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En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde con diez minutos del

dia miércoles diecinueve de agosto del ar'1o dos mil quince, se reunieron en el

Auditorio de la Facultad de Ciencias Biolégicas |os miembros del Jurado Cali}401cador,

bajo la presidencia del Dr. Jesus De la Cruz Arango, Decano de la Facultad de

Ciencias Biolégicas, actuando como Secrelario y Jurado a la vez el Mg. Fidel Rodolfo

Mujica Lengua. con la asistencia de la Blga. Laura Aucasime Medina y de la Mg. Paula

Garcia Godos Alcazar, Asesora; con la }401nalidadde recepcionar en acto publico el

Trabajo de Tesis: Variabilidad genética de Chenopodium quinoa Willd. �034quinua"del

Banco de Germoplasma del INIA mediante marcadores AFLP �024Ayacucho 2014,

presentado por la se}401oritaBachiller en Ciencias Biolégicas Judith Miriam Cueva

Castillo, con la que pretende optar el Tilulo Profesional de Biéloga con Mencién en la

Especialidad de Biotecnologia.

Para dar inicio al Acto de Sustentacién, el Se}401orDecano dio a conocer la

conformidad de la documenlacién presentada, luego de lo cual autorizé a la

sustentante el inicio de su exposicion teniendo envcuenta de que dispone de un

maximo de cuarenta y cinco minutos. A continuacién, la sustentante procedié con su

exposicién, la misma que concluyé siendo las cuatro con cuarenta y cinco minutos.

Concluida la exposicién, el Decano de Facultad invité a los miembros del

Jurado Cali}401cadora participar con sus preguntas, comentarios y aclaraciones, en el

orden siguiente: Mg. Fidel Rodolfo Mujica, Blga. Laura Aucasime y Mg. Paula Garcia

Godos. Finalmente, el Decano solicité a la sustentante y al publico asistente a fin de

que abandonen momentaneamente el recinlo, con la }401nalidadde que el Jurado

Cali}401cadorrealice las deliberaciones del caso y establezca la calificacién, siendo el

resultado el siguiente:

Blgo. Jurado Exposicién Respuestas a Preguntas Promedio

Blga. Laura Aucasime Medina 18 17 �03018

Mg. Fidel R. Mujica Lengua 18 18 18

Mg. Paula Garcia Godos Alcézar 20 19 20

' Promedio: 19

Dando como resultado la nota promedio aprobatoria de 19 (diecinueve). A

conlinuacién, se invité a la sustentante y al publico presente a }401nde que reingresen al



a_ Auditorio para dar a conocer p}401blicamentelos resultados de la cali}401cacién.Acto

- seguido, el Decano impuso a la sustentante Ia medalla de la Universidad en

reconocimiento a la nueva profesional y Ie tomé el Juramento de Ley.

El Acto de Sustentacién culminé siendo las seis y treinta de la tarde, en fe de lo

cual }401rman:

Dr. Jesds ge La Cruz Arango Blga. Laura Aucasime Medina
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RESUMEN

Chenopodium quinoa Willd. �034quinua",actualmente ha tomado mayor importancia

debido a que es una especie nativa de nuestro pais con alto valor agronémico,

nutritivo y de exportacién, debido principalmente a la gran diversidad genética

existente. Considerando Ia importancia de estudios de Variabilidad de quinua en

la regién de Ayacucho mantenida en el Banco de Germoplasma del INIA-

Ayacucho, se colectaron 29 accesiones, Ias cuales fueron caracterizadas a nivel

molecular, en donde se desarrollé el anélisis de la Variabilidad genética de

quinua utilizando marcadores moleculares AFLP. La calidad del ADN extraido

mediante el protocolo Doyle y Doyle modi}401cado,fue éptima para todas las

muestras, obteniéndose concentraciones en un rango de 100 �024400 ng/pl. En la

estandarizacién de la técnica AFLP se determiné que concentraciones entre 100

y 200 ng/pl de ADN digerido fueron adecuadas para continuar de manera

e}401cienteIa técnica de AFLP, ademés se determiné que los productos de

preamplificacién que mostraron per}401lesde ampli}401cadosmucho més claros e

intensos fueron Ias concentraciones 1:4. Un total de 7 combinaciones de primers

generaron 220 bandas de ADN, siendo 201 loci polimérficos. Los datos

moleculares agruparon Ias accesiones en siete grupos a una similitud de 0,81

unidades ultramétricas, de los cuales el Grupo I esté constituido por 23

accesiones con 5 subgmpos a una similitud de 0,86 unidades ultramétricas, el

primer subgrupo esté conformado por una sola accesién, el segundo subgrupo lo

conforman dos accesiones, el tercero Io integran 19 accesiones, el cuano y

quinto subgrupo Io constituyen solo una accesién cada uno. Los grupos II, III, IV,

V, VI y VII estén conformados cada uno por solo una accesién. Se encontré que

< la variancia genética promedio fue de 0,306 1 0,011, con un indice de

informacién de Shannon de 0,463 t 0.015, estos resultados mostraron un alto

grado de variabiiidad genética en las accesiones de quinua por las

combinaciones de iniciadores AFLP evaluadas.

Palabras Clavesz Chenopodium quinoa Willd. , marcadores moleculares,

AFLPs, Variabilidad genética.
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I. INTRODUCCION

Chenopodium quinoa Willd., com}401nmenteconocida como quinua, es un cultivo

que presenta importancia alimenticia por su alto valor nutricional, ya que

contiene acidos grasos insaturados (linoleico y oleico) y alto contenido de

aminoécidos�030,siendo considerada como una de las principales fuentes de

proteinas para la alimentacién humana.

Actualmente Ia quinua ha tomado mayor importancia debido a que es una

especie nativa de nuestro pais con alto valor agronémico, nutritivo y de

exportacién, debido principalmente a la gran diversidad genética existente, que

se expresa en los diferentes colores de panojas, de hojas, de grano, altura de

planta, contenido de saponina, tipo de panoja y calidad de grano? Ademas de su

importancia tanto econémica, social como cultural de la especie, se conserva y

maneja con fines de investigaciones agronémicas el Banco de Germoplasma de

Chenopodium quinoa Willd. en el Instituto Nacional de Innovacién Agraria-

Ayacucho.

Siendo de mucha importancia el conocimiento de la diversidad genética y el uso

apropiado de la quinua, se hace necesaria Ia caracterizacién de los individuos.

que alli se mantienen. Las caracterizaciones y evaluaciones de las colecciones

de quinua actualmente se realizan mediante metodologias complementarias

basadas en marcadores morfolégicos, bioquimicos y moleculares, con el fin de

conocer la composicién genética de este recurso.

Las técnicas moleculares han sido relevantes para el estudio de genomas

vegetales, ofreciendo niveles de confiabilidad més elevados si se les compara

con las que sélo se Iimitan a estudiar caracteristicas morfolégicas, anatémicas o

ecofisio|c�031>gicas.3

Considerando Ia importancia de estudios de Variabilidad de quinua en la regién

de Ayacucho mantenida en el Banco de Germoplasma del INIA-Ayacucho y la

1



potencial pérdida de diversidad genética de quinua, se colectaron 29 accesiones

del Banco de Germoplasma del INIA - Ayacucho, las cuales fueron

caracterizadas a nivel molecular, desarrolléndose el anélisis de la Variabilidad

genética de quinua utilizando marcadores moleculares AFLP (Ampli}401ed

Fragment Length Polymorphisms), lo que permitié contar con informacién valiosa

para fortalecer Ia conservacién y utilizacién de los recursos genéticos del cultivo

de quinua, cuya importancia va creciendo progresivamente no solo para los

pobladores andinos sino para el mundo.�030

Teniendo en cuenta éstas consideraciones se planteé |os siguientes objetivos:

1.1. Objetivo General:

Determinar la Variabilidad genética de accesiones de Chenopodium quinoa Willd.

"quinua" del Banco de Germoplasma del INIA, mediante marcadores AFLP.

1.2. Objetivos Especi}401cos:

o Estandarizar el protocolo de extraccién de ADN en Chenopodium

quinoa Willd. �034quinua�035.

o Estandarizar el protocolo de marcadores AFLP en Chenopodium

quinoa Willd. �034quinua�035.

- lnterpretar la Variabilidad genética de Chenopodium quinoa Willd.

�034quinua�035mediante marcadores AFLP.

2



u. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

Nolasco et al.5, realizaron la evaluacion del polimorfismo de ADN de seis

variedades de quinua utilizando marcadores AFLP en combinaciones de cinco

pares de iniciadores EcoRl y Msel. Resultando tres combinaciones de mayor

polimorfismo E33/M60. E32/M48 y E32/M61, discriminando Ia variedad Mantaro

como una variedad alejada de las variedades propias del sur del altiplano

peruano - boliviano, de acuerdo al anélisis promedio aritmético no ponderado por

pares (UPGMA). Con |os marcadores AFLP se obtuvo suficiente polimor}401smo

para diferenciar Ias variedades de quinua como en otras especies. Corroborando

que los marcadores AFLP son adecuados para la evaluacién de la diversidad

genética por su alto grado de polimor}401smo.

Tamayo°, empleo 16 accesiones de Chenopodium quinoa Willd. �034quinua�035para la

caracterizacién intergenotipica y 5 individuos de cada accesién para la

caracterizacién intragenotipica mediante marcadores ISSR (Inter Simple

Sequence Repeats). Un total de 10 iniciadores generaron 90 bandas

polimérficas con un peso molecular promedio de 400 a 3500 pb. El polimorfismo

generado por los marcadores ISSR mostro diferentes grados de relaciones

genélicas entre las 16 accesiones. Un bajo nivel de variacién intragenotipica se

evidencié en 4 accesiones y un alto nivel de variacién intragenotipica en 3

accesiones. La técnica de ISSR probé ser un método eficiente para la

caracterizacién inter e intra genotipica de las 16 accesiones de quinua.

Costa et al.7, realizaron la caracterizacién molecular de 51 poblaciones de

Chenopodium quinoa Willd. "quinua�035procedentes del germoplasma nativo de

Argentina y de otros sitios de Sudamérica, mediante marcadores SSR

3



(Simple Sequence Repeats) y se determinaron las relaciones genéticas entre

ellas. Se detectaron 283 alelos entre los 11 loci microsatélites analizados, con un

contenido de informacion polimérfica (PIC) promedio de 0,88, y alta diveresidad

genética (He = 0,355 1 0,034). Los resultados obtenidos sugieren que la

Variabilidad genética entre las poblaciones locales es consecuencia de mas de

un proceso de ingreso de germoplasma procedente de regiones ecolégicas

diferentes.

Veramendi et al.�034,realizaron Ia caracterizacién molecular de 2515 accesiones de

Chenopodium quinoa Willd. �034quinua�034correspondientes al altiplano boliviano,

valles del Perl}, de materiales silvestres y otros paises, utilizando ocho

marcadores SSR, determinandose que estos microsatélites presentaban un alto

nivel de polimorfismo, con valores de contenido de informacién polimérfica de

0,73 a 0,95. Se encontraron 129 alelos, con un rango de 5 a 30 alelos por locus

y tama}401oque va de 111 a 239 pb. Los resultados muestran una diversidad

genética en general elevada para todas las regiones mencionadas, en orden

descendente se ubicaron el altiplano centro, sur, valles y norle.

Jimenez�030,analizé Ia diversidad genética de 28 variedades de Chenopodium

quinoa Willd. "quinua�035mediante AFLP, utilizando para ello 8 combinaciones de

iniciadores, donde el PIC calculado estuvo en un rango de 0,26 a 0,355. La

' combinacién EcoRI-ACT + Msel-CAC mostré el valor PIC mas alto (0,35), que

permitlé determinar el polimorfismo y diferenciacion por este iniciador en las

variedades utilizadas en el estudio. Ademés indica que esta combinacién puede

ser usada para futuras investigaciones indicando Ia mayor informatividad de este

iniciador.

Anabalén y Thometg, en su estudio �034Analisiscomparatlvo de la diversidad

genética y morfolégica entre las accesiones de Chenopodium quinoa Willd.

"quinua" del sur de Chile y las tierras a|tas�035,estudiaron el nivel de polimor}401smoy

la relacién genética mediante marcadores moleculares utilizando Ia técnica AFLP

y veinte caracteres morfolégicos. Fueron analizados catorce accesiones de

quinua recogidas en las regiones de Araucania y Los Rios, tres accesiones

andinas, y un cultivar comercial, incluyendo dos padres silvestres como conlroles

del exogrupo. Se realizé una similitud a'rbo|�024diagrama,sobre la base de todas las

bandas AFLP generadas en el rango entre 70 y 300 pares de bases. Con estas

herramientas, fue posible identi}401carlas diferencias y simililudes moleculares que
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podrian estar asociadas con importantes rasgos morfologicos como el color de

grano, color de panicula, fenologia y distribucion geografica.

2.2. CENTRO DE ORiGEN

La especie Chenopodium quinoa Willd. "quinua" ha sido descrita por primera vez

en sus aspectos boténicos por Willdenow en 1778, como una especie nativa de

Sudamérica�030°,cuyo centro de origen, segL'm Buskasov�034se encuentra en los

Andes de Bolivia y Pero y que de ahi fue llevado hacia el none hasta Colombia y

hacia el sur de Chile.

Esto fue corroborado por Gandarillas et aI.�0302,quienes indican que su area de

dispersion geogréfica es bastante amplia abarcando desde el sur de Nudo de

Pasco hasta el altiplano boliviano, no solo por su importancia social y economica,

sino porque se encuentra la mayor diversidad de ecotipos tanto cultivados

técnicamente como en estado silvestre.

Heisser y Nelson�035indican hallazgos arqueologicos en Peru y Argentina

alrededor del inicio de la era cristiana, mencionan también hallazgos de semillas

de quinua en las tumbas indigenas de Tarapacé. Calama, Tiltel y Quillagua,

demostrando este hecho que su cultivo es de tiempo muy remoto. Segun

Jacobsen�034,Ia quinua es uno de los cultivos mas antiguos de la region Andina,

con aproximadamente 7000 a}401osde cultivo, en cuya domesticacion y

conservacion han participado grandes culturas como la Tiahuanacota y la

Incaica.

2.3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La quinua puede considerarse como una especie oligocéntrica, con centro de

origen de amplia distribucion y diversi}401cacionm}402ltiple,consideréndose Ias orillas

del Lago Titicaca como la zona de mayor diversidad y variacion genética.�034

Segun Lescano�035,Ia quinua esta distribuida en toda la region andina, desde

Colombia (Pasto) hasta el norte de Argentina (Jujuy y Salta) y Chile

(Antofagasta).

Segtin Rojas�035la distribucion geogréfica de la quinua en la region se extiende

desde los 5° Latitud Norte al sur de Colombia, hasta los 43° Latitud Sur en la

Décima Region de Chile, y su distribucion altitudinal varia desde el nivel del mar

en Chile hasta los 4000 msnm en el altiplano que comparten Peru y Bolivia.

existiendo asi. quinuas de costa, valles, valles interandinos, puna y altiplano.

5



2.4. TAxoNoMiA

Seg}402nCronquist�035,Ia quinua presenta la siguiente clasificacién taxonémica:

Divisién: Magnoliophyta

Clasez Magnoliopsida

Orden: Caryophyllales

Familiaz Chenopodiaceae

Género Chenopodium

Seccién: Chenopodia

Especie: Chenopodium quinoa Willd.

Nombres comunes

Espa}401ol : �034quinua�034,�034quinoa�035,�034quinqua",�034kinoa�035,�034trigoinca"

Quechua : "kiuna�035

Aymara : �034shupa�035.�034jopa",�034jupha�035.�034jiura",�034aara","ccallapi"

Chibcha : �034suba�035,�034pasca"

Mapuche : �034quinhuia�035,"quinua"

Azteca : �034huatzontle�035

Francés : �034quinoa",�034rizde peruo�035,�034ansérine�035,�034petitriz de Pérou"

lnglés : �034pettyrice", �034incarice", �034peruvianrice"

Alemén : "reismeIde�035,�034inkaweizen",�034peruanischer�035,�034reis-gerwacks"

Italiano : "quinua�035,�034chinua"

Portugués : "arroz miudo do Peni", �034quinoa�035

2.5. DESCRIPCION BOTANICA

Es una planta herbécea de desarrollo anual, dicotiledénea, erguida de variada

altura dependiendo del genotipo, de las condiciones ambientales donde crece y

de la fertilidad de los suelos. El periodo vegetativo varia desde los 90 hasta |os

240 dias. La coloracién varia segun |os genotipos y etapas fenolégicas, desde el

Verde hasta el rojo, pasando por el purpura oscuro, amarillento. anaranjado y

granate.�035Posee un sistema radicular pivotante, bastante ramificado y fibroso.

Tiene un tallo erecto, cilindrico en el cuello de la planta y anguloso a partir de las

ramificaciones. Es de color verde (a veces con estrias o Iineas rojas), rojo o

amarillo. Las hojas son alternas, de Iongitud variable dentro de la misma planta,

Ia lamina es po|imorfa2° y la morfometria es variable segL'm el genotipo. La

inflorescencia es una panoja de 15 a 70 cm de Iongitud con un eje principal del

6



cual se originan ejes secundarios y terciarios." Fueron descritos dos tipos de

inflorescencia para quinoa: amarantiforme y glomerulada, dependiendo de la

insercién del glomérulo. Las flores son incompletas ya que carecen de pétalos; el

glomérulo puede presentar flores perfectas y pistiladas. La flor perfecta presenta

un perigonio sepaloide, anteras y un ovario superior del cual emergen dos o tres

estigmas.�035En general las flores perfectas estén ubicadas en el extremo distal

del glomérulo sobresaliendo sobre las pistiladas, ubicadas en el extremo

proximal.�035

El fruto es un aquenio, tiene forma elipsoidal o redonda de diferentes colores

dado por el perigonio que lo recubre y que se desprende fécilmente cuando esté

seco. El pericarpio del fruto esté pegado a la semilla (a veces se separa

fécilmente) y es donde esté presente la saponina, un antinutriente que ie

transfiere sabor amargo; Ia semilla esta�031envueita por el episperma en forma de

una delgada membrana. El embrién esté formado por un eje hipocotile-radicula y

los cotiledones, que envuelven ai perisperma como un anillo. El perisperma es

aimidonoso, generalmente de color blanco, y constituye Ia mayor parte de la

semilla. Los diferentes colores del perigonio, pericarpio y episperma hacen que

la inflorescencia de quinoa presente colores muy variados.�035

2.6. PRODUCCION DEL CULTIVO

Seg}402nel reporte del Sistema lntegrado de Estadistica Agrariaz�030,el mes de

diciembre del 2014 ha sido muy positivo para la produccién de la quinua

registréndose aproximadamente 6,900 toneladas, mayor en 279% que lo

producido en el mismo mes del a}401o2013.

Con respecto a la produccién anual el documento oficial menciona que durante

el a}401o2014 se registraron 114,000 toneladas, cifra mayor en 61,000 toneladas

en comparacién al a}401o2013 en que se produjeron 52 mil toneladas. Las

regiones de mayor contribucién a dicho crecimiento en el 2014 fueron Arequipa,

Junin, Puno y Ayacucho (este grupo explicé el 75% del aumento de la

produccién nacional de quinua). Asimismo es de destacar la imponante dinémica

productiva en las regiones de la Costa Norte, principalmente lo registrado en los

V departamentos de Lambayeque, La Libertad y Ancash, |os cuales han logrado

incrementar hasta en nueve veces el volumen producido.

Es imponante destacar el buen comportamiento de las exportaciones de quinua,

las cuales subieron en forma muy significativa, tanto en valor (152%) como en
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cantidad exportada (98%), y que permitieron posicionar a la quinua con1o el

quinto producto bandera de nuestra canasta de agroexportacién y el cuano entre

los productos agrarios no tradicionales.�034

En cuanto a las exportaciones, en el 2014 Perl] superé a Bolivia y se convirtio en

el primer productor y exportador mundial de quinua al lograr 104,000 toneladas.

El valor de la exportacién de quinua peruana crecio seis veces més en los

Ultimos dos a}401os.En 2012 |os envios de este alimento aicanzaron valores por

US$31 millones, mientras que en 2013 y 2014 sumaron US$79 y US$196

millones, respectivamente. Esto representa un crecimiento de 148% al a}401o

pasado. Junto con el incremento de la demanda y la oferta de quinua, el interés

por el producto ha generado que el precio del grano andino aumente en

promedio un 50% en los }402ltimosdos a}401os.Por este resultado, en 2014 la quinua

ocupo el cuarto puesto de las exportaciones agropecuarias, antecedido por otros

productos como |as uvas frescas, espérragos y las paltas, y desplazando al

cacao, mango y la leche evaporada.�034

2.7. IMPORTANCIA DE LA QUINUA

El valor nutritivo de la quinua es excepcional debido a que tiene un excelente

balance de carbohidratos, grasas y proteinas para la alimentacion humana.

La cantidad de proteinas y la calidad son especialmente importantes. El

contenido de proteina de |as semillas de quinua varia entre 14 y 22%, siendo

significativamente mayor que la de cereales. Sin embargo, la ventaja nutricional

més importante de Ia quinua es la composicion de aminoécidos esenciales, |os

cuales estén muy cerca de los recomendados por la FAO/OMS/UNU para todos

los grupos de edad.�034

En la Tabla 1 se presenta Ia relacion de aminoacidos de la quinua, comparadas

con Ia de la ca}401ihua,cereales, frejol y algunos alimentos de origen animal y la

proteina patron. Se puede apreciar Ia superioridad de la quinua sobre los

cereales, especialmente en ei contenido de Iisina. La Iisina es uno de los

aminoécidos ma�031sescasos en los alimentos de origen vegetal y su proporcion en

la quinua casi duplica la contenida en los cereales.�034

Con respecto al contenido de carbohidratos y las kilocalorias de la quinua, éstos

aportan un nivel de calorias similares a la de los cereales y |eguminosas.�0315

La composicion del aoeite de quinua es similar al de la soya y constituye una

fuente imponante de los écidos grasos esenciales Iinoleico y |ino|énico.25
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Tabla 1. Comparacién del contenido de aminoacidos esenciales en granos de

quinua, ca}401ihua,cereales, frejol, carne, pescado, leche y la proteina patron.

Aminoécido E3 E3? E3 E § §�254:3

5 :3 §8'£ E55.

 7T3J�030;

Fenilalanina 3,7 3,7 5,09 5,2 4,7 4,8 5,4 4,1 3,7 1,4 6,0

Histidina 2,7 2,7 2,1 2,2 2,6 2,0 3,1 3,5 2,7

Isoleucina 3,4 3,4 4,1 3,8 4,0 4,2 4,5 5,2 5,1 10,0 4,0

Leucina 6,1 6,1 8,2 7,0 12,5 6,8 8,1 8,2 7,5 6,5 7,0

Lisina 5,6 5,3 3,8 3,6 2,9 2,6 7,0 8,7 8,8 7,9 5,5

Metionina 3,1 3 2,2 1,7 2,0 1,4 1,2 2,5 2,9 2.5 3,5

Treonina 3,4 3,3 3,8 3,5 3,8 2,8 3,9 4,4 4,3 4,7 4,0

Triptéfano 1,1 0,9 1,1 1,4 0,7 1,2 1,1 1,2 1,0 1,4 1,0

Valina 4,2 4,2 6,1 5,5 5,0 4,4 5,0 5,5 5,0 7,0 5,0

 

Marroquin�035,Risi y Galweyz�030y Romero�035.(b) Lésztily 3° y Romero�035:(c) Lasztity3° y Risi y

Ga|wey?�030;(d) Lésztity3°, Risi y Galwey�034y Romero�035;(e) SosuIski3�030;(f) Romero�035;(g)

Mahoney et aI.33 y Romero�035.

Asi también la quinua es una buena fuente de riboflavina y alfatocoferol y

carotenos comparados con los cereales, el frejol y la papa. Es una fuente

importante de minerales superando a los cereales y al frejol en contenido de Ca,

Fe, Mg, Cu y Mn. Destaca su contenido de hierro que es equivalente al doble de

la cebada y el trigo, tres veces mayor que el del arroz y casi seis veces a la del

maiz.�034

2.8. VARIABILIDAD GENETICA DE LA QUINUA

Entre |os cultivos andinos, la quinua recibié la mayor dedicacién y apoyo

principalmente en Ecuador, Perri y Bolivia; de ahi que en estos paises se tienen

los trabajos mas adelantados y ademas es donde se encuentra la mayor

Variabilidad. Las evaluaciones de la Variabilidad genética disponible, permitio

agrupar a las quinuas en 5 grupos mayores seg}402nsus caracteristicas de
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adaptacién y algunas morfolégicas de alta heredabilidad, fécilmente detectzables

y capaces de mantenerse en toda el area de difusién.�035

A continuacién se describen los cinco grupos de quinua de acuerdo a Lescano�035

y Tapia�034:

a. Quinuas del nivel del mar: Se han encontrado en las zonas de Linares y

Concepcién (Chile) a 36° Latitud Sur. Son plantas mas o menos robustas, de 1.0

a 1,4 m de altura, de crecimiento ramificado, producen granos de color crema

transparente (tipo Chullpi). Estas quinuas guardan gran similitud con la

Chenopodium nutfalliae �034huahzontle�035que se cultiva en forma aislada en México a

20° Latitud Norte.

b. Quinuas de valles interandinos: Son |as que se adaplan entre los 2500 a

3500 msnm, se caracterizan por su alto desarrollo, hasta 2,5 m o mas de allura y

con muchas ramificaciones, con inflorescencia Iaxa y que normalmente

presentan resistencia a Peronospora farinosa �035mildiu".Existen diferencias entre

aquellas que se desarrollan en valles con acceso al riego, como ocurre en

Urubamba (Peru), Cochabamba (Bolivia) y aquellas que se cultivan a seecano

como Huaraz, parte alta del Valle de Mantaro, Ayacucho y Abancay. Se cultivan

normalmente en forma intercalada con maiz y en forma de cultivo de borde con

otras especies 0 en forma dispersa en el mismo campo.

c. Quinuas del altiplano: Se desarrollan en éreas mayores como cultivos puros

o unicos y entre los 3600 a 3800 msnm, corresponde a la zona del altiplano

peruano-boliviano; en esta area se encuentran Ia mayor Variabilidad de

caracteres y se producen los mas especializados en su uso. Las plantas crecen

con alluras entre 0,5 a 1,5 m, con un tallo que termina en una panoja principal y

por lo general compacla. En este grupo, es donde se encuentra el mayor numero

de variedades mejoradas y también |os materiales susceptibles al mildiu cuando

son llevados a zonas més humedas.

d. Quinuas de salaresz Son las que crecen en las zonas de los salares al sur

del altiplano boliviano, ésta es la mas seca con 300 mm de precipitacién, se

cultiva como cultivos Unicos a distancias de 1 m x 1 m y en hoyos para

aprovechar mejor la escasa humedad. Son quinuas de tallo principal muy

robusto, algunas de tallo (mico, otras con ramificaciones, corresponden ademés

a las quinuas de mayor tama}401ode grano (2,2 mm de diémetro), se las conoce

como "Quinua Real" y sus granos se caracterizan por presentar un pericarpio

grueso y con alto contenido de saponina.
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e. Quinuas de los Yungas: Es un grupo reducido de quinuas que se han

adaptado a las condiciones de los Yungas de Bolivia a alturas entre los 1500 y

2000 msnm, y se caracterizan por ser de desarrollo algo rami}401cado,alcanzan

alturas de hasta 2,20 m; son plantas verdes, y cuando estén en floracién toda la

planta integra, toma la coloracion anaranjada. Existe una sola coleccién

efectuada en Bolivia y las 18 muestras crecieron adecuadamente en Cusco a

3300 m.

Segun Mujica�035,las quinuas cultivadas tienen una gran diversidad genética,

mostrando Variabilidad en la coloracién de la planta, inflorescencia y semilla, en

los tipos de inflorescencia, en el contenido de proteina, saponina y betacianina

en las hojas, con lo que se obtiene una amplia adaptacién a diferentes

condiciones agroecolégicas (suelos, precipitacién, temperatura, altitud,

resistencia a heladas, sequia, saiinidad o acidez).

2.9. REPRODUCCION DEL CULTIVO

Segun Lescano�035,la quinua normalmente se reproduce por la via sexual, es

decir, mediante semilla botanica, aunque la propagacién asexual no esta

descartada al menos en condiciones experimentales. La reproduccion sexual es

un proceso biolégico que implica la formacion de gametos masculinos y

femeninos, la posterior fusién de estos permite la formacién del cigote el que

mediante divisiones celulares consecutivas y la diferenciaci}401nforma ei embrién

de cuya estructura nace una nueva planta. Los procesos de meiosis y la

fecundacién implicados en la reproduccién sexual conducen a la generacién de

la Variabilidad genética. La reproduccion sexual constituye una fuente imponante

de variacién, la misma que es aprovechada en el mejoramiento genético de los

cultivos.

Con respecto a la forma de fecundacién en la quinua, Wilson�034menciona que

Chenopodium quinoa Willd. �034quinua",Ia Chenopodium _paIIidicauIe Aellen

�034kar'\ihua�035y Ch. berlandieri ssp. nuttalliae Safford �034huauzontle�035son especies

autégamas.

Los ensayos conducidos para determinar la forma de fecundacién de la quinua

en el altiplano, zona de origen y de mayor produccién de la quinua, ha reportado

porcentajes variables de cruzamiento natural que varia desde 1,5% para una

l distancia de separacién de 20 m hasta 9,9% a 1 m de separacién de plantas.

Lescano�030°ha reportado 5,78% de alogamia y 94,22% de autogamia. Segun los
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resultados encontrados sobre la fecundacién de la quinua, el porcentaje de

alogamia no sobrepasa el 10% de cruzamiento natural. Los resultados anteriores

muestran que la quinua tiene al menos un 90% de autogamia, siendo mas o

menos similar al grado de autogamia presente en el arroz y sorgo. Sobre la base

de estos resultados, la quinua ha sido considerada como especie autégama con

fecundacién cruzada frecuente; por tanto, en el mejoramiento genético de la

quinua se han aplicado preferentemente los métodos recomendados para

autégamas y especialmente aquellos aplicados en el sorgo y arroz.�035

2.10. GENETICA DE LA QUINUA

El numero de cromosomas de la especie es 2n = 4x = 36. Siendo el n}402mero

bésico de cromosomas para el género Chenopodium x = 9.�034Como la quinua es

una especie tetraploide, un gen puede tener en la misma planta 4 diferentes

alelos del mismo gen, uno en cada uno de los 4 genomios. Los alelos pueden

expresar dominancia o pueden ser aditivos. Si |os 4 alelos de un gen son

idénticos, Ia planta es homocigética para éste caracter. Si un alelo o mas son

diferentes, la planta es heterocigética para éste carécter. En la quinua el color

rojo de la planta es dominante sobre el color purpura y este a su ve-z es

dominante sobre el verde. La forma glomerulada de la panoja domina sobre la

forma amarantiforme. El carécter amargo del grano es dominante sobre el

caracter dulce. Axilares pigmentados dominan sobre axilares normales. El grano

normal es dominante sobre el grano Chullpi (perisperma cristalino). La fertilidad

masculina domina sobre la androesterilidad. El color negro del grano es

dominante sobre cualquier otro color.�035

2.11. GERMOPLASMA VEGETAL

El germoplasma en general es el material donde se encuentra un principio que

puede crecer y desarrollarse. El germoplasma de un cultivo, incluye a cultivares

nativos, cultivares mejorados, poblaciones en proceso de mejoramiento,

especies silvestres relacionadas y especies cultivadas relacionadas. El

germoplasma es parte de los recursos genéticos, el cual se refiere a la

Variabilidad genética almacenada en los cromosomas y en otras estructuras; que

contienen ADN.�035

Se colecta germoplasma para conservarlo y evaluarlo, evitando de esta manera

que desaparezcan ciertos clones o variedades, permiten también ampliar la base
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genética del cultivo, y realizar estudios de mejoramiento genético y de evolucién

de estos cultivos. Cada muestra de la coleccién se denomina accesién y la

informacién minima que se debe obtener de cada una de ellas son los datos de

pasapone tomadas durante su colecta, como son nombre del colector, n}402mero

de muestra, fecha, género, especie, Iocalidad, latitud, categoria de la muestra.

fuente de la muestra, panes de la planta utilizada, usos de la planta, tipo de

muestra, entre otros.�034

2.12. DIVERSIDAD Y VARIABILIDAD GENETICA

La variacién entre poblaciones de una especie mas Ia variacién dentro de

poblaciones es la diversidad genética total de una especie. Los individuos de

una especie di}401erenentre si en muchas caracteristicas que tienen causas

genéticas y ambientaies. El conocimiento de la base genética de las diferencias

es indispensable para entender la diversidad genética, prerrequisito para

colectarla, conservarla, caracterizarla y utilizarla. Es mucho mas dificil estimar la

diversidad de una especie que la variabilidad de caracteristicas especi}401cas

dentro de variedades o poblaciones. No es posible estimar la diversidad genética

en términos estadisticos 0 cuantitativos y en general lo que se hace es clasificar

Ia especie en categorias intraespeci}401cascomo razas, ecotipos, morfotipos y

variedades; Ia diversidad genética relativa de una especie en una regién se da

en términos del n}402merode categorias intraespeci}401cas.�035

La variabilidad genética es caracteristica de poblaciones dentro de una especie.

Las especies pueden ser mas o menos diversas; |as caracteristicas dentro de las

poblaciones pueden ser mas o menos variables. La variabilidad se aplica a las

caracteristicas; por ejemplo, Ia variancia genética de un ecotipo de camu�024camu

para el contenido de écido ascérbico del fruto, puede ser cuantificada en

términos de variancia genética aditiva y no aditiva. Si no hay variancia genética

para una caracteristica dentro de una poblacién, el carécter no puede ser

modificado por seleccién y si un cambio en el ambiente 0 en las condiciones de

vida afecta a esa caracteristica, puede desaparecertoda Ia poblacién.�034

Toda la variabilidad genética de una especie se origina por mutacién. En su

concepto mas simple, Ia mutacién se produce por un cambio en un nucleotide en

el sector de la cadena de ADN que codifica a un gen. En |os primeros a}401osdel

r desarrollo de la ciencia de la genética se creia que habia solo dos alelos por

locus. Cada vez que un gen se estudiaba con mas detalle, se encontraban mas
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de dos alelos lo que permite generalizar que los alelos m}402ltiplesson comunes en

la naturaleza. El polimor}401smoderivado de la interaccién de alelos de un mismo

gen es la base de muchos métodos para eslimar la variabilidad genética.�035

2.13. CARACTERlZAClON MOLECULAR

La caraclerizacién es el acto de determinar |os atribulos peculiares de alguien 0

de algo, de modo que claramente se dlslinga de los demés. Para este estudio el

carécter es cualquier propiedad o alributo que varia en la Unidad Taxonémica

Operaliva (OTU) en estudio y los posibles valores que ése carécter pueda

presentar se les considera sus estados.�034°

En la Genética Molecular los caracleres o atributos estan relacionados a puntos

de referencia en los cromosomas y técnicamente son denominados marcadores

moleculares, con los que se pueden esllmar la variabilidad genética y otros

parémetros poblacionales; ademés de hallar el grado de diversidad genética de

una especie.�035

2.14. EXTRACCION DE ADN GENOMICO

El aislamiento o puri}401caciénde ADN es el primer paso a desarrollar en muchos

de los estudios y técnicas de biologia molecular, por lo tanto el método de

extraccién que ha de emplearse debe ser el mas apropiado para el laboratorio.

Rocha�034menciona que para la extraccién del ADN vegetal es necesario tener en

cuenta lo siguiente:

a. El tipo de planta y de lejido que se va a emplear como fuente. Por ejemplo. los

tejidos jévenes contienen mas ADN que los tejidos viejos. Ademas, es necesario

considerar la composicién bioquimica de los tejidos. Por ejemplo, el método de

extraccién del material genélico provenienle de tejidos ricos en compuestos

fenélicos es diferente al método empleado con tejidos ricos en carbohidratos 0

aceiles.

b. El tipo de ADN que se va a extraer. Las plantas poseen tres tipos de ADN: el

nuclear, el mitocondrial y el cloropléstico. Los distinlos tipos de ADN llenen

caracteristicas bioquimicas semejanles. Sin embargo, el tipo de informacién

biolégica que codifican es completamente diferente.

c. El tipo de anélisis a realizar. Con base en la cantidad y la calidad del ADN se

pueden desarrollar diversas técnicas de analisis. tales como: RFLP (Restriction
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Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),

AFLP, secuenciacién, etc.

El objetivo principal de un procedimiento de extraccién es obtener un ADN de

buena calidad y cantidad. La calidad se refiere a la posibilidad de almacenar el

ADN por tiempo indefinido, manteniendo su estructura y propiedades; por lo que

es la calidad del ADN el factor responsable de la reproducibilidad en

experimentos posteriores. La cantidad, por su pane, es un concepto relativo que

depende, entre otros, del n}402meroy estado de las células propias del tejido a

estudiar. Por lo tanto, como regla general, un buen método de extraccién debe

mantener la integridad fisica y bioquimica del ADN e incrementar sus rangos de

pureza y concentracién.�034

En plantas existen maltiples protocolos para extraer y puri}401carel ADN genémico;

sin embargo, segL'm Rocha�034todos los procedimientos incluyen los siguientes

pasos:

a. Ruptura de tejidos y paredes celulares. Este paso consiste en pulverizar el

material vegetal a bajas temperaturas, generalmente empleando nitrégeno

liquido 0 hielo seco.�035También existe la pulverizacién en seco, un proceso en el

cual los tejidos se deshidratan por secado en un home 0 con silicagel. Ademés

también se pueden hacer trituraciones mecénicas sin nitrégeno liquido.

b. Ruptura de la membrana celular y nuclear para Iiberar el ADN hacia el buffer

de extraccién. Una vez que el tejido es disgregado en células, se hace necesario

romper Ias membranas celulares para Iiberar el ADN. Esto puede ser llevado a

cabo quimicamente con detergentes; por ejemplo: SDS (dodecilsulfato sédico),

Triton X-100, CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetil amonio) o detergentes

comerciales.

c. Inhibicién de enzimas que destruyen el ADN. Como un mecanismo de defensa

natural, las células contienen enzimas que destruyen el ADN (ADNasas). Estas

enzimas deben ser inactivadas para garantizar la calidad de las preparaciones

de ADN. La inhibicién puede realizarse mediante métodos fisicos, tales como

desnaturalizacién por calor (temperatures de 65 °C) 0 con métodos quimicos.

Estos Lilltimos incluyen tratamiento con solventes organicos (fenol y cloroformo),

con antioxidantes (Ditiothreitol y [3-mercaptoetanol), con agentes quelantes como

EDTA (écido etilendiaminotetraacético) que captura |os iones magnesio

necesarios para la funcionalidad de las ADNasas, 0 con agentes caotrépicos que

act}402anremoviendo el agua estructural de las proteinas.�034Por lo general se
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utilizan mezclas de varios de estos reactivos para asegurar la inhibicién de tales

enzimas.

d. Extraccién de contaminantes. El objetivo de extraer ADN es obtener

preparaciones enriquecidas en esta molécula. Sin embargo, el ADN esté

asociado con proteinas (histonas) e inmerso en un medio que contiene

estructuras de composicion quimica diversa. Adema�031s,los reactivos empleados

en los procesos iniciales de purificacién se convierten en agentes contaminantes,

como se observan en el Tabla 2.

Las metodologias para retirar |os contaminantes de una preparacién de ADN

incluyen: la centrifugacién a altas velocidades, la electroforesis, la separacién a

través de columnas e incluso la utilizacién de imanes (biomagnética) para

obtener preparaciones de alta pureza.

El ADN aparte de ser una molécula de alto peso molecular, muy Iarga y dellcada,

es un a'cido capaz de formar sales con iones cargados positivamente (cationes).

Ademés, es soluble en soluciones concentradas de sales (cloruro de sodio, por

ejemplo), pero insoluble en alcoholes (tipo etanol o isopropanol). Adicionalmente.

el ADN es destruido (depurinado) a pH écido (menor de 4,0), es insoluble a pH

5,6 pero es soluble a pH 8.0. Por lo tanto, los procesos de extraccién,

puri}401caciony almacenamiento del ADN deben mantener el pH éptimo y brindar

una alta concentracién iénica.�034

2.15. MARCADOR MOLECULAR

Un marcador molecular es cualquier fenotipo molecular oriundo de la expresion

de un gen 0 de segmentos especlficos de ADN, que puede ser detectado y su

herencia monitoreada. Un marcador molecular recibe el nombre de marcador

genético cuando su comportamiento se rige de acuerdo con las leyes bésicas de

la herencia mendeliana.�034

Los marcadores basados en ADN son altamente polimérficos y varios de ellos

proveen el marcador genético ideal porque la variacién de la secuencla de

nucleétidos es selectivamente neutra, y se pueden minimizar clertas

complicaciones que reducen la heredabllidad en el anélisls de proteinas, tales

como mutaciones indetectables y modiflcaciones postraduccionales. Ademés

estos marcadores, debido a que evaluan cambios directos a nivel de ADN, tienen

la ventaja de no ser afectados por el medio ambiente donde se desarrolla el

organismo en estudio y no dependen del estado fisiolégico 0 de desarrollo del
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individuo. Estos marcadores se pueden agrupar de manera convencional en dos

categories: 1) hibridacién de cadenas complementarias de ADN, tales como |os

RFLP y, 2) basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).�034�030Algunos

ejemplos de marcadores de ADN son: RFLP, RAPD, AFLP, SSR y

microarreglos.�034

Tabla 2. Agentes contaminantes en preparaciones de ADN y alternativas

para su extraccién.

 

Upidos y grasas Uso de detergenles (SDS, Triton).

? 

isoamllico.

Proteinas  

 ?�024#*

" 

 

ARN %: 

 T�035*

 

Eezrglzziesstos Tratamiento con cloroformo y alcoholes.

1mm;«mm 

 

solidos insombles �030L:Jesr$tr<i1f:::(|:;::>nes acuosas con posterior

*l}401m 

EI desarrollo de la biologia molecular ha permitido obtener mejores estimaciones

de la diversidad genética de una poblacién determinada, debido a que el factor

de error generado por el ambiente no existe ya que la informacién esta�031lomada

directamente del genoma de las plantas. Ademés, se reconocen |as diferencias
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genéticas entre individuos, al obtener un �034perfilmoleculaf�031caracteristico para

cada variedad e independiente de las condiciones de crecimiento de las plantas.

Una ventaja adicional es la posibilidad de analizar loci tlnicos (regiones unicas

en el genoma) o loci multiples (regiones repetidas a través del genoma)!�034-�0303

Por tanto estos marcadores moleculares son usados para determinar Ia idemidad

de las accesiones y los cambios genéticos que pueden ocurrir durante la

conservacién y regeneracién de las especies; permitiendo asegurar Ia

representatividad y el tama}401ode la muestra, detectando duplicados y vacios en

los bancos de germoplasma, manteniendo Ia identidad de las colecciiones

durante la regeneracién. También permiten determinar el grado de similitud entre

individuos de una accesién o entre accesiones dentro de una coleccién

definiendo la estructura genética y la variacién de individuos, accesiones,

poblaciones o especies, lo que lleva a la formacién de las colecciones nL'1c|eo.�0347

Ambos, tanto Ias caracterizaciones morfolégicas y los marcadores moleculares

ofrecen informacién complementaria, Io cual es importante para obtener una

mejor descripcién e interpretacién de la diversidad genética de los individuos.�034

Las caracteristicas que debe poseer un buen marcador molecular, segun

Ferreira y Grattapaglia�034son:

- Polimér}401co:debe ser variable entre los individuos.

o Discriminante: permite diferenciar individuos a}402nmuy cercanos

genéticamente

o Multialélico y presencia de varios alelos en un solo locus

o Codominante: distingue individuos homocigotos de individuos

heterocigotos

- No epistéticos: el genotipo del marcador puede ser detenninado por su

fenotipo. no importando el genotipo en los otros loci.

o No infuenciado por el medio ambiente: el fenotipo no cambia segun el

medio.

- Distribucién uniforme en todo el genoma: para facilitar Ia evaluacién del

polimor}401smoen muchos lugares del genoma.

o Reproducible de un ensayo a otro.

- Econémico y manejable a gran escala
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2.15.1. VENTAJAS DE LOS MARCADORES MOLECULARES SOBRE LOS

MARCADORES MORFOLOGICOS

Entre Ias principales ventajas de los marcadores moleculares descritos por

Ferreira y Grattapaglia�034tenemos:

- El nivel de polimor}401smode los marcadores moleculares es generalmente

alto para cada locus estudiado facilitando Ia construccién de mapas

genéticos. A diferencia del mucho esfuerzo y planificacién que son

necesarios para construir mapas genéticos a partir de marcadores

morfolégicos, puesto que el n}402meroreducido de marcadores restringe Ia

cobertura total del genoma. El Iimitado polimor}401smoque presentan estos

marcadores, generalmente hace que el investigador deba recurrir a un

gran numero de cruzamientos para el estudio de ligamientos genéticos.

- En general, son neutros con relacién a los efectos fenotipicos, con efecto

epistético o pleiotrépico minimo o nulo.

o En su mayoria, son codominantes y contienen mayor cantidad de

informacién genética por locus que los marcadores morfolégicos, los

cuales en su mayoria, son dominantes o recesivos.

0 Que pueden utilizarse en cualquier fase del desarrollo de la planta.

Mientras que los marcadores morfolégicos presentan Ia desventaja de ser

identi}401cados,en su mayoria, solamente a nivel de planta entera o adulta.

2.16. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La tecnologia de la reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain

Reaction) fue concebida por Kary Mullis a mediados de la década del 80.�034La

PCR es una técnica que comprende Ia sintesis enzimética in vivo de millones de

copias de un segmento especifico de ADN en presencia de la enzima ADN

polimerasa. La reaccién de PCR se basa en el apareamiento y la polimerizacién

enzimética de un par de oligonucleétidos utilizados como iniciadores que

delimitan la secuencia de ADN de doble cadena que es blanco de la

amplificacién. Estos iniciadores son sintetizados artificialmente de manera que

sus secuencias de nucleétidos sean complementarias a las secuencias

especificas que flanquean Ia regién blanco.�034

Muchos métodos tradicionales de clonacién, secuenciacién y anélisis de

polimorfismos de ADN fueron acelerados o sustituidos por el uso de numerosas
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derivaciones de la técnica de PCR.�034La introduccién de esta tecnologia permitié

nuevas posibilidades para la deteccién del polimor}401smogenético que se observa

debido a que la variacién en la secuencia del genoma altera |os sitios de

reconocimiento del iniciador.�035

Un ciclo de PCR consta de tres etapas: desnaturalizacién, apareamiento y

elongacién o polimerizacién. En la primera, el ADN de doble cadena es

desnaturalizado mediante el aumento de la temperatura que puede variar de 92

°C a 95 °C. En la segunda etapa, la temperatura es répidamente reducida entre

35 °C y 60 °C_ dependiendo esencialmente del tama}401oy la secuencia del

iniciador utilizado, permite la hibridacién ADN�024ADNde cada iniciador con las

secuencias complementarias que flanquean la regién blanco. Enseguida Ia

temperatura es elevada a 72 °C para que la enzima ADN polimerasa reaiice Ia

extensién de la cadena a partir de cada terminal 3' de los iniciadores mediante Ia

incorporacién de nucleétidos utilizando como molde secuencia-blanco. Este ciclo

se repite algunas decenas de veces. Una vez que la cantidad de ADN de la

secuencia-blanco se duplica en cada ciclo, Ia ampli}401caciénsigue una progresién

geométrica de manera que, después de unos 20 ciclos, se produce més -de un

millén de veces Ia cantidad inicial de la secuencia-blanco.�034

Las técnicas basadas en la PCR permiten Ia generacién de grandes n}402merosde

marcadores, su utilizacién no es técnicamente dificil y solo utiliza minimas

cantidades de material genético. Estas técnicas di}401erenentre si en la Iongitud y

secuencia de los iniciadores empleados, condiciones de la PCR y en el método

de separacién y deteccién de los fragmentos. Los marcadores de PCR emplean

iniciadores de secuencia arbitraria, semiarbitraria o especifico.�034Las técnicas

més usadas en las que se utiliza Ia amplificacién de ADN son: RAPD, SSR, ISSR

y AFLP.

2.17. POLIMORFISMO DE LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS

AMPLIFICADOS (AFLP)

El ana'|isis de polimor}401smode la Iongitud de fragmentos amplificados (AFLPs)

es la tecnologia que permite Ia obtencién de un gran n}401merode marcadores

moleculares distribuidos en genomas de procariontes y eucariontes.�034

El ensayo de AFLP combina la especificidad, resolucién y poder de muestreo de

la digestién con enzimas de restriccién con la velocidad y practicidad de la

deteccién de polimorfismos mediante PCR, sin necesidad de disponer de
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' informacién previa del genoma a estudiar. Desde su desarrollo y divulgacién esta

técnica se utiliza amp|iamente en el anélisis de plantas.�035

AI igual que las otras técnicas de marcadores, Ia técnica de AFLP inicia con el

aislamiento del ADN genomico y su restriccién completa con dos endonucleasas

distintas. Una de ellas, EcoRI, es una enzima que reconoce 6 pares de bases y

corta dentro de ellas, Ia otra es Msel, que reconoce y corta dentro de una

secuencia de 4 pares de bases. La primera enzima corta por ejemplo, al ADN de

Arbidopsis cada 2 a 2,5 kb, mientras que Msel Io hace cada 0,3 a 0,4 kb. A

través de la accion combinada de ambas endonucleasas, se genera un gran

nL'rmero de fragmentos cuyas frecuencias son en n}402merodescendenle: Msel �024

Msel>>>MseI�024EcoRI>>>EcoR/-EcoRI.La técnica de AFLP selecciona

Linicamente a los fragmentos Msel-EcoRl. La restriccién es seguida por la

Iigacién de un adaptador especifico de doble cadena de 25 a 30 pares de bases

a cada lado del fragmento de restriccion, dichos adaptadores presentan una

peque}401acola 5�031.Las secuencias de los adaptadores son reconocidas por

iniciadores especificos y complementarios que se unen para dar inicio a la

primera amplificacién. Sin embargo, si todos los fragmentos de restriccién Msel-

EcoRI se amplificaran, el n}402merode productos podria ser muy grande y los

amplicones analizados serian muy complejos. Por lo que, solo una parte de los

fragmentos Msel-EcoRl se ampli}401canselectivamente en la primera etapa de la

reaccién (amplificacién preselectiva). Esta amplificacion, se lleva a cabo con el

uso de iniciadores que contienen una base extra en el extremo 3�031;resultando un

conjunto de fragmentos que adema's de Ilevar la secuencia complementaria al

iniciador, complementan a la base extra adicionada. Posteriormente estos

productos amplificados, sirven para hacer una segunda seleccién, que es mas

rigurosa, en donde se consideran iniciadores con dos o tres bases extras. Los

fragmentos resultantes son complementarios, ademas del iniciador, a las

extensiones consideradas, razon por la cual solo una porcién del genoma

fragmentado es amplificado finalmente. Normalmente uno de los dos iniciadores

de AFLP se marca radiactivamente y los fragmentos amplificados pueden ser

detectados después de su separacion en geles de secuenciacién de alta

resolucién con autorradiografiaf�034

El polimorfismo detectado mediante AFLPs puede resultar de varios tipos de

. cambios: (1) Mutaciones en los sitios de restriccién 0 en la secuencia

complementaria a los nucleétidos selectivos de los iniciadores; y (2) Inserciones
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o deleciones dentro de los fragmentos de restriccién, Io cual se ponen de

manifiesto por la presencia de bandas de diferentestamar'1os.5°

Las ventajas més importantes de esta técnica son:

- La ventaja que mas destaca esta tecnologia de las demés es

indiscutiblemente el gran numero de fragmentos que se originan y

revelan en un Linico gel. La tecnologia de AFLP es, por lo tanto, muy

eficiente para el muestreo amplio y simultaneo de un genoma.�034En

general, en cada ampli}401caciénse obtienen entre 50-100 fragmentos por

muestra.

0 La tecnologia AFLP presenta un gran poder de deteccién de variabiilidad

genética. Ya que explora simulténeamente el polimorfismo de presencia

y ausencia de sitios de restriccién, como el ensayo de RFLP y la

existencia o no de amplificacién a partir de secuencias arbitrarias, tal

como el ensayo RAPD. Con lo que se consigue una }402exibilidad

significativa en la obtencién de marcadores polimérficos.

- No se requiere un conocimiento previo de la secuencia de ADN.

0 Las regiones que se analizan se encuentran distribuidas por todo el

genoma.

- Los marcadores AFLPs presentan mayor robustez comparado al ensayo

RAPD. Esto se debe bésicamente a que se utilizan iniciadores mas

Iargos en la etapa de PCR, lo que aumenta signi}401cativamenteIa

especificidad de la amplificacién, evitando Ia competicién que ocurre

durante la PCR en el ensayo RAPD. Por lo tanto Ia reproducibilidad es

alta.

Entre |os inconvenientes hay que se}401alar|os siguientes:

a La principal Iimitacién de los marcadores AFLPs es el bajo contenido de

informacién genética por locus. Los marcadores AFLPs son. por tanto,

marcadores dominantes y los datos tienen naturaleza binaria. Los

genomas heterocigotos no pueden discriminarse directamente de los

homocigotos.�034Aunque actualmente se han desarrollado softwars que

permiten diferenciar heterocigotos y homocigotos dominantes en funcién

de la intensidad de bandas, su elevado costo hace que se haya difundido

poco.�035

o Se necesita ADN de buena calidad y en cantidades entre 0,3 y 1.0 pg por

reaccién.�034Se necesita un alto nivel de pureza para garantizar la
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digestion completa por las enzimas de restriccién en todas las muestras,

también la digestion parcial o la mala calidad del ADN puede fécilmente

Ilevar a interpretaciones erréneas del polimorfismo.�034

- El elevado coste tanto en fungible como en infraestructura.

- La incertidumbre acerca de la homologia de los fragmentos amplificados

de igual peso molecular.

2.18. ANALISIS DE MARCADORES MOLECULARES

Los datos resultantes a partir de la aplicacién de los marcadores moleculares

pueden ser evaluados como unidades taxonémicas para encontrar |as

diferencias y afinidades correspondientes. Los pasos elementales comunes en la

mayor pane de las técnicas numéricas, se mencionan a continuacién�034:

- Eleccion de los organismos a evaluar y de}401nicionde las unidades a

clasi}401carllamadas unidades taxonémicas operativas (OTU).

- Eleccién de caracteres que contribuirén a las OTUs

- Construccion de una matriz basica de datos para cada OTU con su

correspondiente estado en el carécter.

- Obtencién de un coeficiente de similitud para cada pareja posible de OTU

en base a la construccién de una matriz bésica, utilizando un coe}401ciente

en base a los datos que contiene.

o Construccién de una matriz de similitud OTU por OTU con los

coe}401cientescalculados.

- Conformacién de grupos, baséndose en la matriz de similitud.

2.18.1. ESTIMACION DE LA SEMEJANZA TAXONOMICA

La semejanza 0 el parecido es cuantificable aplicando un coeficiente de similitud.

Con el uso de estos coe}401cientesen operaciones matematicas pueden calcularse

las similitudes respecto a cada par posible de OTU de una matriz bésica de

datos.�034

Estos miden |as coincide-ncias y diferencias en los estados de los caracteres

entre dos OTUs. Las medidas de similitud presentan un valor méximo para dos

objetos idénticos y minimo para dos objetos totalmente diferentes.�034

Los coe}401cientesde similaridad segan, Everitt�034y Sneath y Soka|�034°son de tres

' tipos: Coeficiente de Dice, Coeficiente de Concordancia Simple y Coeficiente de

Jaccard.
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Luego de calculadas |as asociaciones de todos los pares posibles de OTUs con

el coeficiente de similitud, estos resultados son ordenados en forma tabular para

constituir Ia matriz de similitud. Las OTUs ocupara'n tanto |as filas como las

columnas, siguiendo el mismo orden en ambas, de esta manera se Iogra

comparar cada OTU consigo misma y con las restantes OTUs. Asi estructurada

Ia matriz cada valor diagonal principal (S11, S22, S33,..., Sn), como se observan en

el Anexo 13, representa a cada OTU comparada consigo misma, este valor

corresponde al de méxima similitud, que es 1.5�030

2.18.2. ANALISIS DE AGRUPAMIENTO

El analisis multivariado como cluster analisis, facilita la interpretacién de datos

complejos de dos vias (accesién por atributo). Medidas numéricas de asociacién

entre cada par de accesiones son necesarias tanto para la clasificaclén y

ordenacién.�034

El analisis de agrupamiento comprende técnicas de agrupamiento que siguiendo

reglas mas o menos arbltrarias, forman grupos de OTUs que se asocian por su

grado se similitud. La técnica de clasificacién mas utilizada es la técnica

Jerarquica que originan conjuntos que presentan rangos, en los cuales |os OTUs

o grupos de OTUs forman parte de un grupo mayor o inclusivo. Para Ia inclusién

de un nuevo OTU se presentara mediante un ligamiento promedio, en el cual el

valor de similitud entre el OTU a incorporarse es igual a una similitud promedio

resultante de los valores de similitud entre el candidato y cada uno de los

integrantes del grupo, la mas ulilizada es la media aritmética no ponderada

UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average).5�030

La estructura taxonémica obtenida de la matriz de similitud con las técnlcas de

analisis de agrupamiento puede representarse gra}401camentede varias formas,

siendo la mas utilizada el dendograma, que es un diagrama arborescente que

muestra Ia relacién en grado de similitud entre dos OTUs o grupo de OTUs.�034
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Ill. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacién se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia

de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional De San

I Cristébal de Huamanga.

3.2. COLECCION DE MUESTRA

La coleccién de las muestras se realizé en la Estacién Experimental Agraria

Canaén - Ayacucho (INIA), las diferentes accesiones corresponden al Banco de

Germoplasma de esta institucién, cuyos datos pasaporte se detallan en el Anexo

1.

Se colectaron hojas de 3 semanas de 29 accesiones de Chenopodium quinoa

Willd. �034quinua".Una vez colectadas |as hojas, fueron empaquetadas en papel

humedo debidamente rotuladas, para Iuego ser transportadas al laboratorio de

Biotecnologia de la UNSCH para realizar Ia extraccién de ADN y posterior

anélisis de AFLPs en quinua.

3.3. EXTRACCION DE ADN

El procedimiento de extraccién de ADN se realizé usando el método CTAB

(Bromuro de hexadecil trimetil amonio) establecido por Doyle & Doyle�035

modificado por el CIP.�034Este protocolo fue estandarizado en el Laboratorio de

Biotecnologia de la UNSCH (Flujograma Anexo 2). La extraccién de ADN

consistié en los pasos siguientes:

1. Se procedié a obtener aproximadamente entre 2 a 3 hojas en buen estado y

se trituré utilizando 700 pl de buffer CTAB 2X- 2 pl mercaptoetanol. Luego,

V el material lriturado fue transferido a un tubo eppendorf. Se homogenizaron
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|as muestras por inverslén y se colocaron a 60 - 65 °C en ba}401omaria por 45

minutos, mezclando ocasionalmente cada 15 minutos.

2. Seguldamente a cada tubo se le agregé 700 pl de cloroformo-alcohol

isoamilico (24:1) se mezclaron por inversién para Iuego ser centrifugados

por 10 minutos a 14000 rpm. Finalizada la centrifugacién se aprecié la

formacién de dos fases.

3. El sobrenadante fue removido a un tubo eppendorf estéril. Luego se a}401adié

50 pl de CTAB 10 % - NaC| 7M, se mezclé suavemente y se incubé a 37 �034C

por 15 minutos. Al mismo tubo Eppendorf se a}401adié700 pl cloroformo -

alcohol isoamilico (24:1) y se mezclé hasta lograr una disolucién total, para

centrifugarlo por 10 minutos a 14000 rpm.

4. Se transfirié el sobrenadante a nuevos tubos y se agregé 200 pl NaCI 5 N, el

tubo fue agltado suavemente, y se a}401adié500 pl cloroformo-alcohol

isoamilico (24:1) luego se mezclé y centrifugé por 10 minutos a 14000 rpm.

5. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo al cual se le agregé 500 pl

de isopropanol frio, mezcléndolo suavemente hasta que se observé la

formacién de la medusa de ADN. Se centrifugé por 10 minutos a 10000 rpm

apreciéndose la formacién del pellet de ADN.

6. El sobrenadante fue descartado y el pellet de ADN obtenido fue Iavado dos

veces con 700 pl de etanol al 70% y centrifugado por 10 minutos a 10000

rpm. Y una tercera vez con etanol al 90% y centrifugado por 10 minutos a

10000 rpm. Finalmente se descarté el elanol y se invirtieron |os 1:ubos

abiertos para secar el pellet de ADN a temperatura ambiente durante toda la

noche.

7. Para diluir el ADN se resuspendié el pellet en 60 - 80 pl de buffer T1oE1 (Tris-

HCI 10 mM/EDTA 1mM), se traté con 2 pl de RNAsa y se incubé a 37 °C

durante 3 horas. Las muestras se almacenaron a -20°C.

3.4. CALIDAD Y CUANTIFICACION DE ADN

La calidad y cuantlficacién del ADN genémico se determinaron en geles de

agarosa al 1%. Para ello, se tomb 1 pl del stock de ADN extraido y 9 pl de

tampén de corrida 1X, y la mezcla fue colocada en gel que previamente se traté

con bromuro de etidio, la preparacién del gel se detalla en el Anexo 7. También

se cargaron 6 pl del marcador de tama}401omolecular A ADN digerido con Pst l

(genbiotech) representando la primera banda 280 ng/pl que representa 14000
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' pb. Se realizé la corrida electroforética con el equipo horizontal Electronyx Maxi

Model EH20, Nyxtechnik (Anexo 8), a una carga de 90 voltios durante 60

minutos, usando como tampén de carga TBE 1X. La cuantificacién se realizé

comparando Ia intensidad de }402uorescenciadel ADN de cada muestra con la

intensidad fluorescente del marcador A ADN, lo cual permitié estimar la

concentracién de ADN de las muestras.

3.5. ANALISIS DE AFLP

El anélisis de AFLP, se realizé segun el procedimiento descrito por Vos et al.�034

en el manual del Kit AFLP de Invitrogen�034,adaptado por el CIP5�034con algunas

modi}401caciones.

3.5.1. DIGESTION DEL ADN GENOMICO

El ADN extraido de las muestras de accesiones de quinua se Ilevé a una

concentracién final de 50, 100, 200, 300 y 400 ng/pl para la estandarizacién de la

técnica, las cuales fueron digeridos con dos enzimas de restriccién, una de corte

raro EcoRl (reconoce una secuencia de restriccién de 6 pb) y otra de corte

frecuente Msel (reconoce una secuencia de restriccién de 4 pb). Se preparé una

mezcla de reaccién conteniendo H20 Iibre de nucleasas (9.5 pl), Msel NEB 5U

(O,5p|). EcoRl NEB 10 U (1 pl), buffer 10X (2,0 pl), BSA 1mg/ml (2,0) y ADN (5

pl) obteniéndose un volumen de 20 pl, luego esta mezcla de reaccién de

digestién fue incubada a 37 °C hasta el dia siguiente. Finalizado el proceso de

digestién del ADN de las muestras, de quinua. se conservaron a -20 �034C.

Se veri}401cbla digestién del ADN genémico, realizando electroforesis de 5 pl de

muestra de ADN digerido en geles de agarosa 1%, en el cual se visualizé un

barrido de ADN muy tenue en el transiluminador UV.

3.5.2. LIGACION DE ADAPTADORES

3.5.2.1. PREPARACION DE ADAPTADORES

a. Preparacién de adaptador EcoRl:

Se mezclé 10 pl de la cadena EcoRl adapter1 y 10 pl de la cadena de EcoRl

adapter2, y se adicioné agua hasta un volumen final de 100 pl. Los adaptadores

EcoRl se prepararon bajo condiciones de PCR. La concentracién del adaptador
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EcoRl fue de 10 pM. A continuacién se muestra Ia secuencia de las cadenas

EcoRl adapter1 y EcoRl adapter2:

EcoRl adapter1 5'-CTCGTAGACTGCGTACC-3�031

EcoRl adapter2 5�030-AATFGGTACGCAGTC-3'

b. Preparacién de adaptador Msel:

Se mezclé 33,3 pl de la cadena Msel adapter1 y 33,3 pl de |a cadena de Msel

adapter2, y se adicioné agua hasta un volumen final de 100 pl. Los adaptadores

Msel se prepararon bajo condiciones de PCR. La concentracién del adap1tador

Msel fue de 100 pM.

A continuacién se muestra Ia secuencia de las cadenas Msel adapter1 y Msel

adapter2:

Msel adapter1 5'-GACGATGAGTCCTGAG-3�031

Msel adapter2 5'-TACTCAGGACTCATC-3'

Las condiciones de la PCR para la preparacién de adaptadores en termociclador

consistié en programar el termociclador a 95 �034Cx 2 min, 65 °C x10min, 37 °C x

10 min, 25 �034Cx 10 min, 4 �034Cx 25 min. Luego de la preparacién de los

adaptadores se conservaron a �02420°C.

3.5.2.2. LIGACION

Para realizar Ia ligacién de adaptadores complementarios a los codes de cada

una de las enzimas de restriccién, se prepararon mezclas de reaccién de Iigacién

con los siguientes componentes: ADN genémico digerido (21 pl), H20 Iibre de

nucleasas (0.2 pl), adaptador EcoRl 10 pM (1 pl), adaptador Msel 100 pM (1 pl),

Buffer de Iigasa NEB (2,5 pl) y T4 ADN Iigasa (0,3 pl). Una vez obtenido la

mezcla de Iigacién se agregé a 21 pl de ADN genémico digerido. Luego esta

mezcla de reaccién de digestién/Iigacién (DL) se mezclé, centrifugé y se incubé a

16 °C por toda la noche. Finalizada la incubacién, se realizé una dilucién de 1:3

de la mezcla digestiénlligacién (DL) con solucién tampén TE (10Mm, Tris�030-HCL

(pH 8,0), 0,1 nM EDTA).

3.5.3. PREAMPL|FlCAClON(+1I+1)

Para Ia preamplificacién (+1/+1) se utilizaron strips para PCR y se les

adicionaron |os siguientes componentes: 14,05 pl de H20 Iibre de nucleasas, 2,5

pl de Buffer 10X PCR, 1,25 pl de mezcla de dNTPs 5 mM, 1 pl de iniciador
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' EcoRl+1 (50 ng/pl), 1 pl de iniciador Msel+1 (50 ng/pl), 0,2 pl de Taq polimerasa

y 5 pl la dilucién 1:3 de ADN digerido/Iigado.

Todas las reacciones de amplificaclén llevadas a cabo en este estudio se

realizaron en un termociclador Applied Biosystems Veriti 7'�034Thermal Cycler

(Anexo 9). El perfil de temperatura utilizado para la PCR +1/+1 fue: un ciclo de

72 °C por 2 minutos, un ciclo de 94 °C por 4 min, veintidés ciclos de 94 �034Cpor 30

segundos, 56°C por 1 minute, 72 °C per 1 minute, y un ciclo de 72 "C por 5

minutos, luego fue conservado a 4 °C.

Finalizada la preampli}401cacién,se realizaron diluciones (1:4. 1:6, 1:10 y 1220 para

la estandarizacién de la técnica) del PCR +1/+1 con H20 libre de nucleasas.

3.5.4. AMPLIFICACION SELECTIVA

Para la ampli}401caciénselectiva (+3/+3) se adicionaron |os siguientes

componentes a la mezcla de reaccién: 0,9 pl de H20 Iibre de nucleasas. 1,1 pl

de Buffer 10X PCR, 0,6 pl de mezcla de dNTPs 5 mM, 2 pl de iniciador EcoRl +3

(50 ng/pl), 0,3 pl de iniciador MseI+3 (50 ng/pl), 0,1 pl de Taq polimerasa y 5 pl

de ADN preamplificado. La mezcla obtenida se agité suavemente, centrifugé y se

ampli}401céen el termociclador.

El programa utilizado para la amplificacién selectiva fue el siguiente: un ciclo de

94 °C por 4 minutos, 94 "C por 20 segundos, 65 �034Cpor 30 segundos y 72 °C por

2 minutos. Diez ciclos de 94 °C por 20 segundos. 65 °C por 30 segundos y 72 °C

por 2 minutos, veinte ciclos de 94 °C por 20 segundos, 56 °C por 30 segundos,

72 °C por 2 minutos, por pltimo un ciclo de 60 °C por 30 minutos y a 4 °C para su

almacenamiento.

Para esle estudio se realizé un tamizado de 12 combinaciones de iniciadores

AFLP en ocho accesiones de quinua escogidos al azar, fueron elegidas |as siete

mejores combinaciones (Tabla 3).

3.5.5. SEPARACION DE LOS PRODUCTOS DE AFLP EN GELES DE

POLIACRILAMIDA AL 6%

Los productos de la ampli}401caciénselectiva fueron separados con un equipo de

electroforesis venical Cleaver Scienti}401c,model CSQ20 (Anexo 10) en geles

denalurantes de poliacrilamida al 6%.

. Se mezclé el producto de la ampli}401caciénselectiva con 5 pl de tampén de carga.

Luego se incubé la mezcla a 95 °C (en el terrnociclador) durante 5 minutos y
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después se enfrié répidamente en hielo. La preparacién de los geles se detalla

en el Anexo 11.

Tabla 3. Combinaciones de iniciadores AFLPs utilizados en la seleccién de

mejores combinaciones. Ayacucho 2014.

Combinacién de �030
EcoRl Msel

iniciadores AFLP

l

E32M48�030 E32 AAC-3 M48 CAC-3

E33MGO�030 E33 AAG~3 M60 CTC-3 I

E32M61 E32 AAC-3 M61 CTG-3

E38M60 E38 ACT�0243 M60 CTC-3

E38M47�030 E38 ACT-3 M47 CAA-3

E45M61" E45 ATG-3 M61 CTG-3

E38M32 E38 ACT-3 M32 AAC-3

E38M61�030 E38 ACT-3 M61 CTG-3

E45M32 E45 ATG-3 M32 AAC-3

E32M60 E32 AAC-3 M60 CTC-3

E33M48" E33 AAG-3 M48 CAC�0243

E33M61�034 E33 AAG-3 M61 CTG-3

�030Combinacionesde iniciadores seleccionados.

3.5.6. TINCION Y REVELADO DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA

Se realizé el revelado de la corrida electroforética utilizando el método de tincién

en nitrato de plata y el revelado con hidréxido de sodio (como se detalla en el

Anexo 12).

Como referencia se utilizé un marcador de tama}401omolecular de 100 bp Plus

DNA Ladder (genbiotech).
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' 3.5.7. LECTURA DE GELES

La Iectura de las bandas de los geles se realizé registrando la presencia o

ausencia de bandas para cada accesién, Io cual se expresé en una matriz

binaria como �0341�035para indicar presencia y �0340"para indicar ausencia de una banda

especi}401ca.Los fragmentos del mismo peso molecular se consideraron ser el

mismo locus.

Una vez hecha la Iectura de las bandas, cada gel fue registrado digitalmente

para almacenar su perfil de bandas de ADN.

3.6. ANALISIS ESTADiSTICO

Para este anélisis, previamente se han elegido como Unidades Taxonémicas

Operativas (OTUs) a las muestras correspondientes a las accesiones de quinua,

y como caracteres, al dato doble-estado (presencia o ausencia del marcador

molecular AFLP).

3.6.1. DETERMINACION DEL iNDlCE DE CONTENIDO POLIMORFICO (PIC)

El poder discriminatorio de los pares de iniciadores utilizados, se evalué

mediante el calculo del contenido de la informacién polimérfica (CIP o P|C).°°

PIC; = 2f; (1-fa). Donde PIC; es el contenido de informacién polimér}401cadel

marcador; es la frecuencia de las bandas del marcador que estan presentes y es

la frecuencia de las bandas del marcador que estan ausentes. En el caso de los

marcadores dominantes como los AFLP, el valor ma�031ximode PIC es de 0,5

cuando la mitad de los individuos tiene la banda y la otra mitad no lo presenta.�034

Los PIC fueron sumados para cada combinacién de iniciadores AFLP,

obteniéndose el indice de la combinacién de iniciadores AFLP.�034Luego se

calculé el promedio del contenido de informacién polimérfica de la combinacién

de iniciadores.

indice de la combinacién de iniciadores: Z PIC,-

Promedio del contenido de informacién polimérfica de la combinacién de

'"�030°�030a°°'eS¢
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3.6.2. ESTIMACION DE iNDlCES DE VARIABILIDAD GENETICA Y

PROPORCION DE LOCI POLIMORFICO

La estimacién de la variacién genética promedio (Hi), indice de informacién de

Shannon (I) y la proporcién de loci polimérficos (Ps) de las accesiones de

quinua, se realizé mediante el programa GenA|Ex 2,5.

Asumiendo Equilibrio de Hardy-Weinberg

q: ,/(1 �024Band freq.)

p=1-q

Heterocigocidad esperada: He = 2 x p x q

Heterocigocidad esperada promedio: Hi =  E

indice de informacién de Shannon: I= �0241 x (p x Ln(p) + qxLn (q))

H _ �030 i . . 6 .

Proporclon de loc/ pollmér}401co(95% y 99%): Ps = 

Donde:

Banda freq: frecuencia de bandas de ADN

p= frecuencia de alelos dominantes

q= frecuencia de alelos recesivos

3.6.3. ANALISIS DE SIMILARIDAD

A partir de las Iecturas de las bandas que se obtuvieron con cada combinacién

de iniciadores se construyé una matriz de presencia y ausencia de bandas de

ADN (1 y 0) con la que se realizé el anélisis de simiiaridad.

La similaridad genética entre todas las accesiones se estimé calculando el

coeficiente de Jaccard.�034Para Ia obtencién de la matriz de similaridad se utilizé

e| programa Numerical Taxonomy System (NTSYS) versién 2,2.

3.6.4. CONFORMACION DE GRUPOS

Mediante la matriz de similaridad entre las accesiones de quinua, se realizr�031)el

analisis de agrupamiento por el método basado en el ligamiento promedio entre

grupos UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average),

incluido dentro del médulo SAHN �024Clustering del programa NTSYS 2,2, con ello

se generaron dendrogramas y coordenadas principales que permitieron

visualizar las distancias genéticas de las accesiones de quinua.
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' 3.6.5. ANALISIS COFENETICO

Luego de conformar los grupos seg}402nlos procedimientos UPGMA y SAHN-

cluslering, se determiné el coeficiente de correlacién cofenético, utilizando Ia

matriz del coeficiente de similitud, con su correspondiente matriz cofenético.

Para Ia construccién de la matriz cofenética y para el célculo del coe}401cientede

correlacién, también se utilizé el programa NTSYS 2,2.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 4. Bandas monomérficas y polimér}401casobtenidas con cada combinacién

de iniciadores en el anélisis de AFLPs en Chenopodium quinoa Willd. �034quinua�035.

Ayacucho 2014.

I delniciadores bandas monomérficas polimérficas *

 �0313T*7s?'

E38M61 31 . 1 30

E33M48 23 4 19

E33M61 31 1 30

E33M60 34 4 30

E38M47 31 2 29

E32M48 41 4 37

Tm 
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Tabla 5. Porcentaje de bandas polimérficas obtenidas con cada combinacién de

iniciadores en el ana'|isis de AFLPs de Chenopodium quinoa Willd. �034quinua".

Ayacucho 2014.

�031 Porcentaje de 1
Combinacién de Bandas �030

bandas �030

iniciadores polimérficas j

polimérficas (%)

E45M61 26 12,94

E38M61 30 14,93

E33M48 19 9,45

E33M61 30 14,93

E33M60 30 14,93

E38M47 29 14,43

E32M48 37 18,41

Total 201 1oo 1
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Tabla 6. indice del contenido de informacién polimér}401ca(PIC) y promedio del

indice de contenido polimérfico empleados en el anélisis de marcadores AFLPs

en Chenopodium quinoa Willd. �034quinua�035.Ayacucho 2014.

indice del contenido , 7�030
combinacién de Promedio del lndice de �030

de infonnacién
lniciadores AFLP contenido Polimérfico

polimérfica (PIC)

E45M61 4,36 0,17

E38M61 5,00 0,17

E33M48 3,2 0,17

E33M61 6,99 0,23

E33M6O 4,17 0,14

E38M47 5,49 0,19

E32M48 4,78 0,13
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Tabla 7. Variacién genética e indice de Shannon empleados en el anélisis de

marcadores AFLPs en Chenopodium quinoa Willd. �034quinua".Ayacucho 2014.

Combinacién Variacién lndice de Proporcién de

de genética Shannon loci polimérfico ,

iniciadores (He) (I) Ps (%) :

E45M61 0,266 0,407 89,655 N

E38M61 0,253 0,393 96,774

E33M48 0,278 0,427 82,609

E33M61 0,371 0,549 96,774

E33M60 0,302 0,456 88,235

E38M47 0,355 0,529 93,548

E32M48 0,303 0,464 90,244

 *
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v. DISCUSION

5.1. EXTRACCION DE ADN, CALIDAD Y CONCENTRACION

En la extraccién de ADN de quinua las concentraciones obtenidas se

encontraron en un rango de 100 �024400 ng/pl.

La calidad del ADN extraido mediante el protocolo Doyle y Doyle (1990)57

modi}401cado,fue éptima para todas las muestras, obteniéndose un ADN genémico

no degradado ya que se observaron bandas bien definidas sin la presencia de

un barrido que indica degradacién ADN.

Las concentraciones de ADN obtenidas en el presente estudio fueron mayores a

las obtenidas por Gonzales (2009)°�034quien utilizé |os primordios foliares, esto

indicaria que el resultado del proceso de extraccién estaria influenciado por el

tipo de tejido, como lo indica Rocha (2002).�030�034

Similares resultados a los nuestros fueron reportados por Tamayo (2010)�034quien

usé hojas a los 30 dias después de la siembra, obteniendo ADN en una

concentracién de 200-500 ng/pl.

En la Figura 1 se observa un gel donde se muestra |as bandas de ADN

genémico sin la presencia de ARN y las bandas no presentan degradacién por

pane de las ADNasas.

Estas caracteristicas son las ideales para iniciar el protocolo de AFLP, ya que se

necesita ADN de alta pureza para garantizar Ia digestién completa por pane de

las enzimas de restriccién en todas las muestras y asi no tener problemas en la

interpretacién de los polimor}401smos.�034

5.2. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA AFLP

La optimizacién de Ia técnica propuesta se inicié con la modificacién de la

» cantidad de ADN con que se inicié la digestién enzimética ya que se contaba con

diferentes concentraciones (100-400 ng/pl). Se realizaron varios ensayos (50,
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100, 200, 300 y 400 ng/pl), determinandose que a concentraciones entre 7100 y >

200 ng/pl de ADN digerido fueron adecuadas para continuar de manera eficiente

Ia técnica de AFLP (concentraciones menores no fueron suficientes para

continuar con la técnica y concentraciones mayores no pennitieron una digestién

completa).

Posteriormente, el producto de preamplificacién se diluyé 1:4, 1:6. 1:10 y 1:20

segL'm |as recomendaciones de la técnica, para posteriormente realizar |as

reacciones de amplificacién selectiva, estos productos se observaron en una

electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% sobre el cual se evaluaron las

diluciones de la preamplificacién. En el presente trabajo se ha encontrado

mejores resultados con diluciones menores a las recomendadas por la técnica,

siendo la dilucién 1:4 los que mostraron perfiles de ampli}401cadosmucho mas

claros e intensos en comparacién a los per}401lesobtenidos cuando las diluciones

fueron mayores�030

Este resultado es coherente con las modificaciones que se realizé a la técnica

AFLP en el trabajo de Céndor (2013).'35 AI respecto Zhu et al. (1998)°° menciona

que el ajuste en la dilucién del producto de la preampli}401caciénpuede realizarse

de 1 a 50 veces. dependiendo de la intensidad de las bandas, lo que permite

obtener mejor resolucién en los geles.

5.3. SELECCION DE COMBINACIONES DE INICIADORES AFLP Y

MARCADORES AFLP DETECTADOS

Con respecto al anélisis molecular, |os marcadores AFLP mostraron ser de gran

utilidad para el anélisis de diversidad genética en quinua. En el ana�031|isisde AFLP

se eligieron |as siete mejores combinaciones (E32M48, E33M60, E38M47,

E45M61, E38M61. E33M48, E33M61), por presentar buena resolucién de

bandas, buen nivel de polimor}401smoy buena reproducibilidad (Figura 2)�030

De acuerdo a Wolfe y Liston (1998)�0347,una de las caracteristicas resaltantes de la

técnica AFLP, consiste en la deteccién de grandes cantidades de bandas

polimérficas, lo cual se constaté en la investigacién, ademés Mueller y

Wolfenbarger (1999)"", indican que la técnica es altamente reproducible.

En la Figura 3 se muestran bandas polimér}401casy monomérficas producidas con

los marcadores AFLP, estos perfiles de ampli}401caciénAFLP corresponden a las

combinaciones E32M48 y E38M61.
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' En el Tabla 4 se observa que las siete combinaciones de iniciadores AFLP

generaron un total de 220 bandas de ADN. EI numero de bandas Iotales varié de

23 (con la combinacién de los iniciadores E33M48) a 41 (con la combinacién de

los iniciadores E32M48), con un promedio de 31,4 bandas por combinacién.

Alrededor del 91 ,4% de las bandas (201 bandas) mostraron polimorfismo, el

numero de bandas polimérficas por combinacién varié de 19 bandas

(combinacién E33M48) a 37 bandas de ADN (combinacién E32M48). La

deteccién de bandas polimérficas se realizé en un rango de 100 �0242000 pb

(Figura 3).

En Ia tabla 5 se observa que la combinacién de iniciadores que detecté un mayor

porcentaje de bandas polimérficas fue Ia combinacién E32M48 con 18,41%, y Ia

combinacién de iniciadores que detecté menos porcentaje de bandas

polimér}401casfue Ia combinacién E33M48 con tan solo 9,45%.

Resultados similares fueron reponados por Nolasco et aI. (2013)5, quienes

realizaron eI tamizado de cinco combinaciones de iniciadores para el anélisis de

AFLP, observando que la combinacién de iniciadores con mayor nL'rmero de

bandas polimérficas fue Ia E32M48, con}401rmandoel obtenido con la misma

combinacién en esta investigacién.

5.4. INDICE DE INICIADORES AFLP

Se determiné el contenido de informacién polimérfica (PIC) para cada marcador

polimérfico (locus), aquellos marcadores que mostraron valores PIC menores a

0.05 no fueron incluidos en el anélisis estadistico (no se consideraron 19

marcadores). En la table 6 se muestran el promedio de PIC de cada combinacién

de iniciadores AFLP, observéndose que el promedio de PIC va desde 0,13 con

la combinacién E32M48, hasta 0,23 con la combinacién E33M61.

El célculo del contenido de informacién polimérfica permitié estimar también |os

�034indicesde iniciadores�035de las combinaciones de iniciadores AFLP; estos indices

indican el poder de discriminacién para cada combinacién de iniciadores.

AI analizar todas las accesiones de quinua, podemos observar que la

combinacién de iniciadores E33M61 mostré ser el mas discriminante porque su

indice de iniciador fue 6,99 y su promedio de PIC fue 0,23, seguido por la

combinacién de iniciadores E38M47 con un indice de 5,49 y un promedio de PIC

. de 0,19. Indicando Ia utilidad de estos dos iniciadores como |os marcadores ma�031s

informativos para determinar polimorfismo y diversidad. Mientras que la
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combinacién menos informativa fue la combinacion E33M48 con un indice de

iniciador de 3.2 y un promedio de PIC de 0,17.

AI respecto Christensen et al. (2O07)�0309se}401aléque un buen marcador inforrnativo

con una alto indice de polimorfismo permite el estudio de la diversidad genética

de las diferentes cultivares existentes. Adicionalmente Koskinen (2004)7°,

menciona que cuando |as posibilidades de hacer este tipo de estudio, esta'n

limitadas por los recursos, es muy importante poder seleccionar cuales

iniciadores pueden ser més e}401cientesque otros en la determinacién de la

variabilidad genética de una poblacién.

5.5. ESTIMACION DE iNDlCES DE VARIABILIDAD GENETICA Y

PROPORCION DE LOCI POLIMORFICO (Ps)

Se determiné Ia variacién genética promedio �034Hi�031�031(0 indice de heterocigocidad),

el indice de informacién de Shannon �034|�035y la proporcién de loci polimérficos con

un criterio del 95%.

En este estudio se evaluaron 201 loci polimorficos que fueron obtenidos en el

anélisis de AFLP de 29 accesiones de quinua procedentes del Banco de

Germoplasma del INIA; se encontré que la variacién genética promedio fue de

0,306 zt 0,011, con un indice de informacién de Shannon de 0,463 1 0,015. La

proporcién de loci polimorfico de las combinaciones elegidas fue de 91,120%

(tabla 7).

Recordando que el méximo valor que puede alcanzar Ia heterocigocidad en un

estudio con marcadores dominantes es de 0,5, y el indice de Shannon 0,69

podemos indicar estos resultados mostraron un alto nivel de polimox}401smo

genético en las accesiones de quinua por las combinaciones de iniciadores

AFLP evaluadas.

Los valores de diversidad encontrados para las accesiones analizadas son altos

y reafirman el alto grado de diversidad genética mantenido en el Banco de

Germoplasma del INIA-Ayacucho.

Los resultados concuerdan con Costa et al. (2010)7 quienes caracterizaron

molecularmente 51 poblaciones de Chenopodium quinoa Willd. �034quinua�035del

Banco de Germoplasma de Argentina encontrando una alta diversidad genética

(Hi=0.355).

De igual modo Cardozo et al. (20O9)7�030investigaron la variabilidad genética de

Ralstonia solanacearum resultando un indice de variacién genética de 0,32 1
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0,16, y de diversidad genotipica de Shannon de 0,48 :t 0,2 consideréndolo

altamente variable.

Sin embargo podemos sugerir la necesidad de ampliar la base genética para

tener poblaciones con mayor variabilidad, lo que implica incrementar la

heterocigocidad en las poblaciones de quinua. Al respecto, Solano (2010)72

investigé Ia variabilidad genética de Gmelina arbérea, encontrando que sus

colecciones presentaron una variabilidad genética inferior a 0,4 (Hi<0,4),

recomendando Ia necesidad de ampliar la base genética de esta especie.

5.6. ANALISIS DE SIMILARIDAD Y COEFICIENTE DE CORRELACION

COFENETICO (r)

El coeficiente de Correlacién Cofenética (r) de la matriz de similaridad y la matriz

cofenética del dendrograma de 29 accesiones de quinua, fue realizado mediante

el coe}401cientede Jaccard, siendo ésta 0,99350 el cual indict�031:que existia una

buena estructura jerérquica entre la matriz de similaridad y su correspondiente

dendrograma, ya que cuando el coeficiente de correlacién cofenética es mayor a

0,9 éste puede ser interpretado como un buen ajuste del anélisis de

agrupamiento.

Resultados similares fueron obtenidos por Florido et al. (2007)73 en su trabajo de

anélisis de diversidad genética en tomate utilizando AFLPs, repodé que encontré

alta correlacién de las matrices de similitud, con un indice de similitud de Jaccard

de r = 0,997.

En la matriz de similaridad (Anexo 13) se evidencian relaciones muy cercanas

entre las accesiones CCAQ-O04 y CAAQ�0240O5,CCAQ-O04 y CCAQ-O11, CCAQ-

005 y CCAQ-O11 que mostraron indices de similaridad de Jaccard de 0,97 cada

par; por otra parte, se encuentran bajos valores de similaridad (0,13) al comparar

|as accesiénes CCAQ-014 y PUNO-7 indicando que son las accesiones que

difieren més genéticamente, dichas relaciones se observan en el agrupamiento

mostrado en el dendrograma (Figura 4), en ella se puede observar que las

accesiones més diferenciado esté compuesto por las accesiones CCAQ-O14 y

PUNO-7 y los més relacionados son CCAQ-O04 y CAAQ-005, CCAQ-O04 y

CCAQ-O11, CCAQ-O05 y CCAQ-O11.

asaer.
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5.7. ANALISIS DE AGRUPAMIENTO

EI dendrograma (Figura 4) agrupa a 29 accesiones de quinua, a una similitud de

0,81 unidades ultramétricas se observa Ia formacién de siete grupos, cIe |os

cuales el Grupo I esté constituido por 23 accesiones con 5 subgrupos a una

similitud de 0,86 unidades ultramétricas, el primer subgrupo esté conformado por

una sola accesién, el segundo subgrupo Io conforman dos accesiones, el tercero

lo integran 19 accesiones, el cuarlo y quinto subgrupo Io constituyen solo una

accesién cada uno.

Los grupos II, III, IV, V, VI y VII estén conformados cada uno por solo una

accesién.

Si bien es cierto en las colecciones se muestra aIta variabilidad, Ias accesiones

del Grupo I se encuentran mésjelacipnadas, esta congruencia puede ser

favorecida a que dentro de este, grupb "se encuentran variedades importantes

comercialmente, como son Blanca de Junin y Amarilla Marangani, lo que hace

que éstas accesiones tengan caracteristicas agronémicas semejantes

incrementando su relacién genética, favoreciendo asi su diseminacién y cultivo

en distintos distritos. entre ellas zonas importantes productivamente como

Chiara, lo cuaI se evidencia en el dendrograma (Figura 4).

También se puede apreciar en el dendrograma una alta diferenciacién genética

entre seis accesiones pertenecientes a los grupos II, III, IV, V y VI, el cual podria

deberse a la poca comercializacién de éstas, ya que al no ser materiales

importantes comercialmente, no ha sufrido ciclos de seleccién por parte de los

agricultores y ha mantenido su estructura genética. Ademés podrian ser

accesiones con distinto origen histérico, identidad y quizé con ausencia de

mejoramiento adaptadas a los sistemas agricolas locales por un tiempo

indefinido", siendo accesiones que presentan alelos diferentes incremenlando

asi Ia diversidad en las muestras estudiadas.

Se puede observar qué algunas accesiones se agruparon por su origen

geogréfico, por ejemplo todas las accesiones que fueron colectadas en Quinua

se encuentran en el grupo I, del mismo modo todas las aggcesiones colectadas en

Vinchos, Chiara y San Juan Bautista se encuentran en ééte grupo (Figura 4).

También se puede observar agrupamiento de acuercio:�030a'IcoIor~~"de"' por

ejemplo Ias accesiones que presentan color de grano amarillo, se encuentran en

el grupo I. Ademés dos accesiones (Pampa del Arco y Puno 7) pertenecientes a

1 8 5 8 5 5
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- |os grupos IV y VII respectivamente, presentan en comfm semillas color plomo y

se presentan a mayor distancia que el grupo I (Figura 4).

Para apreciar visualmente |as distancias genéticas entre accesiones de quinua,

se realizé un analisis de Coordenadas Principales (PCO), el cual se muestra en

la Figura 5 con un diagrama en dos dimensiones. El anélisis de PCO, método de

ordenamiento que centra a los genotipos en una nube de puntos preservando Ias

relaciones de similitud establecidas entre ellos, permitié obtener un gréfico en

dos dimensiones que reflejé un agrupamiento similar al que mostré el

dendrograma del anélisis realizado previamente. El analisis de PCO, a diferencia

del anélisis de agrupamiento, otorga ma�031slibertad en la expresién grafica de las

relaciones genéticas establecidas en la matriz de similitud. Las relaciones entre

los genotipos estén determinadas por la posicién en que se disponen en un

espacio reducido." La coincidencia observada en los resultados Iogrados con

ambas metodologias de analisis multivariado valida el agrupamiento obtenido

para los 29 genotipos analizados e indica, tal como sugiere Jhonson (20O0)�0315,

que dicho agrupamiento es el que existe naturalmente entre estos genotipos.

Las dos coordenadas explican al 38,92% de la variacién total observada, de ella

la primera coordenada explica el 29,27% de la variacién, Ia segunda coordenada

explica el 9,65 % de la variacién, en dicha }401gurase puede corroborar Ias

agrupaciones mostrados en el dendrograma (Figura 4).

El Banco de Germoplasma del INIA-Ayacucho mantiene 140 accesiones de las

Chenopodium quinoa Willd. "quinua�035y actualmente realiza colectas con el fin de

ampliar la coleccién.

Este tipo de estudios sobre los recursos fitogenéticos en general son importantes

porque documentan Ia diversidad presente en la coleccién y que tan diferentes

son unas accesiones de otras para evitar tener duplicados, en la caracterizacién

molecular de las accesiones de quinua del Banco de Germoplasma del INIA, no

se detecté duplicados dentro de las accesiones evaluadas. Este es importante

para el manejo eficiente de un Banco de Germoplasma al dar un alcance de la

diversidad genética. Esta informacién es importante para la formacién de

colecciones nucleo que son un sub�024grupode la coleccién original que alberga Ia

mayor diversidad posible con el menor n}402merode accesiones y de esta manera

establecer prioridades sobre el gasto de recursos para mantener colecciones

. extensas."
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AI respecto Jain et al. (2010)" menciona que tener una coleccién caracterizada

permite un manejo eficiente y facilita Ia eleccién de accesiones con

caracteristicas particulares para trabajos de fitomejoramiento.
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VI. CONCLUSIONES

1. Se determiné alto grado de variabilidad genética en las 29 accesiones de

Chenopodium quinoa Willd. �034quinua�035del Banco de Germoplasma del

INIA. Los marcadores AFLPs muestran ser de gran utilidad para el

analisis del nivel de variabilidad genética de quinua en las accesiones

estudiadas.

2. La metodologia de Doyle y Doyle (1990) modi}401cado,para el aislamiento

de ADN genémico a partir de tejido foliar de quinua fue éptima, ya que se

obtuvo como resultado un DNA con buen grado de pureza y en

concentraciones suficientes (100 �024400 ng/pl) para su amplificacién

mediante Ia técnica AFLP.

3. La estandarizacién de la técnica AFLP mostraron fragmentos

amplificados con alta resolucién y reproducibilidad, permitieron generar

un gran mimero de loci con un rango de tama}401ode 100 �0242000 pb.

determinandose que a concentraciones entre 100 y 200 ng/pl fueron |as

concentraciones adecuadas de ADN digerido que permitieron continuar

de manera eficiente Ia técnica de AFLP, adema's se determiné que

diluciones 1:4 fueron los que mostraron perfiles de amplificados mucho

mas claros e intensos.

4. La variacién genética promedio fue 0,306 y el indice de Shannon fue

0,463. Por Io tanto se evidencia que existe un alto grado de variabilidad

genética en las accesiones analizadas.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Los resultados de esta tesis podrian complementarse mas adelante con

un anélisis con otros marcadores genéticos para futuros estudios en las

accesiones de quinua mantenidas en el Banco de Germoplasma del INIA-

Ayacucho, para lograr obtener mayor infonnacién sobre el estado de la

diversidad genética.

2. A medida que se incremente el numero de accesiones de la coleccién de

Chenopodium quinoa Willd. seria recomendable hacer estudios

moleculares relacionados con estudios morfolégicos de varios individuos

por accesién. De esta manera se podria determinar qué accesiones

contienen una mayor diversidad genética y serian posibles entradas para

una posterior coleccién n}402cleo.

3. Es recomendable, evaluar una mayor cantidad de combinaciones de

iniciadores AFLP para incrementar el ndmero de marcadores polimérficos

y conseguir representatividad en los procesos de caracterizacién

molecular y obtener resultados mas concluyentes en nuevos estudios de

diversidad genética.

4. Es muy importante contar con un herbario de las muestras de quinua ya

que constituye una valiosa fuente de informacién del organismo que ha

sido evaluado.

5. Es necesario establecer vinculos de trabajo con el |N|A- Ayacucho, para

realizar investigaciones encaminadas a la conservacién y uso sostenible

de los recursos genéticos que dispone nuestra region.
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ANEXO 2. Flujograma extraccién de ADN de Chenopodium quinoa Willd.

"quinua�035.Ayacucho 2014.

. 99 /I 1 "\ 2,

700 ul CTAB 2x. 2ul /3�030 '

. A mercaptoetanol. �030 . _ 7 7

Tejido ,,,, I 60-65%

V '7.�031�030 £ ,; » �030 45 min

» - 10 minU¢°5 51 �030 700 pl cloroformo: , V" -- -

14000 rpm V alcohol isoamilico

,5�030 - V cm MI»

Remover el / 50 "I CTAB 10 "7�030\

sobrenadante % _ Nam 7M _�030 _ > -

7 �031 .: V�030 1

] ; ,

l r _, 37°C/15 min 200 pl NaC|

l �031 5 N A �030t
1 , I 500 pl cloroformo: 9' ar
�030 10 minutos . , . \

�024r- }' M000 alcohol isoamilico

5 J is x rpm 5 (24:1) \

\ (""""'*'�024"'7�031,7�030 %�024�024�024�024-�024�024�024�030ya/
V�031f_ " 1 5

.�024<:-'':

f"\ ~
Remover el 500 pl de

sobrenadante isopropanol frio Medusa de

, v Q�030 ADN

- ,�030\
�030 �031T�031 10 minutos

�030 14000 rpm

Lavado can 700 "I Lavado eon 700 pl V,�034"5 1. " ' '

de etanol 90% �030' de etanol 70% e V �030 V�030

(2 veces) "11�030f.
, . .

oentrifugado 10 .'r�030Pellet de ADN

minutos a 10000 X�035

rpm

I �030r 7 W 60-80 ulde buffer

E �030E TE (T"5'HC' 10 Tratamiento con y 2 ul

;~: '%g:,�031f~,.:�030 __ HIM/EDTA 1mM) de RNAsa. 37°C/I!

1 . _ �030._(V-, -----�024----9, N. ._j._§ ho.-as

1 . �0305, I Hg»,

Dejarevaporar �030VI

ma '3 "°°"e Almacenar a �02420°C N
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ANEXO 3. Composicién del Buffer de extraccién CTAB 2X. Ayacucho 2014.

i Reactivos 1L H I

CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetil amonio) 20 g

NaC| 81.81 g

EDTA (écido etilendiaminotetraacético) 0.5 M (pH 8,0) 40 ml

Tris: HCI 1 M (pH 3,0) 100 ml

PVP (Polivinilpirrolidona) 10 g

Se agrega en caliente (CTAB y PVP) Iuego enrazar a 1L. Autoclavar
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AN EXO 4. Composicién del Buffer de extraccién CTAB 10X. Ayacucho 2014.

 ____T;�024

CTAB 100 g

NaC| 41 g

EDTA 1 M (pH 8,0) 100 ml

El CTAB se agrega en caliente més o menos a 80 °C, enrazar a 1 L. Autoclavar
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ANEXO 5. Composicién del Buffer TBE 10 X. Ayacucho 2014.

Reactivos 1 L 7

Tris base 108 g

Acido bérico 55 g

EDTA 0,5 M (pH 8,0) 40 ml

Diluir a 800 ml, enrazar a 1 L y autoclavar.
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ANEXO 6. Componentes del Tampén T1oE1.Ayacucho 2014.

I Reactivos 1 L i �030
 T�024a

Tris HCI1 M. pH 8,0 8 ml

EDTA 0,5 M (pH 8,0) 1,6 ml

Agua Milli Q 100 ml
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ANEXO 7. Preparacién del gel agarosa 1%. Ayacucho 2014.

1. Se pest�031)1 9 de agarosa.

2. Se llevé a un Erlenmeyer y agregé 100 ml de Buffer TBE 1X.

3. Se procedié a calentar en un horno microondas por 2 minutos.

4. Se verificé si la agarosa se ha disuelto completamente, sino calentar

nuevamente por 1 minute.

5. Se agité y dejé que empiece a ebullir.

6. Se dejé enfriar un poco y se a}401adiébromuro de etidio, se vinié en la

bandeja con el peine y los extremos sellados en una mesa nivelada.

7. Se dejé solidificar el gel.

8. Luego de 30 minutos esté Iisto para usar.

9. Se retiré con cuidado el peine y se sumergié Ia bandeja en la cémara de

electroforesis conteniendo buffer TBE 1X.
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ANEXO 8. Equipo de electroforesis Electronyx Maxi Model EH20 (Nyxtechnik).

Ayacucho 2014.

V H J .33.�031 -7 �0347""',» 1:

. W. ..._�030 s �030V�030

H 2 *§�030__#,_;XT::
�031 V fill, �031 1 - u > §

:49�030/. L % T �030.
>7�030 l:�030m.1:'-.'-�030W C

.__ I/_ ., .

(at { w % %
-» , I L
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ANEXO 9. Termociclador Applied Biosystems Veriti TM Thermal Cycler. Ayacucho

2014.

.-«nay ...m V H ,�030.5 �030 I 5

g : _�031 I

�030 1

V. » ;
/�031 \\ �031

' A~3s.:;r;*:.:m. �030 �030
. a I�035. ,3 .

_ '_ . �030.

, , �030~_7�024--_ -~11. ,\.

V,�031 , 4>J�030:r"~)-�034]�0303�030]°_�031\. , H.�031A ,"_�031C.

�030 . Vgrit§VI3�030?�030.'o.-�030-�030'

�034E�030. . .
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ANEXO 10. Cleaver Scientific, model CSQ20. Ayacucho 2014.

§E'75'-5 5- -7 }402""I'??!:t?:�031%':::::::::.~.-.::�024-~
Q�031;�030 V , * E§§5:�034f:.::§3 I

=22 w. -�024�024-�024~..2 --

5 ,/a - n =7
{z:«:�031_';=<«% -Lg . ,

. L,

Y�031?
-5!-

O I

�034i�035. I

�030 ". «'»_"'j-3. ti

, E \ » ~
. '. "

If. ;
.e. c.�024__. > | \ _\

.-. T. x V | 1 \

:�030<7�024�030-�024'"\�031
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V

ANEXO 11. Preparacién de la solucién de poliacrilamida al 6 %. Ayacucho 2014.

1. Se limpié los vidrios de la cémara de electroforesis tres veces con etanol

absoluto.

2. Se traté uno de los vidrios con una solucién adherente preparada con los

siguientes componentes: 5 pl de Bind Silane, 5 pl de solucién de écido

acético glacial y 1 ml de etanol absoluto; para que el gel se adhiriera al

vidrio.

3. Se traté el otro vidrio con 350 pl de Repel Silane, para que el gel no se

adhiriera a este vidrio.

4. Una vez armado el equipo de electroforesis se adicioné la solucién de

poliacrilamida al 6 %, 600 pl de persulfato de amonio y 120 pl de Temed,

dejando polimerizar por dos horas.

g 5. Se realizé la corrida del gel durante 30 minutos. Terminada la precorrida,

se a}401adié6 pl de cada muestra de ADN en cada uno de los pozos de

carga formados en el gel de poliacrilamida.

6. Se realizé la corrida electroforélica con corriente constante a 400 voltios.

El tanque superior del equipo de electroforesis conlenia TBE 0,5X y el

tanque inferior contenia TBE 1X. Se suspendié la corrida cuando el xileno

cianol se localizé a dos cm del limite inferior del gel.
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ANEXO 12. Protocolo de tincién de geles con nitrato de plata. Ayacucho 2014.

{ Paso Componente
�030 I �030�030

Etanol al 10%, Acido acélico al 0.5%

Fijacion

Mantener en agitacién constante por 30 minutos

Etanol al 10%, Kcido acético al 0,5%, nitrato de plata al

Tincibn 02%

Mantener en agitacién constante par 30 minutos

Agua destilada

Enjuague

Realizar el enjuague por 30 segundos

Hidrbxido de sodio al 1,5%, 2,5 ml/I formaldehido al 37%

ReVe'ad° Mantener en agitacién constante hasta aparicién de

bandas.

Etanol al 10%, Acido acético al 05%

Fijacién

Mantener en agitacién constante por 10 minutos

Agua de ca}401o7 '

Enjuague

Enjuagar con agua corriente de ca}401opor 2 minutos.
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' ANEXO 13. Matriz de Similitud de 29 accesiones de Chenopodium quinoa Willd.

�034quinua�035Ayacucho 2014.

[ 
002 003 004 005 O07 O09 010 O11 O12 O13

CCAQ-002 1

CCAQ-003 0,82 1 -

CCAQ-O04 0,88 0,91 1

CCAQ-O05 0,87 0,91 1

CCAQ-007 0,9 0,88 0,95 0,96 1

ccAQOo9 0,85 0,89 0,94 0,93 0,95 1

comma 0,84 0,89 0,92 0,94 0,94 0,92 1

CCAQ-O11 0,85 0,89 @ §§j 0,93 0.92 0,93 1

CCAQ-012 0,83 0,88 0,93 0,93 0,92 0,92 0,95 0,95 1

ccAo-013 0,87 0.89 0,93 0,92 0,93 0,92 0,92 0,91 0,92 1

CCAQ-014 0,34 0,35 0,38 0,38 0,37 0,38 0,39 0,39 0,4 0,37

CCAQ-016 0,73 0,76 0,81 0,81 0,81 0,81 0,79 0,82 0,82 0,79

CCAQ�024017 0,84 0,84 0,9 0,89 0,91 0,94 0,88 0,88 0,9 0,9

CCAQ-018 0,79 0,82 0,89 0,89 0,88 0,88 0,91 0,89 0,91 0,89

CCAQ�024023 0,51 0,55 0,58 0,58 0,58 0,56 0,55 0,59 0,56 0,55

CCAQ-O24 0,82 0,83 0,88 0,88 0,89 0,88 0,86 0,87 0,88 0,87

CCAQ-026 0,71 0,77 0,78 0,78 0,77 0,77 0,76 0,78 0,76 0,77

R°fQ,�030},�031,�030fE0,81 0,86 0,92 0,93 0,9 0,89 0,94 0,94 0,93 0,88

CCAO-O29 0,85 0,88 0,94 0,93 0,94 0,92 0,9 0,94 0,92 0,92

MANTARO 0,82 0.86 0,91 0,92 0,91 0,89 0,91 0,92 0,93 0,9

AcosTAMBo 0,8 0,82 0,91 0,9 0,89 0,88 0,9 0,92 0,9 0,87

CHEWECA 0,8 0,89 0,86 0,87 0,86 0,86 0,85 0,86 0,85 0,84

BL�031j}402}401f},°E0,81 0,84 0,92 0,91 0,92 0,92 0,91 0,93 0,94 0,89

IRIBAMBA 0,84 0,86 0,91 0,94 0,93 0,9 0,94 0,93 0,92 0,87

""X,§é§EL 0,65 0,66 0,73 0,72 0,71 0,72 0,71 0,74 0,72 0,68

Puno-7 0,26 0,28 0,28 0,29 0,3 0,28 0,28 0,29 0,29 0,28
BLANCA

LOCAL 0,79 0,84 0,89 0,91 0,87 0,87 0,86 0,9 0,87 0,85
AYACUCHO

M*;,M,;;':,'g5(;,, 0,82 0,86 0,92 0,93 0,91 0,89 0,9 0,93 0,91 0,9

memo 0,78 0,81 0,88 0,86 0,85 0,84 0,86 0,88 0,87 0,84

�030BIBLIOTECA E INFORMANDN I

CULTURAL

3' U..N.S.C.H.
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...conlinuaci6n

ROSADA �030

°::::= °:::° °3::°- °::;°* °:::�031C229 °::: �030=39:

1

0,38 1

0,39 0,78 1

0,4 0,78 0,89 1

0,3 0,53 0,54 0,53 1

0,41 0,75 0,86 0,85 0,57 1

0,33 0,68 0,74 0,75 0,55 0,77 1

0,39 0,79 0,85 0,88 0,58 0,84 0,75 1

0,39 0,81 0,91 0.89 0,57 0,87 0,79 0,92 1

0,4 0,79 0,87 0,85 0,58 0,84 0,74 0,9 0,91 1

0,39 0,79 0,87 0,88 0,56 0,82 0,73 0,91 0,92 0,9

0,35 0,73 0.85 0,82 0,55 0,81 0,79 0,86 0,88 0,85

0,37 0,78 0,91 0,9 0,5 0,83 0,73 0,92 0,95 0,91

0,39 0,79 0,86 0,88 0,57 0,84 0,74 0,95 0,91 0,89

0,34 0,69 0,7 0,69 0,54 0,71 0,63 0,74 0,73 0,72

0.27 0,28 0,28 0,22 0,3 0,27 0,28 0,28 0,28

0,38 0,76 0,83 0,83 0,57 0.64 0,74 0,88 0,88 0,87

0,38 0,8 0,88 0,88 0,6 0,85 0,77 0,94 0,92 0.92

0.38 0,77 0,81 0,83 0,56 0,82 0,72 0,88 0,87 0,85_
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5'

..,continuacién

�031AcosTAMCHEWE BLANCA IRIEAM PAMPA PUNO�024 B�030-"�035°"AMARILLA v

1 3° CA JL?t§lN BA A[|)R%LC) 7 AY5\%<l:J%|;1O MARANGA�035'NARINO

1

0,84 1

0,91 0,85 1 �030

0,9 0,84 0,91 1

0,71 0,67 0,74 0,74 1

0,29 0,28 0,29 0,28 0,25 1

0,86 0,82 0,86 0,88 0,71 0,26 1

0,92 0,86 0.93 0,92 0,72 0,29 0,9 1

0,84 0,79 0,88 0,36 0,69 0,26 0,54 0,89 1
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