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Abstract

Aiming to determine the genetic variability of accessions of Chenopodium quinoa Willd. "Quinoa" from the Germplasm Bank of INIA - Ayacucho,
analyze 29 accessions, which were characterized using AFLP molecular markers. The quality of the DNA extracted by the Doyle and modified
Doyle method was optimal for all samples, obtaining modifications in a range of 100 - 400 ng / pl. In the standardization of the AFLP technique,
it was determined that the proteins between 100 and 200 ng / ul of digested DNA were adequate to efficiently develop the AFLP technique,
and it was also determined that the preamplification products that allowed the resolution amplification profiles variables were higher with a 1:4
ratio. A total of 7 primer combinations generated 220 DNA bands, being 201 polymorphic loci. Molecular data grouped the accessions into
seven groups at a similarity of 0.81 ultrametric units, of which a group is made up of 23 accessions and the remaining six made up of a single
accession. It was found that the mean genetic variance was 0.306 + 0.011, with a Shannon information index of 0.463 + 0.015, these results
showed that in the 29 quinoa accessions it presents a high degree of genetic variability and there is no duplicate accession. The study determines
the genetic relationship and is essential to raise the genetic improvement and conservation of quinoa.
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Resumen

Con el objetivo de determinar la variabilidad genética de accesiones de Chenopodium quinoa Willd. "quinua” del Banco de Germoplasma
del INIA - Ayacucho, se analizaron 29 accesiones, las cuales fueron caracterizadas utilizando marcadores moleculares AFLP. La calidad
del ADN extraido mediante el método de Doyle & Doyle modificado, fue dptima para todas las muestras, obteniéndose concentraciones
en un rango de 100 — 400 ng/ul. En la estandarizacion de la técnica AFLP se determind que las concentraciones entre 100 y 200 ng/ul
de ADN digerido fueron adecuadas para desarrollar de manera eficiente la técnica de AFLP, ademés se determind que los productos
de preamplificacion que permitieron perfiles de amplificacién de mayor resolucién fueron las concentraciones con una relacion de
1:4. Un total de 7 combinaciones de iniciadores generaron 220 bandas de ADN, siendo 201 loci polimdrficos. Los datos moleculares
agruparon las accesiones en siete grupos a una similitud de 0,81 unidades ultramétricas, de los cuales un grupo esta constituido por 23
accesiones y las seis restantes conformadas por una sola accesion. Se encontrd que la variancia genética promedio fue de 0,306 + 0,011,
con un indice de informacion de Shannon de 0,463 + 0,015, estos resultados mostraron que en las 29 accesiones de quinua presenta un
alto grado de variabilidad genética y no existe ninguna accesién duplicada. El estudio determina la relacion genética y es fundamental para
plantear estrategias de mejoramiento genético y conservacion de la quinua.
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1. Introduccién

Chenopodium quinoa Willd., cominmente conocida 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 ami-
noécidos (Peiretti, Gai, & Tassone, 2013), siendo conside-
rada como una de las principales fuentes de proteinas
para la alimentacién humana. Es el Unico vegetal que con-
tiene todos los aminoéacidos esenciales y es rica en vitami-
nas, acidos grasos, minerales y fibra (Avalos, 2018; FAO,
20718), atributos que pueden ser utilizados para combatir
la seguridad alimentaria (Bazile et al, 2016). Actualmente
la quinua ha tomado mayor importancia debido a que es
una especie nativa con alto valor agronémico, nutritivo y
de exportacion (Rosales & Mercado, 2020), debido princi-
palmente 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 (Brenes, 2001). El Pery, pre-
senta una amplia biodiversidad la que debe ser cuidada y
aprovechada racionalmente, ya que actualmente se ob-
serva la pérdida de diversidad bioldgica aumenta dia tras
dia (Chirinos-Arias, Jiménez, & Vilca-Machaca, 2015).
Ademas de su importancia econémica, social y cultural de
la especie, se conserva y maneja con fines de investigacion
agrondémica y obtencién de nuevas variedades. Siendo de
mucha importancia el conocimiento de la diversidad ge-
nética y el uso apropiado de la quinua, se hace nece-
saria la caracterizacion de su germoplasma. Las caracteri-
zaciones y evaluaciones de las colecciones de quinua ac-
tualmente se realizan mediante metodologias comple-
mentarias basadas en marcadores morfoldgicos, bioqui-
micos y moleculares, con el fin de conocer la composicion
genética de este recurso. Las técnicas moleculares han
sido relevantes para el estudio de genomas vegetales,
ofreciendo niveles de confiabilidad mas elevados si se les
compara con las que solo se limitan a estudiar caracterfs-
ticas morfoldgicas, anatdmicas o ecofisioldgicas (Saldafia
& Salazar, 2007).

Existen diversas técnicas de marcadores moleculares, las
mas empleadas en estudios de poblaciones son los AFLPs
(Amplified  Fragment Lenght Polymorphisms), RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), ISSR (Inter - simple
sequence repeats) y microsatélites (SSR). Cada uno tiene
sus ventajas y desventajas y su aplicacion dependera de la
disponibilidad de recursos. Los marcadores AFLP son am-
pliamente empleados ya que permite una deteccién rapida
de los polimorfismos del genoma, generan un gran nu-
mero de bandas, son altamente reproducibles y no se re-
quiere informacién previa del genoma para su aplicacion
(Vos et al,, 1995).

Los marcadores AFLP se utilizaron para evaluar las relacio-
nes genéticas entre 12 especies de Trapa del rio Yangtze
Cuenca, reportando que con 264 bandas de AFLP todos
los individuos estaban claramente divididos en grupos de
acuerdo con sus posiciones taxondmicas y origenes geo-
graficos, ello demuestra la importancia de las pruebas mo-
leculares para los estudios de filogenia (Xiang-Rong, Wu-
Chao, Li, Wei, & Yuan-Yuan, 2021).

En la investigacion sobre diversidad genética, estructura
poblacional y evolucion de F. cirrhosa y especies
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estrechamente relacionadas utilizando marcadores de
AFLP, donde descubrieron que las especies ampliamente
distribuidas mostraron una mayor diversidad que las espe-
cies endémicas, ademas las poblaciones de F. cirrhosa de
las montafias de Hengduan estuvieron mejor protegidas,
debido a su diversidad genética, en comparacion con po-
blaciones marginales, por lo que los marcadores AFLP son
una herramienta valiosa para la conservacion y uso soste-
nible de plantas (Wu, Duan, Chen, & Zhang, 2020).
Existen estudios en los que se utiliza los marcadores AFLP
como en la investigacion sobre la diversidad genética y di-
ferenciacion de especies de plantas medicinales Amapola
persa (Papaver bracteatum L.) usando marcadores AFLP,
en el que se determind que la variacion genética entre
las poblaciones de P. bracteatum fue mayor dentro de las
poblaciones y demostré que el marcador AFLP es una he-
rramienta eficiente y confiable para el andlisis de la varia-
cion genética de la especie (Hadipour, Kazemitabar,
Yaghini, & Dayani, 2020).

En la investigacion sobre la caracterizacion fitoquimica y
genética de cinco genotipos de quinua (Chenopodium
quinoa Willd.) introducidos en Egipto, se utilizaron 4
marcadores RAPD y 7 ISSR para el analisis genético y en
el anélisis UPGMA de los marcadores polimérficos RAPD
e ISSR, su conjunto de datos combinado y rasgos
fitoquimicos se utilizaron para evaluar las relaciones
genéticas entre genotipos concluyendo que los genotipos
de quinua mostraron una variacion razonable en los
rasgos fitoquimicos estudiados y los que seran de base
para mejorar la calidad de la semilla de quinua (Saad-
Allah & Youssef, 2018).

La utilizacién de marcadores moleculares es fundamental
para estudios genéticos y en la identificacion de nuevas
lineas polacas de Chenopodium quinoa (Willd.) mediante
la confirmacion de la estabilidad genética con SCoT vy
marcadores RAPD, el cual reveld una alta estabilidad
genética de las lineas derivadas de 'Faro' y 'Titicaca',
mientras que se detectd variaciones en plantas de quinua
que representan cultivares originales presentando un
patron de bandas diferente al predominante que se
visualizd en tres plantas de ‘Titicaca' (distancias genéticas
de 7,5% a 55,9%) y en una sola planta de 'Faro’ (distancia
genética 61,2% segun indica la técnica SCoT) (Lema-
Ruminska, Miler, & Gesiriski, 2018).

Se ha estudiado la diversidad genética y estructura
poblacional de la quinua (Chenopodium quinoa Willd.)
usando marcadores  iPBS-retrotransposones de 17
genotipos de quinuas cultivadas en Turqufa, en la que
concluyeron que el estudio proporciona informacion Util
para el manejo del germoplasma de quinua y contribuye a
programas de mejoramiento  genético.  También
presentaron el sistema de marcadores iPBS como una
herramienta adecuada para la identificacion y andlisis de
diversidad genética de genotipos de quinua (Hossein-
Pour, Haliloglu, Ozkan, & Tan, 2019).

Se ha desarrollado la investigacion sobre huellas dactilares
de ADN vy andlisis de diversidad genética del
germoplasma mundial de quinua, procedente de 8 paises
a través del sistema de marcadores iPBS-retrotransposon,
determinando que mediante el analisis de varianza
molecular (AMOVA) revelé que la mayoria de las
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variaciones (69%) en el germoplasma mundial de quinua
son debido a las diferencias dentro de las poblaciones. Los
hallazgos de este estudio se pueden utilizar para una
comprension mas profunda de la relacion genéticay en la
determinacion  de  estrategias  apropiadas  de
mejoramiento y conservacion de la quinua (Barut,
Nadeem, Karakoy, & Baloch, 2020).

En un estudio mas amplio sobre la comprensién de la
base quimica y el mecanismo genético del grano negro
de la quinua, se emplearon anélisis de metaboloma y
transcriptoma para revelar las diferencias quimicas y ge-
néticas entre cultivares de quinua blanca y negra, encon-
trandose un total de 157 metabolitos diferentes expresa-
dos en los cultivares de quinua blanca y negra. Este estu-
dio sugiere que la acumulacién de proantocianinas pro-
duce el rasgo de grano negro en la quinua y la activacion
de los factores de transcripcién desencadenan la via de
biosintesis de proantocianidina (Wang et al., 2020).
Considerando la importancia de realizar estudios de
variabilidad genética en quinua en la regién de Ayacucho
y evitar la potencial pérdida de su diversidad genética, la
investigacion se planted como objetivo caracterizar a
nivel molecular la quinua cultivada en esta region. La
informacion generada permitiré fortalecer la conservacion
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.

2. Materiales y métodos

Material Bioldgico

Se utilizaron 29 accesiones de quinua, del Banco de Ger-
moplasma de INIA, Ayacucho. Las muestras fueron ho-
jas de 3 semanas por accesion y se tomaron en la Esta-
cion Experimental Agraria Canaan - Ayacucho (INIA).
Una vez colectadas las hojas, fueron empaquetadas en
papel himedo debidamente rotuladas, para luego ser
transportadas al laboratorio de Biotecnologia de la Uni-
versidad Nacional de San Cristébal de Huamanga para
realizar la extraccién de ADN vy posterior anélisis de
AFLPs en quinua.

Extraccion de ADN. El procedimiento de extraccion de
ADN se realizé usando el método CTAB establecido por
Doyle & Doyle (1990) modificado por el CIP (2017). La
calidad y la cantidad de ADN fue verificada por el
método de electroforesis en geles de agarosa al 1%
(p/v), para la carga de las muestras al gel de agarosa
se empled TuL de ADN gendmico el cual fue diluido
con 9 plL del colorante de carga SALB 1X. Como tam-
pén de corrida se utilizd TBE 1X. Para el calculo de la
concentracién de ADN de las muestras se compard
con la intensidad de la banda del estandar del ADN
Lambda (A) digerida con la endonucleasa de
restriccion Pst I.

Técnica de AFLP

Digestion del ADN genémico. EI ADN extraido de las
accesiones de quinua se llevé a las concentraciones
de 50, 100, 200, 300 y 400 ng/ul para la estandarizacion
de la técnica. Se prepard una mezcla de reaccion para
un volumen total de 20 yl conteniendo H,O libre de
nucleasas (9,5 ul), Msel NEB 5U (0,5ul), EcoRINEB 10 U
(1 wl), buffer 10X (2,0 ul), BSA Img/ml (2,0 ul) y ADN
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(5 pl). Se verificd la digestion del ADN gendmico,
realizando electroforesis de 5 pl de muestra de ADN
digerido en geles de agarosa 1%, en el cual se
visualizd un barrido de ADN muy tenue en el
transiluminador UV.

Ligacién de adaptadores. Se prepararon mezclas de
reaccion de ligacion con los siguientes componentes:
ADN gendmico digerido (21 pl), H,O libre de nucleasas
(0,2 pl), adaptador EcoR/ 10 uM (1 ul), adaptador Msel
100 uM (1 ul), Buffer de ligasa NEB (2,5 ul) y T4 ADN
ligasa (0,3 pl). Una vez obtenido la mezcla de ligacion se
agregd a 21 pul de ADN gendmico digerido. Luego esta
mezcla de reaccién de digestion/ligacion (DL) se
mezcld, centrifugd y se incubd a 16 °C por toda la
noche. Finalizada la incubacion, se realizd una diluciéon
de 1:3 de la mezcla digestion/ligacion (DL) con solucion
tampdn TE (10Mm, Tris-HCL (pH 8.0), 0,1 nM EDTA).

Preamplificacion  (+1/+1). Para la preamplificacion
(+1/+1) se utilizaron strips y se les adicionaron los
siguientes componentes: 14,05 pl de H,O libre de
nucleasas, 2,5 ul de Buffer 10X PCR, 1,25 pul de mezcla de
dNTPs 5 mM, 1 ul de iniciador EcoR/+1, 1 ul de iniciador
Msel+1, 0,2 pl de Tag polimerasay 5 pl la dilucién 1:3
de ADN digerido/ligado.

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, veintidos ciclos de 94 °C por 30 segundos,
56 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto, y un ciclo de 72
°C por 5 minutos, luego fue conservado a 4 °C.
Finalizada la preamplificacion, se realizaron diluciones
(1:4,1:6, 110 y 1:20 para la estandarizacion de la técnica)
del PCR +1/+1 con H,O libre de nucleasas.

Tabla 1
Combinaciones de iniciadores AFLPs utilizados en la seleccion
de mejores combinaciones

Combinacion de

iniciadores EcoR Msel
E32M48* E32 AAC-3 M48 CAC-3
E33M60* E33 AAG-3 M60 CTC-3
E32M61 E32 AAC-3 M61 CTG-3
E38M60 E38 ACT-3 M60 CTC-3
E38M47* E38 ACT-3 M47 CAA-3
E45M61* E45 ATG-3 M61 CTG-3
E38M32 E38 ACT-3 M32 AAC-3
E38M61* 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-3
E33M61* E33 AAG-3 M61 CTG-3
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* Combinaciones de iniciadores seleccionados.

Amplificacién Selectiva (+3/+3). Se adicionaron los
siguientes componentes a la mezcla de reaccion: 0,9 pl
de H,0 libre de nucleasas, 1,1 pl de Buffer 10X PCR, 0,6 pl
de mezcla de dNTPs 5 mM, 2 ul de iniciador £coRl +3, 0,3
ul de iniciador Mse/+3, 0,1 pl de Taq polimerasay 5 pl de
ADN preamplificado. EI' programa utilizado para la
amplificacion selectiva fue el siguiente: un ciclo de 94 °C
por 4 minutos, 94 °C por 20 segundos, 65 °C por 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
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por 30 segundos, 72 °C por 2 minutos, por Ultimo, un
ciclo de 60 °C por 30 minutos y a 4 °C para su
almacenamiento. Para el estudio se realizd un tamizado
de 12 combinaciones de iniciadores AFLP en ocho
accesiones de quinua escogidos al azar, fueron elegidas
las siete mejores combinaciones (Tabla 1).

Andlisis estadistico. Se determiné el indice de contenido
polimérfico y se estimd los indices de variabilidad
genética y proporcion de loci polimérfico. A partir de las
lecturas de las bandas que se obtuvieron con cada
combinacién de iniciadores se construy® una matriz de
presencia y ausencia de bandas de ADN (1y 0), con la
que se realizé el andlisis de similaridad calculando el
coeficiente de Jaccard (Jaccard, 1908) y mediante la
matriz de similaridad entre las accesiones, se realizé el
andlisis de agrupamiento por el método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic
Average) con ello se generaron dendrogramas vy
coordenadas principales. Luego se determind el
coeficiente de correlacion cofenético, utilizando la matriz
del coeficiente de similitud, con su correspondiente
matriz cofenético. El programa que se utilizd NTSYSpc
2.2.

3. Resultados y discusién

Extraccion de ADN, calidad y concentraciéon. En la
extraccion de ADN de quinua las concentraciones
obtenidas se encontraron en un rango de 100 — 400
ng/ul. La calidad del ADN extraido mediante el método
de Doyle & Doyle (1990) modificado, fue éptima para
todas las muestras, obteniéndose un ADN gendémico no
degradado ya que se observaron bandas bien definidas
sin la presencia de un barrido que indica degradacién
ADN.

En la Figura 1 se observa el gel donde se muestra las
bandas de ADN gendmico sin la presencia de ARN y las
bandas no presentan degradacion por parte de las
ADNasas.

CCAQ-002
CCAQ-003
CCAQ-004
CCAQ-017

BLANCA LOCAL AYACUCHO
AMARILLA MARANGANI

CCAQ-023
CCAQ-025
CCAQ-026
ROSADA DE JUNIN
CCAQ-029
MANTARO
ACOSTAMBO
CHEWECA
BLANCA DE JUNIN
PAMPA DEL ARCO
PUNO-7

MARINO

Figura 1. Gel de agarosa al 1% mostrando la calidad de ADN
gendmico de 29 accesiones de “quinua’. Marcador A (M)
digerido con Pst I. TBE 1X, 90V.
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Estandarizacién de la técnica AFLP. La optimizacion de
la técnica se inici¢ con la modificacion de la cantidad de
ADN con que se inici¢ la digestion enzimatica ya que se
contaba con diferentes concentraciones (100-400
ng/ul). Se realizaron varios ensayos (50, 100, 200, 300 y
400 ng/ul), determindndose que a concentraciones
entre 100 y 200 ng/ul de ADN digerido fueron
adecuadas para continuar de manera eficiente la
técnica de AFLP. Ademés, en la investigacion se ha
encontrado mejores resultados con diluciones menores
alas recomendadas por la técnica, siendo la dilucion 1:4
los que mostraron perfiles de amplificados mucho mas
claros e intensos en comparacién a los perfiles
obtenidos cuando las diluciones fueron mayores. Este
resultado es coherente con las modificaciones que se
realizé a la técnica de AFLP en la investigacion de
Céndor (2013). Al respecto Zhu, Gale, Quarrie, Jackson,
& Bryan (1998) menciona que el ajuste en la dilucion
del producto de la preamplificacion puede realizarse de
1 a 50 veces, dependiendo de la intensidad de las
bandas, lo que permite obtener mejor resolucion en los
geles.

_E32M48 E33M60 E38M47 E45M61 E38M61 E33M48 E33M61

Figura 2. Patron de bandas AFLPs obtenidas de siete
combinaciones de iniciadores en "quinua”. Poliacrilamida
6% TBE 1X, 400v.

Seleccién de combinaciones de iniciadores ARP y
marcadores AFLP detectados. En el andlisis de AFLP
se eligieron las siete mejores combinaciones (E32M48,
E33M6E0, E38M47, E45M61, E38M61, E33M48, E33M61),
por presentar buena resolucién de bandas, buen nivel
de polimorfismo y buena reproducibilidad (Figura 2). En
la Figura 3 se muestran bandas polimorficas y
monomorficas producidas con los marcadores AFLP,
estos perfiles de amplificacion AFLP corresponden a las
combinaciones E32M48 y E38M61. En la Tabla 2 se
observa que las siete combinaciones de iniciadores
AFLP generaron un total de 220 bandas de ADN. El
nimero de bandas totales vari6 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 combinacion.
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"M" representa el marcador de tamafio molecular. Poliacrilamida 6%, TBETX, 400V.

Alrededor del 91,4% de las bandas (201 bandas) mos-
traron polimorfismo, el nimero de bandas polimérficas
por combinacién varié de 19 bandas (combinacion
E33M48) a 37 bandas de ADN (combinacion E32M48).
La deteccion de bandas polimdrficas se realizd en un
rango de 100 — 2000 pb (Figura 3). En la tabla 3 se
observa que la combinacion de iniciadores que detectd
un mayor porcentaje de bandas polimoérficas fue la
combinacion E32M48 con 18,41%, y la combinacion de
iniciadores que detectd menos porcentaje de bandas
polimérficas fue la combinacién E33M48 con 9,45%. Re-
sultados similares fueron reportados por Nolasco, Cruz,
Santa Cruz y Gutiérrez (2013), quienes realizaron el
tamizado de cinco combinaciones de iniciadores para
el analisis de AFLP, observando que la combinacion
de iniciadores con mayor nimero de bandas polimar-
ficas fue la E32M48, confirmando el obtenido con la
misma combinacién en esta investigacion.

Tabla 2

Tabla 3

Porcentaje de bandas

polimérficos

obtenidos  con

cada

combinacion de iniciadores en el anélisis de AFLPs de “quinua”

Combinacién de Bandas Bandas
iniciadores polimdrficos polimdrficos (%)
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 201 100

Bandas monomorficos vy polimérficos obtenidos con cada
combinacién de iniciadores en el anélisis de AFLP en quinua

Combinacién de Total de Bandas Bandas poli-
Iniciadores bandas mlor.wo- morficos
morficos

E45M61 29 3 26
E38M61 31 1 30
E33M48 23 4 19
E33M61 31 1 30
E33M60 34 4 30
E38M47 31 2 29
E32M48 41 4 37
Total 220 19 201
Promedio 314 2,7 28,7
% 100 8,6 914

Indice de iniciadores AFLP. En la Tabla 4 se muestran el
promedio de PIC de cada combinacion de iniciadores
AFLP, observandose que el promedio de PIC va desde
0,13 con la combinacién E32M48, hasta 0,23 con la
combinacion E33M61.

Tabla 4

indice del contenido de informacién polimérfica (PIC) y promedio
del indice de contenido polimérfico empleados en el anélisis de
marcadores AFLPs en Chenopodium quinoa Willd. "quinua”

indice del Promedio del
Combinacion de contenido de indice de
Iniciadores AFLP informacion Contenido
polimorfica (PIC) Polimorfico
E45M61 4,36 017
E38M61 5,00 017
E33M48 3,2 0,17
E33M61 6,99 0,23
E33M60 4,17 0,14
E38M47 5,49 0,19
E32M48 4,78 0,13
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Distrito Color de grano
Huamanguilla Blanco
CCAQ-003 Ayacucho
CHEWECA Ayacucho
Vinchos

Quinua

Chiara
San Juan Bautista Rosado
Chiara Morado
Chiara Naranja
Vinchos
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Figura 4. Dendrograma de Similaridad de Jaccard obtenido del analisis de 29 accesiones de Chenopodium quinoa Willd. "quinua”,

provenientes del Banco de Germoplasma del INIA.

Al 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 combinacion de iniciadores E38M47
con un indice de 549 y un promedio de PIC de
0,19. Indicando la utilidad de estos dos iniciadores
como los marcadores mas informativos para
determinar polimorfismo y diversidad. Mientras que
la combinacion menos informativa fue la
combinacién E33M48 con un indice de iniciador de
3,2 y un promedio de PIC de 0,17. Al respecto
Christensen et al. (2007), sefial6 que un buen
marcador informativo con un alto indice de
polimorfismo permite el estudio de la diversidad
genética de las diferentes cultivares existentes.

Estimacion de indices de variabilidad genética y
proporciéon de loci polimérfico (Ps). Se determind la
variacion genética promedio “Hi” (o indice de
heterocigocidad), el indice de informacion de
Shannon “1" y la proporcién de loci polimérficos con
un criterio del 95%. En este estudio se evaluaron 201
loci polimérficos que fueron obtenidos en el anélisis
de AFLP de 29 accesiones de quinua procedentes del
Banco de Germoplasma del INIA; se encontrd que la
variacion genética promedio fue de 0,306 + 0,011, con
un indice de informacion de Shannon de 0,463 +
0,015. La proporcion de loci polimérfico de las
combinaciones elegidas fue de 91,120% (Tabla 5).

Recordando que el maximo valor que puede alcanzar
la 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 polimorfismo 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 (2010), quienes
caracterizaron molecularmente 51 poblaciones de
Chenopodium quinoa Willd. “quinua” del Banco de
Germoplasma de Argentina encontrando una alta
diversidad genética (Hi = 0,355).

Tabla 5
Variacién genética e indice de Shannon empleados en el analisis
de marcadores AFLPs en Chenopodium quinoa Willd. “quinua”

o Variacién  Indice de L !
Combinacion i Proporcion de loci
de iniciadores Gl Snarer polimérfico Ps (%)

(He) (0]
E45M61 0,266 0,407 89,655
E38M61 0,253 0,393 96,774
E33Mm48 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
Promedio 0,306 0,463 91,120

Andlisis de similaridad y coeficiente de correlacién
cofenético (r). El coeficiente de Correlacion Cofenética (r)
de la matriz de similaridad y la matriz cofenética del
dendrograma de 29 accesiones de quinua, fue
realizado mediante el coeficiente de Jaccard, siendo ésta
0,9935 el cual indicd que existia una buena estructura
jerarquica entre la matriz de similaridad y su correspon-
diente dendrograma, ya que cuando el coeficiente de co-
rrelacion cofenética es mayor a 0,9 éste puede ser inter-
pretado como un buen ajuste del analisis de agrupa-
miento. Resultados similares fueron obtenidos por Florido
et al. (2007), en su investigacion de analisis de diversidad
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genética en tomate utilizando AFLPs, reporté que encon-
tré alta correlacion de las matrices de similitud, con un
indice de similitud de Jaccard de r = 0,997. En la matriz de
similaridad se evidencian relaciones muy cercanas entre
las accesiones CCAQ-004 y CAAQ-005, CCAQ-004 y
CCAQ-0T1, CCAQ-005 y CCAQ-011 que mostraron indi-
ces de similaridad de Jaccard de 0,97 cada par; por otra
parte, se encuentran bajos valores de similaridad (0,13) al
comparar las accesiones CCAQ-014 y PUNO-7 indicando
que son las accesiones que difieren méas genéticamente,
dichas relaciones se observan en el agrupamiento mos-
trado en el dendrograma (Figura 4), en ella se puede
observar que las accesiones mas diferenciado esta com-
puesto por las accesiones CCAQ-014 y PUNO-7 y los mas
relacionados son CCAQ-004 y CAAQ-005, CCAQ-004 y
CCAQ-011, CCAQ-005 y CCAQ-011.

Anélisis de agrupamiento. Si bien es cierto en las colec-
ciones se muestra alta variabilidad, las accesiones del
Grupo | se encuentran mas relacionadas, esta congruen-
cia puede ser favorecida a que dentro de este grupo se
encuentran variedades importantes comercialmente
como son Blanca de Junin y Amarilla Marangani, lo que
hace que éstas accesiones tengan caracteristicas agrono-
micas semejantes incrementando su relacion genética, fa-
voreciendo asi su diseminacion y cultivo en distintos dis-
tritos, entre ellas zonas importantes productivamente
como Chiara, lo cual se evidencia en el dendrograma
(Figura 4).

También se puede apreciar en el dendrograma una alta
diferenciacién genética entre seis accesiones pertenecien-
tes alos grupos I, Il IV, V y VI, el cual podria deberse
a la poca comercializacion de éstas, ya que, al no ser
materiales importantes comercialmente, no ha sufrido
ciclos de seleccion por parte de los agricultores y ha man-
tenido su estructura genética. Ademas, podrian ser acce-
siones con distinto origen histérico, identidad y quiza con
ausencia de mejoramiento adaptadas a los sistemas agri-
colas locales por un tiempo indefinido como lo menciona
Camacho, Maxted, Scholten, & Ford-Lloyd (2005), siendo

Garcia-Godos & Cueva-Castillo

accesiones  que presentan  alelos  diferentes
incrementando asi la diversidad en las muestras
estudiadas. Se puede observar que algunas accesiones se
agruparon por su origen geografico, por ejemplo, todas
las accesiones que fueron colectadas en Quinua se
encuentran en el grupo |, del mismo modo todas las
accesiones colectadas en Vinchos, Chiara y San Juan
Bautista se encuentran en este grupo (Figura 4). También
se puede observar agrupamiento de acuerdo con el color
de grano, por ejemplo, las accesiones que presentan color
de grano amarillo se encuentran en el grupo I. Ademas,
dos accesiones (Pampa del Arco y Puno 7) pertenecientes
a los grupos IV y VII respectivamente, presentan en
comun semillas color plomo y se presentan a mayor
distancia que el grupo | (Figura 4).

Para apreciar visualmente las distancias genéticas entre
accesiones de quinua, se realizé un andlisis 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 las
relaciones de similitud establecidas entre ellos, permitié
obtener un grafico en dos dimensiones que reflejo un
agrupamiento similar al que mostr6 el dendrograma del
analisis realizado previamente. El andlisis de PCO, a
diferencia del analisis de agrupamiento, otorga mas
libertad en la expresiéon grafica de las relaciones
genéticas establecidas en la matriz de similitud. Las
relaciones entre los genotipos estan determinadas por la
posicion en que se disponen en un espacio reducido
(Bonamico et al., 2004). La coincidencia observada en
los resultados logrados con ambas metodologias de
analisis multivariado valida el agrupamiento obtenido
para los 29 genotipos analizados e indica, tal como
sugiere Johnson (2000), que dicho agrupamiento es el
que existe naturalmente entre estos genotipos. El Banco
de Germoplasma del INIA-Ayacucho mantiene 140
accesiones de las Chenopodium quinoa Willd. “quinua”
y actualmente realiza colectas con el fin de ampliar la
coleccion.

048 g
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2: CCAQ-002  24: CCAQ-024

3:CCAQ-003  26:CCAQ-026

#CCAQ-004  27: ROSADA DE JUNIN
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T:LCAQ-007 30: MANTARC
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Figura 5. Diagrama en 2D de Coordenadas Principales de 29 accesiones de Chenopodium quinoa Willd. "quinua”.
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Este tipo de estudios sobre los recursos fitogenéticos en
general son importantes porque documentan la diversi-
dad presente en la coleccién y que tan diferentes son
unas accesiones de otras para evitar tener duplicados. Esta
informacion es importante para la formacion de coleccio-
nes nlcleo que son un subgrupo de la coleccién original
que alberga la mayor diversidad posible con el menor nd-
mero de accesiones y de esta manera establecer priorida-
des sobre el gasto de recursos para mantener colecciones
extensas.

4. Conclusiones

En la caracterizacidon molecular de las accesiones de
quinua del Banco de Germoplasma del INIA, no se
detectd duplicados dentro de las accesiones evaluadas,
siendo importante para el manejo eficiente de un Banco
de Germoplasma al dar un alcance de la diversidad
genética y en base al analisis molecular y a medida que se
incremente el ndmero de accesiones de la coleccion de
Chenopodium quinoa Willd es necesario realizar estudios
moleculares relacionados con estudios morfoldgicos de
varios individuos por accesion con la finalidad de
determinar mayor diversidad genética y es recomendable
evaluar mayor nimero de combinaciones de iniciadores
AFLP para incrementar el nimero de marcadores
polimérficos y  conseguir representatividad en los
procesos de caracterizacion molecular.
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