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CARACTERIZACION GENETICA: MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE
KUYACSA (Mirabilis expansa [Ruiz y Pav.] Standl.), DE LA REGION
HUANUCO

RESUMEN

Se caracterizd genéticamente, empleando marcadores morfolégicos y
moleculares ISSR en 20 accesiones de kuyacsa (Mirabilis expansa [Ruiz y
Pav.] Standl.) colectadas en la Region Huanuco. En la descripcion
morfologica, se utilizaron 17 descriptores cualitativos propuesto por Seminario
(2012); en la descripcibn molecular, se utiliz6 4 Primer ISSR; y en las
evaluaciones agronémicas, se evaluaron preliminarmente 4 componentes de
rendimiento. Para la caracterizacion morfoldégica se hizo un analisis de
componente principal donde los dos primeros explicaron una variacion del 88,
51 %, el primero componente explicd la mayor parte de variacion (74,92 %) y
discriminé accesiones por caracteres de: follaje, tallo, hoja, flor y raiz. El
analisis de agrupamiento resultaron 4 grupos o morfotipos a un coeficiente
de similitud de 1,45 distancia euclidea. Por otro lado en los resultados
moleculares se obtuvieron 63 marcadores polimérficos con 4 iniciadores. El
indice de contenido polimoérfico méas alto se obtuvo con los iniciadores 1S-36
(0,37) y UBC 857 (0,28). Con el coeficiente SMC (Simple Matching Coeficient)
de 0,89 cercano a 1 (maxima similitud) se observa 18 grupos. Esto nos indica
que el 20 % de posibles duplicadas en el jardin de colecta. A una distancia
de similitud de 0,75 se obtuvo 7 cluster, no habiendo coincidencias con los
4 morfotipos encontrados en la caracterizacion morfolégica.

Palabra clave: Mirabilis expansa, marcadores agromorfolégicos, marcadores

molecular ISSR



GENETIC CHARACTERIZATION: MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR
OF KUYACSA (Mirabilis expansa [Ruiz y Pav.] Standl.), OF THE
HUANUCO REGION

ABSTRACT

It was genetically characterized, using ISSR morphological and molecular
markers in 20 accessions of Kuyacsa (Mirabilis expansa [Ruiz and Pav.]
Standl.) Collected in the Huanuco Region. In the morphological description, 17
qualitative descriptors proposed by Seminario (2012). in the molecular
description, 4 First ISSR was used; and in agronomic evaluations, 4
performance components were preliminary evaluated. For the morphological
characterization a principal component analysis was made where the first two
explained a variation of 88.51%. The first component explained most of the
variation (74,92%) and discriminated accessions by characters of: foliage,
stem, leaf, flower and root. The grouping analysis resulted in 4 groups or
morphotypes at a similarity coefficient of 1,45 Euclidean distance. On the other
hand, in the molecular results, 63 polymorphic markers with 4 primers were
obtained. The highest polymorphic content index was obtained with the 1S-36
(0,37) and UBC 857 (0,28) primers. With the SMC coefficient (Simple Matching
Coefficient) of 0.89 close to 1 (maximum similarity) 18 groups are observed.
This indicates that 20% of possible duplicates in the collection garden. At a
similar distance of 0,75, 7 clusters were obtained, with no coincidence with the

4 morphotypes found in the morphological characterization.

Keyword: Mirabilis expansa, agromorphological markers, ISSR molecular

markers
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|. INTRODUCCION

Mirabilis expansa (Ruiz & Pav.) Standl., es una Nictaginidcea tuberosa
gue se distribuye desde Venezuela hasta Chile al estado silvestre y cultivado.
Su cultivo se concentra en las zonas alto andinas de Bolivia, Ecuador y Perq,
donde es conocido como “mauka”, “miso” y “chago”, respectivamente. Es una
de las especies mas relegadas dentro del grupo de raices y tubérculos
andinos, RTAs (Vivanco 1999 citado por Seminario 2012). Mauka se ha
ganado su estatus de "cultivo perdido" quizas incluso mas que otros cultivos
andinos abandonados, desde que fue descubierto por primera vez por la
comunidad cientifica hace medio siglo y se ha mantenido en una relativa

oscuridad desde entonces (Gendall 2017).

Su importancia radica en que posee raices reservantes con mayor
contenido de proteinas, calcio y fésforo con respecto a otras tuberosas,
pudiendo complementar las deficiencias nutricionales del poblador andino
(Franco y Uceda 1996). En otros estudios se ha encontrado que plantas del
género Mirabilis poseen proteinas inactivadoras de ribosomas (Ribosome
Inactivating Proteins) con propiedades antivirales, que impiden la infeccion de
virus y viroides transmitidos mecanicamente en cultivos como papa y tomate
previamente aplicados con extractos crudos de tales plantas (Vivanco, citado
por Chia et al 2006).

La pérdida de material genético de kuyacsa plantea la necesidad de
caracterizar y evaluar las accesiones, describiendo las caracteristicas
cuantitativas y cualitativas para discriminar entre ellas, formar colecciones,
identificar duplicados en coleccién, ante tal situacion los jardines de colecta y
Bancos de germoplasma juegan un rol muy importante en la preservacion de
genes de interés y evitar pérdidas, estos son utilizados en trabajos de

mejoramiento genético y multiplicacion ( Rojas et al. 2014)



El conocimiento de la variabilidad genética juega un papel esencial en
su mejora y conservacion de la variabilidad y existen distintas formas para su
evaluacion. El uso de descriptores, los descriptores son aplicados en la
caracterizacion y evaluacion de las accesiones debido a que ayudan a su
diferenciacion y a expresar el atributo de manera precisa y uniforme, lo que

simplifica la clasificacion.

Adicionalmente, en los ultimos afios se estan incluyendo descriptores
relacionados con los marcadores moleculares. Los componentes moleculares
y el ADN, cada dia es mayor para describir la variabilidad del germoplasma
de una especie. La variabilidad o polimorfismo de estos marcadores son
usadas en los diferentes estudios sobre la diversidad genética de las especies

vegetales y su herencia puede ser monitoreadas (Franco et al. 2003)

El uso de Sistema de Informacion Geografica (SIG) es unas
herramientas alternativas de gran utilidad para completar la informacién
faltante, y también para apoyar el analisis junto con toda la informacién sobre

las accesiones (Thome 1995).
Objetivo general

Caracterizar genéticamente, empleando marcadores morfolégicos y

moleculares ISSR a las accesiones de kuyacsa de la Regién Huanuco.

Objetivos especificos

a) Caracterizar la diversidad genética a nivel morfologico, mediante la

aplicacion de descriptores especificos de kuyacsa.

b) Determinar la diversidad genética a nivel genotipico, mediante los

marcadores ISSR de las accesiones de kuyacsa.



. MARCO TEORICO

2.1. Fundamentacion tedrica

2.1.1. La kuyacsa (Mirabilis expansa (Ruiz & Pav.) Standl)
a) Centro de origen

CIP (Centro Internacional de la Papa, 1998), Reporta que los primeros
informes como planta cultivada aparecen en 1965 con J. Rea y J. Ledn. Julio
Rea estudié el cultivo en Perd, Bolivia y Ecuador. Rea llego a la conclusion de
que la Region de Cajamarca, Peru es el centro de distribucion y la fuente de
origen de mauka para Bolivia y Ecuador, se extendio por la migracion humana
durante el Imperio Inca (Rea y Leon, 1965). A fines de la década de los 80, en
Cajamarca, tanto el INIA (Instituto Nacional de Investigacion Agraria) y La
Universidad de Cajamarca (Seminario) publican los primeros informes acerca
de los hallazgos y colectas de la especie en la Regidén norte del Peru. La
evidencia de la planta cultivada es cada vez mayor en este ambito y ello
conduce a plantear la hip6tesis de un origen y domesticacion Cajamarquinos,
y una distribucion hacia Bolivia y Ecuador en tiempo de los Incas (National
Research Council, 1989), atreves de migraciones de poblaciones ya sea

forzada o voluntarias
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Figura 01. Hipotesis sobre el origen de distribucién de Mirabilis expansa
Cultivada. Adaptado de National Research Counciol, 1998.
Fuente: Tomada de Seminario 2004

b) Taxonomia

Mirabilis expansa (Ruiz & Pav.) Standl se caracteriz6 a fines del siglo
XVIII como parte de una expedicion al Virreinato del Peru dirigida por Ruiz y
Pavon. Los dos botanicos nombraron a la planta como Calyxhymenia expansa
Ruiz & Pav.

Casi un siglo y medio después, el botanico estadounidense Standley

volvié a caracterizar la planta como Mirabilis expansa (Ruiz y Pav.) Standley,



ubicandola dentro de la familia Nyctaginaceae y el género Mirabilis (Gendall
2017).

Segun Standley (1931), la clasificacion taxonomica de kuyacsa se

detalla de la siguiente manera:

Reino: plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Nyctaginacea
Género: Mirabilis
Especies: Mirbilis expansa [Ruiz y Pav.] Standl

Pariente silvestre del cultivo: M. postrata, M. intercedens, M. campanulata

c) Descripcién Botanica de Mirbilis sp. silvestre y cultivada.

1. Habito de crecimiento.

Seminario, citado Gendall (2017), indican que el habito de crecimiento

es procumbente; por lo general no excede de 1 m de altura (silvestre).

Vertical cuando joven y semi - postrado y abierto en la madurez

(cultivada).
2. Tallo.

FAO (Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura), citado por Gendall (2017:40) reporta que, los Tallos son

cilindricos, divididos por entrenudos (cultivada).



Seminario y Valderrama, (2012), indican que el color principal es verde
- amarillo, verde, rojo - purpura; a veces con pigmentacion de color secundaria

rojo - parpura (cultivada).

Standley (1931:114), indica que las ramas son relativamente robustas,
tallos de hasta 2,5 m de longitud, pero generalmente mucho méas cortos,
escasamente puberulentosos a glabros, entrenudos generalmente mas largos

que las hojas (silvestre).
3. Hoja.

Centro internacional de la papa (CIP, 1998) reporta que, las hojas son
opuestas, cordadas u ovadas, de color verde oscuro a verde claro, con o sin

pigmentaciones purpuras.

Standley (1931), indica que las hojas son relativamente grueso, a
menudo con margenes rojos. Variando de ovado redondeado a ovado
rémbico, ampliamente ovado, truncado ovalado eliptico u oblongo o agudo en
la base; Casi siempre abruptamente decurrente, a veces cordado. Obtuso
redondeado en el apice. En pedicelos cortos y gruesos. Cerca de 2,5 - 5 cm

de longitud (silvestre).

Segun Seminario y Valderrama (2012), la hoja es ovada o cordada; con
la base cordada, subcordada o cuneada y el apice bastante agudo. Color
predominante de la hoja amarillo verdoso, verde amarillo o verde; con
pigmentacién de color secundaria presente o ausente (rojo - purpura)

(cultivada).
4. Inflorescencia.

La inflorescencia es cimosa / paniculada termina en 3 - 4 flores

agrupadas. Flores de 3 - 4 mm de largo, 3 - 4 mm de ancho cuando estan



abiertas. Céliz en forma de copa con 5 divisiones en la parte superior,
persistente y en crecimiento. Corola delgada en la base, en forma de tubo,
gue se abre hacia arriba en 5 l6bulos. 3 estambres, pistilo formado por ovario
inferior, esférico, que termina en un estilo curvo, ligeramente mas largo que
los estambres. Aproximadamente 25 - 30 dias entre la aparicion de las
primeras flores y la antesis (Seminario 1988) (cultivada).

Perianto blanco, blanco grisaceo, purpura brillante o parpura; estigma
amarillo - blanco, amarillo anaranjado, brillante parpura o purpura; brote
amarillo, amarillo - marrén o rojo-purpura; involucro verde o verde - purpura

(Seminario y Valderrama 2012) (cultivada).

Figura 02. Mirabilis expansa (Ruiz & Pav.) Standl. A: Rama floreciente | B:
detalle de inflorescencia | C: Semilla [x10].
Fuente: Tomada de Rea y le6n 1965



5. Fruto.

El fruto es un aquenio, de forma eliptica ovoide. La semilla es Unica, de

color marron a crema (CIP 1998).

El céliz crece para formar la fruta (antocarpio), envolviéndola casi por
completo (caracteristica de las Nyctaginaceae). La union de la fruta y la
envoltura del antocarpio es conica, de 3 - 4 mm de longitud y 1,5 - 2.5 mm de
ancho, y esté cubierta por abundantes pelos pegajosos. Fruta cubierta por una
sustancia viscosa, especialmente en el vértice donde los pequefios insectos
son atrapados con frecuencia (Seminario citado por Gendall, 2017)

(cultivada).
6. Tallo subterraneo.

Hinchazon de tallos tipicos de Nyctaginaceae, de color blanco, amarillo

brillante o naranja - gris (Seminario y Valderrama, 2012) (cultivada).
7. Raiz.

Forma: fusiforme, claviforme o cilindrica, grande y redondo en la punta
y afiladamente debajo. Raiz primaria del nicleo dominante sobre las raices

laterales. (Seminario 2004) (Cultivada).

Raiz epidermis blanca, pardo amarillo, gris anaranjado brillante, gris
anaranjado; corteza de la raiz (raspando la epidermis) blanco, amarillo,
amarillo anaranjado; pulpa de la raiz blanca, naranja - blanca, naranja-amarilla
(Seminario y Valderrama 2012) (cultivada). No existe descripcion para raices

de Mirabilis sp. silvestres.



d) Aspectos agronémicos

Aunque biolégicamente es una planta perenne, por su utilizacion es una

planta anual.

La propagacion puede ser asexual y sexual. En la forma asexual (la
mas comun), se pueden utilizar los tallos subterraneos engrosados. También
se pueden usar brotes tiernos desprendidos de la corona, o porciones de tallo
(esquejes). Una practica campesina consiste en cosechar las raices y dejar
las coronas enterradas en el campo. Otra alternativa es recoger las coronas y
ponerlas en pozos cubiertos con tierra. Cuando se utiliza tallos subterraneos

la emergencia se produce entre los 20 - 30 dias (Seminario 2004).

La semilla botanica es ortodoxa, pudiendo almacenarse por varios afios
sin pérdida considerable de su poder germinativo. Semillas almacenadas
durante varios afios a temperatura de 18 °C, perdieron su poder germinativo
a un ritmo de 4 % por afio. Las plantulas provenientes de semilla botanica
generan durante los primeros meses una raiz pivotante engrosada.
Posteriormente, con el aporque, se generan otras raices tuberizantes, desde
la corona. Sin embargo, éstas ultimas no llegan a ser tan abundantes como

las generadas por semilla asexual.

Las formas de cultivo mas comunes son: pocas plantas alrededor de
otros cultivos o en asociacion con el maiz (Zea mays), frijol (Phaseolus
vulgaris), Chiclayo (Cucurbita ficifolia) y otros cultivos. También se asocia con
la arracacha (Arracacia xanthorrhiza) y el llacon (Smallanthus sonchifolius) y
en ocasiones sale espontaneamente en campos de trigo (Triticum vulgare).
En pocas ocasiones se encuentran parcelas de monocultivo. En los huertos
familiares esta asociado a diversas hortalizas. En Puno, se encontré cultivada
en huertos familiares junto con arracacha, llacén, maiz, papa, tarwi (Lupinus
mutabilis) y varias hortalizas exoéticas. También es posible encontrarlo

asociado a diversas arvenses en terrenos en descanso (Seminario 2012).
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e) Importancia de la kuyacsa

Mirbilis expansa [Ruiz y Pav.] Standl, es una especie promisoria como
alimento humano y animal, ademas de otros usos potenciales. El follaje
obtenido después de la cosecha, contiene hasta 4 % de proteina en base
fresca (17 % en base seca), es un importante forraje para ovinos, vacunos y
animales menores. Los valores de consumo, digestibilidad y conversion
alimenticia en conejos (Oryctolagus cuniculus), fue similar a los valores de la
mezcla de ryegras (Lolium multiflorum) y trébol (Trifolium repens) (Bazan et
al. Citado por Seminario 2012)

La parte principal usada como alimento humano son sus raices
reservantes. Estas, ademas de ser fuente de carbohidratos, contienen niveles
importantes de proteina, calcio y fosforo. Por estas bondades constituye una
alternativa alimentaria para poblaciones alto andinas, en donde la ingesta de

estos nutrientes es escasa (Seminario 2012).

f) Ecologiay distribucién geogréfica

En Perd, los hallazgos en Puno se han producido entre los 2 900 y 3
300 msnm y en el norte de este pais, se ha determinado su presencia en
altitudes que oscilan entre 2 500 a 3 400 msnm. Estas Ultimas altitudes
corresponden a la Regién quechua (2 300 - 3 500 msnm), con una
temperatura promedio entre 13 - 14 °C, temperatura maxima de 25 °C, minima
de 5 °C y precipitacion pluvial promedio anual de 680 mm. Prefiere suelos de
pH cercano al neutro, de textura media, profundos, con buena provisién de
materia organica (Chota). También prospera en suelos de color claro, de
textura franco arenosa, con buena provision de materia organica

(Huamachuco) (Seminario 2004).

El cultivo se mantiene en pequefias huertas y en forma marginal en
altitudes entre los 2 600 y 3 500 msnm; es muy apreciado en las comunidades

de valles templados, para la alimentacion humana y animal. Se cultiva
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asociado con el maiz, cucurbitas u otras plantas (National Research Council
citado por seminario 2012).

g) Diversidad genéticos de Kuyacsa

No existen cultivares definidos, sin embargo, las plantas se diferencian
por el color de la raiz, distinguiéndose la “blanca”, “Amarilla” y “anaranjada
clara”. Al presente se dispone de tres colecciones de germoplasma para la
especie cultivad en el Peru y Ecuador, donde se hizo la caracterizacion y se
conserva material en bancos activos. En Cajamarca existen 32 accesiones en
la estacién experimental Bafios del Inca, y tres en la facultad de Agronomia
de la Universidad Técnica de Cajamarca; en Ecuador existen tres accesiones

en la estacion experimental de Santa Catalina (Rea 1982)

Seminario (2012) manifiesta que, la variabilidad morfolégica de la
coleccion de mauka del norte peruano, esta constituido de cinco grupos o
morfotipos. Los morfotipos |, 1l y V se concentran en las provincias de
Hualgayoc, San Miguel, Chota y Cajamarca. El morfotipo Il probablemente es
endémico de la Region La Libertad. La Unica entrada del sur del Perd (Puno),

constituy6 un morfotipo independiente (1V)
2.1.2. Caracterizacién morfolégica.

La caracterizacion morfolégica se basa en atributos o estados
observables o medibles referentes a la forma, aspecto, estructura o
comportamiento del todo o partes del ciclo vital del individuo. Pueden consistir
en el empleo de caracteristicas botanicas, fenoloégicas y agronémicas. Se
conoce que tienen variacion entre individuos y frecuentemente son
convertidos en descriptores estandarizados (Saad y Rao 2001). Se eligen
aquellos caracteres de alta heredabilidad; sin embargo, estos rasgos resultan
de la expresion de un namero limitado de genes y son dependientes de la

interaccion con el medio ambiente (Chia 2009)
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Un descriptor es un atributo cuya expresion es facil de medir de la
forma, estructura o comportamiento de una accesion. Sirve para discriminar
entre fenotipos. Los descriptores son altamente heredables, pueden ser
detectados a simple vista y se expresan de igual forma en todos los
ambientes. Los 6rganos mas importantes para la descripcién morfologica son
aquellos que estdn menos influenciados por el ambiente; los mas importantes
son; la flor y el fruto en importancia decreciente las hojas, tronco, ramas,

raices y los tejidos celulares (July 2007).
2.1.3. Caracterizacién molecular.

Se considera bajo esta denominacién los constituidos por fragmentos
de ADN; pueden ser de tamafio muy diferentes, desde pequefias secuencias

hasta grandes trozos que pueden contener algun gen.

La variabilidad genética de una especie puede ser explorada mediante
la utilizacion de marcadores moleculares de ADN, los cuales son puntos de
referencia que funcionan como huellas de diferentes regiones del genoma,
gue pueden o no corresponder a un gen especifico, son ampliamente
utilizados en genética, permiten evidenciar variaciones (polimorfismos) en la
secuencia del ADN entre dos individuos, modifiquen éstas o no su fenotipo.
Son de utilidad en estudios evolutivos y de genética poblacional, manejo de
bancos de germoplasma, identificacién, proteccion legal de germoplasma,

mapeo, seleccion asistida por marcadores y clonado de genes (Garcia 2012)
2.1.4. Marcadores Genéticos.
a) Marcador morfoldgico.

Los primeros marcadores utilizados en estudios de caracterizacion y de
genética de poblaciones fueron los marcadores morfoldgicos, los cuales

identifican caracteres altamente heredables empleados en la determinacion
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de frecuencias génicas, flujo y deriva génicay en la identidad de los individuos.
Los marcadores morfolégicos son una buena opcion para los estudios de
variacion. En la actualidad existe una tendencia a utilizarlos junto con los
marcadores moleculares, sin embargo, la correlacion de los marcadores
morfolégicos con los moleculares no siempre es satisfactoria, ya que los
primeros se ven afectados por maltiples factores y en la mayoria de los casos
son el resultado de la expresion de mas de un gen (Lewin citado por Rodriguez
2016).

Son los inmediatos visibles, al menos facilmente detectables, aunque
normalmente hay que esperar al desarrollo completo de la planta para su
manifestacion. Pocos dentro de ellos son neutros en relacion con dicho
desarrollo y, en general, con cualquier actividad vital, como cabe esperar los
genes que suelen intervenir en complejas cadenas metabdlicas (Cubero
2013).

b) Marcadores moleculares

En genética, un marcador molecular es un segmento de ADN
diferenciado cuyo patron se transmite de generaciébn en generacién y se
puede detectar mediante diversas técnicas, es asi como cualquier diferencia
en la secuencia de ADN entre dos 0 mas individuos pueden servir de marcador
genético (Hartl y Jones 2009). Un marcador debe fundamentalmente ser
selectivo neutralmente, es decir, no estar influenciado por el medio ambiente
(siendo esta caracteristica una de sus principales ventajas frente a otros
marcadores), asi mismo debe de seguir las leyes mendelianas de herencia
para poder ser usados como herramientas para detectar patrones

taxonomicos, de diversidad y demograficos (Selkoe y Tonen 2006).

Son secuencias del ADN que pueden ser usadas para analizar minimas

Variaciones genotipicas (polimorfismos) sin la intervencién de factores
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ambientales, ademas tienen la ventaja de poder cubrir todo el genoma y de
ser relativamente fijos o perennes. Son usados con muchos propdésitos, entre
ellos estan los estudios taxondmicos, estudios de filogenia y evolucion, para
trazar rutas de domesticacion, para estudiar las relaciones entre diversidad y
ambiente y para estudiar el “pool génico” completo de un cultivo o la diversidad

en una parte especifica de un pool génico (Soto 2006).

Segun Cubero (2013), Los tipos principales de marcadores de ADN, son los

siguientes:

RLFP (Restriction Fragment Length Polymorphism): los RLFT
fueron los mas utilizados hace unos afios, pues permitieron por primera vez
la construccion de mapas saturados. Al ser secuencias largas, la probabilidad
de que el ADN de una sonda se encuentre repetido en el genoma de un
organismo es practicamente nula. Los RFLP, son, por tanto, los mas
parecidos a un gen; pueden considerarse, de hecho, como genes silenciosos,
sin mensaje codificado. Los mapas construidos con ellos son tan fijos como

los que se hubieran formado con genes auténticos.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA): técnica basada en la
reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction: PCR). Es
mucho mas rapida y sencilla que la técnica anterior permitiendo mapear
cientos de marcadores en poco tiempo. Consiste en amplificar secuencias de
ADN utilizando cebadores (“primers”) sintetizados con un numero pequefio de
nucleétidos al azar. Para la amplificacién se utiliza una polimerasa (TAQ) que

tiene la propiedad de no disminuir su actividad a elevadas temperaturas.

AFLP (Amplified Fracment Length Polymorphish): combinan
caracteristicas de RFLP y de RAPD al amplificarse selectivamente por PCR
los fragmentos de restriccion. Como en el caso de los RFLP, el ADN se digiere

con enzimas de restriccion (normalmente dos). Los fragmentos obtenidos se
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ligan a adaptadores de secuencias conocidos de unos 20 pares de bases y se
amplifica por PCR; vuelve a ligarse con cebadores que son los adaptadores
anteriores con uno o dos nucleétidos mas en posiciones 3°, lo que permite una
nueva amplificacion selectiva de un nimero mas reducido (pero aun enorme)
de fragmentos, que se separan por electroforesis en acrilamida y se detectan
por radiactividad o fluorescencias. La combinacién de enzimas de restriccion,

adaptadores y cebadores hace que el numero de AFLPs posible sean infinito.

SCAR (Sequence Characterised Amplified Region): un SCAR
consiste en un fragmento de ADN gendmico que se identifica por amplificacion
mediante PCR usando un par de cebadores especifico de al menos de 14
nucleotidos. Estos cebares se obtienen tras clonar y secuenciar los dos

extremos de un marcador RAPD o AFLP.

Microsatelites (SSR: short Sequence Repeats): se basan en ADN,
generalmente de un maximo de 100 pares de bases, formadas por secuencias
repetidas de di o penta nucleétidos. Una vez localizados tales ADN, que son
frecuentemente en el genoma, se secuencias las zonas que las flanquean y
se construyen con ellas cebadores que, debido a los extremos, seran la
secuencia Unica (se procura evidentemente que los extremos tengan la
longitud suficiente), y debido al fragmento repetido entre ellos, podrian
aparear en numerosos puntos del genoma, esto es, puede haber
innumerables “loci”; los “alelos” de un mismo locus son secuencias con distinto
namero de repeticiones del motivo (GA, CAC, etc.) repetido; las
combinaciones de numerosos “loci” con innumerables “alelos” hace que el

total de microsatélites sea ilimitado.

El ndmero de polimorfismos a que dan lugar es, pues, muy elevado,
con ventajas sobre RAPD y AFLP: son codominantes, de alta reproducibilidad

y dan lugar a puntos fijos de mapa. Son ideales para identificacion varietal.
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Una ventaja adicional es que el andlisis se hace, como el de los RAPD y AFLP,
por PCR.

a) Marcadores ISSR

Es un marcador molecular conocido como secuencias repetidas
intersimples. Esta es una técnica relativamente nueva y es similar a los
RAPDs, excepto que en los ISSRs el primer es un di o trinucleotido repetido.
Los ISSRs son un tipo de marcador genético que nos permite obtener los
niveles de variacion en las regiones microsatélite que se encuentran dispersas

en varios genomas, particularmente el nuclear (Eguiarte et al 2007).

Son técnica basada en PCR, es de caracteristica semiarbitraria debido
a que se utiliza un solo primer de 14 pb o mas, complementario a dos
microsatélites cercanos presentes en el genoma. La amplificacion ocurrira si
ocurre un adecuado alineamiento de los iniciadores y la distancia entre éstos
sea de 100 a 2500 pb, o méas dependiendo de las condiciones PCR. Por otro
lado, la regién no sera amplificada (banda ausente) si existe divergencia entre
los sitios de union y los iniciadores, si uno de los sitios de union no existe y/o
si existen rearreglos estructurales (gendmicos o cromosomicos) (Zietkewicz
et al. citado por Chia 2009).

Los marcadores ISSR se encuentran dentro de los marcadores
basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Técnicas como
ISSR, AFLP o RAPD son sistemas de marcadores dominantes y por lo tanto
no permiten la deteccion de variabilidad en los alelos. Sin embargo, son faciles
de implementar e implican un menor costo (Vijayan citado por Uribe), esto
aplica especialmente para ISSR, por lo que se esta implementando cada vez
de forma mas frecuente en estudios filogenéticos, de diversidad genética,

mapeo genético, entre otros (Reddy et al. 2002).
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Ventajas

Las ventajas que ofrece esta técnica se centran principalmente en la
alta variacion que detecta, asi como en su reproducibilidad debida
principalmente a las altas temperaturas de alineacion utilizadas en la PCR.
Asimismo, no son necesarias altas concentraciones de ADN. Por otro lado,
para disefar los primers no es necesario conocer la secuencia del genoma
del organismo en estudio. Pueden visualizarse tanto en geles de agarosa
como de acrilamida. Finalmente, son sencillos de montar, rapidos, eficientes

y poco costosos (Lynch y Milligan citado por Eguiarte et al. 2007).
Desventajas

En cuanto a las desventajas, la homologia de las bandas es incierta. Y
dado que son marcadores dominantes, no permiten el célculo de ciertos
pardmetros que exigen distinguir a los heterécigos de los homdcigos
dominantes. Asimismo, para estimar la heterocigosis poblacional es necesario
asumir a priori que la poblacién se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg,
por lo que las estimaciones de heterocigosis y estructuracion genética pueden
sesgarse un poco, aunque existen correcciones estadisticas (Eguiarte et al
2007).

2.2. Antecedentes

Morillo (1998), en su tesis Analisis de polimorfismo en la coleccién de
Jiacama (Polymnia sonchifolia P&E) Y Miso (Mirabilis expansa R&p) del banco
de germoplasma del INIAP, caracteriz6 morfoldgica y agronémicamente 11
entradas de miso colectadas en 2 provincias de Ecuador y uno entrada
procedié de Peru, utilizando 20 descriptores (12 morfolégico y 8 agronémico),
morfologicamente se definieron dos grupos principales y subtipos dentro de
la coleccion, estos morfotipos presentan diferencias en cuanto a las variables,

habito de crecimiento, color de tallo principal, color de haz y nervadura de la
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hoja y color de la flor, y varian en color de epidermis y de la pulpa de las raices
entre accesiones. La caracterizacién molecular con la técnica RAPDs permitio
analizar mayor polimorfismo y esto, el bajo nUmero de fragmentos polimérficos
en relacion a la cantidad de partidores utilizados en la amplificacion del ADN,
indicd que la cantidad que la variabilidad genética de este germoplasma es
baja, debido a su restringida distribucién geografica.

Chia (2006), realizo estudios sobre la diversidad genética molecular de
Mirabilis expansa, mediante los marcadores RAPD, y conocer la distribucion
de la variacion genética a nivel intra e interregional, analizaron 37 accesiones
pertenecientes al Banco de Germoplasma del Programa de Biodiversidad de
Raices y Tubérculos Andinos de la Universidad Nacional de Cajamarca,
utilizando para la extraccion del ADN el protocolo de Tai & Tanskley
(1990),con algunas modificaciones en mayor concentracion de NaCl y sin
nitrégeno liquido; se ensayaron 19 iniciadores RAPD decaméricos, usando 4
accesiones tomadas al azar. Las pruebas PCR se realizaron en un
termociclador Perkin Elmer 9700. Se obtuvieron 60 marcadores polimorficos
con 9 de 19 iniciadores decaméricos. Se calcularon los indices de iniciador
RAPD, obteniéndose los valores més altos con los iniciadores OPA04, OPA09
y OPA13. Con el coeficiente de Simple Matching y el algoritmo UPGMA se
obtuvo un dendograma del cual, a un coeficiente de 1, se observan 31 grupos.
Con un indice de similitud de 0,85 se encontré6 que se forman 8 clusters o
grupos, sin coincidir en su mayoria con los 5 morfotipos reportados.

Seminario y Valderrama (2012), determinaron la variabilidad
morfolégica, mediante la aplicacibn de descriptores morfoldgicos
estandarizados, analizaron la distribucion geografica y han evaluado el
comportamiento agronomico de la coleccion de mauka del Programa de
Raices y Tubérculos Andinos de la Universidad nacional de Cajamarca, que

procede principalmente del norte peruano e incluye una entrada de Puno.
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Para esta investigacion se usaron 40 entradas de la especie cultivada.. La
caracterizacion y el analisis de agrupamiento se realizaron mediante
descriptores morfologicos para mauka, Mirabilis expansa (R. &P.) Standley.
Los colores fueron calificados mediante la RHS Colour Chart (1995). Con los
datos de campo, se construy6é una matriz basica de datos (MBD) y se realiz6
el andlisis multivariado el cual comprendié el analisis de agrupamiento
produciendo un fenograma. En el analisis de la distribucion, se sefalaron los
sitios de colecta y se hizo la distribucion geogréfica de las entradas agrupadas
en morfotipos. Se evaluaron siete componentes del rendimiento agronémico,
en cinco plantas por entrada y en tres campafas agricolas (2005 — 2007):
Altura de planta (cm), nimero de raices por planta, peso de raices por planta
(kg), rendimiento de raices (t. ha-1), largo y diametro de raices (cm) y peso de
follaje (kg). El fenograma generd cinco grupos o morfotipos (coeficiente de
disimilitud de 0,0) alcanzaron los mas altos rendimientos (46 — 76 t/ha).
Concluyeron provisionalmente que la mayor variabilidad se encuentra en la
Region Cajamarca e indica que son necesarias las exploraciones de otras

regiones entre ellas Huanuco.

Muenala (2019), realiz6 la investigacion “evaluacion de la variabilidad
genética del miso Mirabilis expansa Ruiz & Pav. Standley”, en esta
investigaciéon se estudié la etnobotanica y la caracteristicas morfoagronémica
7 entradas de kuyacsa (Mirabilis expansa) en los cantones Pedro Moncayo
(Pichincha) y Cotacachi (Imbabura), las variables evaluadas fueron: 12
caracteristicas cuantitativas y 12 cualitativas. Los resultados obtenidos
presentaron dos caracteres discriminantes que sirven para identificar los
grupos genéticos, con este dato se establecieron tres grupos, dentro de ellas
se identificaron dos morfotipos diferenciandose por el color la hoja y la raiz, el
rendimientos que se obtuvo de las accesiones estaban por encima de los 2.5
kg/planta y con valores mayores a 10 raices/planta, ademas presentaron 29

cm de largo y 5 cm de diametro.
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2.3. Hipoétesis

a) Si se aplica la caracterizacion agromorfoldgica a las accesiones de kuyacsa
mediante descriptores especificos se determinara la variabilidad

morfologica.

b) El uso de marcadores moleculares ISSR permitir4 estudiar la diversidad
genética a nivel genotipico de kuyacsa.

2.4. Variables y operacionalizacion de variables
Variables:

a) Marcadores agromorfolégicos.
b) Marcadores de ADN

Indicadores:

namero de raices por planta.

peso de raices por planta (kg).

longitud de raiz reservante (cm).

Didametro de raiz reservante.

Descriptor morfolégico de kuyacsa. (cuadro 10)
Porcentaje de polimorfismo.

Contenido de Informacion Polimorfica (PIC).

© N o B W RE

Dendogramas.



lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Tipo y nivel de investigacion

El tipo de investigacidn aplicada, porque se baso en los principios de la
ciencia sobre los aspectos de biologia molecular y morfologia vegetal, para
conocer, la diversidad con la que se cuenta de Mirbilis expansa [Ruiz y Pav.]

Standl en la Region Huanuco.

Es descriptivo, porque se describen las variables en estudio:
(marcadores ISSR y caracteristicas morfolégicas en kuyacsa) y se determiné

la variabilidad en la lectura de vidrio y mediante los descriptores morfologicos.
3.2. Lugar de ejecucion

a) Fase de campo:

El proyecto se ejecutd en el centro poblado de Mitocucho, Distrito de
Quisqui
v' Posicién geografica:

Altitud : 2 930 msnm
Latitud sur :9°53'11.60" S
Longitud oeste  :76°26°13.10" O

v" Ubicacion geografica:

Region : Huadnuco
Provincia : Huanuco
Distrito : Quisqui

Centro poblado : Mitocucho
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Figura 03. Ubicacion del jardin de colecta de Mirbilis expansa [Ruiz y Pav.]
Standl.

v' Condiciones agroecolégicas

Segun la ONER (Oficina Nacional de Evaluaciéon de Recursos
Naturales 2009) La zona donde se realiz6 el trabajo de investigacion
corresponde a La zona de vida bosque muy hiumedo - montano tropical. La
temperatura media anual 13,6 °C y 28 °C una evapotranspiracion entre 2 -.

4 mm; precipitacion anual de 570 mm; humedad relativa de 64 %.(SENAMHI).

b) Fase de laboratorio

Para la caracterizacion molecular el proyecto se ejecuté en el
laboratorio de Biotecnologia molecular del programa de cereales y granos
nativos de la Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM), Lima, Pera.
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3.3.Poblacion, muestray unidad de analisis
Poblacion

Estuvo compuesta por las 20 accesiones de Kuyacsa (Mirbilis expansa
[Ruiz y Pav.] Standl, una accesion se encontrg al estado silvestre. Fueron
colectados en los diferentes centros poblados de las provincias de Huanuco,
Marafion, Pachitea, Yarowilca, Huamalies y Huacaybamba de la Regién
Huénuco (figura 04). Estos fueron Instaladas en el jardin de colecta de

Mitocucho Distrito de Quisqui - Huanuco.
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Figura 04. Mapa de ubicacién y zonas de colecta de Mirbilis expansa [Ruiz

y Pav.] Standl

Muestras

Estuvo compuestas por 10 individuos por accesion, de las cuales se

tomaran 5 individuos al azar para la caracterizacion morfologica.
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De los 5 individuos tomados al azar se colecto las muestras de hojas
para su extraccion y obtuvo una muestra de ADN.

Tipo de muestreo
No probabilistico, porque la muestra se seleccion6 por conveniencia.
Unidad de anélisis

La unidad de analisis, esta conformada por las accesiones del cultivo
de kuyacsa, instaladas en el jardin de colecta del centro poblado de Mitotambo

distrito de Quisqui
3.4. Tratamientos en estudio

En este trabajo se consider6 que cada entrada representa un
tratamiento, cada tratamiento estaba conformada por 10 repeticiones
conformada por cada individuo de Kuyacsa (Mirbilis expansa [Ruiz y Pav.]
Standl.) (Cuadro 01).



Cuadro 01. Tratamientos en estudio (accesiones)

25

Tratamiento Codigo .d,e la Provincia Distrito Localidad Altitud
accesion (msnm)
1 01HUACHI Huanuco Acomayo Chacamarca | 2930
2 02HUAQUI Huanuco Quisqui Mitocucho 2762
3 03HUACHU Huanuco Churubamba Rayan pata | 2885
4 04HUACHU Huanuco Churubamba Marag 3220
5 05HUACHU Huénuco Churubamba Shacua 3414
6 06HUACHU Huanuco Churubamba Paccha 3082
7 07THUASMV Huanuco Santavh:ﬁ;ia del Santa Rosa | 2817
8 08HUASMV Huanuco Santa Maria del Pichuy 3000
Valle
9 09YRWPAM Yarowilca Pampamarca Garu 3433
10 10HUASMV Huanuco Santavh:ﬁ;ia del Ratacocha 3050
11 11HUASPC Huanuco San Pedro de Gantupata 3444
Chaulan
12 12HUASPC |  Huanuco San Pedro de Irapata 3370
Chaulan
13 13HUAQUI Huénuco Quisqui Witco 2842
14 14PACHPA Pachitea Panao Yuracmarca | 3285
15 15MARHUA Marafién Huacrachuco Pumachupay | 2994
16 19PACHPA Pachitea Panao Yuracmarca | 3300
17 20HCYPIN | Huacaybamba Pinra Rayan 2840
18 21MARHUA Marafion Huacrachuco Huachumay | 3162
19 22YRWAPO Yarowilca Aparicio Pomares | Acobamba 3014
20 23HUAMAL | Huamalies Chavinde | oo 13 pampa | 3279
Pariarca




3.5. Pruebade hipoétesis

3.5.1. Disefo de la investigacién
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El disefio fue no experimental, porque no se manipulo deliberadamente

las variables, lo que se hizo es observar fendmenos tal como se dan en su

contexto natura para luego analizarlo.

Caracteristicas del jardin de colecta

Area 1
Largo del campo
Ancho del campo

Area total 1

Area 2
Largo del campo
Ancho del campo

Area total 2

Area total (Area 1 + Area 2)
Area neta experimental

Area total de calles

Distancia entre surco

Distancia entre plantas

Numero de surcos

Numero de plantas/Tratamiento

Numero total de Plantas/campo experimental

8m
6.5m
:52 m?

12 m
7m
84 m?

136 m?
81 m?
:55 m?
Am
:0,5m
14

10

200
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Figura 05. Croquis del campo experimental

3.5.2. Datos aregistrar.

a. Caracterizaciéon morfologicas

La caracterizacion se realizd en una sola campafa, se considerd una

lista de 17 descriptores cualitativos (cuatro de tallos, cinco de hojas, cinco de

flores, y tres de la raiz) recomendados por Seminario (2012), Los datos de

hojas se tomaron al inicio de la floracion y los colinos y raiz se tomaron al

momento de la cosecha (11 meses), Los colores fueron calificados mediante

RHS Colour Chart (Seminario 2012).
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Distribucion geogréfica

Los datos de distribucién de la kuyacsa fueron obtenidos de las visitas
realizadas a los agricultores (colecta). Los datos fueron tomados con un GPS
Montana 680, se tomaron los datos de latitudes, longitudes y altitudes. De la
misma forma fueron tomaron los nombre de fundos, caserio o centro

poblados, Distrito y Provincia de procedencia.
b. Evaluaciones fenolégicas

Se evaluaron tres componentes fenologicas, sobre las 10 plantas por

tratamiento (accesién).las caracteristicas evaluadas fueron:
v Emergencia

Se consider6 los dias transcurridos entre la siembra y el estado de

emergencia

Figura 06. Emergencia de Mirabilis expansa [Ruiz y Pav.] Standl.

v" Inicio del botdn floral

Numero de dias computados desde la fecha de siembra a la aparicién
del boton floral en el 50 % de las plantas por accesion.
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Figura 07. Inicio de boton floral de Mirbilis expansa [Ruiz y Pav.] Standl
v Floracion

NUmero de dias contados desde la siembra hasta la emisién de las

primeras flores del 50 % individuos por tratamiento (accesion).

Figura 08. Inicio de floracion de Mirabilis Expansa [Ruiz y Pav.] Standl.

c. Evaluacion agrondmicas

Se evaluaron cuatro componentes agrondmico: niumero de raices por
planta, peso de raices por planta (kg), longitud de raiz reservante (cm) y
diametro de raiz reservante (cm). Los datos fueron ingresados en una hoja de
calculo de Excel, para el analisis correspondiente.
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v Numero de raices reservantes por planta

Se realiz6 en la etapa de maduracion fisiolégica (11 meses). Se contd
las raices Utiles que presentaban todas las caracteristicas apropiadas para su

consumo.
v' Peso de raices reservantes por planta (kg)

Después de la cosecha se tomaron las raices de la planta, realizando

el pesado correspondiente en una balanza.
v' Longitud de laraices reservantes

Para esta evaluacién se eligié todas las raices que tienen un valor
comercial y de consumo. El largo de la se midié con una cinta métrica para lo

cual se partio la raiz en forma longitudinal.
v' Diametro de raices reservantes (cm)
El didmetro se midi6 en la parta media en 10 raices por accesion

d. Caracterizacién molecular

v' Escaneado y lectura de bandas (escoreo)

Se realiz6 el escoreo de los geles para el analisis de datos,
construyéndose una matriz binaria de “0” para las ausencias de bandas y “1”
para las presencias. Se consideraron solo aquellas bandas que presentaron
una intensidad uniforme, aquellas que fueron borrosas o muy tenues no se
consideraron para evitar errores. Esta informaciéon de bandas se ingresé en

hoja de calculo de Microsoft Excel 2013.



31

3.5.3. Técnicas e instrumentos de recoleccion y procesamiento de la
informacion.
a. Técnicas e instrumentos bibliograficos
* Fichaje
Este proceso nos permitio la recopilacion y extraccion de datos

importantes de las fuentes bibliograficas como: libros, articulos cientificos,

internet y fuentes no bibliogréaficas; para la elaboracion del marco tedrico
» Andélisis de contenido

Esta técnica se utilizd6 para el analisis sistematico de documentos
escritos; para la redaccién del marco tedrico. Se traté de estudiar con detalle

el contenido de la comunicacién escrita.

= |Instrumentos bibliogréaficos
Bibliogréficas: Libros y Tesis.
Hemerograficas: revista, internet.

» Fichas de investigacion

Textuales.
Resumen.

Comentario.

= Instrumentos de laboratorio
Guias de laboratorio.

Manual de laboratorio.

Protocolos.
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= Procesamiento de informacién

Los datos obtenidos seran ordenados y procesados en computadora

utilizando programas especializados para cada uno de los analisis.
3.6. Materiales y equipos
3.6.1. Caracterizacion morfoldgica

Materiales biolégicos:

Accesiones de kuyacsa (semillas asexuales)

Material no biolégico

e Cuaderno de Campo.
e Bolsas de polipropileno.
o Esticker.

e Lapiz.

e Lapicero.

e Plumo indeleble.

e Borrador.

e Chagquitaclla.

e Azadon.

e Pico.

e Wincha.

e Cuchillo.

e Tijera de podar.

e Vernier.

e Descriptor propuesto por seminario (2012).
e Cartilla de colores.

e Balanza.



3.6.2.

Equipos

GPS.

Camara fotografica.
Computadora.
Memoria USB.

Calculadora.
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Equipos, Materiales y Reactivos de Laboratorio de biologia

molecular

Reactivo:

Silicagel,

Tampon de extraccion.

Etanol al 96 % y 70 %.

Cloroformo Alcohol isoamilico (24:1)
Tampon Tris EDTA (TE) pH 8.
RNAsa 10 mg/ml.

Agua MiliQ.

Agarosa 1 %.

Bromuro de etidio.

Tampon de carga.

Buffer de corrida TBE 1x.

dNTPs 5 mM.

Set de iniciadores ISSR.

Enzima Tag-DNA polimerasa 5 U/pl.
buffer PCR 10x.

MgCI2 25 mM.

Acrilamida.
Tetramethy-lethynediamine.

Persulfato de amonio al 10 %.



Repelente.
Adherente.

Alcohol al 96 %.
Buffer de corrida.
TBE 1xy 0,5X.

100 bp DNA.
Ladder Plus.
Solucién de fijacion.
Solucién de Tincion.

solucion de revelado.

Herramientas:

Bolsas Ziploc.

sobres de papel.

Bisturi.

Pinza.

papel toalla.

Billas de metal.

Tubos eppendorf de 1.5ml.

Puntas plasticas de 100 y 1000 pl.
Cubetas de cuarzo.

Céamara de electroforesis horizontal.

Peines.

Pipetores de 10, 100, 200y 1000 pl.

Placas para PCR.
Tubos de 500 pl.
Vidrios con y sin muesca.

Separadores.
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Céamara de electroforesis vertical.
Bandejas de plastico y tapas de plastico.
Gradillas para tubos.

Racks.

Probetas de 100, 500 y 1000 ml.
Beakers.

Picetas.

Guantes de nitrilo y vinilo.

Papel toalla, Papel de aluminio.

Parafilm.

Equipo

Molino Bead Mill Reach MM200.
Centrifuga (Eppendorf).

Campana extractora de gases.

Termomixer (Eppendorf), Biofotémetro (Eppendorf).

Purificador de agua, Agitador magnético (Heidolph).

Fuente de poder (BIO-RAD power pac 300).
Termociclador.

Fuente de poder.

Balanza analitica.

Autoclave.

Congelador -20 °C.

Refrigeradora 4 °C.

Horno microondas

Potenciometro.
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3.7. Conduccion de lainvestigacion
3.7.1. Manejo agronémico

Esta actividad se realiz6 una semana antes de la siembra; Se preparé
con la ayuda de una Chaquitaclla y Pico. El terreno fue roturado, mullido,

nivelado y surcado hasta obtener un campo listo para la instalacion.

a) Roturacién del terreno.

Esta actividad se realiz6 cuando el terreno se encontraba en su
capacidad de campo, con la ayuda de una chaquitaclla a una profundidad de

0,25 a 0,30 cm lo cual es la profundidad de la capa arable.

b) Mullido y nivelacién.

Esta labor se ejecutd inmediatamente después de la roturacién; el
mullido se realiz6 con la ayuda de un pico, desterronando los terrones que

dificultaban la nivelacion.

c) Surcado

Los surcos se realizaron contra la pendiente para evitar erosion del
suelo en las épocas de alta precipitacion. La pendiente del surco fue de un 2
%, para que pueda drenar con facilidad el agua, evitando asi la formacion de
charcos. El distanciamiento entre surco fue de 1 m y una profundidad de 20

cm.

d) Preparacion propagalos (semilla asexual)

Cado propagulo se corté en secciones conformadas de cuatro y cinco
nudos. Para la seleccion de propagulos se consideroé la calidad y la sanidad

de los propagulos.



37

e) Siembra de propéagalos

Se utilizdé semilla asexual, tallos subterrdneos engrosados (esquejes),
brotes tiernos desprendidos de la corona y tallos aéreos. Un propagulo por
golpe, con un distanciamiento de 1 m entre surco y 0, 5 m entre plantas y a

una profundidad de 5 a 10 cm.
f) Riego
El primer riego se realiz6 inmediatamente después de su instalacién, y
luego de acuerdo a la necesidad del cultivo.

g) Deshierbo

El control de malezas se realizO manualmente utilizando un pico,
eliminando todas las malezas con finalidad de evitar la competencia por
nutrientes, agua y luz, ademas las malezas son hospederos de plagas y

enfermedades.
3.7.2. Caracterizacion molecular
a) Coleccion y almacenamiento de material vegetal

Se colectaron hojas jévenes en buen estado y en buenas condiciones
fitosanitarias. En la colecta las hojas se utilizaron herramientas desinfectadas

con alcohol, por cada muestra.

Una vez colectada las muestras se almacenaron en una bolsa ziplot
que en su interior contenian 50 gramos de silicagel, esta cantidad permite

mantener en condiciones favorables hasta 10 hojas pequefas.
b) Mullido de las muestras

Se tomaron muestra seca de un hoja y se colocaron en tubos eppendorf

de 1.5 ml que contenian 5 billas de acero estériles que luego fueron molidas
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en un molino Bead Mill Retsch MM200 por un tiempo de 10 minutos y una

frecuencia de 30 Hz o 1/s, que permitié obtener un polvo fino del tejido vegetal.
c) Extraccion de ADN

El procedimiento de extraccion de ADN se realizd siguiendo el
protocolo CTAB modificado de Doyle y Doyle (1990)

P1

1. Llevar al molino la muestra por 10 minutos.

2. Agregar 700 ul (Buffer CTAB2X + B mercapetanol) en la campana
extractora mezcla por inversion

3. Llevar al termomixer a 65 °C por 45 minutos.

4. Agregar 700 pul (cloroformo: Alcohol isoamilico (24:1)) bajo la campana

extractora (mescla por inversion).

Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos

En tubos nuevos transferir el sobrenadante

Agregar 500 pul etanol de 96 % (mescla por inversion)

© N o 0

Llevar a -20 °C (minimo 24 horas maximo 24 horas)
P2

9. Centrifugar a 13000 rpm durante 20 minutos

10. Eliminar teniendo cuidado de no votar el ADN.

11.Agregar 1000 pl 75 %

12.Centrifugar 13 000 rpm durante 5 minutos

13.Eliminar el sobrenadante, teniendo cuidado de votar el ADN.
14.Agregar 1000yl etanol 96 %

15. Centrifugar a 13 000 rpm durante 5minutos

16.Eliminar el sobrenadante, teniendo cuidado de no votar el ADN
17.Dejar secar toda la noche los tubos abiertos (cubrir con papel para que

no se contamine)
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P3

18.Agregar 150 pl de agua milig

19.Llevar al termomixer a 65 °C por 15 minutos.
20. Spin de 10 segundos.

21.Llevar a -20 °C.

P4
Descongelar -4 °C (MM y ARNasa) — MM spin

22.Agregar 2 ul de ARNasa.

23.Spin de 10 segundos.

24.Llevar al termomixer a 37 °C por una hora.

25.Spin de 10 segundos.

26.En tubos nuevos y pequefios agregar 2ul de la muestra madre + 198l
de agua milig.

27.Con pipeta

28.Guardar la muestra madre a -20 °C.

» Cuantificacién y calidad de ADN

Para cuantificacion de DNA extraido se utilizé un el nanobiofotdmetro
modelo IMPLEN (figura 09).

Figura 09. Cuantificacién del ADN en el nanoBiofotdmetro (IMPLEN).
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La calidad (integridad) del ADN se testeo por electroforesis en gel de

agarosa al 1 %, visualizado con Luz UV. (Figura 10)

ADN

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % mostrando la calidad de
ADN.

d) Amplificacion por PCR de las regiones microsatelitales

Previo a la amplificacion se preparo el mix que se detallan en el (cuadro
03), para la eleccion de los primers, se realizé el screening de 21 marcadores
ISSR, seleccionandose finalmente 4 primer segun la nitidez del patron

obtenido y los que mostraron mayor polimorfismo (cuadro 02).

Cuadro 02. Primers ISSR seleccionados.

Orden Nombre Secuencia
1 UBC 859 5-TGT GTG TGT GTG TGT GRC -3’
2 UBC 807 5-AGA GAG AGA GAG AGA GT -3
3 I1S-36 5-AGA GAG AGA GAG AGA GTC -3
4 SSR4 5-BDB CAC ACA CAC ACA -3

Las reacciones de amplificacion de PCR se ajustan a un volumen final

de 7,45 ul, cuya composicion fue la siguiente (cuadro 03).
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Cuadro 03. Componentes del mix para la PCR.

Componentes Cantidad por individuo
DNAX 3ul
Gotag Mix 5x 1,5l
Primer x 1l
HZqu 1,95 |J.|

Se tomé en cuenta el protocolo de amplificacién que se muestra en la
(Cuadro 04) donde se aprecia que se tienen 34 ciclos de amplificacion. La

PCR se llevé a cabo en un termociclador Biorad.

Cuadro 04: Perfil térmico de la PCR para marcadores de ISSR

Temperatura Tiempo

Perfil térmico C) (Minutos) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 3 1
Desnaturalizacion 94 1
Hibridacion 40 1 34
Extensién 72 1
Extension final 72 7 1
Mantenimiento 4 0

Fuente: tomado UNALM
3.8. Anaélisis de resultados

3.8.1. Andlisis de datos morfologicos

Con los datos obtenidos de la caracterizacién morfologica y evaluacion
de los morfotipos, se construyé la matriz basica de datos (MBD) en Microsoft

Excel 2013 para su analisis. La MBD es de forma bidimensional de tipo n x p,
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donde la “n” columna representa el descriptor y la “p” fila, significan el
tratamiento, que son las accesiones o entradas de Mirbilis expansa [Ruiz y
Pav.] Standl (cuadro 01), en cada cuadricula de la MBD se registraron los
codigos que pertenecian a los estados de cada variable (Crisciy Loépez 1983,
Hidalgo 2003).

La MBD permiti6 realizar el analisis estadistico multivariado mediante
el programa NTSYSpc 2.02g (Numeral Taxonomy System). Este programa
nos permitio realizar el andlisis de agrupamiento y el analisis de componentes
principales. El analisis de agrupamiento es clasificar un conjunto de “n”
accesiones en un numero pequefio de grupos o conglomerados, a través de
un fenograma que permite identificar los grupos o entidades morfolégicamente
diferentes e identificar los elementos que constituyen duplicados (elementos
morfologicamente similares). Por otro lado, el andlisis de componentes
principales (ACP) permitid6 saber cudl variables estan o no asociadas y el
sentido de esta asociacion. También permite saber como se distribuyen los
morfotipos y cuales tienen mayor semejanza entre ellos y permite demostrar
el valor discriminatorio de los caracteres, con respecto a las entradas (Franco

e Hidalgo 2003)
a) Anélisis multivariado

Las técnicas estadisticas multivariadas nos permitieron caracterizar el
germoplasma, debido a que basicamente nos permitira a describir y agrupar
el conjunto de accesiones, tomando en cuenta simultineamente varias
caracteristicas, sin dejar de considerar la relacion existente entre todos los

caracteres en estudio (Franco e Hidalgo 2003).
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v El analisis de componentes principales (ACP)

Desde el punto analitico, este método se basa en la transformacion de
un conjunto de variables cuantitativas originales en otro conjunto de variables
independientes no correlacionadas, llamadas componentes principales. Los
componentes deben ser interpretados independientemente unos de otros, ya
que contienen una parte de la varianza que no esta expresada en otro

componente principal (L6pez e Hidalgo 1994)

El ACP concentra toda la variacion presente en la matriz de datos
originales en unos pocos ejes 0 componentes. Los componentes principales
contienen informacion en diferentes proporciones de todas las variables
originales y su niumero depende del nimero de éstas que se incorporen en el
analisis. La contribucién de las variables a cada componente principal se
expresa en valores y vectores propios. El valor propio representa la varianza
asociada con el componente principal y decrece a medida que se generan
dichos componentes. En cambio, el vector propio contiene los coeficientes de

las combinaciones lineales de las p variables originales.

En base a la matriz basica de datos de Excel se calculé y analizo el
componente principal de las accesiones de Mirbilis expansa [Ruiz y Pav.]
Standl con el programa NTSYSpc 2.2g esto nos permitid conocer la relacién
existente entre las variables y la semejanza entre las accesiones, para saber
como se distribuye las accesiones, cudles se parecen y cuales no. También
permitid seleccionar las variables més discriminatorias (Franco e Hidalgo
2003).

v' Analisis de conglomerado o Cluster

El analisis de conglomerado se aplicé para la clasificacion de las
accesiones de kuyacsa (Mirabilis (Ruiz & Pav.) Standl.) en grupos

relativamente homogéneos con base en la similitud existente entre ellas.
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Se utilizo el programa NTSYSpc 2.2g, se operd utilizando el coeficiente
Simple Matching Coeficient (SMC), para obtener la matriz de similitud entre
las unidades taxondémicas operativas (OTUs).El método de conglomerado o
cluster se aplico sobre una matriz de distancia, el método de agrupamiento
usado en el analisis conglomerado fue jerarquico, que formo grupo en varios
niveles. En el agrupamiento los resultados se presentaron en forma de

diagrama de arbol (dendograma)

Para la formacion de los conglomerados por este método jerarquico se
utilizé el métodos UPGMA (unweighted pair-group method aritmetic average)
y SAHN (sequential, agglomerative, hierarchical, nonoverlapping) — clustering
(Franco e Hidalgo 2003).

3.8.2. Andlisis de datos moleculares

Los productos de la amplificacién fueron anotados en una matriz de
datos binaria en Microsoft Excel 2013, se colocé el valor de "1" si hay
presencia de banda y "0" si hay ausencia de banda. Se consideraran soélo
aguellas bandas que presentaron una intensidad uniforme, aquellas que

fueron borrosas o0 muy tenues no se consideraron para evitar errores.
a) Analisis de agrupamiento

Para el andlisis de datos se ingresaran éstos dato a una matriz basica
de datos con el paquete estadistico NTSYSpc 2.02g y se corrio la opcion de
analisis multivariado, obteniendo una matriz de similitud utilizando el
Coeficiente de Concordancia Simple o Simple Matching Coeficient (SMC)
(Crisci y Lopez, citado por Chia 2006). Para el analisis de agrupamientos se
utilizé el programa NTSYSpc 2.02g, basado en el UPGMA (Unweighted Pair
Group Method using Arithmetic Averages), con el objetivo de obtener el

dendograma. (Zhang et al. Citado por Chia 2006).
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b) Estimacion del contenido polimérfico

Se identificaron los polimérficos segun el indice contenido de
polimorfismo (PIC) que es la capacidad de cada iniciador (primer) para
detectar loci polimorfico. ElI valor mas alto de PIC indica el primer mas

informativo. En el caso de marcadores ISSR se consider6 la siguiente formula.
PIC =1 -[(p/n) 2 + (g/n) 2]
p = frecuencia de bandas presentes.
g = frecuencia de bandas ausentes.
n = el total de bandas presentes en la poblacién,
c) Datos del Sistema de Informacion Geogréfica (SIG)

Los datos que se tomaran con el equipo GPS seran introducidos en el
programa Excel. Una vez terminado el trabajo de campo, los datos seran
insertados al software ArcGIS para su procesamiento y analisis. Con este
programa, se disefiaran el mapa de distribucién espacial de la presencia de

kuyacsa en la Region Huanuco.



IV. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion agromorfologica.
4.1.1. Andlisis multivariado.

El analisis multivariado tiene el propdsito de reducir el volumen de
informacion. El andalisis multivariado se realiz6 a través del andalisis de

componente principal y analisis de conglomerado.
a) Componentes principales.

El andlisis de componente principal muestra que los primeros tres
componentes poseen un valor propio caracteristico 2 1 (Cuadro 05) siendo
estos aceptables para su andlisis, concentrando el 97,94 % de la variacion
de los 17 caracteres, para discriminar las 20 accesiones en estudio. Se puede
observar que la varianza absoluta de los componentes disminuye a medida
que el valor propio disminuye, el primer componente explica el 74,92 % de la
varianza total y esta asociado a los caracteres de color de follaje, color
principal de tallo aéreo, color secundario de tallo aéreo, color de tallo
subterraneo, color predominante del haz de la hoja, color secundario del haz
de la hoja, color de botén floral, color de las bracteas del involucro, color del
perigonio, color venas de I6bulos de perigonio, color estigma, color externo de
la corteza de la raiz reservarte , color de la corteza de raiz al raspado y color
de la pulpa de la raiz reservante todos ellos con un coeficiente de correlacion
alto que esta entre -0,794 a 0,996. El segundo explica el 13,59 % de variacion
y a este se le atribuye los Base de lamina y Apice de lamina con un coeficiente
de correlacion de 0,82y -0,82 respectivamente. El tercero componente explica
un 8,23 % de variacion y el caracter que mas atribuye es base de lamina con

un coeficiente de correlacion de -0,787, estos tres componentes fueron los
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que mas aportaron a la variacion del germoplasma evaluado con los

descriptores estandarizados por (Seminario 2012).

Cuadro 05. Valores propios y proporcion de la varianza explicada en el
andlisis de los componente principales de Kuyacsa (Mirbilis expansa [Ruiz y
Pav.] Standl.)

Proporcidn de la varianza total explicada

Componentes Valor propio

principales B>1 Absoluta (%) Acumulada (%)
CP1 12.74 72.92 74.92
cP2 2.31 13,59 88,51
cP3 1,6 9,43 97,94

Cuadro 06. Descripcién basica de los morfotipos y agrupamiento de las

accesiones de kuyacsa (Mirabilis expansa) colectados en la Regién Huanuco.

Componente %de. Coeficiente
principal variancia Caracteres de 5
total correlacion
Color de follaje 0,996
Color principal de tallo aéreo 0,996
Color secundario de tallo aéreo 0,849
Color de tallo subterraneo -0,839
Color predominante del haz de la hoja 0,794
Color secundario del haz de la hoja 0,996
Color de boton floral 0,973
CP1 74,92 Color de las bracteas del involucro 0,996
Color del perigonio 0,973
Color venas de |6bulos de perigonio 0,996
Color estigma 0,973
Color externo de la corteza de la RR -0,927
Color de la corteza de raiz al raspado -0,839
Color de la pulpa de la raiz reservante 0,839
Base de lamina 0,82
CP2 13,59 Apice de lamina -0,82

CP3 9,43 Forma de lamina -0,787
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La correlaciéon de los dos primeros componentes principales tiene una
mayor importancia, porque explica el 88,51 % de la variacion total y podemos
confirmar el agrupamiento de cuatro grupos (figura 11): Grupol. 02HUAQUI,
03HUACHU 04HUACHU, 05HUACHU 06HUACHU, 10HUASMV, 11HUASPC,
12HUASPC, 09YRWPAM, este grupo se diferencia por 2 caracteres de hoja,
con respecto al grupo 2, la Base de lamina, Apice de lamina y color de la
corteza de la raiz al raspado. Grupo 2. 08HUASMV, 13HUAQUI, 20HCYPIN,
22YRWAPO, 21MARHUA 23HUAMAL, 07THUASMYV y estos se diferencian por
forma de ldmina base de lamina apice de lamina, color de la corteza de la raiz
al raspado. Grupo 3, 14PCHPA, 19PCHPA y O01HUACHI, estas tres
accesiones se diferencian del grupo 1 y grupo 2, por el color del follaje, color
principal del tallo aéreo, color secundario del tallo aéreo, color del tallo
subterraneo, color predominante del haz de la hoja, color del botén floral, color
de las bracteas del involucro, color del perigonio, color venas del I6bulo de
perigonio, color de estigma, color externo de la corteza de la raiz, color de la
pulpa de la raiz reservante. En el grupo 4, se encuentra la accesion
15MARHUA que se diferencia del grupo 1 y grupo 2 en las mismas
caracteristicas sefialadas en el grupo 3. La discriminante con respecto al
grupo 3 son las siguientes: color del botdn floral, color del perigonio, color del
estigma, color externo de la corteza de la raiz, color de la pulpa de la raiz

reservante.
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Figura 11. Distribucién de accesiones de Kuyacasa (Mirabilis expansa [Ruiz
y Pav.] Standl) de la Regién Huanuco en el primero y segundo componente
principal.

b) Analisis de agrupamiento.

Con los datos de la matriz basica de datos (MBD) se realiz6 el
fenograma (Figura 12), mediante el programa NTSYS, por el método
conglomerado UPGMA, este programa nos permitié realizar el analisis de
agrupamiento. ElI dendograma resultante muestra 4 grupos formados en el
punto de corte 1,45 distancia Euclidea, lo que comprende que existe 80 % de

duplicados: estos grupo esta formado por:

Grupo 1. Est4 integrada por 9 accesiones (02HUAQUI, 03HUACHU
04HUACHU, O05HUACHU 06HUACHU, 10HUASMV, 11HUASPC,
12HUASPC, 09YRWPAM. Grupo 2. Formada por 7 accesiones 0BHUASMV,
13HUAQUI, 20HCYPIN, 22YRWAPO, 21MARHUA vy 23HUAMAL,
07HUASMV. Este grupo esta formado por sub grupos morfolégicamente
similares, que provienen de 5 provincias diferentes de la Regiébn Huanuco.
Grupo 3. Formada por 3 accesiones 14PCHPA, 19PCHPA y 01HUACHI.
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Grupo 4. Solo se encuentra una accesion, no se agrupa con ninguna accesion
dentro del fonograma, 15SMARHUA.

Si se consideramos el coeficiente de maxima similitud (0,00) se
observa que se forman 6 grupos (70 % de duplicados): grupo 1, de 3
elementos 14PCHPA, 19PCHPA y 01HUACHI. Grupo 2, de un elemento
15MARHUA, Grupo 3, de 9 elementos, 02HUAQUI, 03HUACHU 04HUACHU,
O5HUACHU  06HUACHU, 10HUASMV, 11HUASPC, 12HUASPC,
09YRWPAM. Grupo 4, de 3 elementos, 08HUASMV, 20HCYPIN,
07HUASMV. Grupo 5, de 3 elementos 22YRWAPO, 21MARHUA vy
23HUAMAL. Grupo 6, de un elemento, 13HUAQUI.

01HUACHI |

14PACHPA I
19PACHPA

15MARHUA |

02HUAQUI |

03HUACHU |

04HUACHU |

0SHUACHU |

06HUACHU i
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|

|
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|

|
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I
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Figura 12. Dendograma de distancia entre accesiones de kuyacsa (Mirabilis
expansa [Ruiz y Pav.] Standl) de la Region Huanuco.

4.1.2. Descripcién morfoloégica de los morfotipos.

Las caracteristicas morfolégicas que contribuyen a la identificacién y
discriminacion entre morfotipos fueron el color del perigonio, color del

estigma, Color de la pulpa de la raiz reservante. La forma de lamina, base de
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lamina, apice de lamina y color de la flor son las principales caracteristicas
para diferenciar los morfotipos. Dentro de las accesiones de flor purpura
existen dos morfo tipos (morfotipo 3 y morfotipo 4), uno es cultiva y la otra
silvestre los cuales se diferencian, color del perigonio, color del estigma, color
externo de la corteza de la raiz, forma de lamina, base de lamina, apice de
lamina, color de la pulpa de la raiz. De la misma manera dentro de los
morfotipos de flor blanca (morfotipo 1 y morfotipo 2) las discriminantes que

contribuyen son: forma de lamina, base de la lamina y apice de la lamina.

Cuadro 07. Agrupamiento de las 20 accesiones de Kuyacsa (Mirbilis expansa
[Ruiz y Pav.] Standl) de la Regién Huanuco, mediante método UPMA, con los

17 descriptores propuesto por Seminario (2012)

Morfotipos

Morf. 1

Morf. 2

Morf. 3

Morf. 4

Color principal

Tallo del tallo aéreo Verde amarilla  Verde amarilla  Verde Rojo purpureo
Formadelamina Cordada Ovada Ovada Cordada
Hoia Base de lamina Subcordada Cuneada Cuneada Cordada
J Ani : Medianamente Estrechament  Medianamente Estrechamente
Apice de lamina
agudo e agudo agudo agudo
1E|:§r|2|r de boton Amarillo Amarillo Rojo purpura Rojo purpura
Color de las Purpura
bracteas verde verde P Purpura verdoso
- verdoso
del involucro
Flor Col_or d?' Blanco Blanco Purpura claro Purpura
perigonio
| d
I%(E)Slro\gegss ° Pardo Pardo Rojo purpura Rojo purpura
. . amarillento amarillento
perigonio
Color estigma Blanc_o Blanc_o Purpura claro Purpura
amarillento amarillento
Color externo de  Gris Gris
. . Pardo
la corteza de la anaranjado anaranjado - Blanco
. p amarillento
Raiz  Raizreserv. claro claro
Color de la pulpa Amarillo
de laraiz reserv. Blanco Blanco anaranjado Blanco
02HUAQUI,
03HUACHU, 07HUASMV
04HUACHU, 08HUASMV
05HUACHU, 13HUAQUI 14PCHPA
06HUACHU, 21MARHUA 19PCHPA 15MAHUA
09YRWPAM, 22YRWAPO 01HUACHI
10HUASMV, 23HUAMAL
11HUASPC, 20HCYPIN

12HUASPC,
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Figura 15. Morfotipo 3: (a) hoja cuneada. (b) flor purpura claro. (c) pulpa

amarillo anaranjado.
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4.1.3. Evaluacién agrofenolégica

Los resultados que presentamos en este aspecto son preliminares,
pero este nos permiti6 analizar algunas caracteristicas agrofenoldgicas

dentro de los morfotipos (Cuadro 11).
a. Peso de raiz por planta.

En las evaluaciones realizadas, las accesiones que alcanzaron mayor
peso pertenecen al morfotipo 1 Y morfotipo 3, Y son las siguientes:
10HUASMV (M1), 09YRWPAM (M1), 04HUACHU (M1), 01HUACHI (M3) 1,5
kg, 1,5 kg, 1,3kg, 1,3 kg respectivamente. Y estaban en un intervalo de peso
de 0,4 kg (15MARHUA) peso minimo y a 1,5 kg (LOHUASMV) peso méaximo.

b. Numero de raices reservantes por planta.

Al efectuar el conteo de raices reservantes, se determiné que las
accesiones 06HUACHU(M1), 09YRWPAM(M1), 12HUASPC(M2) alcanzaron
el mayor nimero de raices, los dos primeros con 9y el tercero con 8, el menor

namero de raices reservantes se encontré en las accesiones
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04HUACHU(M1), 11HUASPC(M1l), 20HCYPIN(M2), Z2IMARHUA(M2),
19PACHPA(M3), todos con 4 raices reservantes,.

c. Longitud de raiz.

En las mediciones realizadas a las 20 accesiones de los 4 morfotipos
se determind que la accesion 02HUAQUI(M1) alcanzo 0,35 metros dentro de
las cultivadas. La accesion silvestre (15MARHUA) alcanzo 1,2 metros de
longitud, las longitud de las raices estaban comprendidas entre 0,18 m
(19PACHPA) longitud minima Y 1.2 m (MARHUA) longitud maxima.

d. Didmetro de raiz.

En cuanto al diametro, las accesiones que alcanzo el mayor didmetro
fueron: 09YRWPAM(M1) con 5 cm y 04HUACHU(M1) con 4,9 cm que
pertenecen al morfotipo 1. El didmetro de las accesiones estaban
comprendida entre 3 cm (05HUACHU) didmetro minimo y 5 cm
09YRWPAM(M1) didmetro maximo considerando solo las cultivadas, si
consideramos el morfotipo silvestre (15MARHUA) este alcanzo el menor

didmetros con 1,4 centimetros.
e. Dias de emergencia.

Los dias de emergencia de las accesiones de kuyacsa estaban
comprendidas entre 15 y 27 dias, las accesiones que emergieron en menor
tiempo fueron 0BHUASMV(M2) y 22YRWAPO(M2) en ambos casos en 15
dias, las accesiones que demoraron en la emergencia fueron 02HUACHU y
O5HUACHU en 27 y 25 dias respectivamente.

f. Inicio de botdén floral.

Los resultados de inicio de botén floral de las accesiones estan
comprendidas entre 135 y 249 dias, la accesion 22YRWAPO(M2) emitio su
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botén floral a los 135 dias y la accesion 02HUAQUI(M1) a los 249 dias.
Dentro del morfotipo 1, el 87,5 % de la accesiones su inicio de boton floral
estaba comprendido entre 202 y 249 dias. En el morfo tipo 2 el 75 % de las
accesiones el inicio de botdn floral estaba comprendida entre 150 dias y 200
dias y el 25 % florecié a los 204 dias. En el morfotipo 3 el 100 % de las
accesiones su iniciaron del boton floral estaba entre 152 y 192 dias, la

accesion del morfotipo 3 su inicio de boton floral fue a los 115 dias.
g. floracion.

La floracién de las accesiones empez6 a los 154 dias y termino a los
266 dias. En el morfotipo 1, el 87.5 % de la accesiones la floracion se dio a
partir de los 223 dias y sola una accesion florecio a los 195 dias que
representa el 12.5 %. En el morfotipo 2, el 50 % de las accesiones florecieron
entre 200 a 232 dias y el otro 50 % inicio a los 154 a 182 dias. De la misma
manera en el morfotipo 3, el 66,7 % de las accesiones florecieron por encima
de los 200 dias y el 33.3 % floreci6 a los 171 dias. La accesion silvestre que

pertenece al morfotipo 4 florecié a los 138 dias
Distribucién geografica.

Se ha utilizado el programa ArGis 10.2 para generar el mapa de
distribucion de la Kuyacsa en la Region Huanuco (Figura 17). Dentro de cual

se puede Apreciar los lugares donde se colecto el material vegetal.

Las diferentes figuras geométricas dentro del mapa indican los puntos
de colecta de los cuatro morfotipos. La intensidad del color dentro del mapa

indica la cantidad de accesiones colectadas por provincia.
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Figura 17. Distribucién geografica de los morfotipos de kuyacsa Mirabilis

expansa [Ruiz y Pav.] Standl), de la Regién Huanuco.

- Huacaybamba: En esta provincia se encontré en el distrito Pinra (Rayan
a 2840 msnm), el nimero de individuos que se encontré es mayor a 10 ,

la accesién que se encontr6 en esta provincia pertenece al morfotipo 1.

- Huamalies: el Unico distrito que se colecto es Chavin de Pariarca (Perla
pampa a 3279 msnm), se encontrd 2 a 3 individuos, la accesién pertenece

al morfotipo 2.

- Huanuco: En esta provincia, se colectaron la mayor cantidad de
accesiones siendo predominante el morfotipo 1 y una accesion pertenece
al morfotipo 3. En el distrito de Acomayo se colecto el morfotipo 3 a 2762
msnm. Dentro de la provincia de Huanuco el distrito de Churubamba
presento mayor cantidad de accesiones que pertenecen al morfotipo 1,
los centro poblados son: Rayan pata a 2885 msnm, marag a 3220 msnm,
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Shacua a 3414 msnm, Paccha 3082 msnm. En el distrito de Quiqui se
colecto dos accesiones que pertenecen al morfotipo 1, estos se encuentran
en el centro poblado de Mitotambo (Shogos a 2930 msnm, witco a 2842
msnm). En el distrito San pedro de Chaulan se colectaron 2 accesiones del
morfotipo 1 (Gantupata a 3444 msnm e lrapata a 3370 msnm). En Santa
Maria del Valle se colecto 3 accesiones del morfotipo 1 (Santa rosa de
Maranvuco a 2817 msnm, Pichuy a 3000 msnm y Ratococha a 3050

msnm).

- Marafién: En esta provincia se colecto 2 morfotipos (morfotipo 1 y
morfotipo 4) el morfotipo 1 es cultivada y el morfotipo 4 es silvestre esto
se encuentra en el distrito de Huacrachuco (Pumachupay a 2994 msnm y

Huachumay a 3162 msnm).

- Pachitea: En esta provincia se colecto 2 accesiones en el distrito de Panao
- Yuracmarca a 3285 msnm y 3300 msnm que pertenecen al morfotipo 3.

- Yarowilca: En esta provincia se colecto en los distritos de Pampa Marca
(Garu a 3433 msnm) y Aparicio Pomares (Acobamba a 3014 msnm) y que

pertenecen al morfotipo 1 y 2 respectivamente.
4.2. Caracterizacion molecular
4.2.1. Andlisis de polimorfismo

Para la eleccién de los primers, se realizo el screening de 21 primers
ISSR y se selecciond los que dieron mejor respuesta en la pre seleccion; los
gue mostraron mayor cantidad de loci polimorfico, La amplificacion del ADN

de todos los individuos se realizo eligiendo 4 primer de los iniciadores ISSR.
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a) Estimacion del indice de Contenido Polimérfico (PIC).

Este indice evalla la informacion de un marcador en la poblacion de

acuerdo a las frecuencias de los alelos.

La matriz basica de datos donde se trabajo estuvo compuesto por 20
OTUs y 86 alelos, todo esto representan a los alelos amplificados por los 4
primer previamente selecciones, de estos se encontro 63 alelos polimérficos,
y el promedio de 15 alelos polimérficos por los cuatro primer, y un promedio
de 73,86 % de loci polimérfico, los primer con un mayor porcentaje de loci
polimérfico fueron IS-36 y UBC 807 con un 100 %y 75 % respectivamente y

en un intervalo de 33 % a 100 %.

El PIC fue calculado para cada iniciador, el promedio de informacion
polimorfica para las accesiones evaluadas fue, 0,22 con rangos de 0,17 a 0,37
donde el marcador 1S-36 y UBC 859 presentaron un mayor poder
discriminatorio con un indice de 0,37 y 0,28 respectivamente (cuadro 08).

Cuadro 08. indice de contenido polimérfico de las 20 accesiones de kuyacsa

(Mirbilis expansa [Ruiz y Pav.] Standl)

Total Loci polimérfica

Primer Secuencia 5'- 3’ oci = — PIC
UBC 859 TGT GTG TGT GTG TGT GRC 28 21 75 0,28
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 22 20 91 0,17

1S-36 AGA GAG AGA GAG AGA GTC 15 15 100 0,37

SSR4 BDB CAC ACA CAC ACA 21 7 33 0,07

TOTAL 86 63

21,5 1575 74,75 0,22
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4.2.2. Andlisis de conglomerado

El andlisis cluster del Algoritmo UPGMA a distancia de concordancia
simple de 20 accesiones (figura 18) dio como resultado agrupamientos
similares a Coeficiente SMC (Simple Matching Coeficient) de 0,89 cercano a
1 (méxima similitud) se observa 18 grupos, esto nos indica que el 20 % de
accesiones  posibles duplicadas en el jardin de colecta
19PACHPA=20HCYPIN, 08HUASMV=09YRWPAM.

A una distancia de similitud de 0,75 de similitud con el coeficiente SMC
(Simple Matching Coeficient), se pude ver 7 grupos, los cuales estan
formados por:

El primer bloque etaria integrado por el Grupo 01 (G1) formado por la
accesion 01HUACHI que se une a una distancia de 0,60. El grupo 2 (G2)
formada por las accesiones 02HUAQUI, 07HUASMV, 04HUACHU,
19PACHPA, 20HCYPIN y MARHUA que se une a una distancia de 0,74,.
Grupo 3 (G3), formado por la accesiéon 23HUAMAL que se une a una distancia
de 0,74. Grupo 4 (G4), formado por las accesiones 03HUACHU, 05HUACHU
y 10HUASMYV que se une a una distancia de 0,73. Grupo 5 (G5), formado por
las accesiones O06HUACHU, 11HUASPC, 12HUASPC, 08HUASMV,
09YRWPAM, 13HUAQUI y 14PACHPA que se une a una distancia de 0,705,
Grupo 6 (G6), formado por la accesion 22YRWAPO que se une a una
distancia de 0,69. Grupo 7 (G7), formado por la accesiéon 22YRWAPO que se
une a una distancia de 0,69. Grupo 8 (G8), formado por la accesion
15MARHUA que se une a una distancia de 0,41.
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Figura 18. Dendograma de distancia entre las accesiones de Kuyacsa
(Mirabilis expansa [Ruiz y Pav.] Standl) Punto de corte 0,75.



V. DISCUSION

5.1. Caracterizacion morfologica

La muestra conformada por 20 individuos, estaba comprendido por
accesiones de flor blanca y purpura de diferentes origenes, dentro de esto
estaban 19 cultivadas y 1 silvestre. EI nimero de individuos por muestra es
pequefia, como maximo se tenia 10 individuos, por la escasa existencia de
poblaciones en la region. La siembra se realiz6 en los meses octubre y

noviembre a medida que se iba realizando la colecta.

A diferencia de los morfotipos definidos por Seminario J y Valderrama
M (2012), donde ellos generan 5 morfotipos, en la presente investigacion se
generaron 4 grupos. Dentro de estos 4 grupos el Morfotipo 1 con el morfotipo
[ll de Seminario J (2012) son los Gnicos que guardan una alta similitud en su
caracteristicas morfolégicas, mientras el morfotipo 3 y el morfotipo IV son
similares por las caracteristicas de hoja con excepciéon forma de base, las
caracteristicas de flor y raiz son similares entre estos morfotipos, Seminario
(2012) indica que este ultimo procede de Puno y esto mismo indica Gendall
(2017), pero seminario no indica en su investigacion la caracteristica del color
de la corteza del tallo subterrdneo, pero Gendall (2017) manifiesta que la
caracteristica de esta entrada procedente Puno tiene el color de la corteza del
tallo subterraneo de color magenta , lo cual indica que estos morfotipos son
diferentes. Los morfotipos 2 y morfotipo 4 son diferentes a los encontrados
por Seminario (2012). Las descripciones morfolégicas realizadas por Gendall
(2017) a las plantas de kuyacsa encontradas en la Region Huanuco coincide

solo el morfotipo de flor blanca, mas no el de flor purpura.

En la caracterizacion morfolégica que hizo Morillo (1998) determino 2

morfotipos y 7 subgrupos : morfotipo blanco, de hébito decumbente, tallo



62

verde amarillo o verde oscuro, hoja verde grisaceo y flor blanca, raices de
color crema o crema amarillo, pulpa amarillo o blanco todos estas
caracteristicas coinciden con los morfotipos de flor blanca (morfotipo 1 vy
morfotipo 2 ), mientras el morfotipo violeta, de habito muy decumbente, tallo
violeta, hoja verde oscura con pigmentos purpuras y flor magenta, Raices de
color crema o amarillento y pulpa blanca no coinciden con ninguno de los
morfotipos de flor purpura, el morfotipo 3 se diferencian por el color de tallo y
por el color de pulpa de la raiz reservante y con el morfotipo 4, por el habito

de crecimiento y color externo de la raiz .

La variacion morfoldgica observada entre las accesiones colectadas y
caracterizadas de la Region Huanuco, nos indican que existe diversidad

genética en esta raiz con potencialidad agronémica, medicinal y alimenticia.

Los tres primero componentes contribuyeron con el 97,94 % de la
variacion de los 17 caracteres y que el primero CP explica la mayor parte de
la variacion (74,92 por ciento). Este componente principal estd asociado a
caracteristicas altamente discrinantes e identificables en campo y ordeno
accesiones segun los caracteres de: (5 de flor, 3 de tallo, 3 de raiz, 2 de hoja
y 1 de follaje). EI componente 2 (CP2) explico el 13,59 % de la variacion y

ordeno accesiones por 2 caracteres de hoja.
Distribucion geogréfica.

De las 9 provincias que conforman la parte sierra de la Region
Huanuco, no se encontraron plantas de kuyacsa en las provincias de Dos de
Mayo, Ambo y Lauricocha, esto se podria deber al desplazamiento por otros
cultivos comerciales o variedades mejoradas, también porque no se consume.
Los pobladores de esas zonas, refieren no conocer ni haber visto alguna vez
en su vida. Esto nos indica que es necesario recorrer con mas detenimiento

cada una de estas provincias para recobrar alguna informaciéon de personas
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mayores y comprobar si es que en verdad no hubo nunca o cuando se
desaparecié. Solamente en la provincia de Lauricocha, refiri6 un anciano
conocer una historia sobre el origen de su nombre, contando una pequefia
historia sobre un romance entre una nativa de la zona y un joven que venia
de la provincia vecina de Huaraz, y que él habia traido esta raiz como un
presente para ella. A diferencia de lo colectado por Hendall en el afio 2016,
donde ella identifico a 13 personas que cultivaban kuyacsa en 6 distritos de la
Region Huanuco, que corresponden a las provincias de Huanuco en su
mayoria y una en la Provincia de Huamalies; nosotros no solo colectamos mas
namero de accesiones (20), sino también recorrimos mayor namero de
provincias que ella y ubicamos una planta silvestre. Al igual de lo registrado
por Gendall (2017), sobre la mayor distribucion del cultivo de kuyacsa en la
provincia de Huanuco, nosotros también ratificamos lo mismo pero en mayor
cantidad. Esto nos indica que se debe explorar con mayor cuidado y en otros
lugares de la provincia de Huanuco la presencia de esta raiz. Pero también es
necesario notar que el nimero de plantas encontradas en esta provincia fue
muy reducido, diria de sobrevivencia en algunos casos. El rango altitudinal
(2300 — 3500 msnm ) donde se cultiva la kuyacsa, que refieren Seminario, J.
et al y Gendall (2017), se observé en este trabajo que las plantas cultivadas
en Huanuco se ubican en altitudes mayores a 2,700 msnm y por debajo de
los 3,500; eso nos indica que es posible encontrar a mayores altitudes que las
sefaladas por los autores arriba indicados, debido muy probablemente al
incremento de la temperatura en el planeta y la tendencia de subir los cultivos

cada vez mas.
5.2. Caracterizacion molecular

En el cuadro 09 indica los promedios de iniciador ISSR mas
informativo, los cuales son, el IS-36 (P1C=0,37), seguido por UBC 859 (PIC
=0,28), UBC 807 (PIC =0,17) Y SSR4 (PIC=0,07). En el cuadro 12, cuadro
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13 y cuadro 14 se aprecia la suma de los iniciador que detectaron mayor
cantidad de loci polimérfico, el UBC 859 (PIC = 7,75), UBC 807 (PIC=3,745),
IS-36 (PIC =5,495), SSR4 (PIC=1,56), Los iniciadores ISSR de mayor indice
de contenido polimérfico son mayores a los obtenidos por Chia (2006) quien
trabajo en kuyacsa con marcador RAPD OPAO1(PIC=0,66),
OPAO03(PIC=1,46), OPA04(PIC=2,34), OPA07(PIC=1,10), OPA08(PIC=0,72),
OPAQO9(PIC=2,15), OPA10(PIC=0,41), OPA13(PIC=2,03),
OPA20(PIC=0,55)., ambos marcadores son dominantes. Cubero (2013)
indica que el ndmero de polimorfismo a que da lugar los marcador

microsatelitales es, pues, muy elevada, con ventaja sobre RAPD Y AFLP.

Del andlisis molecular y del clister de datos que generé el dendograma,
para las accesiones estudiadas de la Region Huanuco, entre los posibles
duplicados encontrados a un indice de similitud de 0,89 son las entradas
19PACHPA=20HCYPIN, 08HUASMV=09YRWPAM, ningunos pertenece al
mismo grupo morfolégico (Cuadro 07).el resto de las entradas se agrupan

individualmente.

Aun indice de similitud de 0,75, se obtuvo siete grupos, que es casi el
doble de lo obtenido en la caracterizacibn morfoldgica, o que sugiere que
probablemente exista una mayor variacion a nivel molecular, en varios casos
no comparten caracteristicas morfolégicas. las entradas 02HUAQUI,
O3HUACHU, 04HUACHU, O05HUACHU, O06HUACHU, O09YRWPAM,
10HUASMV, 11HUASPC, 12HUASPC, pertenecen a un mismo morfotipo,
pero a nivel molecular presentan variabilidad. Lo mismo ocurre en las entradas
07HUASMV, 08HUASMV, 13HUAQUI, 21MARHUA, 22YRWAPO,
23HUAMAL, 20HCYPIN del morfotipo 2, todas estas accesiones antes
mencionadas estan integrando los diferentes cluster dentro del dendograma
(Figura 12). Resultados similares obtuvo Chia (2006).
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La accesion 01HUACHI, 14PSCHPA y 19PACHPA pertenecen al
morfotipo 3, y la caracteristicas morfoldgica que discrimina del resto es el color
de la flor (color purpura), estos se agrupan con el morfotipo 1 y morfotipo 2,
excepto la accesion 01HUACHI no pertenece a ningun cluster. La entrada
silvestre 15MARHUA no pertenece a ningun clister, esto mismo ocurre en la
caracterizacion morfolégica, con esta disimilitud genética se pude suponer
que pertenece a una de las especies del genero Mirabilis diferente al de

Mirbilis expansa [Ruiz y Pav.] Standl.

Se observo en todos los grupos al menos una accesion que procedia
de la provincia de Huanuco. Debido a eso no hay una clara diferenciacion en
grupos definidos por origen. Esto quiza esta definido por la baja diversidad
alélica entre accesiones evaluadas o la proximidad geografica que permiten
la movilizacion de semillas de un lugar a otro por el distanciamiento corto que

se encuentran algunas provincias.

Estos resultados de agrupamiento indican que los marcadores ISSR
es un marcador molecular cuyas secuencias objetivas que estan
generalmente en zonas neutrales de evolucion. Es decir, secuencias que no
codifican o regulan la expresién genética o regulan la expresioén genética de

un caracter fenotipica, el color de flor y otros.
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VI. CONCLUSIONES

Los tres primeros componentes principales explicaron el 97,94 % de la
variacion, los caracteres que mas aportaron al primer componente
fueron, uno de follaje, tres de tallo, dos de hoja, 5 de flor y tres de raiz,
al segundo componente, dos caracteres de hoja y al tercero un caracter

de hoja

La aplicacion de los marcadores moleculares ISSR en la
caracterizacion molecular se logro determinar el nivel de diversidad
molecular existente en la Regién Huanuco de poblaciones de Kuyacsa

, utilizando el coeficiente de similitud Concordancia Simple (SM)

El resultado de la caracterizacion molecular indica que, existe
diversidad interregional significativa, probablemente por la

reproduccion sexual de la especie y la presencia de especies silvestres.

No se observd correspondencia entre los datos de la caracterizacion
morfologica y los datos de la caracterizacion molecular (marcadores
ISSR).

Las mayores poblaciones de plantas cultivadas de kuyacsa se ubican
en la provincia de Huacaybamba, pero la mayor dispersion se

encuentra en los diferentes distritos de la provincia de Huanuco.

Un jardin de colecta con datos de pasaporte y accesiones
caracterizadas, facilita el acceso al material vegetal de kuyacsa para

realizar diversos trabajos de investigacion.
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VIl. RECOMENDACIONES

Si se quiere evaluar fases fenolégicas, la siembra de las accesiones se
deben de realizar a un distanciamiento de 1m entre plantay 1,5 metros
entre surco y las evaluaciones se deben de realizar cuando la planta

tenga un afo de desarrollo.

La evaluacion de los caracteres de hoja debe hacerse cuando la
accesion este en plena floracién debido a que las planta se encuentra

en su méaximo desarrollo.

Para futuros estudios en kuyacsa, seria bueno probar marcadores
moleculares diferentes a los ISSR o0 una mayor cantidad de primer en
el caso de marcador ISSR que permitan identificar mayor polimorfismo
y obtener resultados consistentes.

Realiza la caracterizaciéon fenotipica por lo menos dos periodos
sucesivos para reducir el efecto del ambiente sobre ello y asegurar que
los marcadores moleculares y morfolégicos tengan una

correspondencia entre si.
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Cuadro 09. Datos de pasaporte de las 19 accesiones de kuyacsa (Mirabilis expansa (R & P.) Standley), de la Regién

76

Huanuco.

dN° del codl_g,o Localidad Altitud Latitud Longitud Distrito Provincia Region

e laaccesion (msnm)

01HUACHI Mitocucho 2930 9°53711.60"S 76°26°13.10"0 Quisqui Huanuco Huanuco
02HUAQUI Chacamarca 2762 9°46°43.32"S 76°03°07.16"0O Acomayo Huanuco Huanuco
03HUACHU Rayan pata 2885 9°46'21.90"S 76°13'45.80"0 Churubamba Huanuco Huanuco
04HUACHU Marag 3220 9°47'58.60"S 76°14'55.80"0 Churubamba Huanuco Huanuco
05HUACHU Shacua 3414 9°45'46.70"S 76°15'38.60"0 Churubamba Huénuco Huénuco
06HUACHU Paccha 3082 9°44'41.70"S 76°15'39.50"0 Churubamba Huanuco Huéanuco
07HUASMV Santa Rosa 2817 9°53'564.49"S 76°08'07.94"0 Santa Maria del Valle Huanuco Huéanuco
08HUASMV Pichuy 3000 9°49'15.50"S 76°14'42.40"0 Santa Maria del Valle Huanuco Huanuco
09YRWPAM Garu 3433 9°42'06.08"S 76°13'07.83"0 Pampamarca Yarowilca Huanuco
10HUASMV Ratacocha 3050 9°50'01.47"S 76°13'07.83"0 Santa Maria del Valle Huénuco Huénuco
11HUASPC Gantupata 3444 10°00'16.10"S 76°26'28.20"0 San Pedro de Chaulan Huanuco Huanuco
12HUASPC Irapata 3370 10°00'12.30"S 76°26'30.80"0 San Pedro de Chaulan Huanuco Huanuco
13HUAQUI Mitocucho 2842 9°53'30.00"S 76°25'40.40"0 Quisqui Huanuco Huanuco
14PACHPA Yuracmarca 3285 10°03'40.30"S 75°55'16.30"0 Panao Pachitea Huanuco
15MARHUA Pumachupay 2994 8°35'47.40"S 77°08'54.00"0 Huacrachuco Marafién Huanuco
19PACHPA Yuracmarca 3300 10°03'43.30"S 75°55'10.80"0 Panao Pachitea Huanuco
20HCYPIN Rayan 2840 8°55'30.45"S 77°01'03.88"0 Pinra Huacaybamba Huanuco
21MARHUA Huachumay 3162 8°41'41.82"S 77°13'07.71"0 Huacrachuco Marafion Huénuco
22YRWAPO Acobamba 3014 9°42'31.24"S 76°40'32.76"0 Aparicio Pomares Yarowilca Huanuco
23HUAMAL Perla pampa 3279 9°27'51.00"S 76°46'23.83"0 Chavin de Pariarca Huamalies Huénuco

Fuente: Elaboracién propia
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Cuadro 10. Descriptor morfolégicos para mauka, (Mirbilis expansa [Ruiz y Pav.]

Standl).

1) Color de follaje

1 verde amarilla 144A
2 verde amarillal46C, 146A
3 verde purpureo 59B, 60A

2 Color principal de tallo aéreo

1 verde amarillo 144C, 1452
2 verde 143C
3 rojo purpureo 59B, 60A

3 Color secundario de tallo 0 ausente
aéreo 1 presente
1 Blanco

4 Color de tallo subterraneo

2 Amarillo claro 13B

3 naranja grisaceo 165B

5 Color predominante del haz

1 verde amarillento 145A

2 verde amatrillo 146B

de la hoja
3 verde 146 A
6 Color secundario del haz de 0 ausente
la hoja 1 presente
. 1 ovada
7 Formade lamina
2 cordada
1 cordada
8 Base delamina 2 cuneada

3 Subcordada

9 Apice de lamina

1 estrechamente agudo
2 medianamente agudo

3 ampliamente agudo

10 Color de bot6n floral

1 amarillo 4A, 5B
2 pardo amarillento 163B
3 rojo purpura 72B



4 rojo Pudrpura 71A

11

Color de las bracteas del

involucro

1 verde 146C

3 purpura verdoso

12

Color del perigonio

1 blanco 155D
2 blanco grisaceo 156D

78

3 purpura claro 75B
4 purpura 78B

1 amarillo 4A
2 Pardo Amarillento 163B
3 rojo Puarpura 71A

13 Color venas de l6bulos de

perigonio

1 blanco amarillento 158D
_ 2 amarillo anaranjado 20C
14 Color estigma i
3 purpura claro 75D

4 purpura 75A

1 blanco 155D
15 Color externo de la corteza de 2 pardo amarillento 161C
la RR 3 gris anaranjado claro 164C
4 gris anaranjado 164 A, 165B

1 blanco 155D
2 amarillo 12C
3 amarillo Anaranjado 14B, 13A

16 Color de la corteza de raiz al

raspado

1 blanco 155d
2 blanco Anaranjado 159C
3 amarillo anaranjado 19C, 20C

17 Color dela pulpade laraiz

reservante

Fuente: Tomado de Seminario (2012)
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Cuadro 11. Promedio de las principales variables cuantitativas en caracterizacion

morfologica de Kuyacsa (Mirbilis expansa), agrupadas por morfotipos

(7] N 7] [

8 |8 |~ |So 2 | S| 38

o c Cg|T8|Co|p8| o8| 5 |88 ¢
) 2 S| 05|08|°8|°5| @« | 25| &2
L @ 25 |°5|Cg|SE|gD| © L= IEIS cD_u
S 3 = 2|28 BE|2a| © T a

2 g °c8|s8|2E|E5|0%E| & | 85| ¢

o S — © O o £ zF S

o S '5 > = =

z Z £
02HUAQUI | 0,80 | 8 | 0,35 4,20 | 23 6 249 266
03HUACHU | 1,20 | 5 | 0,19 [380| 27 | 5 206 221
04HUACHU | 1,30 | 4 | 0,2 | 490 | 19 | 4 221 238
05HUACHU | 0,90 | 7 |022|300] 25 | 5 209 227

M1
06HUACHU | 1,00 | 9 | 023|380 | 24 | 5 202 224
09YRWPAM | 1,50 | 9 | 026 |500| 19 | 5 195 223
10HUASMV | 150 | 8 | 0,28 (330 | 18 | 4 195 223
11HUASPC | 0,60 | 4 | 025 [400]| 20 | 5 176 195
07HUASMV | 0,90 | 5 | 0,21 | 3,30 | 16 6 204 232
08HUASMV | 0,85 | 6 |021| 36 | 15 7 204 232
12HUASPC | 1,00 | 8 |023| 35 | 18 | 5 176 200
13HUAQUI | 0,85 | 6 | 0724 | 4 18 | 5 189 208
M2

20HCYPIN | 0,90 4 0,23 3,8 18 5 154 175
2IMARHUA | 1,00 | 4 |022] 35 | 17 | 5 138 178
22YRWAPO | 0,75 | 5 |017] 35 | 15 | 4 135 154
23HUAMAL | 080 | 5 |023| 36 | 18 | 4 156 182
01HUACHI | 1,30 | 5 |025] 33 | 21 | 5 192 209
M3 14PACHPA | 0,70 | 5 o019 | 3,7 | 21 | 4 181 202
19PACHPA | 1,20 4 0,18 3,5 21 4 152 171
M4 15MARHUA | 0,40 1 1,20 1,4 17 6 115 138
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Cuadro 12. indice de contenido polimorfoco calculados primer UBC 859. Mono =

locus monomoarfico.

« ¢ 53§ ©=® .
5 5 T S g 2 N oo %)
c c 3 0 = T = o © Q
o & o5 28 58 8¢ 832 s 25 35
T2 v g8 g©a& ©T =8 & G E ©°79g
- g o C - 5 - = N © ~ © - S\\l o 5 o @
23 2g €8 S8 Z°o ZC  ug E2 99
L5 852 5% S5% =% =% & g2 2¢
UBC 859 M1 20 0 1 0 1 0 0 mono
uBC859M2 O 20 0 1 0 1 0 mono
UBC 859 M3 7 13 0,35 0,65 0,123 0,4225 0,455
UBC 859 M4 19 1 0,95 0,05 0,903 0,0025 0,095
UBC 859 M5 20 0 1 0 1 0 0 mono
UBC 859 M6 19 1 0,95 0,05 0,903 0,0025 0,095
UBC 859M7 19 1 0,95 0,05 0,903 0,0025 0,095
UBC 859 M10 10 10 0,5 0,5 0,25 0,25 0,5
UBC 859 M9 11 9 0,55 0,45 0,303 0,2025 0,495
UBC 859 M10 7 13 0,35 0,65 0,123 0,4225 0,455
UBC 859 M11 8 12 0,4 0,6 0,16 0,36 0,48
UBC 859 M12 12 8 0,6 0,4 0,36 0,16 0,48
UBC 859 M13 20 0 1 0 1 0 0 mono
UBC 859 M14 10 10 0,5 0,5 0,25 0,25 0,5 7,75
UBC 859 M15 11 9 0,55 0,45 0,303 0,2025 0,495
UBC 859 M16 14 6 0,7 0,3 0,49 0,09 0,42
UBC 859 M17 11 9 0,55 0,45 0,303 0,2025 0,495
UBC 859 M18 1 19 0,05 0,95 0,003 0,9025 0,095
UBC 859 M19 9 11 0,45 0,55 0,203 0,3025 0,495
UBC 859 M20 11 9 0,55 0,45 0,303 0,2025 0,495
UBC 859 M21 19 1 0,95 0,05 0,903 0,0025 0,095
UBC 859 M22 19 1 0,95 0,05 0,903 0,0025 0,095
UBC 859 M23 8 12 0,4 0,6 0,16 0,36 0,48
UBC 859 M24 7 13 0,35 0,65 0,123 0,4225 0,455
UBC 859M25 8 12 0,4 0,6 0,16 0,36 0,48
UBC 859M26 20 0 1 0 1 0 0 mono
UBC 859 M27 20 0 1 0 1 0 0 mono

UBC 859 M28 O 20 0 1 0 1 0 mono
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Cuadro 13. indice de contenido polimorfoco calculados, primer UBC 807. Mono =

locus monomoarfico.

©
o S &
° T ~ %2
© — c o
3 g o s S S
s g © s ¥ ©
2 (O] 9 (E CIC) c N 8
& ® 0T 0T 9o o 3 S & E
o o SO o =8 S = =S [
T T ga ga T =3 < EE o
5 £ £F £3 23 «g 4 X 2
n I £33 £33 g¥o s 3 o 59 =
a__ O oo oTSo —o o3 o _E S
UBCS807M1 19 1 0,95 0,05 0,903 0,003 0,095
UBCS807M2 19 1 095 005 0,903 0,003 0,095
UBCS807M3 19 1 0,95 0,05 0,903 0,003 0,095
UBC807 M4 17 3 085 0,15 0,723 0,023 0,255
UBC807M5 18 2 09 01 081 001 0,18
uBC807M6 16 4 08 02 064 0,04 0,32
UBC807M7 16 4 08 02 064 0,04 0,32
UBCS807M8 19 1 0,95 0,05 0,903 0,003 0,095
UBC807M9 18 2 09 01 081 001 0,18
UBC 807 M10 6 14 03 07 009 049 0,42
UBC807M11 18 2 09 01 081 0,01 0,18
3,745
uBcso7m12 0 20 O 1 0 1 0 mono
UBC807M13 20 o0 ! 0 1 0 0 mono
UBC 807 M14 3 17 015 085 0,023 0,723 0,255
UBC807M15 18 2 09 01 081 001 0,18
UBC807M16 14 6 07 03 049 0,09 0,42
UBC 807 M17 19 1 0,95 0,05 0,03 0,003 0,095
UBC807M18 19 1 095 005 0903 0,003 0,095
UBC807M19 18 1 99 01 081 0,01 0,18
UBC 807 M20 1 9 0,05 0,95 0,003 0,903 0,095
UBCS807M21 19 O 0,95 0,05 0,903 0,003 0,095
UBC 807 M22 19 1 0,95 0,05 0,903 0,003 0,095
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Cuadro 14. indice de contenido polimorfoco calculados, primer 1S-36 y SSR4. Mono

= locus monomorfico.

g ®© © = T~ S
e 2 §. 85 28 2§ = 93 §
n c c o o c = o .= e
e 5 S§ S$3 3% 236 <3 £& Eox
o @ 0= o= o2 o > ny S¢e )
o ) 20 [CS) = a = ®© O« o o 0
T 0O £ c £ c N N a= EZ2 i
H 2 o o N o N o = = O )
z 2 £°2 £°2 T3 % g 2 2
a & < S Z® 2

I1S-36 M1 4 16 0,2 0,8 0,04 0,64 0,32

IS-36 M2 9 11 0,45 0,55 0,2025 0,3025 0,495

IS-36 M3 12 8 0,6 0,4 0,36 0,16 0,48

I1S-36 M4 16 4 0,8 0,2 0,64 0,04 0,32

IS-36 M5 15 5 0,75 0,25 0,5625 0,0625 0,375

IS-36 M6 11 9 0,55 0,45 0,3025 0,2025 0,495

I1S-36 M7 2 18 0,1 0,9 0,01 0,81 0,18

IS-36 M8 18 2 0,9 0,1 0,81 0,01 0,18 5,495

IS-36 M9 5 15 0,25 0,75 0,0625 0,5625 0,375

IS-36 M10 16 4 0,8 0,2 0,64 0,04 0,32

I1S-36 M11 10 10 05 0,5 0,25 0,25 0,5

IS-36 M12 9 11 0,45 0,55 0,2025 0,3025 0,495

IS-36 M13 16 4 0,8 0,2 0,64 0,04 0,32

IS-36 M14 4 16 0,2 0,8 0,04 0,64 0,32

IS-36 M15 4 16 0,2 0,8 0,04 0,64 0,32

SSR4 M1 20 O 1 0 1 0 0 mono

SSR4 M2 10 10 0,5 0,5 0,25 0,25 0,5

SSR4 M3 20 0 1 0 1 0 0 mono

SSR4 M4 1 19 0,05 0,95 0,0025 0,9025 0,095

SSR4 M5 20 0 1 0 1 0 0 mono

SSR4 M6 1 19 0,05 0,95 0,0025 0,9025 0,095

SSR4 M7 20 O 1 0 1 0 0 mono

SSR4 M8 20 O 1 0 1 0 0 mono

SSR4 M9 10 10 0,5 0,5 0,25 0,25 0,5

SSR4 M10 20 0 1 0 1 0 0 mono

SSR4 M11 20 0 1 0 1 0 0 mono 1,56

SSR4 M12 20 0 1 0 1 0 0 mono

SSR4 M13 20 0 1 0 1 0 0 mono

SSR4 M14 18 2 0,9 0,1 0,81 0,01 0,18

SSR4M15 20 O 1 0 1 0 0 mono

SSR4M16 20 O 1 0 1 0 0 mono

SSR4 M17 19 1 0,95 0,05 0,9025 0,0025 0,095

SSR4 M18 20 0 1 0 1 0 0 mono

SSR4M19 1 19 0,05 0,95 0,0025 0,9025 0,095

SSR4 M20 20 0 1 0 1 0 0 mono

SSR4 M21 20 0 1 0 1 0 0 mono




PANEL FOTOGRAFICO
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Figura 21. Preparacion de propagalos de Kuyacsa (Mirbilis expansa [Ruiz y Pav.]
Standl)



Figura 24. Caracterizacion morfolégica con la cartilla de colores.
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Figura 27. Determinacion de la calidad del ADN en electroforesis horizontal.
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11CA 11CB 12CA 12CB 13CA 15CH 14CA MCB 16CA 16CH I1I7CA 17CH 1SCA 185CB 15CA 20A 208 2HA 02HB Lm

1IHA 1IHB I2HA 12HB lLamb

03HA (3HB O4HA O4HB OSHA OSHB OGHA OGHD O7HA O7HB OBHA 08HB 09HA 09HB 10HA

13HA 13HB 14HA 14HB I1SHA 15HB 16HA 16HB8 I1I7HA 17HB 18HA 18HB 19HA 19HB 20HA 21HA 21HB 22HA 22HB Llamb

Figura 28. Calidad de ADN

Figura 29. Corrida de las muestras en gel de poliacrilamida.

Figura 30. Electroforesis en gel de poliacrilamida demostrando los patrones de

amplificaciéon de 2 primers ISSR (UBC 859 Y UBC 807)



