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RESUMEN EJECTUTIVO

La quinua (Chenopodium quinoa Willd) semicereal destacado por su gran contenido
nutricional y econdmico, que se encuentra distribuido por una serie de paises
sudamericanos y adaptada a diversas zonas geograficas, posee una variabilidad
morfolGgica y genética en nuestro pais. Se estudid accesiones de quinua recolectadas en
las provincias de Tungurahua y Chimborazo, con el fin de identificar sus caracteristicas y
observar la variabilidad entre ellas. El ensayo se lo realiz6 en la Granja Experimental
Querochaca de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Técnica de Ambato;
estudiando ocho accesiones con la evaluacion de caracteres morfoldgicos y genéticos.
Mediante dendrogramas y un Anova se identificé las variaciones entre estas accesiones,
donde agronémicamente se destacaron las acciones D y F, en la mayoria de los caracteres
estudiados (altura de planta, didmetro de tallo, longitud de hoja, ancho de hoja, longitud
de panoja, diametro de panoja y diametro de grano). Estas accesiones fueron recolectadas
en las localidades de Colta (Chimborazo) y Ambatillo (Tungurahua), respectivamente.
Ademas, los datos obtenidos permitieron formar dendrogramas de relacion genética (4
grupos) y morfoldgica (3 grupos), donde esta clasificacion se genera por el lugar donde se
recolectaron las accesiones, influyendo la ubicacién geografica y condiciones

agroclimaticas del lugar de recoleccion.

Palabras claves: Cereal, Chenopodium quinoa, Clasters, Relacion genética, Relacion

morfoldgica.
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ABSTRACT

Quinoa (Chenopodium quinoa Willd), a cereal highlighted by its great nutritional and
economic content, is distributed by a series of South American countries and adapted to
various geographical areas. It has a morphological and genetic variability in our country.
Accessions of quinoa collected in the provinces of Tungurahua and Chimborazo were
studied in order to identify their characteristics and observe their variability. The essay
was carried out at Granja Experimental Querochaca of Facultad de Ciencias
Agropecuarias in Universidad Técnica de Ambato, studying eight accessions with the
evaluation of morphological and genetic characters. The variations between these
accessions were identified through dendrograms and an Anova, where agronomically the
D and F actions were highlighted in most of the characters studied (Plant height, stem
diameter, leaf length, leaf width, panicle length, panicle diameter, grain diameter). These
accessions were collected in Colta (Chimborazo) and Ambatillo (Tungurahua). Moreover,
the data obtained allowed to form dendrograms of genetic (4 groups) and morphological
(3 groups) relationship. Such classification is generated by the place where the accessions
were collected, influencing the geographical location and agroclimatic condition of the
harvest place.

Key words: cereal, Chenopodium quinoa, Cluster, Genetic relationship, Morphological

relationship.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1.Antecedentes Investigativos

Chenopodium quinoa Willd es un semicereal herbaceo anual con un 13% de proteinas,
mayor a otros cereales dandole un valor nutritivo y econémico. Es nativa de Sudameérica,
cuyo centro de origen, se encuentra en los Andes de Bolivia y Peru, actualmente su
distribucion va desde Colombia hasta el Norte de Argentinay desde el nivel del mar hasta
los 4 000 msnm (Fuentes, 2004).

La FAO (2011), afirma que la quinua (C. quinoa Willd), que posee todos los aminoacidos
esenciales, oligoelementos y vitaminas y no contiene gluten. Los aminoacidos esenciales
se encuentran en el nacleo del grano, a diferencia de otros cereales que los tienen en el
exosperma o cascara, como el arroz o trigo. Ademas, tiene una extraordinaria
adaptabilidad a diferentes pisos agroecoldgicos, desarrollandose en humedades relativas
desde 40% a 88%, y soportando temperaturas desde -4°C hasta 38°C. También cuenta con
mas de tres mil variedades o ecotipos tanto cultivadas como silvestres que se resumen en
cinco categorias basicas segun el gradiente altitudinal: ecotipos del nivel del mar, del
altiplano, de valles interandinos, de los salares y de los Yungas. Entre los principales
productores se encuentra Bolivia, Pert y Estados Unidos, el cultivo se esta expandiendo
a otros continentes y actualmente se esta cultivando en varios paises de Europa y de Asia

con altos niveles de rendimiento.

Viay Fernandez (2015) y FAO (2011), indican que el cultivo de C. quinoa posee un alto
potencial genético para contribuir con la seguridad alimentaria en paises en vias de
desarrollo, asi la quinua se constituye en un cultivo estratégico para contribuir a la
seguridad y soberania alimentaria debido a: su calidad nutritiva, su amplia variabilidad

geneética, su adaptabilidad y su bajo costo de produccion.



No obstante, la creciente demanda del cultivo ha centrado su interés en las variedades
comerciales, descuidando las variedades nativas de la region andina, lo cual podria
ocasionar la pérdida de diversidad (Via y Fernandez, 2015). Por tal motivo, es necesaria
la investigacion de los ecotipos nativos, asi como su conservacion en los bancos de
germoplasma con la finalidad de describir la diversidad genética, esclarecer la estructura
de la poblacién de quinua en nuestro pais y dar a conocer el valor del germoplasma.

Los marcadores moleculares en la actualidad se han convertido en una herramienta
complementaria a los marcadores morfoldgicos, mostrando aspectos de variabilidad
genética como de clasificacion en poblaciones vegetales. Fuentes (2004), realizd un
analisis en base a marcadores isoenzimaticos y de RAPD (Amplificacion Polimorfica al
azar del ADN) para caracterizar la variabilidad genética entre ocho accesiones de C.
quinoa Willd. Para tal efecto se tomaron muestras del altiplano norte (Ancoraimes,
Viacha, Tiahuanacu y Jalsuri) y centro (Palcoma bajo) del departamento de La Paz. El
analisis isoenzimatico para todos los sistemas utilizados mostro que el cultivo de quinua
es una fuerte unidad monomérfica. El andlisis de RAPD (Amplificacion Polimorfica al
Azar del ADN) por otro lado, mostr6 un nivel de variabilidad genética detectable, del cual
se pudo obtener un ordenamiento jerarquico (UPGMA) destacandose la relacion entre
accesiones mas heterogéneas morfolégicamente como un grupo y la relacion entre
accesiones mas homogéneas o domesticadas como otro grupo. Paralelamente obtuvo un
1.26% de variabilidad entre poblaciones geogréaficas y un 98,74% de variabilidad dentro
las poblaciones geogréaficas sugiriendo que el cultivo es de reciente expansion. Los
marcadores RAPD son eficientes para detectar la variabilidad genética en C. quinoa.

De la misma manera, Via y Fernandez (2015), evaluaron la diversidad genética de los
ecotipos de quinua procedentes de valles interandinos y altiplano mediante la
genotipificacion con 23 marcadores microsatélites mediante un sistema de PCR-
Multiplex, finalmente se identificaron 10 marcadores altamente polimérficos los cuales

permitiran la evaluacién de la diversidad genética del germoplasma de quinua.



Por otro lado, Morillo et al, (2017), caracterizaron la diversidad genética de una coleccién
de 55 materiales de quinua con siete marcadores microsatélites RAMs. El valor de
heterocigosidad promedio fue de 0,34 el cual se considera bajo en comparacion con otros
estudios de diversidad genética en Chenopodium, existiendo una variabilidad genética a
nivel intraespecifico. Los parametros de diversidad genética encontrados en este estudio
muestran que los materiales de quinua de la coleccién de la gobernacion de Boyaca son
muy homogéneos, sin embargo, la variabilidad que existe debe ser aprovechada en los
programas de mejoramiento genético de la especie que conduzcan hacia la obtencién de

nuevos y mejores materiales de quinua.

Estudios previos, evaluaron la variabilidad y la estructura genética de 180 accesiones de
quinua (C. quinoa Willd.) del Peru a través de la caracterizacién morfolégica y molecular.
Para la descripcion morfoldgica se utilizaron descriptores recomendados por Bioversity y
para la descripcion molecular se utilizaron 5 primers microsatétiltes. Los resultados
morfoldgicos mostraron variacion morfo-fenoldgica entre las accesiones provenientes del
Altiplano y Valle Interandino. Los resultados moleculares revelaron la variabilidad
genética de la muestra en un rango de heterocigosidad entre 0,64 a 0,94 para todos los loci
y todas las accesiones fueron polimoérficas. EI germoplasma caracterizado present6 leve
estructura genetica. A pesar de ello las accesiones se ordenaron en dos grupos Altiplano
y Valle Interandino. (Allende, 2014)

Las investigaciones anteriores han aportado de manera significativa en la caracterizacion
de cultivos de interés como la quinua, ya que durante mucho tiempo las investigaciones
solo se han basado en caracterizar a partir de los caracteres morfoldgicos asi como lo
describe Llano (2012), quien realiz6 una recoleccion de material genético procedente de
la mezcla de colectas realizadas en la region central del pais (Junin y Huancavelica), el
estudio se baso en la caracterizacion morfologica de 36 caracteres entre los cuales se
destacan: porcentaje de emergencia, altura de planta, nimero de dias al 50% de floracion,
namero de dias al 50% de madurez fisioldgica, peso de grano por panoja, didmetro de
panoja, longitud de panoja, didmetro de grano, peso de 100 semillas, porcentaje de
saponina y rendimiento en parcela. Se observé una similitud mayor del 68,5%

3



evidenciando de esta manera dos poblaciones de individuos Grupos A y B, con
caracteristicas fenotipicas definidas. En base a los resultados se puedo evidenciar que el
Grupo B presenta los mejores atributos, en funcién de los caracteres analizados. Por tanto,
la variabilidad genética asegura una buena recombinacion para tener genes favorables y

homogéneos con alto valor comercial.

También, Mujicay Jacobsen (2006) investigaron la diversidad y variabilidad en usos de
la quinua y los parientes silvestres (Chenopodium carnosolum, C. petiolare, C.
pallidicaule, C. hircinum, C. quinoa subsp. melanospermum, C. ambrosoides y C.
incisum), estas son conocidas y utilizadas por los campesinos andinos, puesto que cada
especie y ecotipo es utilizado en forma diferenciada en la alimentacion, medicina, ritual y
en la transformacion. El uso de las especies de Chenopodium es como planta entera o parte
de la misma. Podemos encontrar la diversidad de formas (ramificada o sencilla), tamafio
(hasta 2 m), color de la panoja (blanca, amarilla, morena, negra), diversidad en precocidad
(3-8 meses), tamafio de grano (hasta 3.5 mm), formas de inflorescencia, caracteristicas
agrondmicas diferenciales como son estrias en el tallo, parametros genéticos,
componentes de rendimiento y otras, de la especie cultivada, asi como la diversidad de los

parientes silvestres.



1.2.0Dbjetivos

- Objetivo General

Caracterizar las diferentes accesiones de quinua (C. quinoa Willd) en base a sus
caracteristicas morfométricas y genotipicas mediante técnica de RAPDs.

- Objetivos Especificos

Identificar las caracteristicas morfologicas de las accesiones de (C. quinoa Willd)

mediante 14 descriptores morfométricos.

Analizar la relaciéon filogenética entre las accesiones de quinua (C. quinoa Willd) en base
a la técnica de RAPDs.

Correlacionar la variabilidad genética con los caracteres morfométricos de las accesiones

de quinua (C. quinoa Willd).



CAPITULO I

METODOLOGIA

2.1. Materiales

Extraccion de ADN

- CTAB

- Cloruro de sodio5M
- EDTAO05M

- TRIS1M

- Polyvinylpyrolidone
- B - Mercaptoethanol
- Agua destilada

- Proteinasa K

- Cloroformo

- Isoamil - alcohol

- RNase

- Isopropanol

- Etanol 70%

RAPDs por PCR

- Buffer TBE

- Agarosa

- SYBER Safe 10%

- Ladder

- Dream tag Méster mix

- Agua Ultra Pure



Equipos

Bafio Maria

Camara de electroforesis
Termociclador

Vortex

Transiluminador
Centrifuga

Balanza analitica
Microondas

Autoclave

Materiales de vidrio y otros

Espétula

Eppendorf de 2 ml
Tubos para PCR de 0,2 ml
Mortero

Juego de micropipetas
Guantes

Matraces

Vasos de precipitacion
Probetas

Botella autoclavable
Puntas para pipetas
Gradillas

Muestras vegetales
Azaddn

Rastrillo

Cintas de goteo
Abono de cuy



2.2. Métodos

1.2.1. Material Vegetal

Las diferentes accesiones de quinua (C. quinoa) se recolectaron en la zona centro del
Ecuador comprendida entre la provincia de Tungurahua y Chimborazo entre los meses
Abril-Agosto (Tabla N° 1).

Para la siembra de las accesiones de C. quinoa se realizaron surcos de 15 m de largo por
60 cm de ancho con caminos de 80 cm de ancho y riego por goteo. La distancia de siembra
se realizd a 20 cm entre planta, colocando 4 semillas por punto, adicionalmente para la

fertilizacion se aplicé abono de cuy.

El ensayo de la investigacion se llevd a cabo en la Granja Experimental Querochaca, de
la Facultad de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad Técnica de Ambato, situada en
el canton Cevallos, provincia de Tungurahua, a la latitud de 1° 22”02” Sur y longitud de
78° 36" 22" Oeste, con altitud de 2 850 msnm, el suelo se caracteriza por la presencia de
materiales amorfos y ceniza volcénica con una textura franco arenoso, presentd una
reaccion neutra a ligeramente alcalina, esta zona posee una temperatura promedia anual
13,6 °C; pluviosidad promedio anual 465 mm; humedad ambiental 75,1% y velocidad del
viento 1,7 m/s. (INAMHI, 2017)
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TOTmMmOO

Tabla 1. Recoleccion de Accesiones de Chenopodium quinoa Willd

Sector Epocade Epocade Sistemade
Siembra  Cosecha Riego
Palacio Real - Nov May Estacional
Ch.
Palacio Real - Nov May Estacional
Ch.
Colta - Ch. Oct Abr Estacional
Colta - Ch. Oct Abr Estacional
Colta - Ch. Oct Abr Estacional
Ambatillo - Tun. Oct Abr Estacional
Colta - Ch. Oct Abr Estacional
Colta - Ch. Oct Abr Estacional

Elaborado por: Sanchez, S. (2019)

Cultivo
Anterior
Cebada

Cebada

Cebada/Avena

Cebada/Avena

Cebada/Avena
Cebada
Cebada
Cebada

Latitud

1°37'36" S

1°37'36" S

1°43'32" S
1°43'32" S
1°43'32" S
1°13°20" S
1°42°56" S
1°42°55" S

Longitud
78°44'59" W
78°44'59" W

78°4521" W
78°4521" W
78°4521" W
78°39°34" W
78°39°34" W
78°45°59" W

Altura
msnm
3229

3229

3313
3314
3315
3235
3226
3224

Usos
Con. propio
Con. propio

Venta
Venta
Venta
Venta
Venta
Venta



- Caracterizacion Genotipica

Extraccion de ADN
En la caracterizacion genotipica se realizd extracciones de ADN gendmico en base al
protocolo reportado por Winnepenninckx B. et al. (1993), para lo cual se pesaron 100 mg
de semillas de quinua posteriormente se triturraron las muestras en un mortero y se agrego
500 pL de buffer de extraccion de CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio). La

muestra fue recolectada y aforada a 1 ml en un tubo de 2 ml.

Las muestras fueron incubadas en bafio Maria a 65 °C durante 1 hora y después se
centrifugd a 10000 rpm por 10 minutos para eliminar proteinas y remanentes.
Posteriormente se transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo y se adicion6 600 uL de
cloroformo + isomil alcohol en una relacion (24:1). La solucion se centrifuga a 10000 rpm
por 10 minutos y la fase acuosa es transferida a un nuevo tubo, donde se adicionaron 20
uL de RNasa, méas tarde se llevd a agitacion durante 15 segundos. Las muestras
nuevamente fueron incubadas en bafio Maria por 30 minutos a 37 °C, luego se adiciond
600 uL de Isopropanol y se colocaron a -20 °C durante 1 hora con el fin de precipitar el
ADN. Una vez trascurrido el tiempo de incubacion en frio se centrifug6 a 10 000 rpm por
10 min y a continuacion, se retird el sobrenadante, dejando solo el precipitado de ADN.
Para la purificacion de ADN se afiadié 1 ml de etanol al 70% y se centrifug6 a 5 000 rpm
por 3 min para retirar el solvente y precipitar el ADN. Se dej6 evaporar completamente el
solvente y se disolvié en 200 uL de buffer TBE a bafio Maria a 37 °C por 3 minutos. Las
nuestros fueron almacenados -20 °C hasta ser analizadas.

PCR mediante RAPDs

La técnica por RAPDs se realizd mediante PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
usando Dream Tag Polimerase (Thermo Fisher). EIl volumen para cada muestra fue de
12,5 uL donde se colocé la Dream tag Master Mix 10 uL, Primers 0,1 pL (los primers se
detallan en la siguiente Tabla N° 2, agua estéril libre de ADNasas y 10 ng/uL
aproximadamente de ADN de cada accesion.
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Tabla 2. Primers de secuencia arbitraria usadas para el analisis de datos

GEN PRIMERS m
OPA 2 5’ TGC CGA GCTG 3’ 34
OPH 3 5 AGACGTCCAC3 32
OPH 5 5" AGT CGT CCCC 3’ 34
OPO 5 5’ CCCAGT CACT3’ 32
OPO 15 5’TGGCGTCCTT 3° 32
OPR 10 5’CCATTCCCCA3 32
OPR 13 5’ GGACGACAAGY® 32
OPS 3 5’ CAGAGGTCCC3 34
OPS 20 5’ TCT GGA CGG A 3° 32
OPT7 5" GGCAGGCTG T3’ 34

Elaborado por: Sanchez, S. (2019)
Fuente: Castillo et.al, (2006)

Las muestras se amplificaron siguiendo las condiciones de amplificacion para RAPDs
reportadas por Oliveira et al., (2007). La reaccion de PCR se realiz6 en un termociclador
(Applied Biosystems) con el programa que se describe a continuacién: 3 minutos a 94 °C
para la desnaturalizacion inicial del ADN, seguido de 40 ciclos de 94 °C con un tiempo
de rampa de 1 min, seguido de 35 °C durante 1 min para la temperatura de hibridacion del
ADN vy después 2 min y 5 min seguidos a 72 °C temperatura de reaccion del ADN
polimerasa donde se polimerizo el fragmento de ADN deseado (Figura N°1).
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Figura 1. Condiciones del programa de PCR para cada RAPDs

94,00C 92,02C

72,0 °C 72,0 eC

0:01:00 0:01:00 35.02C /

:02: 0:05:00
0:01:00 0:02:00

Elaborado por: Sanchez, S. (2019).
Fuente: Oliveira et, al. (2007).

La reaccion de amplificacion se repitié con varios cebadores para verificar la consistencia
de los resultados. Para la visualizacion de los productos amplificados de ADN se realizé
una electroforesis, mediante geles de agarosa al 1,4% y syber safe (Thermo Fisher) como
agente visualizador. Los geles fueron revelados bajo luz ultravioleta con ayuda de un

transluminador (Labnet) y se document6é mediante imagen escaneada en formato TIFF.

Procesamiento de datos para Analisis Genoémico

Para establecer la relacion filogenética en base a los resultados proporcionados por los
marcadores moleculares se utilizo el programa PyElp version 1.3. EIl programa estimé de
manera automatica la presencia de bandas correspondientes a cada fragmento amplificado
con todo el primers en estudio. A partir de algoritmos propios del programa se asigné una
codificacion binaria, donde el valor numérico de 1 corresponde a presencia y 0 a ausencia
de las bandas en cada accesion por primer. El resultado del analisis gener6 un dendograma
empleando un secuencial, aglomerado, jerarquico y agrupamiento anidado de todas las

accesiones, mediante el programa estadistico R.
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- Caracterizacién Morfométrica

La caracterizacion de las diferentes accesiones de quinua recolectadas se realizo en base
a lo reportado por Bioversity Internacional y FAO (2013), al final de la etapa de floracion

mediante los descriptores detallados a continuacion:

Atura de la planta (cm)
Diametro del tallo (cm)
NUmero de ramas primarias
Longitud del peciolo (cm)
Longitud de hoja (cm)
Ancho hoja (cm)

NUmero de dientes hoja

Longitud de panoja (cm)

© 0 N o g b~ w0 DR

Diametro de panoja (cm)

[EEN
o

. Diametro del grano (mm)

[EEY
=

. Espesor del grano (mm)

[EEN
N

. Peso de 100 granos (g)

[EEN
w

. Peso hectolitro (g/l)

[EEN
IS

. Rendimiento semilla por planta (g)

- Analisis Estadistico de Datos

El experimento fue conducido en un disefio completamente al azar, los datos fueron
sometidos a un analisis de varianza y aquellos que mostraron diferencias significativas
fueron comparados mediante prueba de Tukey al 0.05% de probabilidad, usando el
paquete estadistico InfoStat.

Adicionalmente, se gener6 un dendograma empleando un secuencial, aglomerado,
jerérquico y agrupamiento anidado de todas las accesiones, mediante el programa

estadistico R.
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis y discusion de los resultados

Caracterizacion Genotipica

La Figura N° 2 muestra el gel de agarosa al 1% y presenta el procesamiento de datos por
cada primer en estudio. Esto se lo realizo con cada una de las accesiones después de
obtener su ADN. Después la imagen fue llevada al programa PyElph versién 1.3
estimando la presencia de bandas basandose en algoritmos propios del programa asignado

un coédigo binario para la construccion del dendograma.

Figura 2. Procesamiento de bandas de todas las accesiones para cada primer en

el programa PhElph.

- | —!7 . e e
',"7:, R —y |:>

50
50 100 150 200 25¢

ORI RIRORREOOF
@RPRPRPORPRPRPRPRPIPEDRPRPERE®
DO OO RORDRRRERLORE®
COO0OOROODORRL0REO0®
OO0 REDRPRP,EREOR®
[N R R TR~ B B I B~ R PO
DO DO DD OROE RO ®
DO OOHOORREORO0 RO
COOOHFOORORPRRPRERE R
ORI, O ®
DO OO0 RREEREOE0 RO o
ORI R
[ IR R~ I R~ B I~ - -~ R S
DO OO DRRLRDORDRE DR
DO 00000 RDOOR0REORL®
OO0 OOOREDORER O R
ORI PR, O ®
RO 00000 0R0 R0

200
150
100

50

Elaborado por: Sanchez, S., 2019
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En la caracterizacion genotipica se tom6 como referencia un coeficiente de 10 como punto
de corte o linea base para diferenciar “clusters” o agrupamientos de las accesiones. En la
Figura N°3 se pueden observar cuatro grupos bien diferenciados, el Grupo 1 que esta
formado por las accesiones E, D, H, G, con una distincion de dos subgrupos, el uno
consiste en las accesiones E, D que provienen de la localidad de Colta a un piso altitudinal
de 3 315 msnm; mientras que el otro subgrupo lo integran las accesiones H, G que
provienen de la misma localidad a un piso altitudinal menor (2 226 msnm). En el Grupo
2 se ubican las accesiones B y A se encuentran relativamente mas alejadas del primer
grupo, sin embargo, entre estas se puede decir que existe una relacion filogenética, debido
a que estas se encuentran a una misma elevacion o en un mismo piso climatico, localidad
Palacio Real — Chimborazo ubicada a 3 229 msnm. Por otro lado, en el Grupo 3 se ubica
la accesion C, la cual proviene de la localidad de Colta, pero en este debe provenir de la
combinacidn genética debido a los cruces entre plantas de la misma especie. Finalmente,
en el Grupo 4 se encuentra la accesion F, la cual es la accesion que tiene una menor
relacién filogenética con las otras accesiones de estudio y podra categorizarse como una
variedad, ademas se puede recalcar que dicha variacion puede deberse a la localidad de

origen (Ambatillo- Tungurahua) y su piso climatico se encuentra ubicado a 3 235 msnm.

El estudio filogenético hace evidente que el lugar de origen, la distribucion geogréafica y
condiciones agroclimaticas estan directamente relacionadas como la variacion genética,
como lo reportan en estudios de Castillo et al. (2007), al estudiar la variacion genética de
8 accesiones de quinua representativas del altiplano y los valles interandinos de Bolivia.
Mediante la técnica por marcadores RAPDS se observd una alta variacion
intrapoblaciones, destacando que dichas variaciones pueden deberse probablemente a las
barreras climaticas y orograficas presentes en las zonas de recoleccién. De la misma
manera, Ruas et al. (1999), evidenciaron que los patrones morfoldgicos generados por los
perfiles de RAPDS muestran diferentes grados de relacion filogenética entre 19
accesiones de Chenopodium, sin embargo, se encontrd poca variabilidad intraespecifica.
Cabe recalcar en esta investigacion que los marcadores RAPs fueron una herramienta Gtil
para la deteccion de variaciones génicas dentro del genero Chenopodium. También,
Morillo et al. (2017), manifestaron que en términos generales los agrupamientos

15



existentes entre las diferentes accesiones correspondieron con el sitio geografico donde
fueron colectados los materiales de quinua, al caracterizar la diversidad genética de 55
materiales de quinua con siete marcadores microsatélites RAMSs, el analisis mediante el
coeficiente de Nei-Li a un nivel de similitud de 0,65 dividi6 a la poblacion en cuatro

grupos de acuerdo al sitio de procedencia de los materiales.

En base a nuestros resultados y las investigaciones previas desarrolladas se puede decir
que los marcadores moleculares RAPDs son Utiles para el analisis de variaciones genéticas
permitiendo establecer relaciones filogenéticas en intrapoblaciones. La presente
investigacién hace evidente que la variacion genética es esencial para comprender la
organizacion de la diversidad bioldgica del cultivo en funcion de su distribucion eco
geografica como se ha mostrado con las accesiones y su agrupamiento a distintos pisos
altitudinales. De hecho, la identificacion de grupos genéticamente distintos es un requisito
previo para la elaboracion de estrategias de conservacion, asi como para el manejo de los

recursos genéticos en los programas de mejoramiento genético.

Figura 3. Dendrograma genotipico de las Accesiones de C. quinoa Willd

[

Grupo 1

Grupo 2

Q Grupo 3
Q Grupo 4

I I
15 10 5 0

Elaborado por: Sanchez, S. (2019)

16



- Caracterizacién Morfométrica

Al efectuar el andlisis de varianza de la caracterizacion de las distintas accesiones de
quinua recolectadas (Tabla N° 3) se observo que existen diferencias estadisticas entre las

caracteristicas morfomeétricas estudiadas.

En la altura de la planta se presentaron cuatro rangos de significancia, la accesion D es
la que presenta la mayor altura con una media de 209,3 cm, mientras que la accesion H
con una media de 145,3 cm presenta la menor altura; al estudiar el diametro del tallo
existieron dos rangos de significancia, la accesion F con 2 cm presenté mayor diametro a
comparacion de la accesion G con 1,52 cm; en el desarrollo de ramas primarias
existieron cuatro rangos de significancia, mostrando a la accesion D con una media de
28,2 unidades como la mas ramificada en comparacién con la accesion A con 14,6
unidades; en la longitud del peciolo se presentaron tres rangos de significancia y la
accesion E con 4,56 cm obtuvo una mayor longitud, superando a la accesién G con una
media de 3,05 cm; en la longitud de hoja existen dos rangos de significancia, con una
media de 7,25 cm la accesion F es mejor que la C al presentar 6,22 cm de longitud; al
revisar el ancho de hoja el analisis nos muestra tres rangos de significancia donde la
accesion G con 6,21 cm es mejor que la C que posee 4,41 cm de ancho; en la variable
namero de dientes de la hoja la accesién G supera a la H con medias de 18,1 y 10,0

unidades, respectivamente.

La longitud de la panoja presentd tres rangos de significancia, siendo la accesion C con
una media de 49,0 cm mayor en comparacion con la H donde se presentd una media de
34,5 cm; dos rangos de significancia presentd el diametro de panoja siendo mayor en la
accesion D con 21,5 cm y menor las accesiones B y G con una media de 14,4 cm; en el
didmetro del grano la accesion G obtuvo 2,17 mm siendo la de mayor didmetro en
comparacion con la accesién H que obtuvo una media de 1,90 mm, ademas se presentaron
dos rangos de significancia; en el espesor del grano existieron tres rangos de significancia
siendo el mejor la accesion G con 1,24 y con 0,98 mm la accesion H fue la inferior; al

pesar 100 granos de quinua se obtuvo tres rangos de significancia teniendo en mayor
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peso la accesion G con 0,36 g y las de menor peso la B 'y C con 0,24 g; en el peso
hectolitro existieron 5 rangos de significancia siendo la accesion C con 654,0 gr/L la
mayor en comparacion con la accesion B con 545,0 gr/L; y en el rendimiento por planta
se observaron 4 rangos de significancia teniendo una elevada cantidad la accesion H con

131,29 g y de menor cantidad la accesion G con una media de 8,64 g.
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Tabla 3. Caracterizacion Morfométrica de la Quinua (Chenopodium quinoa Willd)

—_ < = ~ @ » = © ~ T ~ _ — o o
s s E. stg 22 2T °E s53 =25 Es 55 g5 88 54 E=s¢g
5 5 £z 5§¢f£ 28 ¢€¢ e~ £S5 ¢gg §2 E£5 8§ g 5= GgE=
< <a J° 2 = 38 3 < Z 3 S8 588 A5 db g > 8 g 8=
A 154,3 cd 1,59b 14,6 d 3,69abc 6,62ab 4,95bc 129 cd 37,1bc 17,1ab 2,00ab 1,03 bc 0,28 bc 637,0abc  70,71b
B 153,6 cd 161b 22,1abc 3,86abc 7,10ab 6,15a 155abc  33,0c 14,4b 2,06ab 1,02 Dbc 0,24 c 5450 e 20,24 cd
c 1699bc  1,54b 21,0 bc 3,37 bc 6,22b 441c 139bcd 36,9 bc 16,0b  2,03ab 1,00 bc 0,24c 583,0cde 44,14 bed
D 209,3a 1,76 ab 28,2a 3,12 ¢ 6,79ab 5,63 ab 16,4abc 49,0a 215a 2,03ab 1,07 bc 0,31b 654,0a 58,75 bc
E 162,4bcd 1,54b 21,4 be 4,56 a 7,04ab 595a 17,1 ab 37,7 bc 16,0b 2,10a 1,08b 0,29 b 644,0 ab 39,63 bcd
F 186,5ab  2,00a 20,2bcd  3,23¢ 725a 6,07a 13,3bcd 451 ab 186ab 2,13a 1,07 bc 0,27 bc 592,0 bcde 32,70 bed
G 155,4 cd 152b 15,9 cd 3,05¢ 6,80ab 6,21a 18,1a 37,2 bc 14,4b 2,17a 1,24 a 0,36 a 576,0 de 8,64d
H 143,5d 1,68ab  23,6ab 4,2ab 6,28b  4,95bc 10,0d 345¢ 153b 190b 0,98c 0,25¢ 620,0 abcd 131,29a
CV.! 11,16 14,93 21,56 18,98 9,81 10,12 20,23 17,92 23,57 6,85 6,8 11,21 6,72 28,43
E.E? 5,98 0,08 1,42 0,22 0,21 0,18 0,94 2,2 1,24 0,04 0.02 0,01 12,89 10,77
P-valor® <0001 0.0006 <0.0001  <0.0001 0.0053 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0017 0.0023 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

a-b*Valores con la misma letra en la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey P < 0,05). 1 C.V.: Coeficiente de Variacién (%). 2E.E.: Error estandar. 3P.: Probabilidad.
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- Caracterizacién Morfométrica

En la Figura N° 4, de la caracterizacion morfométrica se tom6 como linea base o punto
de corte un coeficiente de seis, consiguiendo observar tres grupos bien definidos, el
Grupo 1 estd formado por cinco accesiones E, A, B, C, H; en este grupo se encuentran
subgrupos, el uno formado por las accesiones E, A 'y B, que poseen un parentesco en la
altura de planta (162-153 cm ), longitud de la hoja (7,10-6,62 cm), espesor del grano (1,8
mm-1.02 mm) y diametro de tallo (1,61-1,64 cm); por otro lado el segundo subgrupo esta
formado por la accesion C donde se resalta una mayor altura de la planta (169,9 cm), pero
poseen un menor ancho de hoja (4,41 cm) en comparacion con las otras accesiones dentro
del grupo; el tercer subgrupo formado por la accesion H, la cual muestra un mayor
rendimiento (131,29 g) y un menor nimero de dientes por hoja (10) y diametro de grano

(1,90 mm) al comparar con las otras accesiones.

En el Grupo 2 las accesiones F y D, se agrupan mostrandonos un alto parentesco entre el
diametro de la panoja (18,6-21,5 cm), altura de planta (185,5-209,3 cm), longitud de la
panoja (45,1-49 cm), didmetro del tallo (1,76-2 cm), espesor del grano (1,07 mm) y
longitud de la hoja (6,79-7,25 cm), a pesar de ser accesiones localizadas en distintas
provincias, pero convergen en que son cultivadas en pisos altitudinales muy cercanos lo
cual puede influir directamente en la morfologia de la planta y se han agrupado dentro del

mismo clister.

El Grupo 3 estd formado por la accesion G, donde las variables con mayores diferencias
sobre el resto de las accesiones son el peso de 100 granos (0,36 g), espesor del grano (1,24
mm), ancho de la hoja (6,21 cm), nimero de dientes de la hoja (18,1) y didmetro del grano
(2,17 mm), que han presentado resultados sobre la media en comparacion con otras

accesiones;

La caracterizacion morfologica permite diferenciar variedades de quinua en base la
observacion y medicion de descriptores establecidos (Bioversity Internacional y FAO
2013), ademéas establecer relaciones filogenéticas entre accesiones mediante
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agrupamientos en dendogramas y asi hipotetizar alta variedad genética entre ellas
pudiendo deberse a cruces con otras variedades o variedades silvestres, adaptacion al

entorno, etc.

Ormefio (2015) a través de sus estudios realizados en C. quinoa evidencio que ciertas
variedades silvestres pueden ser catalogadas como variedades comerciales de quinua aun
presentando caracteristicas fenotipicas completamente similares. Estas variedades muestran
una gran variedad fenotipica mostrando semillas de color oscuro hasta el blanco y/o diferentes
niveles de saponina, que son elevados a comparacién de las variedades cultivadas. Ademas,

las condiciones agrocliméticas de la zona pueden haber influido en dicha morfologia.

Figura 4. Dendrograma morfométrico de las Accesiones de Chenopodium quinoa

Willd
A
B Grupo 1
\ c
\ -
F Grupo 2
G Grupo 3

Elaborado por: Sanchez, S., 2019

Los resultados presentados permiten establecer gran variabilidad mediante las diferencias
morfomeétricas entre las accesiones de C. quinua recolectadas en distintas localidades de
las provincias de Chimborazo y Tungurahua, como se observa en la tabla N° 3 y en el
dendrograma, estas diferencias permiten inferir que la variabilidad esta directamente

afectada por su genotipo, el cruce intra o interespecie o también pueda deberse a las
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condiciones agrocliméticas, gracias a su amplia distribucion en la zona interandina de

Ecuador.

Estudios previos realizados en zonas especificas de Bolivia por Del Castillo y Winkel
(2017), muestran que la quinua (C. quinoa Willd.) presenta una gran variacion genética,
tanto molecular como morfoldgica. A partir de andlisis estadisticos y un secuencial,
aglomerado, jerarquico y agrupamiento anidado de todas las accesiones de estudio
presentado a manera de dendrograma, evaluaron los caracteres morfo-fenoldgicos ( altura
de planta, didmetro de la panoja, nimero de ramificaciones, peso de 100 granos, indice de
cosecha y fertilidad) registrados desde la emergencia hasta la madurez fisioldgica en siete
poblaciones de quinuas cultivadas, concluyendo que los resultados tienen relacion con el

origen geografico de las poblaciones recolectadas.

Asi mismo, Torres, Vargas, Corredor y Reyes (2000), ratificaron en su investigacion que
los cultivares provenientes de zonas distintas presentan diferencias entre si, ellos
estudiaron la variabilidad genética y la adaptacion en la Sabana de Bogota de la coleccién
de quinua correspondiente a la Prueba Americana y Europea, comparando 49
caracteristicas morfoldgicas y agronémicas, donde las variables evaluadas como color del
grano, altura de planta, color de tallo, color de estrias, presencia de axilas pigmentadas
entre otras existié el 88,12% de la variacion total entre las colecciones de las zonas

seleccionadas.

Muchos autores confirman que la morfologia de la quinua esta determinada por la zona
de origen o la ubicacion geogréafica de las accesiones estudiadas, tal como lo menciona
Allende (2014), en sus estudios a partir de caracteres morfologicos (altura de planta,
diametro de la panoja, diametro de tallo y longitud de panoja) los cuales mostraron
variacion morfo-fenologica entre las accesiones provenientes del Altiplano y Valle

Interandino del Perd.
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- Relacion genética y fenotipica

En base al andlisis genético encontramos 4 Grupos diferenciados entre las accesiones:
grupo 1 (E, D, H, G), grupo 2 (B, A), grupo 3 (C) y grupo 4 (F) mientras que en el analisis
morfomeétrico solo encontramos tres agrupaciones grupo 1 (E, A, B, C, H) grupo 2 (F, D)
y grupo 3 (G), como se puede observar las caracteristicas morfolégicas no son suficientes
para relacionar a todas las accesiones con su clasificacion mediante RAPDs, sin embargo,
al menos dos de ellas fueron posibles de correlacionar. Estudios integrativos son
requeridos entre la morfologia y la genética utilizando diversas técnicas moleculares para

robustecer la caracterizacion de una especie.

Ademas, se debe recordar que la técnica de RAPDs cuyo fundamento se basa en evaluar
polimorfismos de secuencias de ADN al azar dentro del genoma, en este caso de la quinua,
no siempre esta relacionado con genes que determinen caracteres en la planta, sino que
pueden estar relacionados con genes a nivel metabdlico y funcional, entre otros. El
genoma de la quinua posee 44 776 genes (phytozome.net), de los cuales solo el 10% estan
relacionados con caracteres fenotipicos y aun se siguen investigando para la elaboracion
de mapas genéticos, lo cual hace evidente que técnicas como RAPDs no siempre se

asocien a dichos caracteres.

Sin embargo, el estudio afiade un gran valor agregado, ya que a nivel morfoldgico se puede
Ilegar a una aproximacion bastante cercana de la variabilidad genética intra-especies, pero
no establece una certeza absoluta. Actualmente, estudios realizados por Rodriguez, L.y
Thomet, Max. (2009). de caracterizacion se ven complementados con analisis genéticos
para evaluar variabilidad en base a su ADN, lo cual puede derivar en estudios posteriores
de mejorar genética de manera precisa, resistencia a plagas y/o enfermedades y resistencia

a condiciones ambientales agresivas.

Rodriguez y Thomet, (2009) estudiaron el nivel de polimorfismo y la relacion genética
mediante marcadores moleculares utilizando el fragmento amplificado RFLPs. Con estas
herramientas, fue posible identificar diferencias moleculares y similitudes que podrian ser

asociados con importantes rasgos morfologicos como el color del grano, color de la
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panicula, fenologia y sobre todo distribucion geogréfica, como se evidencia también en el
presente estudio

Como se ha mencionado con anterioridad, la quinua muestra una diversidad genética, que
la ha catalogado como una especie con enormes capacidades de adaptacion (Morillo et
al., 2017 y Nufez, 2011), principalmente representada en una amplia gama de caracteres
como la coloracion de las plantas, flores, semillas pero también por otros caracteres no tan
visibles que requieren andlisis complementarios como el contenido de saponina, contenido

de proteinas, etc.

Actualmente, los estudios de diversidad genética en quinua solo se enfocan en la
comparacion morfolégica y bioquimica entre variedades de los paises andinos y
variedades locales. Sin embargo, los marcadores moleculares ofrecen una mayor y mas
profunda precision, en comparacion con otros marcadores para identificar y caracterizar
individuos altamente relacionados. Los marcadores moleculares son considerados como
excelentes y precisas técnicas de estudio para establecer diversidad genética y mejora
basada en el ADN (Allende, 2014).

3.2. Verificacion de la hipdtesis

Ha= Existe variabilidad genética y morfométrica en las accesiones de quinua (C. quinoa

Willd) recolectadas en la zona centro del pais.

Se acepta la hipétesis alternativa (Ha):

Mediante el andlisis secuencial, aglomerado, jerarquico y agrupamiento anidado de todas
las accesiones de estudio presentado a manera de dendrograma tanto para la
caracterizacion genotipica y morfoldgica se establecen diferentes agrupamientos entre
todas las accesiones de quinua (C. quinoa Willd) recolectadas en la zona centro del pais;

estas variaciones pueden adjudicarse a presencia de variedades silvestres.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se caracterizd morfologicamente a las diferentes accesiones de quinua recolectadas en las
provincias de Chimborazo y Tungurahua, donde existieron variaciones notorias entre las
mismas, estos descriptores de caracterizacion han permitido una discriminacién facil y
rapida entre fenotipos. Se evidencian tres grupos Grupo 1 el cual estd formado por las
accesiones E, A, B, C, H, con una distincion de dos subgrupos, el primer subgrupo con las
accesiones E, D y el segundo subgrupo por las accesiones H, G: la formacion de estos
subgrupos se puede adjudicar a que provienen de diferentes localidades. En el Grupo 2
se ubican las accesiones F y D entre estas se puede decir que existe una relacion
filogenética, debido a que estas se encuentran a una misma elevacion o en un mismo piso
climatico. En el Grupo 3 se ubica la accesion G la cual es la accesion que tiene una menor

relacion filogenética con las otras accesiones.

Por otro lado, se analiz6 la relacion filogenética entre las accesiones de quinua (C. quinoa
Willd) empleando la técnica de RAPDs, obteniendo en el dendrograma similitud en
algunas accesiones de quinua como E, D, H, G, B y A que formaron el Grupo 1; mientras
que las accesiones B y A generaron un segundo agrupamiento al que se denominé Grupo
2, en el grupo 3 se encuentran agrupadas la accesion C y finalmente en el Grupo 4 se
encuentra la accesion F. Se aprecia en general, la existencia de gran variabilidad genética,
lo cual hace evidente que es una especie resiliente que se ve reflejado en beneficios como
resistencia a estrés abioticos (sequia, heladas, salinidad) o resistencia a factores bidticos

como plagas.
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Finalmente, se ha correlacionado la variabilidad genética con los caracteres
morfométricos de las accesiones de quinua (C. quinoa willd), de la cual podemos decir
que los caracteres morfologicos no son suficientes para relacionar a todas las accesiones
con su clasificacion mediante RAPDs, sin embargo, al menos dos de ellas fueron posibles
de correlacionar (B y F). Estudios integrativos son requeridos entre la morfologia y la
genética utilizando diversas técnicas moleculares para robustecer la caracterizacion de una

especie.
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5.2. Anexos

Anexo 1. Verificacion de la calidad de ADN en gel de agarosa 1% - OPC05

1250

- 4200
|
’ ;
2

1150

1100

— L L L 150
250 0 50 100 150 200 250

200+
150
100
50

0 50 100 150 200 250

250
200+
150
1001

50




Anexo 3. Verificacion de la calidad de ADN en gel de agarosa 1% - OPC7
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Anexo 4. Verificacion de la calidad de ADN en gel de agarosa 1% - OLPO1
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Anexo 5. Verificacion de la calidad de ADN en gel de agarosa 1% - OLP01
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Anexo 6. Verificacion de la calidad de ADN en gel de agarosa 1% - OPM13
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Anexo 7. Verificacion de la calidad de ADN en gel de agarosa 1% - OPM14
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Anexo 8. Verificacion de la calidad de ADN en gel de agarosa 1% - OPE16
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Anexo 9. Verificacion de la calidad de ADN en gel de agarosa 1% - OPQ17
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Anexo 10. Verificacién de la calidad de ADN en gel de agarosa 1% - OPA19
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Anexo 11. Atura de la planta (cm)

Repeticiones

Tl “p1 Rz R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 RIi0 rom
A 154 141 133 158 154 140 160 189 152 162 154.3
B 170 144 136 142 139 156 165 138 146 200 153.6
C 178 172 191 162 151 183 178 169 150 165  169.9
D 186 228 205 227 239 180 193 223 214 198  209.3
E 167 146 160 180 178 183 158 130 167 155 162.4
F 124 174 215 195 177 224 184 163 200 209 186.5
G 139 145 150 173 177 192 136 144 156 142 1554
H 134 134 149 140 130 145 143 154 158 148 1435

Anexo 12. Diametro del tallo (cm)
Repeticiones

Tl —21 Rz R3 R4 R5 R6 R/ R8 R9 Rl Hrom
A 153 145 131 145 184 171 146 167 169 179 159
B 162 162 145 147 157 163 182 133 139 224 161
C 193 162 152 198 125 145 150 126 120 167 154
D 18 105 140 181 202 152 156 181 210 154 1.76
E 201 144 161 167 158 128 129 126 169 158 154
F 145 197 222 201 199 214 219 156 221 223 200
G 176 141 137 128 214 179 146 121 121 155 152
H 153 149 161 152 145 167 178 184 202 192 168

Anexo 13. Numero de ramas primarias
Repeticiones

Tl 21 Rz R3 R4 R5 R6 R7 R8 RO RI0  rom
A 18 14 13 14 12 11 12 14 16 22 146
B 23 21 22 20 22 18 25 16 24 30 221
C 31 22 19 27 18 19 16 22 18 18 21
D 30 40 25 32 34 17 24 25 30 25 282
E 2% 20 22 24 20 24 19 21 13 25 214
F 13 20 22 20 20 20 23 19 22 23 202
G 20 18 13 12 19 24 19 15 11 8 159
H 13 20 22 28 22 21 24 29 30 27 236
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Anexo 14. Longitud del peciolo (cm)

Repeticiones

Tl —p1 Rz R3 R4 R5 R6 R/ R8 RO Rip ' rom
A 319 296 386 351 394 340 339 342 464 459 3.69
B 387 418 301 493 458 482 331 302 302 390 386
C 291 362 233 292 412 345 422 420 362 235 337
D 395 337 293 327 295 227 349 290 353 256 3.12
E 228 385 539 526 538 575 375 462 407 523 456
F 328 270 338 334 279 298 318 367 379 318 3.23
G 302 365 262 270 249 267 430 334 216 356 3.05
H 357 408 460 373 349 437 570 443 351 447 420
Anexo 15. Longitud de hoja (cm)
Repeticiones
Tl —p1 R2 R3 R4 R5 R6 R/ R8 R9 R Hrom
A 500 585 747 640 688 637 589 627 731 783  6.62
B 686 741 604 782 769 816 631 647 6.79 746  7.10
C 599 592 548 551 653 679 685 7.74 650 485  6.22
D 790 657 673 637 645 511 723 623 754 7.78  6.79
E 622 657 676 722 748 807 698 699 704 711 7.04
F 661 704 732 746 685 7.1 721 744 815 729 725
G 649 741 647 645 667 621 7.04 7.72 592 762  6.80
H 677 555 633 591 542 618 699 686 623 658 628
Anexo 16. Ancho hoja (cm)
Repeticiones
Tl —p1 Rz R3 R4 R5 R6 R/ RS R9 Rl Hrom
A 415 534 516 475 551 531 424 503 524 480 4.95
B 643 609 665 611 603 612 566 532 614 692 6.15
C 420 518 367 441 385 443 524 511 408 390 441
D 560 538 663 541 525 504 562 519 543 6.66 563
E 603 536 491 498 645 663 629 604 679 601 5095
F 601 668 641 625 599 586 618 524 561 648  6.07
G 668 602 691 503 685 7.17 560 556 569 654 621
H 421 473 473 514 441 473 549 459 554 588 495

36



Anexo 17. Numero de dientes hoja

Repeticiones

Tl “R1 Rz R3 R4 R5 R6 R7 R8 RO RI0  rom
A 10 14 16 10 12 19 6 16 12 14 12.9
B 15 15 15 16 15 15 14 17 16 17 15.5
C 12 14 15 14 15 7 16 14 19 13 13.9
D 15 22 16 15 13 14 19 13 14 23 16.4
E 12 19 12 15 21 19 19 17 19 18 17.1
F 10 17 14 10 14 17 14 12 9 16 13.3
G 20 17 19 21 15 20 17 16 16 20 18.1
H 5 8 11 6 12 11 16 10 11 10 10

Anexo 18. Longitud de panoja (cm)
Repeticiones

Tl “R1 Rz R3 R4 R5 R6 R7 R8 RO RI0  rom
A 42 43 24 30 34 41 47 42 33 35 37.1
B 46 32 28 32 34 31 30 25 40 @ 32 33
C 42 3 43 30 32 42 35 23 36 50 36.9
D 47 42 42 44 62 46 48 68 46 45 49
E 43 32 52 44 43 32 26 35 28 42 37.7
F 38 48 52 46 38 48 42 54 43 42 451
G 37 39 40 36 43 40 45 30 20 42 37.2
H 42 38 33 30 33 37 33 34 32 33 345

Anexo 19. Diametro de panoja (cm)
Repeticiones

Tl 21 Rz R3 R4 R5 R6 R7 R8 RO RI0  rom
A 22 14 14 16 17 15 16 20 14 23 171
B 17 14 10 14 15 16 14 12 14 18 14.4
C 15 16 14 20 19 21 16 11 14 14 16
D 20 18 15 19 30 18 24 30 18 23 215
E 23 13 23 23 19 13 12 10 12 12 16
F 12 16 25 22 18 19 18 22 16 18 18.6
G 17 10 10 14 22 18 19 10 10 14 14.4
H 17 13 14 15 13 12 17 21 18 13 15.3

37



Anexo 20. Diametro del grano (mm)

Repeticiones

Tl —21 Rz R3 R4 R5 R6 R/ R8 R9 R  om
A 179 219 211 188 199 207 220 179 207 193  2.00
B 208 210 196 1.96 208 212 199 198 203 231  2.06
C 197 210 224 188 205 220 181 204 193 207 203
D 190 200 193 213 216 205 196 229 1.84 206  2.03
E 207 189 219 224 191 208 185 249 208 216  2.10
F 189 184 196 210 236 229 207 247 220 215 213
G 218 218 230 211 218 221 219 214 211 211 217
H 188 191 198 181 184 182 187 192 207 189 1.0
Anexo 21. Espesor del grano (mm)
Repeticiones
Tl —p1 Rz R3 R4 R5 R6 R/ R8 R9 Rio ' rom
A 102 106 099 105 101 102 118 099 104 095 1.03
B 106 098 096 093 099 105 103 100 094 122  1.02
C 101 097 1.00 1.11 097 1.08 096 096 097 1.00  1.00
D 103 111 110 1.06 1.09 118 103 100 102 103 1.07
E 102 098 106 108 105 109 105 121 125 105 108
F 097 110 105 108 107 109 108 106 114 101 107
G 115 115 131 132 115 122 115 141 127 122 124
H 108 094 102 080 096 090 100 100 105 1.08 098
Anexo 22. Peso de 100 granos (g)
Repeticiones
Tl —21 Rz R3 R4 R5 R6 R/ R8 R9 Ri ' rom
A 034 035 025 030 026 026 027 026 027 023 028
B 020 022 026 021 024 025 023 030 026 026 024
C 025 027 028 024 023 026 025 021 021 024 024
D 030 033 032 027 031 030 033 032 027 031 031
E 026 029 031 031 027 027 021 034 034 031 029
F 022 027 024 024 025 031 030 033 030 027 027
G 034 035 039 035 034 037 030 039 037 039 0.36
H 025 022 027 022 022 023 023 030 027 024 025
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Anexo 23. Peso hectolitrico (g/Lt)

Repeticiones

Tt~ R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 RO oM
A 610 620 630 650 670 620 610 620 650 690 637
B 450 610 550 550 520 510 620 610 490 540 545
C 630 600 600 560 510 560 600 550 610 610 583
D 670 650 640 670 640 670 650 640 670 640 654
E 650 570 690 660 650 600 570 680 700 670 644
F 570 610 590 560 570 640 590 620 580 590 592
G 590 570 600 500 590 650 590 580 500 590 576
H 670 620 640 600 500 650 620 620 700 580 620
Anexo 24. Rendimiento semilla por planta (g)
Repeticiones
Tt —p1 R2 R3 R4 R5 R6 R/ RS R9 R0 om
A 901 383 229 623 745 156 37.6 435 1147 2076 707
B 118 350 194 206 171 98 289 180 7.9 338 202
C 1107 474 225 487 267 526 513 194 289 332 441
D 1014 458 503 555 407 1014 458 503 555 407 588
E 618 143 295 1233 136 331 164 347 463 233 396
F 158 212 368 287 261 907 247 297 290 244 327
G 80 131 155 66 80 84 153 48 47 21 86
H 1081 47.9 157.0 1122 784 1142 1161 1902 2440 1447 1313
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Anexo 25. Relacidn genético y fenotipica
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Anexo 26. Balanza analitica
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Anexo 27. Centrifuga
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Anexo 28. Solucion madre en semilla triturada
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