversidad genetica para la especie Festuca dolichophylla. 

Tabla 3-9. Grupos formados por zonas ecolbgicas y sitios de recoleccibn de la 
especie Festuca dolichophylla. 

Grupos 
Santa Ines Pultocc 

Chico 
Carhuancho Huillcani 

A B C A B C A B C A B C A B C 

Ccarhuaccp. tyo 
coiectas 

G 1 2 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 
G 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
G 3 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0 3 
G4 0 0 0 2 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 
G 5 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
G 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
G 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 0 6 
G 8 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 2 
G 9 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

G10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0 3 
G11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 2 

Grupos unitarios 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
30 Grupos por sitio 1 1 1 1 2 2 2 1 1 2 1 1 1 1 0 30 

Grupos por zona 1 3 3 3 1 
30 

(A, B y C): sitios de recoleccibn. 
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La representation en el espacio bidimensional no metrico a traves de 

puntos de similitud, obtenido a partir de la matriz de similitud, refleja las 

distancias entre las colectas de la poblacion de Festuca dolichophylia con un 

coeficiente de stress 0.1484, lo que indica que las interacciones de las 

distancias entre las colectas de los grupos formados, es bueno (Figura 3-5); se 

observa, que las colectas similares se muestran mas cerca y las diferentes mas 

lejos entre s i , ratificando los grupos formados en el analisis de agrupamiento 

UPGMA; sin embargo, las colectas F P C - 7 y FCC-28 estan mas distantes frente 

a las colectas del grupo formado, respectivamente. 

c. Coeficiente de Correlacion (r) 

El alto indice de correlacion (r = 0.805) obtenido entre la matriz de 

similitud y la matriz cofenetica del agrupamiento nos demuestra que el 

dendograma representa adecuadamente a las relaciones de similitud genetica 

existente entre las colectas. 

d. Reproducibilidad 

El analisis de reproducibilidad bootstrap (2000 repeticiones) establecio la 

conformation de los grupos geneticos. Los grupos 1, 3, 4 y 7 presentaron 

valores de reproducibilidad entre 1 % y 9% (menos consistente); y el grupo 8, 

10 y 11presento valores entre 22% y 8 1 % de confiabilidad (mas consistente). 
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Figura 3-4. Dendograma del analisis de agrupamiento por medias aritmeticas no ponderadas (UPGMA), a partir de una matriz de similitud 
Jaccard (J) y valores del porcentaje boostrap (2000 Rep.), indicando el grado de confiabilidad de los grupos de la poblacibn de colectas 
de la especie forrajera nativa altoandina Festuca dolichophylla. 
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3.2.4. Distribucion geografica 

a. Riqueza de grupos 

El analisis espacial, mediante el programa DIVA-GIS 5.2 con apoyo del 

ArcGIS 9.3, ratifica que el mayor numero de grupos le corresponden a las 

coiectas de las zonas ecologicas de Pultocc Chico, Carhuancho y Huillcani, en 

dichas zonas se logra ubicar 2 grupos geneticos diferentes en una cuadricula 

de 2995.4 Has (Mapa 02). 

b. Distancia genetica 

Los valores de distancia genetica se encuentran de 0.368 a 0.556, lo que 

significa una diversidad genetica media a alta. Las coiectas de Pultocc Chico, 

Carhuancho y Huillcani poseen los mayores valores de distancia genetica 

(0.444 a 0.556) y las zonas de Santa Ines y Ccarhuaccpampa presentan los 

menores valores de distancia genetica (0.368 a 0.444) en cuadriculas de 

1078.5 Has. (Mapa 03). 
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3.3. Diversidad genetica de la especie forrajera Poa perligulata 

3.3.1. Diversidad genetica intrapoblacional 

La diversidad genetica dentro de la poblacion, comprende el analisis de 

datos de 28 colectas de Poa perligulata, obtenidos con las 6 combinaciones de 

iniciadores. Considera el estudio de los individuos que conforman las 5 zonas 

ecoldgicas para tener una idea aproximada de la diversidad genetica en la 

poblaci6n total de la especie. 

a. Riqueza de marcadores moleculares A F L P en la poblacion 

Las 6 combinaciones de iniciadores amplificaron 270 marcadores AFLP 

y 57.1% fueron polim6rficas (Tabla 3-10). El numero de fragmentos 

polimorficos fue de 18 para EcoRI-ACA + Msel-CAC con 46.2% de 

polimorfismo y 32 para EcoRI-ACA + Afeel-CGA con 61.5% de polimorfismo; 

sin embargo el mayor porcentaje de polimorfismo fue 65.1% para EcoRI-ACA + 

Msel-CGG. Las combinaciones EcoRI-ACA + Msel-CAC y EcoRI-AGG + Msel-

C G G aportaron menos a la deteccion de polimorfismo (Tabla 3-10). Los 

marcadores monomorficos variaron de 15 a 23 loci (Tabla 3-3). 

Tabla 3-10. Marcadores AFLPy polimorfismo para la especie Poa perligulata con 6 
combinaciones de iniciadores. 

Combinaciones de 
iniciadores (nt) (np) (P) (T) 

(%) de 
polimorf. 

EcoRI-AGG + Mse l-CTG 47 28 0.596 0.181 59.6 
EcoRI-AGG + Mse l-CTA 45 28 0.622 0.181 62.2 
EcoRI-AGG + Msel-CGG 44 21 0.477 0.135 47.7 
EcoRI-ACA + Msel-CGG 43 28 0.651 0.181 65.1 
EcoRI-ACA + Mse l-CGA 52 32 0.615 0.206 61.5 
EcoRI-ACA + Mse l-CAC 39 18 0.462 0.116 46.2 

Total 270 155 3.423 1.000 -
Promedio 45 26 0.571 0.167 57.1 

(nt): numero total de loci, (np): numero de loci polimbrfico. (P): proporcidn de loci polimbrfico. Y (T): proporcibn de 
marcadores polim6rficos de cada primer al polimorfismo total. 
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b. Diversidad genetica en la poblacion 

En la poblacibn estudiada se hall6 un promedio de diversidad genetica 

(h) de 0.341, indice que podria ser relativamente medio. Asimismo, de 155 

marcadores polimorficos amplificados, 143 se presentan con una frecuencia de 

mas del 5% en la poblaci6n (Tabla 3-11). 

Tabla 3-11. Diversidad genetica en la poblacidn de la 
especie Poa perligulata. 

Descripcidn de loci y 
diversidad genetica Loci polimorficos 

IM° Bandas 155 
N° Bandas Freq. (>= 5%) 143 
Promedio (h) 0.341 
SE del promedio (h) 0.012 

(h): diversidad genetica promedio. (SE): desviacidn estandar 

3.3.2. Diversidad genetica interpoblacional 

La diversidad genetica entre las poblaciones de la especie Poa 

perligulata, se realizb el analisis comparativo de 6 colectas entre 5 zonas 

ecol6gicas, usando 6 combinaciones de iniciadores. 

a. Riqueza de marcadores moleculares A F L P 

El estudio muestra que el mayor numero de marcadores AFLP fue 136 

para Pultocc Chico y el menor fue 99 para la zona de Quesera (Tabla 3-12). 

b. Marcadores exclusivos 

El analisis revelo marcadores AFLP exclusivos para cada zona 

ecologica, que vari6 de 1 para Huaracco a 5 para Pultocc Chico (Tabla 3-12 y 
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Figura 3-6). En las poblaciones de Pultocc Chico y Carhuancho se encuentran 

el mayor numero de marcadores exclusivos, significana que sus individuos 

presentan patrones geneticos propios. 

Tabla 3-12. Diversidad genetica y numero de bandas A F L P por zonas ecologicas altoandinas, de la 
especie Poa perligulata. 

Descripcion de loci y Zonas ecologicas de la s colectas Prom. 
diversidad genetica Santa Ines Pultocc Chico Huaracco Carhuancho Quesera (h) 

N° bandas 131 136 104 128 99 120 
N° bandas Freq. (>=5%) 131 136 104 128 99 120 
N 4 bandas exclusivas 2 5 1 3 2 3 
Promedio (h) 0.309 0.320 0.195 0.296 0.160 0.256 
S E del promedio (h) 0.014 0.014 0.015 0.015 0.014 0.014 

(h): diversidad genetica promedio. (SE): desviackSn estandar. 

: ON" Bandas Freq. >= 5% Quesera 

Figura 3-6. Marcadores AFLP por zonas ecolbgicas altoandinas de la especie 
forrajera nativa Poa perligulata. 

En Santa Ines se detectaron 2 marcadores exclusivos para EcoRI-AGG 

+ Msel-CTG y EcoRI-AGG + Msel-CTA con frecuencias de 0.167. Por el 

contrario, en Pultocc Chico el mayor numero de marcadores exclusivos fue 5 

para EcoRI-AGG + Msel-CTG, EcoRI-AGG + Msel-CTA, EcoRI-ACA + Msel-
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CGA y EcoRI-ACA + Msel-CAC con frecuencias de 0.2 y 0.4. En Huaracco el 

menor numero de marcadores exclusivos fue 1 para EcoRI-AGG + Msel-CTG 

con una frecuencia de 0.167. En Carhuancho fue 3 para EcoRI-AGG + Msel-

CTG, EcoRI-AGG + Msel-CTA y EcoRI-ACA + Msel-CGG con una frecuencia 

de 0.167. Por ultimo, en Quesera fue 2 para EcoRI-AGG + Msel-CTG con una 

frecuencia de 0.2 (Tabla 3-13). En resumen, los marcadores exclusivos de las 

poblaciones por zonas ecol6gicas fueron detectados con las 6 combinaciones 

de iniciadores EcoRI-AGG + Msel-CTG, EcoRI-AGG + Msel-CTA, EcoRI-AGG 

+ Msel-CGG, EcoRI-ACA + Msel-CGG, EcoRI-ACA + Msel-CGA y EcoRI-ACA 

+ Msel-CAC. Por tanto, los 6 aportaron para diferenciar poblaciones en esta 

especie. 

Tabla 3-13. Marcadores exclusivos y sus frecuencias de la poblaciones por zonas 
ecolbgicas de la especie Poa perligulata. 

N° Combinaciones de 
iniciadores Marcad. Freq. N° Combinaciones de 

iniciadores Marcad. Freq. 

Santa Ines Huaracco 
1 Eco RI-AGG+Mse l-CTG 18 0.167 1 EcoRI-AGG+Msel-CTG 9 0.167 
2 Eco RI-AGG+Mse l-CTA 3 0.167 Carhuancho 

Pultocc Chico 1 Eco RI-AGG+Mse l-CTG 26 0.167 
1 Eco RI-AGG+Mse l-CTG 3 0.2 2 Eco RI-AGG+Mse l-CTA 22 0.167 
2 Eco RI-AGG+/Vfse l-CTG 23 0.2 3 Eco RI-ACA+Msel-CGG 17 0.167 
3 Eco RI-AGG+Mse l-CTA 14 0.2 Quesera 
4 Eco RI-ACA+Msel-CGA 20 0.4 1 Eco RI-AGG+Wse l-CTG 4 0.2 
5 Eco RI-ACA+Msel-CAC 5 0.2 2 Eco RI-AGG+Mse l-CTG 11 0.2 

c . Diversidad genetica entre las poblaciones 

En las poblaciones de las zonas ecol6gicas, se calcul6 en promedio 

0.256 de indice de diversidad genetica. Las poblaciones de Santa Ines, Pultocc 
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Chico y Carhuancho presentan los mayores valores de diversidad; y, Huaracco 

y Quesera son de menor valor de diversidad (Tabla 3-12 y Figura 3-7). 

S 0.050 
> 
S o.ooo 

Santa Ines 

U • Promedio (h) Quesera 

Figura 3-7. Promedios de diversidad genetica por zonas ecol6gicas altoandinas 
de la especie forrajera nativa Poa perligulata. 

3.3.3. Analisis de distancia genetica 

Los datos obtenidos con las 6 combinaciones de iniciadores para las 28 

muestras de la especies Poa perligulata, permiti6 representar graficamente a 

las colectas geneticamente cercanos y observar, en forma relativa, la diferencia 

genetica entre zonas ecoiogicas. 

a. Similitud genetica con coeficiente de asociacion Jaccard (J) 

Los indices de similitud genetica variaron de 0.301 a 1 con un promedio 

de 0.641, lo cual indica un nivel medio de diversidad genetica en las muestras 

de la especie Poa perligulata. Ademas, los resultados muestran que la colecta 

PSI-1 es similar a la colecta PSI-2 en 0.939 y esta a su vez es similar a PSI-21 
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en 0.796, es decir que tienen en comun 94% y 80% de los marcadores 

moleculares (Tabla 3-14). 

Tabla 3-14. Indices de similitud genetica con el coeficiente Jaccard (J), de 
la especie Poa perligulata. 

Coiectas Similitud Coiectas Similitud Coiectas Similitud 
PSI-1 0.939 PHC-16 1.000 PQE-25 0.844 
PSI-2 0.796 PHC-18 0.973 PQE-27 0.987 
PCH-21 0.422 PHC-17 0.952 PQE-28 0.903 
PSI-5 0.469 PPC-11 1.000 PQE-29 0.455 
PPC-7 0.401 PHC-13 0.425 PCH-23 0.321 
PHC-15 0.377 PPC-8 0.471 PSI-3 0.313 
PPC-10 0.383 PCH-24 0.364 PCH-20 0.301 
PCH-19 0.425 PSI-6 0.841 PHC-14 -
PQE-30 0.352 PCH-22 0.832 - -
PSI-4 0.973 PPC-9 0.780 . -

b. Analisis de agrupamiento UPGMA 

El dendograma (Figura 3-8) muestra que no hay grupos que encierran 

individuos de una misma zona ecoldgica, por tanto es una referenda de 

mediana diversidad genetica de la poblaci6n. Se observa 6 grupos, de las 

cuales 3 estan formados por una sola colecta (grupos unitarios). Los grupos, a 

excepci6n de los unitarios, agrupan coiectas de las 5 zonas ecologicas en 

estudio, prevaleciendo 3 individuos de Santa Ines del grupo 1, 4 de Huaracco 

en el grupo 2 y 4 de Quesera en el grupo 3. Esto demostraria la existencia de 

marcadores comunes entre las zonas. 

Las poblaciones con coeficientes de similitud maxima (1.00) fueron PHC-

16 con PHC-18 y PPC-11 con PHC-13, de Huaracco y Pultocc Chico 

recolectadas con una diferencia en distancia de 19 Km y altitud 4500 y 4700m 

(Figura 3-8 y Figura 3-9); por tanto las variaciones de marcadores geneticos 
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no estarian relacionadas con la distancia geografica ni altitud. Esto es 

confirmado por las 4 colectas de Huaracco agrupadas en el grupo 2 con 

coeficiente de similitud alto (0.952), similar detalle se observa para 4 colectas 

de Quesera agrupadas con 0.844 de similitud (Figura 3-8). Estos resultados 

implican que la poblacidn de estas zonas hay baja diversidad genetica. 

Las muestras se encuentran distribuidas en promedio de 3 grupos. Las 

colectas de las zonas de Santa Ines y Carhuancho se encuentran distribuidas 

en 4 grupos, seguido por las colectas de las zonas de Pultocc Chico y 

Huaracco (3 grupos) (Tabla 3-15). En consecuencia, los individuos dentro de 

esas 4 zonas ecologicas difieren uno del otro, por tanto hay alta diversidad 

genetica y existen marcadores comunes entre las zonas. 

Tabla 3-15. Grupos formados por zonas ecol6gicas y sitios de recolecci6n de la 
especie Poa perligulata. 

Grupos 
Santa Ines ruirocc 

Chico 
Huaracco Carhuacho Quesera N° de 

colectas Grupos 
A B C A B c A B C A B C A B c 

N° de 
colectas 

G 1 2 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 9 
G 2 0 1 0 1 0 1 1 3 0 0 0 1 0 0 0 8 
G 3 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 4 0 0 8 
G 4 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
G 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
G 6 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

Grupos unitarios 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
Grupos por sitio 1 2 2 2 2 1 3 1 0 2 2 2 2 0 0 28 
Grupos por zona 4 3 3 4 2 

(A, B y C): sitios de recoleccibn. 

La representacibn en el espacio bidimensional no metrico a traves de 

puntos de similitud, obtenido a partir de la matriz de similitud, refleja las 

distancias entre las colectas de la poblacion de Poa perligulata con un 
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coeficiente de stress 0.1086, lo que indica que las interacciones de las 

distancias entre las colectas de los grupos formados, es bueno (Figura 3-9); se 

observa, que las colectas similares se muestran mas cerca y las diferentes mas 

lejos entre si , ratificando los grupos formados en el analisis de agrupamiento 

UPGMA; sin embargo, las colectas PSI -5 y PHC-15 son mas distantes frente a 

las colectas del grupo formado, respectivamente. 

c. Coeficiente de Correlacion (r) 

El coeficiente de correlacion cofenetica arrojo un valor de r = 0.977, el 

cual significa que es alto y sugiere una distorsion baja del dendograma. 

d. Reproducibilidad 

El analisis de reproducibilidad "boostrap" (2000 repeticiones) establecio 

la conformation de 6 grupos geneticos. E l grupo 1 presento un valor de 

reproducibilidad bajo de 6%, a comparacion de los grupos 2 y 3 que fue 2 3 % y 

67% de confiabilidad (mas consistentes) (Figura 3-8). En los grupos se 

observa valores de reproducibilidad 100%, que encierran las 4 colectas de 

Huaracco con una de Santa Ines y otra de Pultocc Chico (grupo 2); similar 

detalle muestra el grupo 3 que agrupa 4 individuos de Quesera junto a una de 

Santa Ines, Carhuancho y Pultocc Chico. Lo anterior demuestra que esas 

colectas estaran unidas siempre, por presentar marcadores geneticos similares 

entre ellas. 
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Figura 3-8. Dendograma del analisis de agrupamiento por medias aritmeticas no ponderadas (UPGMA), a partir de una matriz de similitud 
Jaccard (J) y los valores del porcentaje boostrap (2000 Rep.), indicando el grado de confiabilidad de los grupos de la poblacibn de colectas 
de la especie forrajera nativa altoandina Poa perligulata. 
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Figure 3-9. Plot del analisis bidimensional a partir de una matriz de similitud Jaccard, indicando los grupos 
formados en las coiectas de la especie forrajera nativa altoandina Poa perligulata. 



3.3.4. Distribucion geografica 

a. Riqueza de grupos 

La distribucion espacial en la zonas de estudio, mediante el programa 

DIVA-GIS 5.2 con apoyo del ArcGIS 9.3, reafirma que la mayor riqueza de 

grupos le corresponden a colectas de las zonas ecologicas de Santa Ines y 

Carhuancho, en dichas zonas se logra ubicar 4 grupos geneticos diferentes de 

los 6 formados, en cuadriculas de 2995.4 Has; seguido por Pultocc Chico y 

Huaracco (Mapa 04). 

b. Distancia genetica 

Los valores de distancia genetica se encuentran de 0.218 a 0.544, lo que 

significa una diversidad genetica media a alta. Las colectas de las zonas de 

Santa Ines, Pultocc Chico y Carhuancho poseen los mayores valores de 

distancia genetica (0.435 a 0.544) y la zona de Quesera seria la que presenta 

bajos valores de distancia genetica (0.213 a 0.326) en cuadriculas de 1078.5 

Has. (Mapa 05). 
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3.4. Diversidad genetica de la especie Muhlenbergia ligularis 

3.4.1. Diversidad genetica intrapoblacional 

La diversidad genetica dentro de la poblacion, comprende el analisis de 

datos de 29 coiectas de Muhlenbergia ligularis, obtenidos con las 6 

combinaciones de iniciadores. Considera el estudio de los individuos que 

conforman las 5 zonas ecologicas para tener una idea aproximada de la 

diversidad genetica en la poblacion total de la especie. 

a. Riqueza de marcadores moleculares AFLP en la poblacion 

Las 6 combinaciones de iniciadores amplificaron 262 marcadores A F L P 

y 47.3% fueron polimorficas (Tabla 3-16). E l numero de marcadores 

polimorficos fue 15 para EcoRI -AGG + Msel-CTA (32.6% de polimorfismo) y 

EcoRI-ACA + Msel-CGA (39.5% de polimorfismo), y 29 para EcoRI -AGG + 

Msel -CTG con 55.8% de polimorfismo; sin embargo el mayor porcentaje de 

polimorfismo fue 62.2% para EcoRI -AGG + Msel -CGG. Las combinaciones 

EcoRI -AGG + Msel -CGG y EcoRI -AGG + Msel-CTG aportaron mas a la 

detection de polimorfismo (Tabla 3-16). Los fragmentos monomorficos variaron 

de 17 a 31 (Tabla 3-3). 

b. Diversidad genetica en la poblacion 

En la poblacion estudiada se hallo un promedio de diversidad genetica 

(h) de 0.241, indice que podria ser relativamente bajo. Ademas, de 125 

marcadores polimorficos amplificados, 110 tienen una frecuencia de mas del 

5% en la poblacion (Tabla 3-17). 
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Tabla 3-16. Marcadores AFLP y polimorfismo para la especie Muhlenbergia ligularis con 6 
combinaciones de iniciadores. 

Combinaciones de 
iniciadores (nt) (np) (P) (T) 

(%) de 
polimorf. 

EcoRI-AGG + Msel-CTG 52 29 0.558 0.232 55.8 
EcoRI-AGG + Mse l-CTA 46 15 0.326 0.120 32.6 
EcoRI-AGG + Msel-CGG 45 28 0.622 0.224 62.2 
EcoRI-ACA + Msel-CGG 41 17 0.415 0.136 41.5 
Eco RI-ACA + Mse l-CGA 38 15 0.395 0.120 39.5 
Eco RI-ACA + Mse l-CAC 40 21 0.525 0.168 52.5 

Total 262 125 2.840 1.000 -
Promedio 44 21 0.473 0.167 47.3 

(nt): numero total de loci, (np): niimero de loci polim6rfico. (P): proporci6n de loci polimorfico. Y (T): proporcibn de 
marcadores polimbrficos de cada primer al polimorfismo total. 

Tabla 3-17. Diversidad genetica en la poblacion de la 
especie Muhlenbergia ligularis. 

Descripcion de loci y 
diversidad genetica Loci polimorficos 

N° Bandas 125 
N° Bandas Freq. (>= 5%) 110 
Promedio (h) 0.241 
SE del promedio (h) 0.012 

(h): diversidad genetica promedio. (SE): desviacidn estandar 

3.4.2. Diversidad genetica interpoblacional 

La diversidad genetica entre las poblaciones de la especie Muhlenbergia 

ligularis, comprende el aneilisis comparativo de 6 colectas entre 5 zonas 

ecol6gicas, utilizando 6 combinaciones de iniciadores. 

a. Riqueza de marcadores moleculares A F L P 

El analisis revela que el mayor numero de marcadores AFLP fue 94 para 

Carhuancho y el menor fue 67 para Huillcani (Tabla 3-18). 
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b. Marcadores exclusivos 

La evaluation revelo marcadores AFLP exclusivos para cada zona 

ecologica, que vario de 0 para Huillcani a 13 para Carhuancho (Tabla 3-18 y 

Figura 3-10). Entonces, la information genetica en cada zona es diferente una 

de la otra, siendo la poblaciones de Ccarhuaccpampa y Carhuancho mas 

diferenciada, y por el contrario la poblacidn de Huillcani no tiene marcadores 

exclusivos, esto significa que sus individuos no presentan patrones geneticos 

propios. 

Tabla 3-18. Diversidad genetica y numero de bandas A F L P por zonas ecologicas altoandinas, de la 
especie Muhlenbergia ligularis. 

Description de loci y Zonas ecologicas de las coiectas Prom, 
(h) diversidad genetica Santa Ines Pultocc Chico Carhuancho Huillcani Ccarhuaccpampa 

Prom, 
(h) 

N° bandas 74 78 94 67 81 79 
N° bandas Freq. (>=5%) 74 78 94 67 81 79 
N° bandas exdusivas 1 4 13 0 11 6 
Promedio(h) 0.147 0.157 0.194 0.129 0.207 0.167 
SEdelpromedio(h) 0.017 0.016 0.016 0.017 0.019 0.017 

(h): diversidad genetica promedio. (SE): desviacion estandar. 

• N ° Bandas Freq. >= 5% Ccarhuaccpampa 

Figura 3-10. Marcadores A F L P por zonasecoldgicas altoandinas de la especie 
forrajera nativa Muhlenbergia ligularis. 
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En Santa Ines el numero de marcadores exclusivos fue 1 para EcoRI -

ACA + Msel -CGG con una frecuencia de 0.333. En Pultocc Chico fue 4 para 

EcoRI -AGG + Msel -CGG y EcoRI -ACA + Msel-CGA con frecuencia de 0.167. 

En Carhuancho el mayor numero de marcadores exclusivos fue 13 para E c o R I -

A G G + Msel-CTG, EcoRI -AGG + Msel-CTA, EcoRI -AGG + Msel -CGG, EcoR I -

A C A + Msel-CGG, EcoRI-ACA + Msel-CGA y EcoRI -ACA + Msel-CAC con 

frecuencias de 0.167 a 0.333. En Huillcani no se detecto marcadores 

exclusivos. Por ultimo, en Ccarhuaccpampa fue 11 para EcoRI -AGG + Msel-

C T G , EcoRI -AGG + Msel-CTA, EcoRI -AGG + Msel -CGG y EcoRI-ACA + Msel-

C G G , EcoRI-ACA + Msel-CGA con frecuencias de 0.167 a 0.500 (Tabla 3-19). 

En resumen, estos marcadores de las poblaciones por zonas fueron detectados 

con las 6 combinaciones de iniciadores EcoRI -AGG + Msel -CTG, EcoRI -AGG + 

Msel-CTA, EcoRI -AGG + Msel -CGG, EcoRI -ACA + Msel -CGG, EcoRI-ACA + 

Msel-CGA y EcoRI-ACA + Msel-CAC. Por tanto, los 6 aportaron para 

diferenciar poblaciones en esta especie. 

c. Diversidad genetica entre las poblaciones 

En las poblaciones de las zonas ecoiogicas se obtuvo en promedio 

0.167 de indice de diversidad genetica. Las poblaciones de Carhuancho y 

Ccarhuaccpampa presentan los mayores valores de diversidad; y, Santa Ines y 

Huillcani son de menor indice de diversidad (Tabla 3-18 y Figura 3-11). 
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los cuales son una referenda de mediana diversidad genetica. Ademas, 

muestra 9 grupos, siendo 3 integradas por una sola colecta (grupos unitarios). 

Los grupos 1 y 6 agrupan coiectas de 3 zonas ecologicas en estudio, 

prevaleciendo 3 individuos de Santa Ines en el primero; y, 3 de Huillcani y 

Ccarhuaccpampa en el segundo. Esto demostraria la existencia de marcadores 

comunes entre las zonas. 

Las poblaciones distintas son de Ccarhuaccpampa y Santa Ines con una 

diferencia en distancia geografica de 34 Km y altitud de 4100 y 4650 m. 

Ademas, 4 coiectas de Pultocc Chico se encuentra concentrada en el grupo 2, 

separadas del resto desde 18 a 40 Km y a una altitud de 4700 m. La cercama 

de 3 individuos de Huillcani y Ccarhuaccpampa en el grupo 6, revelaria la poca 

distancia geografica 7 Km y similar altitud (4000 y 4100 m) (Figura 3-12). Lo 

anterior muestra que las coiectas conservan marcadores geneticos propios y 

otras la comparten para diferenciarse del resto; estas variaciones estarian 

relacionadas a la distancia geografica y altitud entre las zonas. 

La poblacion de Carhuancho se encuentra distribuida en 5 grupos, es 

decir que las coiectas de esta zona presentan mayor diversidad genetica, 

seguido por Ccarhuaccpampa (3 grupos). Santa Ines, Pultocc Chico y Huillcani 

distribuidos en 2 grupos, serian de menor diversidad (Tabla 3-21). Los 

individuos dentro de esas 3 zonas existen marcadores comunes entre ellas a 

exception de Carhuancho, que presentaria individuos diferentes uno del otro, 

pero comunes a muestras de otras zonas. 

La representation en el espacio bidimensional no metrico a traves de 

puntos de similitud, obtenido a partir de la matriz de similitud, refleja las 

distancias entre las coiectas de la poblacion de Muhlenbergia ligulares con un 
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coeficiente de stress 0.0806, lo que indica que las interacciones de las 

distancias entre las colectas de los grupos formados, es bueno (Figura 3-13); 

se observa, que las colectas similares se muestran mas cerca y las diferentes 

mas iejos entre si, ratificando los grupos formados en el analisis de 

agrupamiento UPGMA; sin embargo, la colecta MPC-9 esta mas distante de la 

colecta MPC-7 del grupo 3, y mas cerca a las colectas de los grupos 1 y 2. 

Tabla 3-21. Grupos formados por zonas ecol6gicasy srtios de recolecci6n de la especie 
Muhlenbergia ligularis. 

Grupos 
Santa Ines ruiiocc 

Chico 
Carhuancho Huillcani Ccarhuaccp. N° de 

colectas Grupos 
A B c A B c A B C A B c A B c 

N° de 
colectas 

G1 2 0 2 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 7 
G2 0 0 0 1 1 2 0 1 1 0 0 0 0 0 0 6 
G3 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 
G4 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 
G5 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
G6 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 3 0 7 
G7 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
G8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2 
G9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 

Grupos unitarios 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 1 0 0 
29 Grupos por sttio 1 1 1 2 2 1 2 2 2 2 2 1 2 1 0 29 

Grupos por zona 2 2 5 2 3 
29 

(A, B y C): sitios de recoleccibn. 

c. Coeficiente de Correlacion (r) 

El coeficiente de correlaci6n cofenetica (r = 0.826) obtenido entre la 

matriz de similitud y la matriz cofenetica de agrupamiento nos demuestra que 

el dendograma representa adecuadamente a las relaciones de similitud 

genetica existentes entre las colectas. 
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d. Reproducibilidad 

El analisis de reproducibilidad "boostrap" (2000 repeticiones) establecio 

la conformation de 9 grupos geneticos. Los grupos 1, 2, 3 y 6 presentaron 

valores de reproducibilidad entre 1 % y 9% (menos consistentes); el grupo 4 

presento 4 1 % de confianza y del grupo 8 fue 100% de consistencia unido con 

una similitud de 0.774 (Figura 3-12), es decir los individuos del grupo estaran 

unidos siempre, por presentar marcadores moleculares similares entre ellos. 
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3.3.5. Distribucion geografica 

a. Riqueza de grupos 

En el analisis espacial, mediante el programa DIVA-GIS 5.2 con apoyo 

del G I S ArcView 3.3, se observa que el mayor numero de grupos le 

corresponden a la zonas ecologicas de Carhuancho, seguido por 

Ccarhuaccpampa, en dichas zonas se logra ubicar 5 y 3 grupos geneticos 

diferentes en una cuadricula de 2995.4 Has (Mapa 06). 

b. Distancia genetica 

Los valores de distancia genetica se encuentran de 0.173 a 0.431, lo que 

significa una diversidad genetica mediana a media a alta. Los mayores valores 

de distancia genetica (0.345 a 0.431) corresponden a las zonas de Carhuancho 

y Ccarhuaccpampa. Las coiectas de Huillcani presentan los menores valores 

de distancia genetica (0.173 a 0.259) en cuadriculas de 1917.6 Has (Mapa 07). 
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3.5. Diversidad genetica de la especie Trifolium amabile 

3.5.1. Diversidad genetica intrapoblacional 

La diversidad genetica dentro de la poblacion, comprende el aneilisis de 

datos de las 30 colectas de Trifolium amabile, obtenidos con las 6 

combinaciones de iniciadores. Considera el estudio de los individuos que 

conforman las 5 zonas ecol6gicas para tener una idea aproximada de ia 

diversidad genetica en la poblacion total de la especie. 

a. Riqueza de marcadores moleculares A F L P en la poblacion 

Las 6 combinaciones de iniciadores amplificaron 237 marcadores AFLP 

y 39.3% fueron polim6rficas (Tabla 3-22). El numero de fragmentos 

polimorficos fue 12 para EcoRI-ACA + Msel-CAC con 34.3% de polimorfismo y 

20 para EcoRI-ACA + Msel-CGG con 52.6 % de polimorfismo. Las 

combinaciones EcoRI-AGG + Msel-CTG y EcoRI-ACA + Msel-CGG aportaron 

mas a la detection de polimorfismo (Tabla 3-22). Los fragmentos 

monomorficos variaron de 18 a 30 (Tabla 3-3). 

Tabla 3-22. Marcadores AFLP y polimorfismo para la especie Trifolium amabile con 6 
combinaciones de iniciadores. 

Combinaciones de 
iniciadores (nt) (np) (P) (T) 

(%) de 
polimorf. 

Eco RI-AGG + Mse l-CTG 47 19 0.404 0.204 40.4 
EcoRI-AGG + Msel-CTA 35 14 0.400 0.151 40.0 
EcoRI-AGG + Msel-CGG 44 14 0.318 0.151 31.8 
EcoRI-ACA + Mse l-CGG 38 20 0.526 0.215 52.6 
EcoRI-ACA + Mse l-CGA 38 14 0.368 0.151 36.8 
Eco RI-ACA + Mse l-CAC 35 12 0.343 0.129 34.3 

Total 237 93 2.360 1.000 -
Promedio 40 16 0.393 0.167 39.3 

(nt): numero total de loci, (np): niimero de loci polim6rfico. (P): proporcidn de loci polimdrfico. Y (T): proporcibn de 
marcadores polimbrficos de cada primer al polimorfismo total. 
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b. Diversidad genetica en la poblacion 

En la poblacion estudiada se hallo un promedio de diversidad genetica 

(h) de 0.330, indice que podria ser relativamente medio. Por otra parte, de 93 

marcadores polimorficos amplificados, 88 se presentan con una frecuencia de 

mas del 5% en la poblacion (Tabla 3-23). 

Tabla 3-23. Diversidad genetica en la poblacion de la 
especie Trifolium amabile. 

Descripcion de loci y 
diversidad genetica Loci polimdrficos 

N° Bandas 93 
N° Bandas Freq. (>= 5%) 88 
Promedio (h) 0.330 
SE del promedio (h) 0.013 

(h): diversidad genetica promedio. (SE): desviaci6n estandar 

3.5.2. Diversidad genetica interpoblacional 

La diversidad genetica entre las poblaciones de la especie Trifolium 

amabile, abarca el analisis comparativo de 6 colectas entre 5 zonas ecologicas, 

usando 6 combinaciones de iniciadores. 

a. Riqueza de marcadores moleculares A F L P entre poblaciones 

El analisis mostr6 que el mayor numero de marcadores AFLP fue 82 

para Quesera y el menor fue 64 para Carhuancho (Tabla 3-24). 

b. Marcadores exclusivos 

El analisis reporto pocos marcadores AFLP exclusivos para cada zona 

ecologica, que vario de 1 para Carhuancho, Ccarhuaccpampa y Quesera a 2 

107 



para Huillcani y Hospicio (Tabla 3-24 y Figura 3-10). El numero de marcadores 

encontrados hacen de las 5 zonas indiferentes; por tanto el contenido genetico 

en cada zona es semejante una de la otra, es decir que las colectas presentan 

marcadores geneticos comunes. 

Tabla 3-24. Diversidad genetica y numero de bandas A F L P por zonas ecologicas altoandinas, de la 
especie Trifolium ambile. 

Description de loci y Zonas ecologicas de las colectas Prom 
diversidad genetica Carhuancho Huillcani Ccarhuaccpampa Quesera Hospicio (h) 

N° bandas 64 68 79 82 78 74 

N° bandas Freq. (>= 5%) 64 68 79 82 78 74 

N° bandas exclusivas 1 2 1 1 2 1 
Promedio (h) 0.168 0.200 0.336 0.250 0.295 0.250 
S E del promedio (h) 0.020 0.020 0.017 0.021 0.020 0.020 

(h): diversidad genetica promedio. (SE): desviactdn estandar. 

Figura 3-14. Marcadores AFLP por zonas ecologicas altoandinas de la especie 
forrajera nativa Trifolium amabile. 

En Carhuancho se detecto 1 marcador exclusivo para EcoRI-AGG + 

Msel-CGG con frecuencia de 0.167. En Huillcani fue 2 para EcoRI-ACA + Msel-

C G G con frecuencias de 0.167 y 0.333. En Ccarhuaccpampa fue 1 para EcoRI-

108 



ACA + Msel-CAC con una frecuencia de 0.167. En Quesera fue 1 para EcoRI-

ACA + Msel-CGA con una frecuencia de 0.667. Por ultimo, en Hospicio fue 2 

para EcoRI-AGG + Msel-CTA y EcoRI-ACA + Msel-CAC con una frecuencia de 

0.167 (Tabla 3-25). En resumen, los marcadores exclusivos para las 

poblaciones por zonas ecologicas fueron detectados con 4 combinaciones de 

iniciadores EcoRI-AGG + Msel-CTA, EcoRI-AGG + Msel-CGG, EcoRI-ACA + 

Msel-CGG y EcoRI-ACA + Msel-CAC. Por tanto, estos aportaron minimamente 

para diferenciar poblaciones de esta especie. 

Tabla 3-25. Marcadores exclusivos y sus frecuencia por 
zonas ecologicas, de la especie Trifolium amabile. 

N° Combinaciones de 
iniciadores 

Marcad. Freq. 

Carhuancho 
1 Eco RI-AGG+Mse l-CGG 1 0.167 

Huillcani 
1 Eco RI-ACA+Mse l-CGG 1 0.333 
2 Eco RI-ACA+Mse l-CGG 2 0.167 

Ccarhuaccpampa 
1 Eco RI-ACA+Msel-CAC 1 0.167 

Quesera 
1 Eco RI-ACA+Mse l-CGA 6 0.667 

Hospicio 
1 Eco RI-AGG+Mse l-CTA 1 0.167 
2 Eco RI-ACA+Mse l-CAC 7 0.167 

c. Diversidad genetica entre las poblaciones 

Las poblaciones de las zonas ecologicas, presento en promedio 0.250 

de indice de diversidad genetica. Las poblacion de Ccarhuacpampa presenta ei 

mayor indice de diversidad, seguido por Hospicio; y, Carhuancho y Huillcani 

fueron de menor diversidad (Tabla 3-24 y Figura 3-13). 
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Figura 3-15. Promedios de diversidad genetica por zonas ecol6gicas altoandinas 
de la especie forrajera nativa Trifolium amabile. 

3.5.3. Analisis de distancia genetica 

Los datos obtenidos con las 6 combinaciones de iniciadores para las 30 

muestras de ia especie Trifolium amabile, permiti6 representar graficamente a 

las colectas geneticamente cercanos y observar, relativamente, la diferencia 

genetica entre zonas ecol6gicas. 

a. Similitud genetica con coeficiente de asociacion Jaccard (J) 

Los indices de similitud genetica variaron de 0.254 a 0.790 con un 

promedio de 0.590, lo cual indica un nivel medio de diversidad genetica. Estos 

indices se obtuvieron al comparar de par en par las colectas mas similares 

entre si, es asi, que la colecta TCH-1 es similar a la colecta TCH-3 en 0.740 y 

esta a su vez es similar a TCH-5 en 0.701, es decir que tienen en comun 74% y 

70% de marcadores (Tabla 3-26). 
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Tabla 3-26. Indices de similitud genetica con el coeficiente Jaccard (J), de 
la especie Trifolium amabile. 

Colectas Similitud Colectas Similitud Colectas Similitud 
TCH-1 0.740 THL-9 0.589 TCC-17 0.564 
TCH-3 0.701 TCH-2 0.630 TCC-18 0.733 
TCH-5 0.671 TCH-4 0.754 TQE-19 0.718 
THL-11 0.624 TCH-6 0.675 TQE-23 0.533 
THL-7 0.691 TCC-14 0.503 THO-25 0.512 
THL-8 0.641 THL-10 0.625 THO-27 0.398 
TQE-20 0.744 THL-12 0.526 THO-28 0.354 
TQE-21 0.790 THO-29 0.628 TQE-24 0.285 
TQE-22 0.700 THO-30 0.441 TCC-16 0.254 
THO-26 0.636 TCC-13 0.458 TCC-1S -

b. Analisis de agrupamiento UPGMA 

El dendograma (Figura 3-16) muestra que no hay grupos que encierran 

colectas de una misma zona, los cuales es una referencia de mediana 

diversidad genetica. Se observa 8 grupos, siendo 5 formadas por una sola 

colecta (grupos unitarios). El grupo 1 agrupa individuos de las 5 zonas en 

estudio, prevaleciendo todas de Carhuancho, 4 colectas de Huillcani y 3 de 

Quesera; similar detalle se observa en ei grupo 4 que conglomera individuos de 

3 zonas (Figura 3-16). Lo anterior evidencia que las colectas de las zonas 

ecologicas conservan ciertos marcadores geneticos comunes; pero algunos 

individuos de ciertas zonas, mantienen caracteristicas geneticas propias. 

Las poblaciones de Ccarhuaccpampa y Carhuancho con una diferencia 

en distancia geografica de 23 Km y altitud de 4000 y 4450 m, aparentemente 

lejanos, son indiferentes. La cercanfa de la poblaci6n de Huillcani, Hospicio, 

Quesera y Ccarhuaccpampa en los grupos 1, 2 y 4, revelaria la poca distancia 

geografica (2 a 8 Km) y similar altitudes (3900 y 4100 m) (Figura 3-16). Lo 
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anterior muestra que las colectas comparten marcadores geneticos; y las 

variaciones estarian relacionadas a la distancia geografica y altitud entre las 

zonas. 

La poblaci6n de Ccarhuaccpampa se encuentra distribuida en 5 grupos, 

es decir que las colectas de esta zona presentan mayor diversidad genetica, 

seguido por Hospicio (4 grupos). Carhuancho y Huillcani distribuidas en 1 y 2 

grupos, serian de menor diversidad (Tabla 3-27). En forma general, la 

poblaci6n presenta marcadores comunes entre zonas ecoldgicas. 

Tabla 3-27. Grupos formados por zonas ecologicas y sitios de recoleccidn de la 
especie Trifolium amabile. 

Grupos 
Carhuancho Huillcani Ccarhuaccp. Quesera Hospicio N° de Grupos 
A B c A B c A B C A B C A B C colectas 

G 1 0 3 3 2 1 1 1 0 0 1 2 0 1 0 0 15 
G 2 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 4 
G 3 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
G 4 0 0 0 0 0 0 0 2 0 1 0 1 1 1 0 6 
G 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
G 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 
G 7 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
G 8 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

Grupos unitarios 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 1 0 1 0 
Grupos por sitio 0 1 1 1 2 2 3 2 0 2 1 2 2 2 1 30 
Grupos por zona 1 2 5 3 4 

(A, B y C): sitios de recoleccidn. 

La representaci6n en el espacio bidimensional no metrico a traves de 

puntos de similitud, obtenido a partir de la matriz de similitud, muestra las 

distancias entre las colectas de la poblaci6n de Trifolium amabile con un 

coeficiente de stress 0.1964, lo que indica que las interacciones de las 

distancias entre las colectas de los grupos formados, es bueno (Figura 3-17); 
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se observa, que las colectas similares se muestran mas cerca y las diferentes 

mas lejos entre s i , ratificando los grupos formados en el analisis de 

agrupamiento UPGMA; sin embargo, las colecta TQE-24 (grupo 6, unitario) es 

mas cercana a las colectas del grupo 4 y la colecta THO-28 (grupo 5, unitario) 

es mas lejana a las colectas del grupo 4. 

c. Coeficiente de Correlacion (r) 

El coeficiente de correlacion cofenetica (r = 0.876) calculado entre matriz 

de similitud y la matriz cofenetica de agrupamiento nos demuestra que el 

dendograma representa adecuadamente a las relaciones de similitud genetica 

existentes entre las colectas. 

d. Reproducibilidad 

El analisis de reproducibilidad "boostrap" (2000 repeticiones) establecio 

la conformation de 8 grupos geneticos. Los grupos 1, 2 y 4 presentaron valores 

de reproducibilidad de 3 1 % , 19% y 2 3 % (buena consistencia). 
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Figura 3-16. Dendograma del analisis de agrupamiento por medias aritmeticas no ponderadas (UPGMA), a partir de unamatrizde similitud 
Jaccard (J) y los valores del porcentaje boostrap (2000 Rep.), indicando el grado de confiabilidad de los grupos de la poblacibn de colectas 
de la especie forrajera nativa alto andina Trifolium amabile. 
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formados en las colectas de la especie forrajera nativa alto andina Trifolium amabile. 



3.5.4. Distribucion geografica 

a. Riqueza de grupos 

La distribucion espacial en la zonas de estudio, mediante el programa 

DIVA-GIS 5.2 con apoyo del G I S ArcView 3.3, reafirma que la mayor riqueza de 

grupos le corresponden a las colectas de las zona ecologica de 

Ccarhuaccpampa en dichas zonas se logra ubicar 5 grupos geneticos 

diferentes en cuadriculas de 1917.6 Has, seguido por Hospicio y Quesera en 

donde se logra ubicar 4 grupos (Mapa 08). 

b. Distancia genetica 

Los valores de distancia genetica se encuentran de 0.236 a 0.589, lo que 

significa una diversidad genetica media. Las colectas de las zonas de 

Ccarhuaccpampa y Hospicio poseen los mayores valores de distancia genetica 

(0.471 a 0.589). Las colectas de las zonas de Huillcani y Carhuancho 

presentan los menores valores de distancia genetica (0.236 a 0.353) en 

cuadriculas de 1917.6 has (Mapa 09). 
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DISCUSION 

Existen pocos antecedentes de la aplicacion de marcadores moleculares 

al estudio de la variabilidad genetica en especies forrajeras nativas altoandinas. 

Sin embargo, algunos estudios con marcadores moleculares, tipo A F L P , nan 

sido realizados en otras especies de gramineas y leguminosas para determinar 

la diversidad genetica existente (Morales et al, 2006). 

E l estudio de la diversidad genetica de pastos nativos altoandinos, 

mediante A F L P con seis combinaciones de iniciadores, se obtuvo un total de 

1100 marcadores A F L P , de las cuales el 52.3% fueron polimorficos (575 

fragmentos). Los fragmentos variaron dependiendo de la especie; se obtuvo un 

minimo de 93 para Trifolium amabile y un maximo de 202 para Festuca 

dolichophylia. 

Mian et al (2002), en Festuca arundinacea Schreb, obtuvieron un total de 

461 bandas con seis combinaciones de iniciadores, de las cuales 56.6% (261 

bandas) fueron polimorficas y los rangos variaron de 33 a 61 bandas 

polimorficas; mientras tanto, en Festuca dolichophylia se obtuvo menor numero 

de bandas polimorficas (202 bandas), cuyo rango fue de 21 a 46 bandas 

polimorficas. 

Morales et al (2006), realizaron el estudio de la caracterizacion de la 

diversidad del la especie Bouteloua curtipendula Michx. Torr. (familia Poaceae), 

mediante marcadores moleculares A F L P , detectando 281 bandas y 36.6% 

fueron polimorficas para 5 combinaciones similares a este estudio. Vergara y 

Bughrara (2004), detectaron de 100 a 150 bandas, con 22 a 94 bandas 

polimorficas en la especie Agrostis stolonifera var. Palustris de la familia 

Poacea. Fu et al (2004), al evaluar Schizachyrium scoparius reportaron 854 y 
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653 fragmentos en tallo y semilla, pero solo 158 fueron bandas polimorficas, 

valores parecidos a los de las poblaciones de las especies forrajeras nativas 

altoandinas evaluadas. 

Lo anterior indica una amplia variabilidad para polimorfismo, segun los 

marcadores de A F L P , para los diferentes pastos. 

Existen otros estudios en pastos con marcadores moleculares RAPD 

como el de Bolaric et al (2005), que reportaron para 440 individuos de 22 

cultivares de Lolium perenne L. de la familia grammea y obtuvieron 165 bandas 

polimorficas y 12 bandas en promedio por combinacion de iniciador. Alonso 

(2003), para 8 entradas (4 tetraploides, 3 pentaploides y un hexaploide) con 11 

oligonucleotidos, obtuvo 123 marcadores R A P S y 90 de ello fueron 

polimorficos, los que posibilitaron la diferenciacion completa de los 8 clones. 

Las 6 combinaciones de iniciadores presentaron niveles de polimorfismo 

altos que van de 39.3% a 60%. Estos valores nos indican la eficiencia de los 

marcadores moleculares A F L P para analizar la diversidad genetica de los 

pastos nativos altoandinos. Estos niveles de polimorfismo son similares a lo 

reportado por Morales et al (2006), para muestras de pastos nativos Bouteloua 

curtipendula Michx.Torr. mediante marcadores de A F L P quienes reportaron 

36.6% de polimorfismo. 

Las combinaciones de iniciadores mas eficientes fueron EcoRI -AGG + 

Msel-CTG y EcoRI-ACA + Msel-CGA dado que detectaron mayor numero de 

marcadores polimorficas en todas las especies forrajeras nativas. La primera 

combinacion detecto de 19 para Trifolium amabile a 44 para Festuca 

dolichophylla y la segunda combinacion detecto de 14 para Trifolium amabile a 

46 para Festuca dolichophylla. En el estudio de la especie Bouteloua 
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curtipendula Michx.Torr. usando 5 combinaciones similares, tambien se 

detectaron mayor numero de marcadores con ambas combinaciones; 20 fueron 

polimorficas para la combination de iniciadores EcoRI -AGG + Msel-CTG y 20 

para EcoRI-ACA + Msel-CGA (Morales et al, 2006). Sin embargo, para la 

especie Trifolium amabile se detectaron un mayor numero de marcadores 

monomorficas que polimorficas con las combinaciones de iniciadores utilizadas 

en este estudio. E s probable que estas combinaciones de iniciadores no 

detecten modificaciones en la secuencia de ADN que comprende los sitios de 

corte de las enzimas de restriccion en la leguminosa. 

Las poblaciones de las especies forrajeras nativas altoandinas crecen y 

se desarrollan en ambientes con caracteristicas muy extremos y variables 

(Tabla 2-2, Tabla 2-3 y Figura 2-1), los drasticos cambios climaticos 

(temperatura y precipitation principalmente), variables caracteristicas fisico-

quimicas de los suelos y trastornos geologicos tendrian un rol crucial en la 

formation de las relaciones geneticas entre las poblaciones actuates. Por ello, 

el elevado numero de bandas polimorficas exclusivas detectados en las 4 

especies Festuca dolichophylia (38), Poa perligulata (13), Muhlenbergia 

ligularis (29) y en menor numero para Trifolium amabile (7) en las diferentes 

zonas ecologicas sera a causa de escaso flujo de genes por lo que habria 

diferentes marcadores en las diferentes zonas ecologicas, probablemente cada 

zona ecologica conserve algunas caracteristicas propias. 

La diversidad genetica es necesaria para que las poblaciones (animales 

o vegetales) puedan adaptarse a los cambios ambientales. De las cuatro 

especies nativas altoandinas analizadas, los indices de diversidad genetica 

variaron de 0.241 para Muhlenbergia ligularis a 0.341 para Poa perligulata, 
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estos indices podrian ser bajos debido a que no existen reportes de niveles de 

diversidad en las especies utilizadas en este estudio. Estos niveles bajos de 

diversidad genetica de una especie pueden ser explicados por caracteristicas 

del habitad o bien pueden reflejar los eventos ambientales historicos que han 

sucedido en la region que ocupa. Las poblaciones de organismos que habitan 

ambientes similares, cuando existe un elevado intercambio genico se 

mantienen geneticamente homogeneas. En otro caso, si las caracteristicas 

ambientales entre poblaciones son heterogeneas, tienen diferentes niveles de 

estres por contamination o presentan un reducido intercambio genico entre s i , 

presentaran diferencias en su estructuracion genetica (Torres, 2001). 

Los analisis de agrupamiento UPGMA de las especies forrajeras 

muestra la conformation de los grupos Festuca dolichophylla (11), Poa 

perligulata (6), Muhlenbergia ligularis (9) y Trifolium amabile (8) con valores 

promedio de similitud que dan una referencia de un nivel medio de diversidad 

genetica, ratificado por la representation de las colectas en el espacio 

bidimensional no metrico. Los grupos de Festuca dolichophylla encierran 

colectas de una misma zona, lo que hace suponer que la especie mantiene 

caracteristicas exclusivas que no comparte con las otras en las zonas 

ecoiogicas; esto es reforzado por el mayor numero marcadores exclusivos 

detectados, manteniendo caracteristicas propias de la zona evidenciando el 

escaso flujo de genes. Los grupos de Poa perligulata, Muhlenbergia ligularis y 

Trifolium amabile encierran colectas de varias zonas ecoiogicas, por tanto 

estas especies conservan marcadores comunes en las zonas ecoiogicas. En la 

especie Poa perligulata se detecto individuos con similitud uno (PHC-16 y P H C -

18) que podrian ser el mismo individuo debido a la cercania de la colecta. En 
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Trifolium amabile se detectaron el menor numero de marcadores A F L P 

exclusivos (2) en comparacion de las demas especies, lo que hace suponer 

que existe un flujo de genes de zona a otra. Tuttobene y col (2007), en un 

estudio de caracterizacion de poblaciones nativas de Trifolium spp. no encontro 

interacciones interesantes entre ecotipos y la altitud. Al parecer la altitud podria 

ser un factor importante para la agrupacion observada en funcion de su 

similitud genetica, es probable que los grupos unicos sea una consecuencia 

derivada de la formation de una nueva poblacion de individuos a partir de un 

numero muy reducido de estos, debido a la fisiologia y crecimiento de la 

especie. Por tanto, las variaciones geneticas estarian relacionadas a las 

distancias geograficas y altitud entre las zonas ecologicas. 

El analisis de distribucion espacial, confirmo los enunciados antes 

explicados de diversidad genetica de las especies forrajeras nativas, debido a 

que el programa DIVA-GIS representa la distribucion geografica de los grupos 

ya definidos por el metodo de agrupamiento UPGMA en cuadriculas de 119.8, 

1078.5, 1917.6 y 2995.4 Has dependiendo de la mejor representation. Las 

zonas ecologicas de mayor riqueza de grupos y diversidad genetica fueron 

para Carhuancho, seguido por Ccarhuaccpampa. En particular, Santa Ines 

seria para la especie Poa perligulata. 
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CAPITULO IV 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

CONCLUSIONES 

Los analisis indican que existe un nivel medio de diversidad genetica en 

las poblaciones de pastos nativos altoandinos Festuca dolichophylla, Poa 

perligulata, Muhlenbergia ligularis y Trifolium amabile. 

1. E s notorio la diversidad genetica intrapoblacional en las especies forrajeras 

nativas altoandinas, evidenciada por los valores medio de indices de 

similitud Jaccard y el agrupamiento que encierran individuos de varias 

zonas ecoiogicas. 



La agrupacion de poblaciones de una misma zona ecologica con valores 

de similitud bajos {Festuca dolichophylia) y la formacion de grupos por 

colectas de varias zonas en los demas especies, demostraria la diversidad 

genetica interpoblacional, entre zonas ecologicas. 

E l analisis espacial revelo a Santa Ines, Carhuancho y Ccarhuaccpampa 

como las zonas ecologicas de mayor diversidad genetica de las especies 

forrajeras nativas altoandinas; muestran esquematicamente un panorama 

geografico de la riqueza de la diversidad genetica en el area de colecta 

similar o igual a lo encontrado en los demas analisis. 

Los marcadores A F L P utilizados demostraron ser eficientes en el analisis 

de la diversidad genetica de las especies forrajeras nativas altoandinas y 

en las especies como Festuca dolichophylia y Muhlenbergia ligularis 

suficientes para discriminar grupos homogeneos diferenciados por zonas 

ecologicas. 

Las mejores combinaciones de iniciadores fueron EcoRI -AGG + Msel-CTG 

y EcoRI-ACA + Msel-CGA, dado que reportaron el mayor numero de 

bandas polimorficas, especialmente en las especies de la familia Poaceae. 

La presencia de un alto numero de marcadores A F L P exclusivos para las 

especies de pastos nativos altoandinos nos hace presumir que el flujo 

genico es escaso y que se pueden detectar colectas de las zonas 

ecologicas que comparten caracteristicas propias, a exception de la 

especie Trifolium amabile. 
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Continuar el estudio con mas individuos por zonas ecoiogicas o ampliar la 

recoleccion a otras zonas altoandinas de las Regiones del Peru para 

obtener mayor informacion del grado de diversidad genetica y realizar la 

caracterizacion morfologica y fisiologica de la poblacion. La relation entre 

la informacion genetica y los caracteres morfologicos, permitiria desarrollar 

en un futuro un mapa genetico. 

El analisis de diversidad genetica de pastos nativos altoandinos sera mas 

eficiente al utilizar mayor numero de combinacion de iniciadores de los ya 

analizadas. Con esta introduction a la diversidad genetica de especies 

forrajeras nativas altoandinas, abordar analisis complementarios con 

caracterizacion molecular con marcadores codominantes ( S S R ) para 

determinar la diversidad genetica en base a la heterocigosidad de los loci. 

Realizar la investigation, si los marcadores hallados estan ligados a genes 

que se manifiestan como caracteristicas agronomicas de interes, para 

contar con grupos de colectas que puedan ser usadas para mejoramiento 

genetico. 

Estas 4 especies de pastos nativos altoandinos son importantes para la 

ganaderia altoandina alpacuno, por lo que constituyen un recurso genetico 

valioso que se debe estudiar para mejorar su potential productivo, uso y 

conservation. La construction de programas de mejoramiento orientados 

al desarrollo de cultivares mejorados adaptados a los estreses 

ambientales, asistidos por el conocimiento de productores y extensionistas 

sobre los agrosistemas, podria ser una estrategia factible para incrementar 

la productividad de las areas de pastoreo. 
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ANEXO 1 

Datos de recoleccion de las 120 colectas de las 4 especies forrajeras nativas alto andinas 
E S P E C I E : Festuca dolichophyUa. N. V, "Chl l l igua", "Huay l l a -ocsha" 

C 6 d i g o 
co lec ta Dpto. Provlnc la Dlstrito Zona Sit io F e c h a 

co lec ta Lati tud Longi tud Altitud 

FSI-1 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines A 28/03/08 13°13'35.9" 75°09 ,07.3" 4655 
FSI-2 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines A 29/08/07 13°13 ,35.9" 75 009'07.3 , , 4655 
FSI-3 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines B 28/03/08 13°13'42.2" 75°08'41.2" 4660 
FSI-4 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines B 28/03/08 13tt13'42.2" 75°08'41.2" 4660 
FSI-5 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines C 28/03/08 13°13'41.5" 75°08'20.1" 4662 
FSI-6 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines C 28/03/08 13°13'41.5" 75°08'20.1" 4662 
FPC-7 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico A 29/08/07 13°05'49.6" 75603'32.1" 4735 
FPC-8 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico A 29/08/07 13°05'49.6" 75°03'32.1" 4735 
FPC-9 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico B 29/08/07 13o05'44.5" 75°03'35.1" 4737 
FPC-10 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico B 29/08/07 13o05*44.5" 75°03'35.1" 4737 
FPC-11 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico C 28/03/08 13°05'48.6" 75°03'42.1" 4732 
FPC-12 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico C 28/03/08 13o05'48.6" 75°03'42.1" 4732 
FCH-13 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho A 29/03/08 13°13'11.8" 74°57'41.0" 4425 
FCH-14 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho A 29/03/08 13*13'11.8" 74°57'41.0" 4425 
FCH-15 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho B 29/03/08 13°14'07.3" 74°58'23.8" 4445 
FCH-16 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho B 29/03/08 13a14'07.3" 74°58'23.8" 4445 
FCH-17 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho C 29/03/08 13°14'10.5" 74°58'38.4" 4469 
FCH-18 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho C 29/03/08 13°14'10.5" 74°58'38.4" 4469 
FHL-19 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani A 30/03/08 13°2r49.9" 74°56'40.9" 3988 
FHL-20 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani A 30/03/08 13°21'49.9" 74°56'40.9" 3988 
FHL-21 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani B 30/03/08 13°21'46.4" 74056'36.3" 4014 
FHL-22 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani B 30/03/08 13°21'46.4" 74°56'36.3" 4014 
FHL-23 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani C 30/03/08 13°2r35.7" 74°56'41.7" 4004 
FHL-24 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani C 30/03/08 13 02r35.7" 74°56'41.7" 4004 
FCC-25 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa A 30/03/08 13°25'16.1" 74654*41.1" 4088 
FCC-26 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa A 30/03/08 13°25'16.1" 74°54'41.1" 4088 
FCC-27 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa A 30/03/08 13°25'16.1" 74°54'41.1" 4088 
FCC-28 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa B 30/03/08 13°25'03.3" 74°54'20.0" 4112 
FCC-29 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa B 30/08/07 13°25'03.3" 74o54'20.0" 4112 
FCC-30 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa B 30/08/07 13°25'03.3" 74°54'20.0" 4112 
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E S P E C I E : Poa perligulata 

C 6 d i g o 
co lec ta 

Dpto. Prov inc ia Distrito Z o n a Sit io F e c h a 
co lec ta 

Lati tud Longi tud Altitud 

PSI-1 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines A 28/03/08 13013'35.9" 75°09'07.3" 4655 
PSI-2 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines A 28/03/08 13°13'35.9" 75°09'07,3" 4655 
PSI-3 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines B 28/03/08 13°13 ,42.2" 75°08'41.2" 4660 
PSI-4 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines B 28/03/08 13°13'42.2" 75°08'41.2" 4660 
PSI-5 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines C 28/03/08 13°13'41.5" 75°08'20.1" 4662 
PSI-6 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines C 29/08/07 13°13'41.5" 75°08'20.1" 4662 
PPC-7 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico A 28/03/08 13°05'49.6" 75°03'32.1" 4735 
PPC-8 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico A 28/03/08 13°05'49.6" 75°03'32.1" 4735 
PPC-9 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico B 29/08/07 13°05'44.5" 75°03'35.1" 4737 
PPC-10 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico B 28/03/08 ^ " O S ^ . S " 75°03'35.1" 4737 
PPC-11 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico C 28/03/08 13°05'48.6" 75°03*42.1" 4732 
PPC-12 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico C 29/08/07 13°05 ,48.6" 75°03'42.1" 4732 
PHC-13 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huaracco A 30/08/07 13°15'31.5" 75°04'55.5" 4516 
PHC-14 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huaracco A 30/08/07 13°15'31.5" 75°04'55.5" 4516 
PHC-15 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huaracco A 30/08/07 13°15'31.5" 75°04'55.5" 4516 
PHC-16 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huaracco B 30/08/07 13°15"28.5" 75°04'55.0" 4529 
PHC-17 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huaracco B 30/08/07 13°15'28.5" 75°04'55.0" 4529 
PHC-18 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huaracco B 30/08/07 13°15'28.5" 75°04'55.0" 4529 
PCH-19 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho A 29/03/08 13°13'11.8" 74°57'41.0" 4425 
PCH-20 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho A 29/03/08 13°13'11.8" 74°57'41.0" 4425 
PCH-21 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho B 29/03/08 13°14'07.3" 74°58'23.8" 4445 
PCH-22 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho B 29/03/08 13°14'07,3" 74e58'23.8" 4445 
PCH-23 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho C 29/03/08 13°14'10.5" 74°58'38.4" 4469 
PCH-24 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho C 29/03/08 13°14'10.5" 74°58'38.4" 4469 
PQE-25 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Quesera A 29/03/08 13°20'51.7" 74°56 ,33.9" 4079 
PQE-26 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Quesera A 29/03/08 13°20'51.7" 74°56'33.9" 4079 
PQE-27 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Quesera A 29/03/08 13°20'51.7" 74°56'33.9" 4079 
PQE-28 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Quesera A 29/03/08 13°20*51.7" 74°56'33.9" 4079 
PQE-29 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Quesera A 29/03/08 13°20'51.7" 74°56'33.9" 4079 
PQE-30 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Quesera A 29/03/08 13°20'51.7" 74°56 ,33.9" 4079 
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E S P E C I E : Muhlenbergia ligularis. N. V. "Atun-chij i" , " G r a m a b l a n c a " 

C6d igo 
colecta 

Dpto. Prov inc ia Distrito Z o n a Sit io F e c h a 
co lec ta 

Latitud Longi tud Altitud 

MSI-1 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines A 28/03/08 13°13'35.9" 75°09'07.3" 4655 
MSI-2 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines A 28/03/08 13°13'35.9" 75°09'07.3" 4655 
MSI-3 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines B 28/03/08 13°13'42.2" 75°08'41.2" 4660 
MSI-4 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines B 28/03/08 13°13'42.2" 75°08'41.2" 4660 
MSI-5 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines C 28/03/08 13°13'41.5" 75°08'20.1" 4662 
MSI-6 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Santa Ines C 28/03/08 13°13'41.5" 75°08'20.1" 4662 
MPC-7 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico A 28/03/08 13°05'49.6" 75°03'32.1" 4735 
MPC-8 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico A 28/03/08 13°05'49.6" 75°03'32,1" 4735 
MPC-9 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico B 28/03/08 13°05'44.5" 75°03 ,35.1" 4737 
MPC-10 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico B 28/03/08 13o05'44.5" 75°03'35.1" 4737 
MPC-11 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico C 28/03/08 13°05'48.6" 75°03'42.1" 4732 
MPC-12 Huancavelica Castrovirreyna Santa Ana Pultocc Chico C 28/03/08 13°05'48.6M 75°03'42.1" 4732 
MCH-13 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho A 29/03/08 13°13'11.8" 74°57'41.0" 4425 
MCH-14 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho A 29/03/08 13°13'11.8" 74°57*41.0" 4425 
MCH-15 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho B 29/03/08 13°14'07,3" 74°58'23.8" 4445 
MCH-16 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho B 29/03/08 13°14'07.3" 74°58'23.8" 4445 
MCH-17 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho C 29/03/08 13°14'10.5" 74°58'38.4" 4469 
MCH-18 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho C 29/03/08 13°14'10.5" 74°58 ,38.4" 4469 
MHL-19 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani A 30/03/08 13°21'49.9" 74°56'40.9" 3988 
MHL-20 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani A 30/03/08 13021'49.9" 74°56'40,9" 3988 
MHL-21 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani B 30/03/08 13°2r46.4" 74°56'36.3" 4014 
MHL-22 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani B 30/03/08 13°21'46.4" 74e56'36.3" 4014 
MHL-23 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani C 30/03/08 13°21'35.7" 74°56'41.7" 4004 
MHL-24 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani C 30/03/08 13°21'35.7" 74°56'41.7" 4004 
MCC-25 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa A 30/08/07 13025'16.1" 74°S4'41.1" 4088 
MCC-26 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa A 30/08/07 13°25'16.1" 74054'41.1" 4088 
MCC-27 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa A 30/08/07 13°25"I6.1" 74°54'41.1" 4088 
MCC-28 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa B 30/03/08 13°25'03.3" 74°54'20.0" 4102 
MCC-29 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa B 30/03/08 13°25"03.3" 74054'20.0" 4102 
MCC-30 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa B 30/03/08 13°25'03.3" 74°54 ,20.0" 4102 
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E S P E C I E : Trifolium amabile. N. V. "trebol", " layo" 

C 6 d i g o 
co lec ta 

DptO. Provinc ia Distrito Z o n a Sit io F e c h a 
co lec ta 

Latitud Longi tud Altitud 

TCH-1 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho B 29/03/08 13°14'07.3" 74°58'23.8" 4445 
TCH-2 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho B 29/03/08 13614'07.3" 74°58'23.8" 4445 
TCH-3 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho B 29/03/08 W\4'07.3" 74°58'23.8" 4445 
TCH-4 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho C 29/03/08 13°14'10.5" 74°58'38.4" 4469 
TCH-5 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho C 29/03/08 13°14'10,5" 74°58'38.4" 4469 
TCH-6 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Carhuancho C 29/03/08 13°14*10.5" 74058'38.4" 4469 
THL-7 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani A 30/03/08 13021'49,9" 74°56'40.9" 3988 
THL-8 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani A 30/03/08 13°21'49.9" 74°56'40.9" 3988 
THL-9 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani B 30/03/08 13°21'46.4" 74°56'36.3" 4014 
THL-10 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani B 30/03/08 13°21'46,4" 74°56'36.3" 4014 
THL-11 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani C 30/03/08 13°21'35.7" 74°56'41.7" 4004 
THL-12 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Huillcani C 30/03/08 13021'35.7" 74°56'41.7" 4004 
TCC-13 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa A 30/03/08 13°25'16.1" 74654"41.1" 4088 
TCC-14 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa A 30/03/08 13°25'16,1" 74054'41.1" 4088 
TCC-15 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa A 30/03/08 13°25'16.1" 74°54 ,41.1" 4088 
TCC-16 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa B 30/03/08 13°25'03.3" 74°54'20.0" 4102 
TCC-17 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa B 30/03/08 13°25'03.3" 74°54'20.0" 4102 
TCC-18 Ayacucho Cangallo Paras Ccarhuaccpampa B 30/03/08 13°25'03.3" 74o54'20.0" 4102 
TQE-19 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Quesera A 29/03/08 13°20'51.7" 74°56'33.9" 4079 
TQE-20 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Quesera A 29/03/08 13°20'51.7" 74°56'33.9" 4079 
TQE-21 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Quesera B 29/03/08 13°20'51.7" 74°56'33.9" 4079 
TQE-22 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Quesera B 29/03/08 13°20'51.7" 74°56'33.9" 4079 
TQE-23 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Quesera C 29/03/08 13°20'51.7" 74°56'33.9" 4079 
TQE-24 Huancavelica Huaytara Pilpichaca Quesera C 29/03/08 13°20'51.7" 74°56'33.9" 4079 
THO-25 Ayacucho Cangallo Paras Hospicio A 30/03/08 13°24'20.3" 74°55'57.9" 3914 
THO-26 Ayacucho Cangallo Paras Hospicio A 30/03/08 13°24'20.3" 74°55'57.9" 3914 
THO-27 Ayacucho Cangallo Paras Hospicio B 30/03/08 13°24'16.5" 74°55'48.4" 3947 
THO-28 Ayacucho Cangallo Paras Hospicio B 30/03/08 i s ^ i e . s " 74055'48.4" 3947 
THO-29 Ayacucho Cangallo Paras Hospicio C 30/03/08 13°24"I7.3" 74°55'42.1" 3971 
THO-30 Ayacucho Cangallo Paras Hospicio C 30/03/08 13°24'17.3" 74°55'42.1" 3971 
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ANEXO 2 

Equipamiento en general 

2.1. En campo 

Instrumental: 

• Cooler, para trasladar las muestras. 

• Bolsas de papel y plastico, para la recoleccion de muestras. 

• Cinta masking, para codificar cada muestra recolectada. 

• Hilos pabilo, para atar las muestras con papel periodico al masking. 

• Hojas bond, libreta y lapices de registro. 

• Tijera de podar, aspersor de agua, pico. 

Equipos: 

• Camara fotografica digital. 

• GPS(Carmin ) . 

2.2. En invernadero 

Materiales e instrumental: 

• Arena desinfectada, para preparar el sustrato. 

• Compost. 

• Agua para el riego de las especies forrajeras. 

• Bolsas de jardineria, para trasplantar los pastos nativos. 

• Cinta masking, para codificar cada muestra recolectada. 

• Hojas bond, libreta y lapices de registro. 

• Pala, escoba, Tijera de podar. 
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Equipo: 

• Camara fotografica digital. 

2.3. En laboratorio 

Instrumental: 

• Bidon de agua 50 L (Nalgene). 

• Cajas criogenica 81 posiciones para tubos de 1.5 ml (Nalgene). 

• Cinta adhesiva (Masking tape). 

• Espatulas, pinzas y tijeras. 

• Flotadores 20 posiciones (Sigma). 

• Guantes de lates de nitrilo, latex y vinil (Kimberly Clark y Safe Skin). 

• Juego de pipetores P10, P20, P200, P1000 (Rainin y Eppendorf). 

• Magnetos (Fisher Scientific). 

• Morteros con pilon (Goors USA 05). 

• Parafilm 4 inches x 125 F T (Laboratory Film). 

• Papel toalla, papel periodico y papel Watman N° 1. 

• Placas de policarbonato de 96 pocillos para P C R (Axygen Scientific). 

• Placas de vidrio cristal para electroforesis vertical. 

• Plumones marcadores de tinta indeleble. 

• Probetas, frascos, vasos de precipitacion y erlermeyers 100, 250, 500 y 

1000 ml (Pyrex®). 

• Puntas plasticas (2, 10, 200 y 1000 pi) (Axygen Scientific). 

• Rack para tubos de microcentrifuga de 1.5 y 2 ml (Axygen Scientific). 

• Rack 96 pozos para tubos de 0.5, 0.6, 1.5 y 2 ml reversible (Biomol). 

139 



Tubos para microcentrifuga eppendorf de 0.6, 1.5, 2 y 0.2 ml de 

capacidad (Axygen Scientific). 

Equipamiento: 

Agitador magnetico (CAT) . 

Agitador orbital (VWR). 

Balanza analitica (A & D Company Limited, modelo 50004). 

Balanza digital (Navigator, modelo N02120). 

Bano Maria (Precision Scientific, modelo 188). 

Fuente poder del 250 Voltios ( E C 250-90 Termo electrocorporation). 

Fuentes poder de 4000 Voltios ( C B S Scientific Company, modelo E P S -

3000 Serie II y Sigma-Aldrich, modelo P S 4010-2). 

Camara de electroforesis horizontal para geles de agarosa de 250 ml 

(Biorad y Wealtec). 

Camara de electroforesis vertical para geles de secuenciamiento (Gibco, 

Modelo S2 y C B S dual). 

Campana extractora de vapores ( E S C O Modelo E F H - 4B3). 

Captador de imagenes digitales (Clear One). 

Computadora Dual Core. 

Congeladora a -20°C (Bosh modelo 260). 

Destilador (Wheaton Instruments). 

Estufa (Memmert, modelo 462034). 

Homo microondas (LG) . 

Microcentrifuga refrigerada (Hettich, modelo MIRKO 22R). 

Minicentrifuga (Biorad). 

Orbital Shaker (VWR DS2 - 500 E2) . 
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Refrigerador a 4°C y -20°C (Frigidaire). 

Sistema de Agua Ultrapura (Barnstead-Easy pure II). 

Termobloque (VWR). 

Termocicladores (MJ. Research, modelo P T C 100 y P T C 200). 

Transiluminador UV (Bio Rad). 

Vortex (VWR). 

Material quimico: 

Acido acetico glacial (Merck). 

Acido borico (Sigma). 

Acrilamida (Sigma). 

Acetato de potasio (Sigma). 

ADN del fago Lambda (Sigma). 

ADN Ladder 10 pb (Invitrogen). 

Adenosin trifosfato A T P (Sigma). 

Agarosa (Sigma). 

Agua destilada y ultrapura. 

Alcohol 96%. 

Alcohol isoamilico (Merck). 

Albumina de suero bovina (Sigma). 

ARNsa (Applichem). 

Azul de bromofenol (Loba Chemie). 

Bromuro de etidio (Sigma). 

Carbonato de Sodio (Merck). 

Cloroformo (Merck). 

Cloruro de magnesio (Sigma). 



Cloruro de potasio (Applichem). 

Cloruro de sodio (Promega). 

Desoxinucleotidos (Promega). 

Dimethyldiclorsilan (Applichem). 

EDTA (acido etilen di-amina tetra-acetico) (Applichem). 

Enzima de restriccion Pst I (Gibco). 

Enzimas de restriccion Msel y EcoRI (Invitrogen). 

Etanol absoluto (Merck). 

Formaldehido al 37% (Merck). 

Formamida (Applichem). 

Hexadecyltrimethyl Ammonium Bromide (CTAB) (Sigma). 

Isopropanol (Merck). 

N-N'-methylenebisacrylamide (Sigma). 

Nitrato de plata ( Ja Elmer). 

Orange G (Loba Chemie). 

p-metacriloxipropil trimetoxi silano - adhesivo (Sigma). 

Persulfato de amonio (Sigma). 

Polivinilpirrolidona (PVP) (Sigma). 

Proteinasa K (Sigma). 

Silver sequence TM DNA sequencing reagents (Promega). 

Sucrosa (Sigma). 

Syber green (Invitrogen). 

T4 DNA ligase (Invitrogen). 

Taq polimerasa y buffer 10 X (Invitrogen). 

T E M E D (N, N, N', N'-Tetra-metil etilen di-amina) (Applichem). 



• Tiosulfato de sodio (Scharlau). 

• Triton (Applichem). 

• Trizma base (Tris hidroximetil amino etano) (Promega). 

• Urea molecular (Applichem). 

• Xilencianol (Sigma). 

2.4. Soporte informatico 

Durante la realizacion de este trabajo, se utilizaron diversos programas 

informaticos de P C : 

• Adobe Photoshop C S 3 version 10. 

• ArcView Gis 3.3. 

• Corel Drawx13. 

• Diva-Gis5.2. 

• GenALEx Genetic Analysis in Excel version 6 .1 . 

• Microsoft Office Excel 2003 y 2007. 

• Microsoft Office Word 2003 y 2007. 

• Microsoft Office PowerPoint 2003 y 2007. 

• N T S Y S p c 2 . 1 . 

• Photo Studio 2000. 

• Scansoft PDF Converter Professional version 4 . 1 . 

• T R E E C O N for Windows version 1.3b. 
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ANEXO3 
Protocolo para la extraccion de ADN gendmico de las especies forrajeras 
nativas altoandinas, segun el metodo CTAB (CIP, 1997), modificado en el 

laboratorio de Biologia Molecular de la SUDIRGEB-INIA 

3.3. Colocar las hojas tiernas cortadas en un mortero pre-enfriado. 
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3.4. Agregar nitrogeno liquido al mortero hasta cubrir la muestra y presionar 

con el pilon suavemente. 

3.5. Triturar suavemente el tejido hasta obtener un polvo fino. 

3.6. Colocar el polvo fino en tubos de 2 ml con ayuda de una espatula pre 

enfriado. 

3.7. Agregar 700 pi de tampon CTAB 2X y 2 pi de B-mercaptoetanol, mezclar 

suavemente. 



3.8. Incubar las muestras en bafio rnana a 65°C durante 45', agitandolas 

suavemente cada 15'. 

3.10. Agregar 700 ul de cloroformo/aicohol isoamilico (24:1) a cada tubo. 
Mezclar suavemente por inversion. 

3.11. Centrifugar las muestras durante 7' a 14000 rpm. 
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3.12. Transferir el sobrenadante a un tubo de 2 ml nuevo, tener cuidado de no 

absorber la interface. Descartar el cloroformo/alcohol isoamilico 

remanente en contenedores debidamente etiquetados. 

3.14. Agregar 300 ul de Acetato de Potasio, agitar suavemente, luego agregar 

700 ul de cloroformo/alcohol isoamilico. Mezciar suavemente. 

3.15. Repetir los pasos 3.11 y 3.12. 
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3.16. Agregar 700 pi de isopropanol frio a cada tubo. Invertir los tubos varias 
veces y dejarlos en refrigeration por 20' a -20°C. 

3.17. Centrifugar a 14000 rpm por 5. Eliminar el sobrenadante. Dejar que el 

precipitado se seque invirtiendo los tubos abiertos durante 2 minutos. 

3.18. Lavar 2 veces el precipitado de ADN en 700 pi de etanol 70%. 

Centrifugar a 14000 rpm durante 5' c/ lavado, y eliminar el etanol. 

' I v 
.... 

lung > ̂  | Aj 
3.19. Lavar el precipitado de ADN en 700 pi de etanol absolute Centrifugar las 

muestras a 14000 rpm durante 5 minutos y eliminar el etanol. 

148 



3.20. Dejar que el precipitado se seque toda la noche dejando los tubos 
abiertos invertidos. 

3.21. Disolver el precipitado de ADN en 50 pi de T-i0Eo.i. 

3.22. Agregar 1 pi de ARNasa (10 mg/ml), agitar suavemente e incubar las 

muestras a 37°C por 2 horas 

3.23. Almacenar las muestras a 4°C a mediano plazo o a -20°C a largo plazo. 

149 



ANEXO 4 
Electroforesis en gel de agarosa 1%, para evaluar el ADN aislado 

4.1. Preparation del molde de la camara electroforetica. 

4.2. Pesar 1 g de agarosa y vaciar al matraz que contiene 100 ml de T B E 1X. 

4.3. Colocar el matraz conteniendo la agarosa en el horno microondas por 3'. 

4.4. Agregar 2.5 pi de Bromuro de Etidio, mezclar suavemente. 
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4.5. Verter el gel en el molde de la camara electroforetica. Colocar los peines 
y dejar a temperatura ambiente por 30' hasta que gelifique. 

4.6. Mezciar suavemente 4 pi de SALB 2X y 2 pi de ADN de pastos nativos 

altoandinos en una placa. 

4.7. Colocar el molde con el gel en la camara electroforetica. Agregar buffer 

TBE 1X a la camara electroforetica hasta que cubra el gel. 

4.8. Cargar 6 pi de la mezcla de ADN con SALB 2X en cada pozo del gel. 
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4.9. Correr el gel a 100 V por 45' aproximadamente. 

4.10. Visualizar las muestras de ADN corridas en el gel de agarosa en el 

transiluminador de luz UV. 
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ANEXO 5 
Preparacion del gel de poliacrilamida 

5.1. Lavar los vidrios adherente y repelente. 

5.3. Al vidrio adherente rosearle 1.5 ml de solucion adhesiva, frotar 

suavemente por todo el vidrio. Dejar secar por 30'. 

5.4. En la campana extractora al vidrio repelente rosearle 300 pi de dimethyl 

dicloro xylane frotar por todo el vidrio suavemente. 
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5.5. Colocar los separadores al vidrio adherente y formar un sandwish con el 
vidrio repelente. Sujetarlos con clamps a los costados. 

5.6. Preparar el gel de poliacrilamida al 6 %. Mezclar 60 ml de acrilamida 6%, 

360 pi de persulfato de amonio y 36 pi de TEMED. Agitar. 

5.7. Verter el gel preparado al molde de vidrios y luego colocar el peine en 

position invertida. Dejar el gel de poliacrilamida a temperatura ambiente 

hasta el dia siguiente. 
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ANEXO 6 
Electroforesis en gel de poliacrilamida 6%, para la separacion de 

fragmentos 

6.1. Quitar los clamps y peine. Limpiar el molde preparado para retirar restos 

de acrilamida. 

6.3. Agregar buffer T B E 0.5X a la camara electroforetica. 
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6.4. Realizar una pre corrida del gel a 1500 voltio por 30'. Luego limpiar el 

area donde se va a colocar el peine. 

6.5. Cargar 7 pi de las muestras previamente denaturadas en los pozos del 

peine. 

6.6. Correr el gel a 1500 voltios a 100 watts y 100 mA durante un tiempo 

predeterminado. 
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ANEXO7 
Tincion del gel de poliacrilamida 

7.1. Separar el vidrio adherente con el gel del vidrio repelente. 

7.2. Colocar el gel en la bandeja con el fijador por 30'. 

7.3. Lavar 2 veces con agua destilada fria. 



7.4. Colocar el gel en la bandeja con nitrato de plata por 30'. 

7.7. Detener la reaccion con asido acetico. Dejar secar a temperatura 

ambiente. 
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