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Resumen

La quinua es una especie nativa del altiplano peruano y boliviano. Variantes
nativas de los graneros de la region Ayacucho fueron colectados y sembrados en
un campo experimental. Se tomaron muestras de ADN y genotipificaron mediante
13 marcadores codominantes SSR en 88 accesiones (N=88). Se evalué la diversi-
dad mediante H y se identificaron dos genotipos mediante el anélisis exploratorio
PCA y un arbol UPGMA. Se evalué si la pertenencia a una provincia y el nivel de
intercomunicacién vial en la regién afectaban los patrones de reproduccién de la
especie en la regién. Se encontré que el germoplasma analizado es el mas diverso
de todos aquellos que han sido estudiados mediante marcadores SSR. Los resulta-
dos muestran que los alelos se distribuyen de independientemente de lo patrones
politicos. El efecto de estar separado por una red vial incompleta parece influir en

la distribucién de los genotipos encontrados.
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Abstract

Quinoa is native to the Peruvian and Bolivian highlands. Land-races were
collected from granary’s throughout the Ayacucho region and were grown in a
experimental field. DNA samples where taken and 88 samples (N=88) were geno-
typed with 13 SSR codominant markers. Diversity was measured through H and
two genotypes were identified with the exploratory analysis PCA and an UPGMA
tree. The region’s germplasm was found to be the most diverse one studied through
SSR markers to date. The effect of a socio-economic separation as produced by a
lack of roads in the region on the reproductive patterns was put to test. We found
that the separation caused by the lack of sound road infrastructure influenced the

distribution of the two genotypes found.
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I. Introduccion

La quinua ( Chenopdium quinua) es una especie cultivada en el altiplano andino
desde hace miles de anos. Gracias a su perfil nutricional, amplia biodiversidad y
resistencia a condiciones de estrés salino e hidrico (1, 2) ha tomado lugar como
cultivo alternativo de alto valor. Actualmente se cree que el centro de origen y
lugar de domesticacion es el altiplano de Peru y Bolivia, donde se concentra la
mayor diversidad de la especie y la de sus parientes silvestres (3). Otros lugares
de América donde se cultiva son Chile, Argentina y Ecuador. Existen pruebas de
cultivo realizadas en otros paises de Asia y Africa, donde se espera remplazar los
cultivos menos nutritivos y ampliar los frentes agricolas en lugares aridos y con
alta salinidad (4).

El contenido proteico de la semilla varia de 12% a 23 % del peso seco (5). Es
comparable con el trigo (15.4 % del peso seco) pero con la ventaja de no contener
gluten y poseer un perfil de aminoacidos completo, principalmente por el elevado
contenido de lisina, muchas veces limitante en otros cereales (5). Es una buena
fuente de vitaminas y minerales, pigmentos y quimicos con potencial uso industrial
(5).

Se estima que la domesticacion de la quinua sucedié alrededor del ano 5000
AEC en el altiplano de Pert y Bolivia (3, 6). Desde ahi se expande en rango
hasta lo que es hoy en dia Chile y Argentina y por el norte hacia lo que luego se
convertiria en Ecuador y Colombia, siguiendo los movimientos migratorios de los
pueblos indigenas americanos (7). El poblamiento de américa sucede hace de 14.1
a 14.6 ka (8). La domesticacién es el proceso por el cual lo seres humanos toman
el control sobre la reproducciéon de un organismo, modificandolo para sus propios
fines (9). La domesticacién de plantas depende en la capacidad del humano de
recolectar la semilla, el habitat natural de la especie y modo de crecimiento de la
misma(10).

Hasta el momento, se han identificado 8 distintos ecotipos de quinua, basadas
en diferencias en comportamiento, fenologia, morfologia, tecnologia de cultivo, uso
y resistencia a factores bioticos y abioticos (7). Estas responden al lugar de donde

provienen. Estas son: quinua del altiplano, quinua de salares, quinua de valle inter-



andinos, quinua de zonas aridas y secas, quinua de puna, quinua costera, quinua
de jungla y zonas tropicales y quinua de alta lluvia y humedad (7).

El Pert es actualmente el mayor productor de esta semilla a nivel mundial (11),
seguido por Bolivia y Ecuador. En el Peru la produccion de las regiones en orden
decendiene es: Puno, Arequipa, Ayacucho, Junin y Cuzco (Tabla 1). El orden de
las mismas por promedio producido en los ultmos 10 anos es: Puno, Ayacucho,
Cuzco y Junin (Tabla 1).

En Ayacucho existen 11 provincias. Estas estan separadas en 3 distintas zonas:
norte, sur y centro. La separacién es causada por la falta de comunicacion vial
existente entre ellas (12). La zona norte y sur ambas tienen una via asfaltada que las
atraviesa de este a oeste. Las provincias del centro se diferencian del resto teniendo
unicamente trochas y vias afirmadas que las unen entre si y a las demads provincias
de la region (Ver figura 1). El cultivo de quinua en la regiéon se caracteriza por
estar organizado en comunidades campesinas compuestas de familias agricultoras.
Estas comunidades mantienen y desarrollan los cultivos primarios de la especie en
la regién; la semilla es usada para fines comerciales y de autoconsumo (12).

En el altiplano encontramos una estructura ancestral agricola que sirve para
mantener la biodiversidad de una familia de especies: los aynokas. Esta estructura
son parcelas con multiples especies de la familia Chenopodium, mantenidas con el
fin de siempre tener un pool genético diverso de donde alimentar las variedades
cultivadas (13). No esta claro si hoy en dia se mantiene en todo el pais princi-
palmente debido a la erosién de las practicas ancestrales a causa de la adopcién
de nuevas técnicas de cultivo (3). Generar y mantener una especie domesticada
requiere de colecciones de variedades conservadas en material vegetal vivo, ya sea
como una planta o semilla. Trazando un paralelo entre los aynokas y los germo-
plasmas, ambos buscan retener la mayor cantidad de variaciéon posible sirviendo
como herramientas para mantener la diversidad de los cultivos (13, 10).

Entre los meses de septiembre de 2012 y enero de 2013, bajo el marco del pro-
yecto PROCYT 359-2012: “Seguridad alimentaria para el agricultor andino: La
diversidad genética de Chenopodium quinoa (Quinoa) de la regién sur de Ayacu-
cho”, la Universidad San Cristobal de Huamanga, colect6 135 accesiones de semillas

en todas las provincias de Ayacucho. Estas fueron sembradas en el campo expe-
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Figura 1: Mapa de Ayacucho. La ubicacién de lo graneros estan marcadas con pun-
tos y numeradas de norte a sur: 1) Huanta, 2)La Mar, 3) Huamanga, 4) Cangallo,
5) Vilcashuaman, 6) Victor Fajardo, 7) Sucre, 8) Huancasancos, 9) Lucanas, 10)

Parinacochas y 11) Paucar de Sara Sara.



rimental Canadn en la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional
San Cristobal de Huamanga. De estas accesiones se tomaron 88 muestras y geno-
tipificaron mediante marcadores simple sequence repeat (SSR). Tradicionalmente
las variedades son adquiridas mediante la seleccién de caracteristicas fenotipicas.
En este estudio se describira el germoplasma mediante sus caracteristicas genéticas
y lugar de procedencia.

La genética de poblaciones es el estudio de las frecuencias alélicas en una po-
blacién. Se puede entender como una generalizacion del equilibrio Hardy-Weiberg
pero a nivel poblacional (10). Una poblacién es un grupo de individuos de una
misma especie que comparten alelos mediante reproduccion sexual. La diferen-
ciacién de poblaciones ocurre cuando existen barreras reproductivas entre ellas.
Estas barreras pueden ser de distintos tipos. En el caso de la quinua en Ayacucho,
region que se encuentra dividida por la falta de intercomunicacion vial, se puede
esperar que la movilizacién de un alelo desde un extremo de la region hasta el
otro es un evento raro, especialmente si se considera que la especie es principal-
mente autégama; la especie muestra un nivel alto de autofecundacion, alrededor
de 80% (comunicacién personal con German de la Cruz, Universidad Nacional
San Critébal de Huamanga). Aunque propiamente dicho, la genética de poblacio-
nes estudia especies silvestres, se pueden aplicar varias de las técnicas a especies
domesticadas, como se puede ver en casos previos (14, 15, 16). Al analizar estos
resultados hay que tener en cuenta que siempre habra un componente humano
fuerte en los cambios de frecuencias alélicas.

Una manera de medir la diversidad es mediante la heterocigocidad (H). Resulta-
dos previos en quinua provenientes de otras poblaciones y germoplasmas muestran
valores de H que varian de 0.2 a 0.9 con una media de 0.57 (17); 0.07 a 0.9 con
una media de 0.65 (18); de 0.12 a 0.9 con una media de 0.57 (19); y de 0.45 a 0.94
con una media de 0.75 (20).

Hasta el momento, no se ha estudiado la diversidad genética y estructura po-
blacional de la quinua en Ayacucho. Para evaluarla se utilizé6 marcadores Simple
sequence repeat (SSR). Los marcadores utilizados en este estudio fueron desarro-
llados especificamente para quinua (21, 19). La eleccién del marcador fue basado

en la facilidad de uso e interpretacion y su uso extendido en estudios en quinua



(18, 19, 20).

Un marcador genético es una regién en un cromosoma que permite identificar
alguna caracteristica heredable en un individuo. Los marcadores SSR son secuen-
cias cortas (2-4 bp) repetitivas que pueden variar en el nimero de repeticiones
encontradas. Su mecanismo de mutacion es comun entre todos los tipos de regio-
nes repetitivas del genoma y produce numerosas variantes del marcador en poco
tiempo (22). Los marcadores SSR tienen la particularidad de expandirse y con-
traerse en tamafo entre generaciones dependiendo de su tamano (23). Estos loci
son amplificados mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Durante
este proceso de clonacién ocurren deslizamientos de la DNA polimerasa lo que
produce bandas con menos repeticiones; Estas bandas que acompanan a los alelos
verdaderos son llamadas bandas fantasma, o en inglés stutter bands (24).

La quinua es una especie alotetraploide que exibe herencia disémica (25). La
quinua se originé de dos especies distintas. Tiene dos copias de cada una de es-
tas dos especies ancestrales lo que la hace que su genoma completo es igual a 4
copias (2n=4x). Por otro lado, al exhibir segregacién disémica, la recombinacién
solo sucede entre cromosomas de la misma especie ancestral, logrando que solo se
expresen 2 copias a lo sumo de una caraceristica (26). Esto se extiende a los SSR
en tal que no existe recombinacién entre cromosomas no homélogos, observandose

solo 2 bandas a lo sumo cuando se amplifican.
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II. Hipdtesis

La hipotesis del presente estudio es: Existe estructuraciéon poblacional en la

region de Ayacucho.






III. Objetivos

El objetivo general del estudio es:

= Evaluar la diversidad y estructura poblacional de las accesiones de quinua

de la region Ayacucho.
Los objetivos especificos del mismo son:

1. Cuantificar la diversidad genética en los cultivos primarios de la regiéon me-

diante marcadores SSR.

2. Evaluar la estructuracion poblacional en la regién mediante la cuantificacién

de distancias genéticas.
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IV. DMarco tedrico

IV.1. Equilibrio Hardy-Weinberg

El equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) describe el comportamiento de las fre-

cuencias alélicas en un escenario neutral. La formula general para 2 alelos es:
P+ 2pg+ ¢t =1

Donde p y ¢ representan las frecuencias de dos alelos en un locus bi-alélico. El
HWE nos provee de un modelo nulo donde podemos poner a prueba distintos

supuestos. Algunos de estos son:

s Panmixia

Poblacién infinita

Migracién nula

La tasa de mutacién de ambos alelos es similar

Rara ves se encuentran poblaciones que estén en equilibrio (27).

IV.2. Heterocigocidad

La heterocigocidad esperada Hg es la proporcién de alelos heterocigotos. Esta
se deprende al despejar la proporcion de heterocigotos de la ecuacion de HWE:
2pq = 1 — (p? + ¢*). La misma se calcula de manera generalizada mediante la

siguiente formula
m(k)

H=1-3% p

i=1
(28)
Donde p; representa la frecuencia de una variante alélica y m(k) es el nimero total
de variantes de k alelos. Otra manera de ver el valor de H es como la probabilidad

de que un locus cualquiera tenga un individuo heterocigoto. Sirve como una medida

11



de diversidad. El promedio de heterocigocidad para todos los locus de un individuo

se calcula sumando todos los locus y promediando la heterocigocidad, tal que

(27)
La heterocigocidad observada es simplemente la frecuencia de heterocigotos en-

contrados en la muestra (27).

IV.3. Fgy

El indice de fijacion alélica Fgr mide la reduccion de H debido a la divergencia
de frecuencias alélicas en una subpoblacion. Es la diferencia entre la heterocigoci-

dad total (Hr) y la heterocigocidad esperada (Hg) promedio entre subpoblaciones.

(28)

La Hp es la multiplicacion del promedio de cada frecuencia alélica por 2, donde
las frecuencias alélicas son calculadas de todos los individuos como una poblacién
unica. En la situacién ideal de panmixia, la frecuencia de cada alelo deberia ser
igual sin importar la pertenencia a una subpoblaciéon. La diferencia de estos dos
valores es causada por frecuencias alélicas distintas en cada subpoblacién. Varia de
-1 a 1; valores negativos significan que la divergencias alélicas entre subpoblaciones
ha causado un exceso de heterocigotos, segin lo que podria esperarse en HWE;
valores positivos significan un déficit de heterocigotos, un escenario causado por
la fijacién alélica. Adicionalmente, puede entenderse como la probabilidad de que
dos alelos muestreados al azahar de una subpoblacion sean idénticos dado que dos

alelos muestreados de la poblacién total sean idénticos (27).

IV.4. Prueba t de Student

La prueba t de Student es una prueba de hipotesis estedistica que sigue la

distribucién de Student. Sirve para comparar la medida de tendencia central de dos

12



grupos experimentales. En el presente estudio se trabajé con grupos con varianzas

no homogéneas y tamanos distintos. Para ese caso el estadistico t se calcula de

modo: _ _
Xy — Xo
t= —=
SX,—Xs
donde
2 2
S s
2 51 2
811—522 == - + -
ni na

Es el estimador parcial de la varianza. s es la varianza; n es el niimero de individuos
en la muestra; X es el promedio estimado. Los grados de libertad (gl) se calculan

de modo:
(s1/m1 + s5/n2)

9= SR m) + (3/n22 (= o)

(29)

IV.5. Prueba de rango con signo de Wilcoxon

La prueba de Wilcoxon compara a medida de tendencia central de grupos de
forma no paramétrica. Se utiliza en la comparacion de dos grupos similares o em-
parentados, para probar si los rangos de la media poblacional son diferentes. Los
supuestos son: 1) las muestras son aleatorias e independientes; 2)la variable a com-
parar es continua; 3) Los valores medidos tienen la propiedad de ser al menos de

cardcter ordinal (29).

IV.6. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

La prueba de Shapiro-Wilk calcula un estadistico W que permite probar si una
muestra aleatoria proviene de una distribuciéon normal. La hipoétesis nula en esta
prueba es de que la distribucién de la muestra mantiene una distribucién normal
(30, 31).

13



IV.7. Prueba de homogeneidad de varianzas de Barlett

La prueba de Barlett permite comparar si k muestras independientes provienen
poblaciones con varianzas similares. La hipétesis nula es que las varianzas de las
k muestras son similares; la hipdtesis alternativa es que por lo menos una de as

muestras proviene de una poblacién con varianza distinta (32, 33).

IV.8. Meétodo de regresion local

Para describir el comportamiento entre dos variables de manera grafica se uti-
liz6 el método de regresion local (LOESS). Este método no paramétrico no toma
supuestos sobre la regresiéon al ajustar distintos modelos de regresién sobre distin-
tos segmentos de los datos. Para determinar los subconjuntos de datos que se usan

para cada ajuste se toma subconjuntos determinados por un algoritmo de nnearest
neighbors (34, 35).

IV.9. Distancia genética de Nei

Segun Nei (36): sea z; e y;, la frecuencia del alelo ¢ en una poblaciéon X o Y
respectivamente. La probabilidad de identidad es jx = > x? en una poblacién X
Y jy = >_ %2 en una poblacién Y. La probabilidad de identidad entre un locus X
y Y es jxY =Y z?y?. La identidad normalizada entre un gen X e Y es:

I = jxv /\/IxJy
Para todos los loci:
I=Jxy/\/JIxJy

Donde Jxy, Jx y Jy son las medias aritméticas de las frecuencias jxy, jx V Jy

respectivamente. La distancia es definida como:

D=—Inl

IV.10. Distancia euclideana

La distancia euclideana esta definida tal como el largo de un segmento de

linea que une dos puntos p y ¢ (PQ) en un espacio euclideano. En un espacio n

14



dimensional mediante la formula de Pitagoras:

d(p,q) =

(37)

IV.11. Prueba de Mantel

La prueba de Mantel es una prueba estadistica que permite evaluar la correla-
ci6n entre dos matrices. Estas deben ser del mismo rango (nimero de columnas)
y sus vectores pertenecen a los mismos objetos. En el caso estudiado, los objetos
son las poblaciones estudiadas. La correlacién se basa en permutaciones que cam-
bian el orden de las columnas. La significancia es obtenida de la proporcién de
las permutaciones que aumentan el coeficiente de correlacién. La hipotesis nula es
que la modificacion del orden deberia producir correlaciones mayores y menores
de manera indistinta. (38, 39).

IV.12. Andlisis de componentes principales (PCA)

El anélisis de componentes principales es una transformacion lineal ortogonal,
que resulta en un set de datos en el cual la mayor variacién recae en el eje principal
y la segunda mayor variacién recae en el segundo eje. Sirve como herramienta de

reduccién de dimensionalidad. El proceso general es:

1. La normalizacion y escalamiento de la data

2. La construccién de una matriz de covarianza

3. El célculo de los auovalores (eigenvalues) y los autovectores (eigenvectors)
4. La transformacién de la data original con los autovectores retenidos

5. El ploteo de la nueva data con dimensiones reducidas

Este tipo de andlisis tiene muchos usos pero genera informacién que es poco in-
terpretable. Es mejor ver el resultado como un agrupamiento de tendencias y

comportamientos de las variables en conjunto (40).
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IV.13. Arbol UPGMA

Los drboles Unweighted Pair Group with Arithmetic mean (UPGMA) son un
método exploratorio que agrupa jerarquicamente individuos basados en las simili-
tudes pareadas entre grupos. El resultado es un arbol filogenético basado en una
matriz de similitud. Es sin ponderacién (unweighted) ya que todas las distancias
contribuyen de igual modo al arbol; tiene grupos pareados (paired) ya que siempre
se generan grupos en pares y utiliza la media aritmética (arithmetic mean) para ir
encontrando las nuevas distancias entre los pares. Los arboles construidos median-
te este método son ultramétricos ya que asumen una tasa de mutacion constante

entre todos los individuos (41).

IV.14. Bootstrap

Los métodos Bootstrap son métodos de re-muestreo con remplazo iterativos.
Este método estadistico puede se utilizado para otorgar intervalos de confianza
a un arbol filogenético. En este caso se crea una gran cantidad de copias de las
muestras y toma una cantidad de eventos, creando grupos del mismo tamano de
la muestra original con la esperanza de encontrar la distribucién original de la

poblacién de la cual fue tomada la muestra (42).

IV.15. Analisis Molecular de Varianza

El AMOVA es la prueba que permite cuantificar la variaciéon molecular de
una poblacién, mediante un formato parecido al andlisis de varianza tradicional.
Este produce estimadores de la varianza y analogos al Fgp. Estos estimadores

reflejan una correlacién entre la diversidad de haplotipos y los distintos niveles de
subdivision (43).
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V. DMateriales y métodos

V.1. Material vegetal

El material vegetal fue gentilmente provisto por German de la Cruz, jefe del
laboratorio de genética y biotecnologia vegetal y profesor de la UNSCH, para la
elaboracion del presente estudio. Para la colecta se realizaron varios viajes a las
diferentes provincias de la regién Ayacucho, entre septiembre de 2012 hasta enero
de 2013. Las semillas colectadas fueron lavadas y almacenadas temporalmente has-
ta su llegada al campo experimental Canaan de la Facultad de Ciencias Agrarias
de la UNSCH. Se colect6 material vegetal fresco el cual fue llevado a la unidad de
genémica de la UPCH donde se procedié con la extraccién de ADN. Se tomarén
88 accesiones (N=88) para el presente estudio, las mismas abarcan 10 provincias
de la regién (Huamanga, Huanta, La Mar, Cangallo, Huancasancos, Victor Fajar-
do, Sucre, Vilcashuaman, Lucanas y Parinacocha). El registro pasaporte se puede

encontrar en el apéndice C.

V.2. Aislamiento de ADN

Para la extraccion de ADN se separé 100 mg de material vegetal los cuales
fueron congelados en nitrogeno liquido y trituradas hasta lograr un polvo fino el
cual fue llevado a un tubo de centrifuga de 2 ml. Al mismo se le adicioné 700 pl
de tampén de extraccién (CTAB 2X, 1.4 mol NaCl, 20 mmol EDTA, 100 mmol
TrisHCL pH=8 y PVP 1%) y 2l de S-mercaptoetanol para luego homogenizar
suavemente. Se dejé incubar una hora a 65 °C. Pasado el tiempo de incubacion se le
adicioné un volumen igual (700 pl) de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Después
se centrifugé a 14000 rpm por 5 minutos, creando 2 fases, una polar (acuosa) y
una apolar. Se procedié a separar cuidadosamente la fase acuosa y transferirla a
un tubo nuevo de 1.5ml, a cual se le adicionaron 50l de tampdn de precipitacion
(CTAB 10X, 0.7 mol NACL, 20 mmol EDTA, 100 mmol TrisHCL pH=8) y se
homogenizé volteando el tubo suavemente. Luego se adicioné un volumen igual de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugd a 14000 rpm por 5 minutos,

pasado los cuales se separé nuevamente la capa acuosa superior a un nuevo tubo de
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1.5ml. A este se le adicion6 500 pl de isopropanol y se dejé a —20°C por 12 horas.
Pasado el tiempo de precipitacion, se centrifugd a 14000 rpm creando un pellet de
ADN en el fondo del tubo. El liquido sobrenadante se descarté y se procedié a
realizar dos pasos de lavado con etanol (80 % y 90 %) centrifugando el tubo cada
vez a 14000 rpm por 10 minutos. El etanol se descarté y el pellet se dejo secar
a temperatura ambiente para luego disolverlo en 100l de agua tipo 1. El ADN
disuelto se incubé con 2 pl de RNAsa a 37 °C por una hora. Luego de haber revisado
la calidad de los mismos se prepararon alicuotas a una concentraciéon de 100 ng pl=*
para su uso en PCR. Las muestras pueden ser almacenados a —20°C por 6 meses

o a —80°C para almacenar a largo plazo (recomendado para la solucién stock).

V.3. Revisiéon de la calidad y concentracién de ADN

Las muestras de ADN fueron evaluadas mediante espectrofotometria, deter-
minando la concentracion de nucledtidos mediante la absorbancia a 260 nm. Se
observo a su ves la relacién 260/280; una relacién 260/280 en el rango de 1.8 a 2 es
considerada ADN puro (44). Para comprobar la integridad del ADN se visualiz6
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% mediante trans-iluminacién con
bromuro de etidio. Para darle mayor viscosidad a la muestra de DNA se mezcld
21l de la misma con 4ul de loading dye (0.5pgpl™!). Cada gel tuvo un pocillo
dedicado a un marcador de peso molecular (GeneRuler@®)1Kb DNA Ladder).

V.4. Amplificacion mediante PCR

Los iniciadores de los marcadores fueron sintetizados por Integrated DNA Tech-
nologies (IDT). Los cebadores forward llevan una secuencia adicional M13 (Li-
Cor), 5 - CACGACGTTAAAACGAC - 37, que pemite la unién del fluorégeno
IRDye 700/800nm (Li-Cor). La temperatura de annealing y la concentracién del
MgCly fueron provistas por Giuliana Donaire Tataje (Universidad Nacional Agra-
ria La Molina) mediante una comunicacién personal. En la tabla 3 se pueden ver
las concentraciones de los reactivos para una reaccion de PCR.

Los marcadores utilizados provienen de 3 referencias distintas (ver tabla 4).

Estos fueron elegidos en base a su representatividad en el genoma, segiin su grupo
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Tabla 3: Concentraciones de los reactivos para PCR

Componente Concentracién  Volumen/reaccién (pl)
H,O - 3.5
PCR buffer 1X 2

MgCly 2.5 mmol

dNTP 0.2 mmol 0.2
Cebador forward 0.3 pmol 0.3
Cebador reverse 0.3 pmol 0.3
M13-800/700 0.02 nmol 0.6
Taq polimerasa 0.05 U 0.1
ADN 10 ng 2

de ligamiento y por los valores de H, ademas de la experiencia previa de grupo
de trabajo de quinua de la unidad de genémica de la UPCH (comunicacién per-
sonal con Giuliana Donaire Tataje). Cada reaccion fue controlada con un pocillo
negativo. El perfil de amplificacién fue de 94 °C por 45s, temperatura de annealing
(TA) °C por 30s (ver TA en la tabla 4), 72°C por 1 min y finalmente un paso de

extensién a 72 °C por 10 min.

V.5. Visualizacién y escoreo de bandas

Para visualizar el ADN amplificado y determinar su peso molecular se utilizd
el sistema Li-Cor DNA Analyser 4300. Este instrumento utiliza un gel de poliacri-
lamida que permite detectar diferencias de hasta 1 bp. El anédlisis esta acoplado al
programa SAGA Generation versién 3.2 (Li-Cor, Lincoln, NE) que otorga tamanos

a las bandas de manera semi-automatizada.

V.6. Herramientas informaticas

El aalisis de datos fue llevado a cabo usando el lenguaje de programacién R

(45). Adicionalmente se usaron los paquetes adegenet (46, 47), poppr (48, 49),
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Tabla 4: Lista de Marcadores

Loci Motivo TA °C  Cebador forward Cebador reverse Referencia
KAAT007 (AAT)3 60 aggtacaggcgeaaggatac cggtagcatagcacagaacg (19)
QCA14 (GT)21(GA) 12 60 gettetectgagetgatttatcaaaggac cctettgegagatttetget (20)
QGAA001 (GAA)g; 60 ttgtatcteggetteccact aaccagagagatgaagaacatge (17)
QGA17 (TG)sAAG(GA)q6 60 ttacggttcteceggtete gettettgeaaacaagagaageatgaag (20)
KGA16 (GA)a 60 cectgettaateteegtgaa getteteegaaccaagactacgaaaca (20)
QAATO71 (ATT)30 60 catcacccgetgaatagacac gettettaccetaatgecacgattee (20)
QAATO084 (AAT);, 60 gtggatgtaaaggtggttt acaacttatttgttagctagattatt (17)
QAATO81 (AAT)17(ACTATT) 5(ATT)5 60 accctetgeatcacaagetce gctecccaccaatttettgt (17)
KGA20 (CT)ae 60 teacctaccteggtaaaggaaa ggagcagatgatgaacatgg (19)
KCAAO011  (ATT)sAAC(AAT)sACT(AAT),ACT(AAT )3 60  tgaacccgcttcaacaatg ccttettcaaactcegaatee (19)
QAATO050 (AAT )7 60 ggcacgtgetgetacteata gcttetatggegaatggttaatttge (20)
QGA028 (AAT )2 60 ataaccactecgatggeaaa cagecacctggeagttaga (17)
QAATO012 (AAT) 54 tcaagtgtgggatgcettgaa ccgacagacgaggagacaa (17)

mmod (50), ape (51) y aded (52, 53, 54) para el andlisis bioinformdtico, como el
calculo de H, Fsr, AMOVA, distancia genética y PCA; el arbol y el bootstrap

acompanante fue creado con el paquete phangron (55) y ape; los graficos fueron

generados con el paquete ggplot2 (56); el mapa fue generado con rgdal (57) y rgeos

(57); se utilizo el paquete plyr (58) para la manipulacién y ordenamiento de datos.
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VI. Resultados

Un electroferograma obtenido en el LI-COR®)puede ser observada en el apéndi-
ce A. En la misma se pueden ver la presencia de amplicones “fantasma”. Las bandas
con mayor intensidad son seleccionadas, hasta dos por individuo. La mayoria de lo-
ci amplificados en el experimento muestran dos alelos; las accesiones que mostraron
mas de 2 alelos se eliminan, habiendo sucedido una polinizacién entre accesiones.

Una tabla con los genotipos utilizados se muestra en el apéndice B.

VI.1. Diversidad

Uno de los principales objetivos fue el de determinar la diversidad de la regién.
La diversidad puede ser medida de varias maneras. De manera mas simple es un
listado de las variantes, o la riqueza (Ver tabla 5). La riqueza alélica total es de
263 alelos entre las 82 accesiones. En promedio, el nimero de alelos por loci fue
de 20, con un rango de 6 hasta 50 (QAATO081 y KAATO007 respectivamente). El

rango de pares de bases promedio fue de 67 bp.

Tabla 5: Diversidad por marcador. Las columnas marcadas con (ref) muestran los

resultados respectivos a los mismos.

Locus Nimero de alelos Rango de alelos Ho  Hg  Numero de alelos (ref) Tamailo o rango (ref) Hg (ref) Referencia
QCA14 14 193-223 0.74 0.88 8 196-211 0.59 (20)
QGAA001 25 143-362 0.62 0.91 13 279 0.9 (17)
QGA17 21 180-206 0.35 0.92 8 145-164 0.52 (20)
KGA16 17 187-203 0.21 0.92 9 155-196 0.76 (20)
QAATO71 17 146-215 0.23 0.89 25 122-200 0.92 (20)
QAATO084 15 164-215 0.41 0.86 8 163 0.85 (17)
QAATO081 6 206-216 0.35 0.66 9 249 0.83 (17)
KGA20 29 168-230 0.97 0.95 2 177 0.44 (19)
KCAA011 22 205-263 0.28 0.91 9 225 0.84 (19)
QAATO050 14 214-256 0.23 0.88 27 158-246 0.98 (20)
QGA028 18 194-232 0.19 0.88 5 195 0.79 (17)
QAATO12 15 189-240 0.23 0.83 8 188 0.81 (17)
Promedio 20 67 0.40 0.88

En la tabla 5 se muestran los valores obtenidos de Hg, el rango de los alelos en

pares de bases (bp) y el nimero de alelos encontrados en la poblacién estudiada,
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Figura 2: H observada v esperada. Figura 3: Tamano de muestra y
La linea traza la correlacién perfec- numero de alelos. Se ha ajustado
ta de 0 a 1. En una situacion de una curva LOESS a la dispersion.
equilibrio los puntos caerian sobre Se puede ver que la cantidad de ale-
la linea. Se puede observar que la los estd correlacionada con la can-
mayoria de puntos yacen debajo de tidad de individuos por punto de
la linea, esto refleja la baja Hop. muestreo.

tanto del actual estudio como el de las referencias de donde se obtuvieron los
marcadores. Se puede ver que en solo 3 de los marcadores (QAAT071, QAATO081
y QAAT050) hay una mayor cantidad de alelos. Unicamente en el estudio hecho
por Mason et al. (17) se reportaron los rangos, mientras que en los otros dos
se reportd un tamano esperado. En la mayoria de los casos se puede ver que los
tamanos reportados caen dentro del rango encontrado en el presente estudio, con la
excepcion de los loci QAAT084 donde el tamano reportado por Christensen et al.
(20) esta fuera por un nucleétido y QAATO050 donde se reportan alelos desde 154
bp, mientras que en Ayacucho los alelos de menor tamano para ese locus fueron de
214 bp. La Hg es similar con la excepcion del loci KGA20 y QCA14 donde fueron
considerablemente menores (0.44 vs. 0.95 y 0.59 vs. 0.88, respectivamente).

La Hp fue en general menor a la Hg, con una media de 0.4 (prueba Wilcoxon
con signo, V.= 90, p = 0.0002441) ver figura 2. No se hallaron diferencias entre la

cantidad de alelos encontrados en los marcadores con repeticiones de tres nucledti-
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Tabla 6: Diversidad por provincia

Provincia Numero de muestras Numero de alelos H
Sucre 17 136 0.84
Huamanga 29 164 0.84
Huancasancos 4 49 0.66
La Mar 5 64 0.72
Cangallo 5 64 0.73
Huanta 1 18 0.19
Victor Fajardo 4 58 0.71
Vilcashuaman 4 48 0.63
Lucanas 9 87 0.76
Parinacochas 6 66 0.68
Promedio 8 75 0.676

dos (promedio 20.5, n=8) y los de dos nucledtidos (promedio 19.5, n=5) (prueba
t no pareada con varianzas distinta, t=0.1316, gl=10.225, p=0.8978).

El muestreo obtuvo una cantidad promedio de 8 indiviuos por provincia con un
rango de 1 individuo hasta 29 (Huanta y Huamanga respectivamente). La cantidad
de alelos incrementa con la cantidad de individuos en la muestra (figura 3).

La diversidad encontrada por provincia fue en promedio 0.675. Se puede ver
que los valores mas altos de H se encuentran en las provincias con mayor ntimero
de alelos. Segun los resultados de la tabla 6 se puede ever que las provincias con
la mayor diversidad son Sucre y Huamanga (0.84 para ambos); Sucre se encuentra
en el centro mientras que Huamanga se encentra al norte y es ademas la capital
de la region.

Si repartimos a las accesiones por zonas encontramos una H promedio de 0.83.
La zona con mayor H y numero de alelos es la zona centro, mientras que la que
tiene mayor nimero de individuos es la zona norte (ver tabla 7). El efecto Wahlund
nos dice que en poblaciones subdivididas el promedio de H es menor que la H total.

En nuestros resultados podemos ver que el promedio de H al dividir las accesiones
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Tabla 7: Diversidad por zona

Zona Numero de muestras Numero de alelos H
Centro 34 194 0.87
Norte 35 181 0.85
Sur 15 113 0.77
Promedio 28 162,67 0.83

por provincia es de 0.676 mientras que al dividirlas en zonas la H es de 0.83.
Esta reduccion de H sucede porque en poblaciones subdivididas hay un déficit
de heterocigosis comparado con poblaciones en panmixia (27). Al estar menos

subdividida la H aumenta.

V1.2. Alelos privados

Se identificaron los alelos privados de las provincias. La tnica provincia que
presenté alelos privados fue Sucre, 5 para el locus QAATO71 y 7 para el locus
QAATO12.

VI1.3. Prueba de Mantel

La distancia es siempre un factor que tomar en cuenta cuando se analiza la
probabilidad de que dos individuos se reproduzcan. Ayacuucho tiene campos y
graneros alejados entre si, siendo los mas extremos La Mar (norte) y Parinacochas
(sur). Para evaluar si esta separacion geografica influye en la divergencia genética
se realizo una prueba de correlacion matricial, también conocido como la prueba
de Mantel, entre una matriz de distancia fisica y otra de distancia genética. Esta
prueba se interpreta como una regresion. Se calculd la distancia genética de Nei
entre las provincias y la distancia lineal entre las mismas. Se encontré que la
distancia genética entre las provincias no estaba correlacionada con la distancia
geografica. La prueba fue llevada a cabo 99999 veces arrojando una correlacion fue
de 0.166 y un valor p de 0.2.
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Una segunda prueba fue llevada a cabo, agrupando las accesiones por zona y se
encontré una correlacion alta, pero poco significativa, entre la distancia genética
y la distancia geografica. Los puntos fueron creados promediando las coordenadas
creando asi un centroide para cada zona. La prueba fue llevada a cabo 99999 veces

arrojando una correlacion de 0.978 y un valor p de 0.166.

V1.4. PCA

Con la finalidad de poder definir la estructura del conjunto de alelos e indi-
viduos se realizé un analisis de componentes principales. El analisis de compo-
nentes principales logré resumir en total 8.54 % de la variacién; el componente 1
(PC1) contiene 5.18 %; el componente 2 (PC2) contiene el 3.36 %. Los 5 alelos
que contribuyen en mayor medida al PC1 son (léase locus.alelo) QAAT081.206,
QAATO081.207, QAAT084.200, QGA17.198 y KCAA11.235. Los 5 alelos que con-
tribuyen en mayor medida al PC2 son KGA16.203, QAAT012.201, QAAT071.173,
QAATO012.207 y el QAT050.220.

Como se puede apreciar en la figura 4, el PC1 separa a los individuos en 2
grandes grupos. La distancia en un eje de componente esta correlaccionada con la
divergencia genética (59). Esto entonces muestra a dos grupos genéticos que com-
parten una historia de vida (refiérase al grupo 1 y grupo 2). La pertenencia a una
zona fue tomada en cuenta; los individuos de la zona centro y norte se encuentran
en ambos grupos mientras que los que pertenecen a la zona sur Unicamente se

encuentran en el grupo 2.

VI.5. AMOVA

La estructuracion poblacional fue puesta a prueba mediante un analisis mo-
lecular de varianza. La prueba de AMOVA nos permite poner a prueba la es-
tructuracién poblacional. Mediante comparaciones de indices de fijacién se evalia
si una agrupacién contiene la variaciéon de manera no aleatoria. El primer nivel
estructuracion puesto a prueba fue el de provincias. El efecto de la divisiéon por
zonas fue evaluada también, poniéndose por encima de las provincias (ver tabla

8). La prueba realizada indica que la divergencia ocurre debido a estructuracion
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Figura 4: PCA de las accesiones de la regién de Ayacucho. Cada punto representa
a un individuo (M sur, A centro, @ norte). Los puntos se separan en dos grupos
a lo largo del PC1 (grupo 1 y grupo 2). En los dos grupos se puede ver individuos

del centro y norte pero tinicamente el grupo 2 tiene individuos de la zona sur.
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entre provincias. La mayor variacion se encuentra entre las accesiones dentro de
las provincias (57.8 %) seguido por la variacién dentro de las accesiones (38.77 %).
La prueba de permutacion expuesta en la tabla 9 evaltia si de manera aleatoria
la variacién calculada mediante en las repeticiones (S) es mayor o menor a la ob-
servada por la prueba (o). Podemos ver que en todos los casos se puede afirmar
que la variacién que ocurre por en la muestra es distinta a la que se observa en las

repeticiones (ver tabla 9).

Tabla 8: AMOVA provincia/zona. Se muestran los grados de libertad (gl), la suma
de cuadrados (SC), el cuadrado medio (CM), la varianza (S), y el porcentaje de la

varianza (S %)

Nivel jerdrquico gl SC CM o S %
Entre provincias dentro de zonas 7 71,18 10,17 9.88-10"2 1,69
Entre accesiones dentro de provincia 74  667,2 9,02 3,38 57,88
Dentro de accesiones 84 190 2,26 2,26 38,77
Total 167 961,99 5,76 5,83 100

Tabla 9: Prueba de significancia provincias/zonas (999 réplicas). Se muestra la
varianza observada (o), la varianza calculada por as permutaciones (S), la hipétesis
alternativa (H,) y la probabilidad de ver de manera fortuita un componente mas

extremo de los valores observados (p).

Fuente de variacién o S H, P

Variacién entre provincias  9,88-1072 1,89  mayor 4,2-1072
Variacién entre accesiones 3,38 28,05 mayor 1-1073

Variacion dentro accesiones 2,26 —4591 menor 1-1073

Con el fin de poner a prueba los resultados encontrados en el PCA, se repitio

la prueba pero agrupando las provincias segun los grupos del PCA (ver tabla
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10). Se encontré que nuevamente que la mayor cantidad de variacién proviene
de la divergencia entre los individuos de las provincias (51.02 %) seguido por la
variacién entre el nivel méas bésico, las accesiones (37.27 %). En este caso no se pudo
probar que la variacién causada por la divergencia entre las provincias es mayor
a la causada en eventos aleatorios, mientras que los deméas niveles de variacion si

probaron ser significativos (ver tabla 11).

Tabla 10: AMOVA provincia/grupo. Se muestran los grados de libertad (gl), la
suma de cuadrados (SC), el cuadrado medio (CM), la varianza (S), y el porcentaje

de la varianza (S %)

Nivel jerdrquico gl SC CM o S %
Entre provincias dentro de grupos 15 1348 899 5-1072 0,89
Entre accesiones dentro de provincias 65  554,1 8,52 3,12 51,03
Dentro de accesiones 82 187 2,28 2,28 37,27
Total 163 939,56 5,76 6,12 100

Tabla 11: Prueba de permutacién provincias/grupo (999 réplicas). Se muestra la
varianza observada (o), la varianza calculada por as permutaciones (.S), la hipétesis
alternativa (H,) y la probabilidad de ver de manera fortuita un componente mas

extremo de los valores observados (p).

Fuente de variacion o S H, P
Variacion entre provincias 5,5-1072 1,19 mayor 0,12
Variacién entre accesiones 3,12 23,39  mayor 1-1073
Variacion dentro de accesiones 2,28 —45,26 menor 1-1073
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VI.6. Fgr

El indice de fijacién Fgr mide la reduccién de heterocigocidad causada por la
divergencia en frecuencias alélicas entre subpoblaciones. Con el fin de medir la
divergencia entre las provincias de la region se calculé de manera pareada el indice
(ver tabla 12). Las provincias con mayor nivel de divergencia entre si, mostrando
valores por encima de 0.2, son Huanta con Vilcashuaman, Huancasancos y Victor
Fajardo; una provincia del norte con 3 provincias del centro. Luego, las provincias
con valores mayores a 0.15 entre si son Huanta con Cangallo (norte y centro), La
Mar con Vilcashuaman (norte y centro), Victor Fajardo con Huancasancos (centro
y centro), Vilcashuaman con Huancasacos (centro y centro) y finalmente Huanta
con Parinacochas (norte y sur). En general se puede ver que los valores encontrados
son fueron bajos. Interesantemente, la divergencia entre las provincias mas lejanas
(Huanta y Parinacochas, 0.1536) fue similar a la que se encontré entre provincias
del centro. Las provincias del centro parecen tener la mayor fijacién, tanto entre
si como con de las demas zonas.

Finalmente la tabla 13 nos muestra el valor de Fgt encontrado por locus. Los
valores mas elevados muestran loci con mayor fijacién alélica. Se puede ver que
el locus QAATO81 tiene el valor més elevado (0.2458). Esto sumado a su baja
diversidad (Hp=0.35) la hace el locus que menos alelos segrega. El locus que tiene
el menor valor es KGA20 (0.014); tiene un valor de diversidad alto (H=0.97) lo

que lo hace el locus que mas alelos segrega.

V1.7. Arbol UPGMA

Para graficar la coalecencia entre los individuos de la muestra se calculd la
distancia genética de Nei y se creé un arbol UPGMA (figura 5). El arbol separa a
las accesiones en dos grandes grupos. Estos grupos tienen correspondencia con los
grupos que aparecen en el PCA. El primer grupo tiene genotipos norte y centro;
el segundo norte, centro y sur. El bootstrap muestra que el nodo inicial donde se

separan los dos grupos se repite 100 % de las veces.
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VII. Discusion

La dindmica poblacional e historia de vida de una especie responde a varios
factores; en especies domesticadas existe casi una completa dependencia en el
hombre en cuanto a la reproduccion, distribucion y migraciéon de la misma. Esto se
ve reflejada en la quinua que originalmente proviene del altiplano de Perti y Bolivia,
mas hoy en dia se puede encontrar en lugares tan insélitos como la India (60). El
Pert es una fuente importante de variedades y cultivos primarios. Estos cultivos
son primordiales para la conservacién de la diversidad de la quinua y el futuro
de la misma. Entender como es que el poblador andino mantiene la diversidad de
la especie es de suma importancia. Asimismo, estudiar los factores que puedan
influir en el quehacer del agricultor y consiguientemente en el cultivo. El objetivo
del estudio fue la caracterizacion de la diversidad y estructuracion poblacional
de los cultivos primarios de la region Ayacucho mediante marcadores SSR. Para
explicarlo se puso a prueba dos situaciones de estructuracion, una basada en la
distribucién de vias en la region y otra basada en los resultados que aparecieron
en los analisis exploratorios.

La diversidad encontrada en la regién, expresada tanto como riqueza alélica y
H fue mayor a lo encontrado en estudios previos utilizando los mismos marcadores
(como se pudo ver en la tabla 5). No obstante la quinua es una especie autégama,
por lo que muestra una diversidad baja, con valores de Hp por debajo de lo espe-
rado en una poblacién en panmixia. Esto estd de acuerdo ademas con lo esperado
de una especie domesticada y lo visto en estudios previos. Se encontré que la can-
tidad de alelos incremento con el nimero muestral; por lo visto en provincias con
mayor numero de alelos, en donde la cantidad de alelos aument6 con la cantidad
de muestras analizadas, muy probablemente existe mas alelos por descubrir, lo que
nos indica que estamos ante una region de muy alta diversidad genética.

La estructuracion poblacional de la region resulto ser principalmente determi-
nada por las provincias, teniendo ademas un alto nivel de comunicacion genética
entre accesiones. Esto ademas de ser estudiado mediante la prueba de AMOVA, se
puede ver en los resultados del indice de fijacion alélica; sin embargo no se puede

hablar de una fuerte estructuracion, al haberse encontrado valores relativamente
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bajos de fijacién siendo el mas alto de 0.25 y en general por debajo de 0.15. Al estu-
diar el efecto de la separacién fisica entre las poblaciones se observé que no hay un
efecto muy pronunciado y que efectivamente la divergencia entre subpoblaciones
no esta correlacionada con la distancia genética.

Mediante la prueba de AMOVA, a pesar de no encontrar resultados positivos
entre todos los niveles jerdrquicos estudiados, se ha podido ver algunos patrones
claros que nos puedan indicar la naturaleza de la divergencia a nivel de provin-
cias (ver modelo propuesto en la figura 6). El origen de estos patrones pueden ser
varias. Los cultivos primarios encontrados en cada provincia pueden haber estado
sujetos a un aislamiento por varios anos. La manera en que llegaron los cultivos
a estas provincias sumado a un aislamiento reproductivo podrian revelar mayor
informacién sobre lo que estd generando (o generd) esta divergencia a nivel de
provincias. Esta divergencia probablemente no responda a una selecciéon artificial
de parte del campesino, al no tener un componente fenotipico al que podamos
ligarlo (en el presente estudio no se han tomado en cuenta las caracteristicas fe-
notipicas). En cualquiera de los casos el bajo niimero muestral puede esconder la
verdadera situacién genética de la especie en la regién. Comparar estas muestras
con aquellas provenientes de regiones como Puno, aclareceria mucho el origen de
estos patrones, ya que Puno es la regién de donde provendrian las variedades de
quinua encontradas en el Per.

Considerando los resultados del andlisis exploratorio podemos ver claramen-
te dos grupos genéticamente distintos con una historia de vida en comun que ha
llevado a la divergencia de frecuencias alélicas. Esta diferenciacion esta correlacio-
nada con el origen geografico de la muestra, habiendo encontrado un grupo que
se encuentra distribuido en toda la region y otro que unicamente se encuentra en
las provincias que, en este estudio y previos (12), se han determinado como norte
y centro. El origen de este patrén no esta claro, pero puede responder a varias
razones como actividad explicita de los agricultores de no sembrar las variedades
del grupo 1 en la region del sur, o la manera en que se propagd la semilla en el la
region. Sin lugar a duda analizar las caracteristicas fenotipicas de las accesiones
dara luz sobre el origen de este patrén.

La produccién de variedades homogéneas es una parte clave del proceso de
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Nivel 3
(Zonas/Grupos)

Hivel 2
[iProvincias/Fenatipa?)

Mivel 2
{Provincias)

y

Hivel 1 Mivel 1
[Accesiones/Individuos) (Accesioneas/Individuos)

(a) Modelo estudiado de estructu-

(b) Modelo propuesto de estructu-
racion genética

raciéon genética

Figura 6: Modelos jerarquicos de estructuracion genética

domesticacion, por lo que no se puede encontrar una real dindmica poblacional sin
tomar en cuenta el componente humano. En el Perti la quinua se cultiva desde hace
miles de anos y a pesar de la negligencia que ha existido hacia este cultivar por
cientos de anos, los pobladores andinos han podido preservar una gran cantidad de
diversidad en la especie. El futuro de la quinua depende no solo de lo que se pueda
lograr en cuanto a mejoras productivas con técnicas modernas si no también de
lo que podemos aprender de los métodos ancestrales de cultivo de la misma. La
especie aun esta en los inicios de su proceso de comodificacion, por lo cual es clave

estudiar la variabilidad de la misma y protegerla para las futuras generaciones.
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VIII. Conclusiones y recomendaciones

= Laregién de Ayacucho contiene una gran diversidad genética para la especie,
siendo el germoplasma estudiado el que contiene mayor diversidad a nivel

mundial.

= Los cultivos de quinua en la region tienen poca divergencia genética entre
ellos determinada en su mayoria por la divergencia que ocurre entre las pro-

vincias. Esta divergencia no responde a la distancia fisica entre las provincias.

= Existen dos grupos genéticos distintos que se distribuyen de manera diferen-
cial entre las provincias de la regién. Uno de los grupos se encuentra en todas
las llamadas zonas, sub-regiones causadas por la separacién vial que existe

en Ayacucho, el otro en tan solo dos.

Esta especie se presenta como una buena oportunidad de estudio al tener una
alta diversidad, pertenecer a un sistema agronémico diverso con una gran cantidad
de cultivos primarios y tener un futuro claro en la seguridad alimentaria mundial.
Las herramientas moleculares son de uso reciente en la historia natural de la espe-
cie, su uso sumado a las técnicas ancestrales de los agricultores andinos es la mejor
opcion para la conservacion de la diversidad de la especie. Este estudio se presenta
como un primer paso hacia un manejo avanzado con miras a la sostenibilidad y
preservaciéon de la diversidad del cultivo en la region. Mientras mayor sea el cono-
cimiento de la especie, tanto en la materia tratada en el presente estudio como en
las costumbres y técnicas ancestrales de los agricultores andinos, mayores seran los

beneficios para el agricultor y consumidor de la quinua. A futuro se recomienda:

= Aumentar la cantidad de accesiones estudiadas en las provincias del centro

y sur, las cuales segtin lo visto sean las que mas alelos tengan por descubrir.

= Seguir esta linea de investigacion incluyendo las caracteristicas fenotipicas de
las accesiones y comparar lo encontrado con los resultados de este estudio,
asi como realizar nuevas pruebas que permitan asociar las caracteristicas

fenotipicas con las genéticas.
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= Incluir accesiones de otras regiones donde halla presencia de cultivos prima-

rios.
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Apéndice A: imagenes de gel de poliacrilamida
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Apéndice C: pasaporte
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