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DISTINCION, HOMOGENEIDAD Y ESTABILIDAD (DHE) MEDIANTE
CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR EN VARIEDADES DE
AMARANTO

Ma. Elena Ramirez, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2011

Con el objetivo de valorar procedimientos para la evaluacion de distincion,
homogeneidad y estabilidad en variedades vegetales con fines de proteccién a los derechos del
obtentor, se utilizaron 10 variedades de amaranto. Para el examen de distincion, se aplicé el
sistema de agrupamiento del Servicio Nacional de Inspecciéon y Certificacion de Semillas,
ademas del Sistema Interanual de Distincion para seis caracteres cuantitativos, destacando que la
calificacion que se otorga a estos caracteres, no corresponde con los resultados obtenidos
aplicando la diferencia minima significativa. En cuanto a la homogeneidad, todas las plantas de
una variedad resultaron muy parecidas entre si; por otra parte, la estabilidad se evalu6 mediante
la homogeneidad de los caracteres de las variedades. La caracterizacion molecular se realizd
empleando la técnica de intermicrosatélites. EI ADN de las 10 variedades de amaranto se extrajo
con el método de CTAB; la amplificacion de los fragmentos se hizo mediante la PCR. La
similitud genética se estimo mediante el coeficiente de Dice. Los dendrogramas de agrupacién de
las variedades de amaranto fueron derivados de la matriz de disimilaridad con el algoritmo
Sequential Agglomerative Hierarchical Nested Clustering, del sistema de analisis multivariado y
taxondmico numérico utilizando el método del promedio aritmético no ponderado por pares
(UPGMA). La confiabilidad del dendrograma se prob6 mediante el método de remuestreo en las

matrices de datos con Bootstrapping con 2000 remuestreos.

Palabras clave: Amaranto, caracterizacion, proteccion de variedades, DHE,

intermicrosatélites.



DISTINCTNESS, UNIFORMITY AND STABILITY (DUS) USING
MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
AMARANTH VARIETIES

Ma. Elena Ramirez, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2011

In order to assess the procedures for distinctness, uniformity and stability testing in plant
varieties related to breeder's rights protection 10 amaranth varieties were evaluated. For
distinctness, the grouping system from the National Service of Seed Inspection and Certification was used
along with the Distinctness Inter-annual System for six quantitative characteristics, pointing out that the
grade given to the characteristics taken in the field do not correspond to varieties differentiation according
to the least significant difference. As for uniformity, all the plants within a variety were very similar
to each other; on the other hand, stability was tested trough the uniformity of characters of the
varieties. Molecular characterization was carried out using the inter-microsatellite technique.
DNA from 10 amaranth varieties was extracted by the CTAB method. Fragments were amplified
by PCR. Genetic similarity was estimated using the Dice coefficient. Dendrograms for grouping
amaranth varieties were derived from the dissimilarity matrix using the Sequential
Agglomerative Hierarchical Nested Clustering algorithm as in the multivariate analysis and
numerical taxonomy system, using the unweighted pair group method with arithmetic average
(UPGMA). Dendrogram reliability was tested by bootstrapping re-sampling method on data

matrices with 2000 re- sampling.

Key words: Amaranth, characterization, variety protection, DUS, inter-microsatellite
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INTRODUCCION GENERAL

El cultivo del amaranto ha recobrado importancia por su alto contenido de proteina de buena
calidad, asi como de vitaminas y minerales que pueden constituir una fuente importante de
alimentacion en el futuro; siendo ademas que este cultivo nativo de México presenta una gran
diversidad que esta siendo aprovechada para implementar los programas de mejoramiento
genético del cual se obtendran nuevas variedades; las cuales, a la vez que las propias colectas
requerirdn de caracterizaciones morfologicas, ademas de considerar adicionalmente la adopcion
y estandarizacién de las técnicas moleculares para proponerlas a los organismos oficiales
encargados de certificar y proteger las variedades vegetales, y de esta forma contar con la
documentacion necesaria que permita proteger tanto a las variedades mejoradas como al

germoplasma nativo.

Las pruebas de distincion, homogeneidad y estabilidad (DHE) son un componente esencial
de una nueva variedad para obtener su registro oficial y la proteccion a los derechos del obtentor;

siendo hasta ahora los caracteres morfoldgicos la base para el examen DHE.

Una variedad candidata para la proteccion debe de cumplir con los siguientes tres criterios:
distinta, al considerar que sea claramente diferente de toda la coleccién de variedades de
referencia; homogénea si, a reserva de la variacion previsible habida cuenta de las
particularidades de su reproduccion sexuada o de su multiplicacion, es suficientemente uniforme
en sus caracteres; estable, si sus caracteres pertinentes se mantienen inalterados después de
reproducciones o multiplicaciones (UPOV, 2002). Los procedimientos anteriores son
determinados por la Unién Internacional para la Proteccion de Variedades de Plantas (UPOV),
de la cual México es miembro desde 1997. Este organismo ha desarrollado los procedimientos
recomendados para los ensayos DHE y analisis estadisticos; ademas de las directrices para una

gran variedad de cultivos de importancia economica.

La UPOV define a una variedad por sus caracteres (UPOV, 2004); sin embargo, el sistema
para elaborar los examenes DHE se ha ido complicando de muchas maneras; pues cada vez se
incrementan las colecciones de referencia a nivel nacional e internacional, disminuyendo con

esto la variabilidad dentro y entre especies; Ademas de incrementar los costos para cada una de



las evaluaciones, se requieren grandes extensiones de terreno, personal calificado y muchas
veces, decisiones subjetivas (Cooke, 1995); muchas variedades presentan caracteres
multigénicos o cuantitativos y su expresion se ve afectada por los factores ambientales; por lo
tanto, para los propdsitos de proteccion a los derechos del obtentor y en casos de uso indebido de

una variedad, se debe esperar un ciclo de cultivo para obtener los resultados.

Por otra parte, la identificacion y diferenciacion de variedades es de vital importancia en gran
parte del mundo, ya que es requisito indispensable para el registro en el Catalogo Nacional de
Variedades Vegetales y su aplicacion en la gestion de los Derechos del Obtentor. Este derecho de
obtentor es un mecanismo de proteccion de variedades vegetales para la explotacion comercial y
es obligatorio para los paises que son miembros de la Organizacion Mundial del Comercio
(OMC) y de la cual México es miembro desde 1995; proteccion que es concedida si una variedad

cumple con el examen DHE, mediante lo establecido por la UPOV (Gonzalez, 1999).

Se han desarrollado diversas opciones, dando lugar a las caracterizaciones con marcadores
moleculares para las pruebas DHE, las cuales ayudan a disminuir los costos y sobre todo el

tiempo que conlleva cada uno de los ensayos para una caracterizacion morfologica.

La demanda para el desarrollo de una alternativa mas rentable para los exdmenes DHE dio
lugar a estudios sobre el uso de marcadores moleculares, en particular para probar distincion
entre variedades. La mayoria de los marcadores moleculares confirmaron un alto potencial, lo
que conduce a la UPOV a considerar estas pruebas en los exdmenes DHE. No obstante, antes de
esta decision hubo muchas cuestiones que resolver (Gunjaca et al., 2008), como repetitividad de
las diferentes técnicas de marcadores moleculares entre y en laboratorios, asi como contratar
personal calificado y laboratorios de referencia; sin embargo, la mejora en la tecnologia, como es
la amplificacion de ADN por PCR, donde es posible la amplificacion simultanea de mas de una
Secuencia Simple Repetida en una sola reaccién, combinada con la utilizacion de la
fluorescencia basada en la deteccién del fragmento de ADN y el tamafio del mismo, ademas de
la rapidez y la precision de esta técnica en la obtencion de datos; ofrecieron un gran potencial
para el analisis en la distincion de variedades (Mitchell et al., 1997). Los marcadores
moleculares representan diferencias en las secuencias de nucleétidos que no son afectados por el

ambiente ni  por el estado de crecimiento (Kwon et al, 2002); entre estos
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marcadores se encuentran los intermicrosatélites o inter-secuencias simples repetidas (ISSRs)
que han sido ampliamente reconocidos como un marcadores rapidos y eficaces en la genética
para la toma de huellas, en los analisis filogenéticos y en estudios de diversidad genética (Bussell
et al. 2005). La técnica de ISSRs consiste en la amplificacion de segmentos de ADN entre dos
microsatélites. EI microsatélite usado como iniciador, generalmente esta formado por secuencias
cortas repetidas (1-6 pb) y se distribuyen ampliamente en el genoma de las eucariotas, por lo que
puede mostrar polimorfismo en las plantas. Estos iniciadores pueden contener un ancla en los
extremos 3’0 57, que contiene una, dos o tres pares de bases adicionales al microsatélite, con la

que aumenta su especificidad.
Considerando lo anterior, se plantearon los siguientes objetivos:
1. Objetivos

1. Evaluar el comportamiento de caracteres descriptivos, en pruebas de Distincion,
Homogeneidad y Estabilidad (DHE) en variedades de amaranto.

2. ldentificar y distinguir variedades vegetales de amaranto mediante la técnica de
intermicrosatélites con fines de complementar con esta herramienta biotecnoldgica, la

proteccion de nuevas variedades.
2. Hipotesis

1. Los caracteres morfoldgicos descriptivos estan fuertemente influenciados por los efectos
ambientales, y por ende, no son confiables en la pruebas DHE.
2. Por la ausencia de efectos ambientales en su expresion, los marcadores moleculares, son

garantia de eficiencia y consistencia en los resultados de pruebas DHE.



3. REVISION DE LITERATURA
3.1 Taxonomia y caracteres botanicos del genero Amaranthus

La familia Amaranthaceae comprende 60 géneros y cerca de 800 especies de hierbas anuales
de origen tropical que se adaptan bien a climas templados. Los principales centros de
distribucion son los tropicos de América y la India, aln cuando en los trépicos de Africa y

Australia existe un importante nimero de especies (Sauer, 1967; Feine et al., 1979).

La familia del amaranto ha evolucionado en regiones calidas, secas con suelos salinos, lo que
da como resultado adaptaciones anatomicas y fisioldgicas especiales, como la presencia de
tricomas globuliformes que actian como estructuras de secrecion externa para eliminar las sales
que se presentan en exceso en el suelo, cuticula gruesa, en algunas especies presencia de espinas

y fijacion del carbono atmosférico por la via C4 (Sauer, 1967; Feine et al., 1979).

El género Amaranthus, aunque cosmopolita, es predominantemente tropical e incluye cerca
de 50 especies nativas de los trépicos y de las regiones templadas de todo el mundo
(Feine et al., 1979); su clasificacion taxondmica es dificil debido a que se han considerado para
tal efecto caracteristicas como la pigmentacion, caracter que segrega demasiado entre las
poblaciones, y el tamafio de la planta, que depende de la duracién de la luz del dia y de otras
variables ambientales, ademas de que la planta de amaranto presenta mucha plasticidad
(Espitia, 1986).

Diversos investigadores como Sauer (1967), Walton (1968) y Pal (1972), han buscado otros
caracteres mas constantes que faciliten la identificacion de la especies; considerando tanto

caracteres reproductivos como vegetativos.

Entre los rasgos reproductivos que son de valor taxonémico se encuentran las
peculiaridades de la inflorescencia, de la flor estaminada y de la flor pistilada, destacando en esta
ultima la relacion de las bracteas con los tépalos y el gineceo fructificado, la forma y el tamafio
de los tépalos de los frutos, y lo concerniente al grado de cobertura del gineceo fructificado y la
forma y tamafio de las ramas estilo-estigmaticas. Los caracteres vegetativos de interés

taxonomico son el apice de la lamina y la longitud del peciolo (Hunziker, 1987).
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El género se puede subdividir en dos subgéneros: Amaranthus (plantas monoicas) y
Acnida (plantas dioicas). El subgénero Amaranthus se ha dividido en dos grupos con base en
detalles morfolégicos de la inflorescencia y de la flor (Koshoo y Pal, 1972): Amaranthus con
inflorescencias grandes, terminales de crecimiento indeterminado (con excepcion de A. edulis),
las flores son pentdmeras con un utriculo dehiscente y circunsésil, y Blitopsis Dumort con
inflorescencias axilares de crecimiento determinado, y cuando existe un inflorescencia terminal,
ésta es muy pequefia. Las flores son normalmente bimeras o trimeras con un utriculo dehiscente

irregular (Robertson, 1981).

En la seccion Amaranthus se incluyen las especies A. cruentus, A. hypochondriacus,
A. caudatus y A. edulis; son plantas con flores pentameras e inflorescencia terminal de
crecimiento indeterminado (excepto A. edulis) que se utilizan para producciéon de grano. Se
incluyen también la mayoria de los ornamentales, muchos de los tipos para verdura y varios de
los que se consideran malezas (Grubben y van Sloten, 1981). Mosyakin y Robertson (1996)

incluyen a 3 subgéneros: Acnida, Amaranthus y Albersia.

Dentro del grupo para produccion de grano se incluye a A. hybridus, el cual esta siendo
utilizado en los programas de mejoramiento genético para aprovechar algunas de sus

caracteristicas como precocidad y altura (Kauffman, 1981).

La seccion Blitopsis incluye especies para verdura como A. tricolor y A. blitum L.
(Grubben y van Sloten, 1981).

En la América precolombina se cultivaron tres especies para produccién de grano:
A. caudatus en los Andes, A. cruentus en Ameérica Central y A. hypochondriacus en México.
Todas estas especies fueron descritas y nombradas por Linneo a partir de formas ornamentales

cultivadas en los jardines europeos durante el siglo XVIII (Sauer, 1950; 1967).

Debido a la variabilidad existente dentro de las especies, ha sido necesario hacer
subdivisiones: Sauer (1950) subdividié a A. hypochondriacus en tres razas: Comdn, Arizona y

Aberrante; para A. cruentus sefialo la Comun y la Mexicana.



Hass (1979) realizé la clasificacion de algunas especies de Amaranthus en tipos agronémicos

con base en:

a) Caracteres morfologicos como altura de planta, tamafio de la inflorescencia central,
patrén de ramificacion y namero de flores pistiladas por glomérulo.

b) Caracteres fenolégicos como tiempo de floracién y maduracion.

C) Origen geografico

d) Uso

De esta manera, para A. hypocondriacus propuso los tipo Enano de Nepal y el Alto de
Floracién Tardia; para A. cruentus el Mexicano y Africano; para A. hybridus el Bajo de

Floracion Temprana y para A. caudatus, Edulis y Tipico.

Esta clasificacion se ha modificado para incluir tipos que en un principio no se habian
considerado o porque algunos han cambiado de nombre; Kauffman (1981) distingue el Nepal, el
Arbustivo Tardio, el Azteca y el Picos en A. hypocondriacus; el Mexicano, Africano y
Guatemalteco en A. cruentus, el Precoz en A. hybridus y el Sudamericano y Edulis en la especie

A. caudatus.

La clasificacion que se ha utilizado en la actualidad es la que describen Kauffman y Reider
(1984), donde los tipos Azteca Nepal, Mercado, Mixteco y Picos pertenecen a
A. hypochondriacus; los tipos Mexicano, Africano y Guatemalteco pertenecen a A. cruentus; el
tipo Prima pertenece a A. hybridus; el Sudamericano y Edulis entran en A. caudatus; los tipos
Azteca y Mixteco fueron sugeridos para clasificar los tipos de amaranto de la especie A.
hypochondriacus con origen en el D. F., Estado de México, Tlaxcala y Puebla (Tipo Azteca) y
los del Estado de Oaxaca (Tipo Mixteco), de acuerdo con las civilizaciones que florecieron en

estos lugares en la época precolombina.

El término de grupos morfoldgicos fue propuesto por Kauffman (1992), a partir de la siembra
de accesiones de semilla de color claro en los campos experimentales del Centro de
Investigaciones de Rodale Research Center en Estados Unidos, pertenecientes a las especies de

A. caudatus, A. cruentus y A. hypochondriacus, en las cuales se observaron similitudes y



diferencias entre caracteres fenotipicos muy obvios, asi como en la respuesta a la longitud del

dia. A las accesiones que presentaron caracteres similares se les denominé “Grupo morfologico”.

Hoyt, citado por Kauffman (1992) indica que los grupos morfoldgicos representan una parte
del espectro de variacién genética de cada especie. Las accesiones dentro de un grupo son
variantes que corresponden a razas locales del cultivo, desarrolladas a través del tiempo por la
seleccion del agricultor, las cuales se encuentran totalmente adaptadas a las influencias de los

humanos y del medio donde se desarrollaron.

Los grupos morfoldgicos representan clasificaciones preliminares, por lo que Espitia (1994)
considerd necesario una caracterizacién para definir cada grupo morfolégico de manera mas
clara. Propuso que los tipos de grano o grupos morfoldgicos representan una parte del espectro
de la variacion genética dentro de las especies. Las accesiones dentro de un grupo morfolégico
pueden ser consideradas como variedades nativas; que comprenden individuos domesticados de
reproduccion sexual con caracteristicas que les permiten ser distinguidos de otros grupos.
Consecuentemente, la designacion mas apropiada para los tipos de grano es el de raza; cada raza
tiene una distribucién definida y ha sido desarrollada bajo diferentes condiciones climaticas que

hacen que la evolucion de cada una de ellas sea diferente.

3.2 Efectos del ambiente en amaranto

El amaranto ha sido cultivado desde ambientes tropicales hasta tierras semiaridas, y desde
el nivel del mar hasta algunas de las zonas agricolas de mayor altitud en el mundo; sin embargo,
tradicionalmente su cultivo se ubica dentro de los 30° de latitud (National Research Council,
1984).

Muchos amarantos son sensibles a la longitud del dia; asi A. hypochondriacus requiere de
dias cortos para poder alcanzar la madurez, en tanto que A. cruentus, que proviene de Nigeria,
forma muy rapido las semillas cuando se coloca en condiciones de dias muy largos, mientras que
A. caudatus es reconocido como especie de dias cortos, ya que usualmente florece y forma
semillas Unicamente cuando la longitud del dia es menor a ocho horas. EI amaranto crece
satisfactoriamente desde el nivel del mar hasta los 3 200 m de altitud, pero Unicamente

A. caudatus prospera en altitudes sobre los 2 500 msnm. En general, el amaranto crece mejor
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cuando la temperatura en forma cotidiana es de al menos 21°C, aunque A. hypochondriacus y
A. cruentus toleran altas temperaturas pero no resisten el frio, siendo A. caudatus maés tolerante al

frio que otras especies (National Research Council, 1984).

El cultivo del amaranto prospera en lugares calidos con temperaturas altas, de 29 °C y en
localidades templadas con temperaturas medias anuales de 14 °C, desde precipitaciones de 400
hasta 1 300 mm anuales (INEGI, 1998). Los inviernos definidos con heladas tempranas afectan
principalmente al follaje, pero poco al grano. La temperatura 6ptima para la germinacion es de
16 a 35 °C, su crecimiento cesa a los 8 °C y a los 4 °C se dafia el cultivo (National Research
Council, 1984).

Webb et al. (1984) realizaron estudios en dos zonas representativas de Montana, E. U. A.
y determinaron que la temperatura minima para A. cruentus del tipo Mexicano y Guatemalteco,
A. hipochondriacus tipo Nepal y Spike es de 10 °C, mientras que Kigel (1994) menciona que las
temperaturas minima y méaxima para la germinacion del amaranto son aproximadamente de
10 °C y 45 °C, respectivamente. Dentro de estos valores de temperatura las semillas
gradualmente se hinchan y ocurre la germinacion al ser depositadas en el suelo. Por otro lado, el
mismo autor indica que en el centro de los Estados Unidos, la temperatura 6ptima para la
germinacion del amaranto es de 18 a 21 °C, con suficiente humedad en el suelo, sembrando
generalmente de mitad de mayo a mitad de junio; los rendimientos decrecen cuando se siembra a
inicios de julio. Por su parte, Solberg (1982) menciona que el amaranto es una planta bastante
adaptable a diferentes climas, ya que se obtuvo abundante cosecha en Fort Collins, Colorado,
E.U.A., zona a 1,700 msnm, con variaciones de temperatura de 16.5 a 22 °C del dia a la noche,

desde mediados de junio hasta mediados de agosto.

Reyna (1988) menciona que el amaranto ha mostrado buen desarrollo desde lugares muy
calidos, con temperaturas altas de 29 °C, como en Atoyac, Gro., hasta en lugares templados
(Tulyehualco y Milpa Alta, D. F.) con temperaturas medias de 14 °C, inviernos definidos y

presencia de heladas tempranas que afectan al follaje principalmente, pero no al grano.



3.3 Variedades mejoradas en México

En México se tienen siete variedades mejoradas registradas en el Catalogo Nacional de
Variedades Vegetales (SNICS, 2010):

La variedad mejorada Revancha que corresponde a A. hypochondriacus es derivada de la
raza Mercado (Espita, 1991) cuyas principales caracteristicas son: alto potencial de produccion
de grano (4518 kg/ha), precoz, con 131 dias de periodo vegetativo, altura de planta adecuada
para la mecanizacion del cultivo (137 cm) y uniformidad de maduracion, ademas de otras
caracteristicas importantes como color verde de la planta, panoja erecta con pocas ramificaciones

cortas, grano de color blanco y adaptacion en zonas templadas a una altitud de 1400-2400.

La variedad Rojita, se obtuvo mediante evaluacion de colectas y seleccion masal
estratificada de la colecta 78S-125 y pertenece a la raza Nepal de la especie
A. hypochondriacus L. Fue liberada por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP). La altura a la madurez de la planta fue de 137 cm en promedio
y de la inflorescencia de 79 cm. La aparicién de la inflorescencia se dio a los 60 dias e iniciando

la floracién a los 72. La madurez fisioldgica fue a los 122 dias (Espitia et al. 2009).

La variedad Nutrisol se obtuvo mediante seleccion masal estratificada a partir de la
colecta 666 originaria de San Miguel del Milagro, Tlaxcala; pertenece a la raza Azteca de la
especie A. hypochondriacus L. Fue liberada por el INIFAP. Esta variedad es la méas tardia de las
variedades de referencia, ya que la aparicion de la inflorescencia fue a los 75 dias y el inicio de la
floracion a los 90 (Espitia et al. 2009).

La variedad Mariel, es producto del mejoramiento genético mediante seleccion individual
realizada en Montecillo, México. Pertenece a la especie A. cruentus. Esta variedad se distingue
del resto de las variedades registradas principalmente por presentar la inflorescencia de color

amarillo; la madurez fisioldgica es a los 124 dias (SNICS, 2010).

Las variedades Calyecac, Cazadora y Yeztic, provienen de la identificacion y registro de
materiales nativos de la zona de Tulyehualco D. F. hechas por el Sistema Producto Amaranto del
Distrito Federal, A.C. (SNICS, 2010).



3.4 Distincion, Homogeneidad y Estabilidad (DHE)

La descripcion varietal y la estabilidad de los caracteres son de suma importancia para los
esquemas y entidades de certificacion de semillas; por lo que los articulos 7, 8 y 9 del Convenio
Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales, establecido el 2 de diciembre de
1961, revisado en Ginebra el 10 de noviembre de 1972, el 23 de octubre de 1978 y el 19 de
marzo de 1991, definen lo siguiente:

3.4.1 Distincion

Se considerara distinta la variedad si se distingue claramente de cualquier otra variedad
cuya existencia, en la fecha de presentacion de la solicitud de evaluacidn, sea notoriamente
conocida. En particular, el deposito, en cualquier pais, de una solicitud de concesion de un
derecho de obtentor para otra variedad o de inscripcion de otra variedad en un registro oficial de
variedades, se considerard que hace a esta otra variedad notoriamente conocida a partir de la
fecha de la solicitud, si ésta conduce a la concesion del derecho de obtentor o a la inscripcion de

esa otra variedad en el registro oficial de variedades, segun el caso.
3.4.2 Homogeneidad

Se considerard homogénea la variedad si es suficientemente uniforme en sus caracteres
pertinentes, a reserva de la variacion previsible habida cuenta de las particularidades de su

reproduccion sexual o de su multiplicacion vegetativa.
3.4.3 Estabilidad

Se considerara estable la variedad si sus caracteres pertinentes se mantienen inalterados
después de reproducciones o multiplicaciones sucesivas o0, en caso de un ciclo particular de

reproducciones o de multiplicaciones, al final de cada ciclo.
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3.5 Marcadores bioquimicos y moleculares
3.5.1 Antecedentes

Claros (1998) menciona que las mejoras geneticas se han realizado desde la prehistoria,
toda vez que se han seleccionado y mejorado especies vegetales, animales y microbianas
basdndose solamente en el fenotipo, esto gracias a la variabilidad genética y a la heredabilidad de
caracteres morfoldgicos, lo cual requiere de observaciones exhaustivas de los organismos en

diferentes estadios de desarrollo debido a las influencias ambientales.

Las proteinas de reserva e isoenzimas fueron los primeros marcadores desarrollados a
finales de los 1960°s. Con ellos se abrié el conocimiento de la estructura y heterogeneidad
genética entre diferentes especies, variedades, y poblaciones de distinto origen geografico; sin
embargo, no tenian la capacidad de detectar suficiente polimorfismo entre variedades o especies
cercanas ya que las proteinas son el resultado de la expresion génica, y esta difiere entre tejidos,
en las etapas de desarrollo, entre ambientes y entre afios de evaluacion. Por otra parte, los
avances de la tecnologia del ADN recombinante han permitido el desarrollo de los marcadores
moleculares basados en el ADN, consiguiendo estabilidad en la identificacion de especies y
variedades (Claros, 1998).

Los marcadores moleculares presentan mayor polimorfismo que los morfoldgicos;
pueden ser evaluados desde estadios tempranos de desarrollo, la mayoria no interactia con el
ambiente; muchos de ellos detectan codominancia y en la actualidad, la tendencia es utilizarlos

para detectar variabilidad a nivel de ADN.
3.5.2 Definicién

Los marcadores moleculares han sido definidos como cualquier diferencia no tipica
controlada genéticamente directamente a nivel de ADN. Solis y Andrade (2005) mencionan que
un marcador molecular es un caracter o un gen que debido al ligamiento indican la presencia de
otro gen. Pueden corresponder a cualquier gen cuya expresion permite un efecto cuantificable u

observable. Los marcadores genéticos se transmiten segin las leyes basicas de la herencia
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mendeliana, por lo que es importante considerar que no todos los tipos de marcadores pueden

considerarse como genéticos.

Se puede considerar un marcador a cualquier molécula, organica o inorganica, que sea
caracteristica de un organismo o proceso. Para Valadez y Kahl (2000) un marcador se refiere a
cualquier molécula de proteina, ARN o ADN de tamafio o peso molecular conocido que sirve
para monitorear o calibrar la separacion de las mismas utilizando electroforesis o cromatografia,
y un marcador genético como cualquier gen cuya expresion permite un efecto fenotipico que
puede ser detectado facilmente. Los marcadores de ADN se basan fundamentalmente en el
analisis de las diferencias en pequefias secuencias del ADN entre individuos. Las técnicas
empleadas para ello son muy diversas y dan el nombre a los distintos tipos de marcadores, los
cuales pueden ser de caracter dominante o codominante (Karp y Edwards 1997). Campos y
Seguel (2000) mencionan que el uso de marcadores moleculares permite determinar una serie de
interrogantes como: andlisis de diversidad genética, estudios de relaciones filogenéticas entre
especies y taxas superiores, identificacion de materiales duplicados en las colecciones y analisis

molecular de los procesos de regeneracion de germoplasma.

3.5.3 Marcadores bioquimicos

Las proteinas de reserva y las isoenzimas, también llamadas aloenzimas, constituyen la
primera generacion de marcadores moleculares, desarrollados a finales de los 1960s, se basaron
en la identificacion de proteinas cataliticas en reacciones bioldgicas por electroforesis en geles de
almidon o poliacrilamida (Claros, 1998).

3.5.3.1 Proteinas de reserva

El uso de las proteinas de reserva en sistematica y diversidad genética se basa en el hecho
que las proteinas de diferentes individuos, poblaciones y especies son homdlogas, y que al
separarse en un gel produciran bandas similares o diferentes; debido a que las proteinas de
reserva carecen de actividad enzimatica, éstas son detectadas en el gel por medio de técnicas
generales de tefiido (Becerra y Paredes, 2000); asimismo, las proteinas son definidas como
productos primarios de los genes y se forman mediante los procesos de transcripcion vy

traduccion y son poco influenciados por el ambiente.
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3.5.3.2 Isoenzimas

Tanksley et al. (1981) indican que los primeros marcadores bioquimicos usados en la
genetica de las plantas fueron las isoenzimas o aloenzimas y son aun las proteinas mas
ampliamente usadas. Fueron descubiertas por Hunter y Markert (1957) y son diferentes variantes
moleculares de una misma enzima presentes en una misma especie; desempefian la misma

actividad pero con diferentes propiedades.

Jarret y Litz (1986) mencionan los diversos sistemas enzimaticos que se emplean
frecuentemente como el malato deshidrogenasa, fosfoglucomutasa, glutamato oxaloacetato
transaminasa, shikimato deshidrogenasa y peroxidasa. Su andlisis se realiza extrayendo la
enzima de los tejidos de la planta, tras lo cual, las variantes son separadas con electroforesis y

visualizadas mediante la tincion del gel con colorantes especificos (Powell, 1992; Haines, 1994).

Una isoenzima es un variacion de una enzima que comparten el mismo sustrato pero con
diferente movilidad electroforética; las isoenzimas incluyen todos los polimeros de subunidades
producidos por diferentes loci (isoenzimas propiamente dichas) o por alelos diferentes en el
mismo locus (aloenzimas); se encuentran en diferentes individuos en una misma poblacion y
pueden tener diferentes formas moleculares de la misma proteina; esta variacion en cuanto a la
estructura de las proteinas es producida por factores genéticos o epigenéticos (Powell, 1992;
Haines, 1994).

Claros (1998) indica que con el desarrollo de marcadores basados en la identificacion de
proteinas e isoenzimas se abrid el conocimiento de la estructura y heterogeneidad genética entre
diferentes especies, variedades, y poblaciones de distinto origen geografico; sin embargo, esta
técnica no es capaz de detectar suficiente polimorfismo entre variedades o especies proximas
debido a que las proteinas son el resultado de la expresion génica, que puede ser distinta de unos
tejidos a otros, de una etapa de desarrollo a otra y de un medio ambiente a otro. Los avances de
la tecnologia del ADN recombinante han permitido el desarrollo de los marcadores moleculares
basados en el ADN, consiguiendo mayor estabilidad en la identificacion de especies y

variedades.
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3.5.4 Marcadores moleculares

Valadez y Kahl (2000) mencionan que estas técnicas estan basadas en los anélisis de los

acidos nucleicos y detectan variaciones directas a nivel de ADN conocidas como huellas.

Becerra y Paredes (2000) indican que el polimorfismo basado en proteinas ha sido de
gran utilidad en las investigaciones realizadas en plantas, pero con el desarrollo de las
tecnologias basadas en ADN, la investigacion en esta area se ha visto favorecida con la
disponibilidad de una mayor cantidad de marcadores; aquellos basados en el polimorfismo de
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) y en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Ambas técnicas han derivado en multiples técnicas como son la amplificacion de ADN al
azar (RAPD), fragmentos polimdrficos de ADN amplificados (AFLP), minisatélites (VNTR) y

microsatélites (SSR), entre otros.

Mediante huellas genéticas de ADN, Sun et al. (1999) realizaron comparaciones de
indices de similitud genética de A. hybridus, A. powellii y A. quitensis, e identificaron a
A. hybridus como el progenitor mas probable de las especies de amaranto para grano:

A. hypochondriacus, A. cruentus y A. caudatus.

3.5.4.1 Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)

En 1970, la técnica con RFLP se us6 en los programas de investigacion para el mapeo
fisico de adenovirus (Grodzicker et al., 1974). Claros (1998) indica que esta técnica se basa en la
deteccidn de fragmentos de ADN de distinto peso molecular en diferentes organismos. Los
fragmentos mas faciles de analizar son los pequefios, derivados de la digestion del genoma de las
mitocondrias o de los cloroplastos; asimismo, indica que las deleciones, sustituciones o
mutaciones pueden alterar significativamente el patron de bandas identificable por electroforesis
en geles de agarosa, donde éstas migran de acuerdo con su peso molecular; en cambio, para
moléculas de ADN de mayor tamafio, como el ADN cromosomico, el patron de bandas es tan
complejo que es necesario utilizar sondas especificas para visualizar solo ciertos fragmentos
mediante la técnica de Southern Blot. Las sondas de ADN para esta técnica suelen corresponder
a genes previamente conocidos, aunque a veces se usan ADN preparados a partir de

amplificaciones inespecificas. Aunque el RFLP evalta s6lo un tipo de polimorfismo en cada
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ensayo, el resultado es muy preciso. Los primeros mapas gendmicos basados en la distribucion
fisica de los genes en vez de la frecuencia de entrecruzamiento se hicieron utilizando esta
técnica. Cuando se emplea la PCR en lugar de sondas radiactivas para visualizar los
polimorfismos, se le denomina PCR-RFLP.

Valadez y Kahl (2000) definen los RFLPs como la variacion en la longitud de los
fragmentos de ADN producida por una endonucleasa de restriccion especifica a partir de ADNs
gendmicos de dos 6 mas individuos de una especie. Los RFLPs se generan por rearreglos o
mutaciones que dan lugar a la creacion o delecion de sitios de reconocimiento para las
endonucleasas especificas. Estas variaciones también pueden deberse a la presencia de ADN
repetido con diferente cantidad de copias sobre una regién cromosoémica especifica. EI concepto
principal fue que la mutacion en el sitio de restriccion, o la mutacion que altera la distancia entre
los sitios adyacentes de restriccion podrian ser visualizadas como “Marcadores de ADN”. Para
realizar el andlisis se necesitan las enzimas de restriccion. Paterson (1996) menciona que éstas
actian como “tijeras moleculares” altamente especificas. La alta especificidad para reconocer
secuencias es la base para la mayoria de estrategias para clonar ADN. La gran mayoria de las
enzimas de restriccion utilizadas en el clonaje molecular reconocen secuencias de cuatro, cinco 6
seis nucleotidos de longitud. Después de la publicacion de Botstein et al. (1980) los RFLPs han
sido ampliamente usados en plantas con diferentes objetivos: caracterizacion de germoplasma,
estudios filogenéticos, pureza de semillas hibridas, seleccion y/o localizacion de genes
especificos (mediante analisis de ligamiento) de caracteristicas agronomicas importantes, etc.
(Phillips-Mora et al., 1995; Valadez y Kahl, 2000).

3.5.4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR fue inventada por Saiki et al. (1985) y fue descrita por Kary Mullis en
1985 (Leyva y Martinez, 2001). Claros (1998) menciona que la PCR fue descrita en 1988 y es

una de las técnicas esenciales para la preparacion de huellas.

La PCR es una reaccion enzimética en la cual un segmento de ADN de una region
especifica del genoma de la especie se amplifica (copia) de manera ciclica en una mezcla de

reaccién in vitro; lo anterior permite un aumento exponencial del segmento seleccionado de
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ADN, llegando a obtener millones de copias que por cantidad es posible visualizar ain cuando la

secuencia que se busca se encuentre en concentraciones muy bajas (Saiki et al., 1988).

La ADN polimerasa es una enzima que, en determinadas condiciones y en presencia de
una cadena de ADN, actGa como cebador, y es capaz de producir millones de copias de
determinados fragmentos del ADN. Estos fragmentos se separan posteriormente por peso
molecular mediante técnicas electroforéticas, obteniéndose un patron de bandas especifico que

permite diferenciar individuos (Rallo et al., 2000).

La reaccion bésica de la PCR comienza con la desnaturalizacion del ADN molde para
separar las cadenas, continta con el alineamiento de un par de oligonucleétidos con el ADN
molde, y termina con la polimerizacion para sintetizar un nuevo ADN entre los dos
oligonucledtidos. De aqui se vuelve a la desnaturalizacidn para comenzar un nuevo ciclo (Claros,
1998).

El analisis PCR es un procedimiento in vitro para la sintesis y duplicacion de secuencias
especificas de ADN. Esta tecnologia utiliza secuencias de oligonucleétidos que inician la sintesis
de fragmentos de ADN de longitudes variables, no mayores de 6 Kb en promedio (Valadez y
Kahl, 2000).

Segun la técnica, se usan uno o dos oligonucleétidos sintéticos (iniciadores),
generalmente de entre 10 a 30 pares de bases de longitud y complementarios a la secuencia
nucleotidica de los extremos del ADN blanco y disefiados para hibridar en direccion contraria. El
método implica la ejecucion de una serie repetitiva de ciclos (conocidos como ciclos térmicos),
cada uno de los cuales involucra la desnaturalizacion del ADN, la unién del iniciador a la cadena
desnaturalizada y la sintesis, a partir del iniciador, de una doble cadena mediante la accién de la
polimerasa. Lo anterior resulta en una acumulacion exponencial de un fragmento especifico de
ADN (Valadez y Kahl, 2000).

Una de las propiedades importantes de la PCR, es el diagnostico para amplificar una
secuencia blanco a partir de una preparacion cruda de ADN; es decir, ADN obtenido con un
método estandar de extraccion sin recurrir a un protocolo sofisticado de purificaciéon (Valadez y
Kahl, 2000).
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3.5.4.3 Amplificacion aleatoria del ADN polimorfico (RAPD)

Esta técnica se desarroll6 en 1990 y es una de las mas versatiles. Se usa una coleccion de
decanucledtidos para amplificar por PCR areas especificas distribuidas al azar en el genoma
(Claros, 1998).

En los RAPDs se utilizan iniciadores aleatorios, donde los polimorfismos se detectan
mediante la presencia o ausencia de bandas, no involucra la transferencia tipo Southern y son una
herramienta para generar mapas genéticos y analizar relaciones taxonomicas (Valadez y Kahl,

2000). El analisis RAPD requiere de cinco elementos bésicos:
1) ADN molde: ADN proveniente de la muestra a analizar.

2) El iniciador: es un oligonucleétido, con la propiedad de localizar y unirse a sitios
complementarios del ADN desnaturalizado. Debe tener un contenido de al menos un 50% de

guanina-citocina para funcionar correctamente.

3) Desoxirribonucledtidos: se requiere de concentraciones adecuadas de dATP, dGTP, dCTP y

de dTTP para la sintesis de la cadena.
4) Solucion buffer.

5) Tag-polimerasa: es una enzima ADN polimerasa termoestable. Tiene la propiedad de restituir
la doble cadena de ADN usando una cadena simple como molde a partir de un punto

determinado, fijado en este caso, por el iniciador (Phillips-Mora et al., 1995).

En amaranto (Amaranthus spp.), se analizaron 60 poblaciones silvestres mediante
RAPDs, determinandose una elevada variabilidad entre las distintas accesiones, un importante
grado de homogeneidad genética dentro de ellas y un mayor polimorfismo entre las accesiones
herbaceas silvestres cultivadas (Chan y Sun, 1997). La elevada variabilidad observada entre las
formas herbéaceas se relaciona con el escaso o nulo mejoramiento genético efectuado sobre ellas
y la minima presion de seleccion ejercida por el hombre durante su cultivo; mientras que
Transue et al. (1994), en un estudio de Amaranthus spp, usando RAPDS clasificaron

eficientemente accesiones por especies a través de su morfologia.
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Los RAPDs en comparacion con los RFLPs, generan un nimero inmenso de marcadores
y no requieren de sondas especificas para cada especie y la cantidad de ADN necesaria para el

andlisis es mucho menor (Phillips-Mora et al., 1995).

La eficiencia de los marcadores RAPDs puede estar influenciada por varios factores,
entre ellos el nimero de ciclos de amplificacion, la cantidad de ADN inicial, la longitud del
ADN, el iniciador y la temperatura (Phillips-Mora et al., 1995).

3.5.4.4 Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP)

Dehmer (2003) indica que 40 accesiones de amaranto de 13 especies diferentes fueron
examinas por AFLP y la diversidad en este géenero fue determinada. El fenograma obtenido de un
total de 893 fragmentos presentd correspondencia perfectamente a lo descrito durante el
mejoramiento: A. retroflexus, A. palmeri, A. rudis, A. albus, A. blitoides, A. gracilis, A. tricolor,
A. viridis, A. quitensis, A. powellii, A. caudatus, A. cruentus y A. hypochondriacus.

Lin et al. (1996) mencionan que los AFLP pueden proveer mas informacién que varios
otros sistemas moleculares como los RAPDs o RFLP y son altamente reproducibles; por su
parte, Wassom y Tranel (2005) mencionan que las especies de Amaranthus son genéticamente
muy similares y asi es mas probable de producir hibridos viables; estimaron el polimorfismo de
longitud de fragmentos amplificados (AFLP) basado en el andlisis de conglomerados de
agrupacion jerarquica por el método de la media no ponderada (UPGMA\); analizaron 8 especies,
con 141 especimenes representados por 98 accesiones. Los analisis agruparon los especimenes
dentro de cuatro grupos principales integrados por: 1) A. palmeri S. Wats. y A. spinosus L.
2) A. powellii S. Wats., A. retroflexus L. y A. hybridus L., 3) A. tuberculatus (Moq.) Sauer, y
A. arenicola I. M. Johnst. y 4) A. albus L.

Xu y Sun (2001) han usado con éxito los AFLP para determinar que existe una relacion
cercana entre A. caudatus y A. quitensis, colocando a A. hybridus en el mismo grupo que el resto
de amarantos de grano, e indicando que A. powellii representa el taxon mas divergente en el

complejo de especies de A. hybridus.
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Costea et al. (2006) realizaron un estudio con accesiones de Amaranthus “Morelos” de
México demostrando una taxonomia ambigua en el nivel morfoldgico basico. La principal causa
es la enorme variacion genética y morfoldgica exhibida por las especies de este género. Aunque
bésicamente, los criterios morfoldgicos pueden aplicarse a especimenes de herbario y
colecciones de germoplasma para una rapida identificacion taxonomica, los datos morfologicos
pueden ser engafiosos. La acertada identificacion taxondmica coloca a las accesiones de
‘Morelos’ con las especies A. caudatus y A. cruentus, mediante analisis de relaciones
filogenéticas usando AFLP y métodos micromorfolégicos. Con los resultados obtenidos con los
AFLP, todas las accesiones controversiales de “Morelos” fueron colocadas consistentemente
dentro de A. cruentus con clara separacion de A. caudatus. Lo anterior es base para futuros
estudios de micromorfologia, y la combinacion de estas técnicas puede proveer mejor
informacion que cualquiera de las dos metodologias por separado para la identificacion del

germoplasma.

Los AFLPs son considerados marcadores de alta eficacia; sin embargo, la técnica es mas
complicada de ejecutar que la de los RAPD y SSR; ademas, requieren una mayor cantidad de
ADN (Karp et al., 1997).

Valadez y Kahl (2000) mencionan que los AFLPs surgen a partir de:

a) Polimorfismos en los sitios de restriccion, en donde una secuencia especifica para el
reconocimiento de una endonucleasa de restriccion esta presente o0 ausente.

b) Polimorfismos en la longitud de la secuencia, donde el nimero de las secuencias repetidas
arregladas en serie (“tandem”) tienen sitios variables.

c) Cambios en los pares de bases de ADN asociados con sitios de restriccion.
3.5.4.5 Microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR)

Los microsatélites o repeticiones de secuencias simples (SSR) son regiones de secuencias
pequefias (dos a cinco pares de bases) repetidas y arregladas en serie, las cuales se asume que
estan distribuidas al azar por todo el genoma. Son secuencias de ADN altamente variables
dispersas a través de los genomas de los organismos vivos, las cuales pueden o no estar

asociadas con genes; son loci altamente mutables que pueden estar presentes en muchos sitios
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del genoma. Dado que la repeticion por si misma no codifica para formar ninguna proteina, y
debido a que las secuencias de ADN repetitivo pueden recombinarse y expandirse mas
frecuentemente que otros tipos de secuencias, estas regiones son a menudo altamente variables y
consecuentemente Utiles para medir el polimorfismo entre especies o variedades muy
relacionadas (Phillips-Mora et al., 1995; Valadez y Kahl, 2000).

Los microsatélites son Utiles en los programas de mejoramiento, anélisis de germoplasma
e identificacion varietal. Mallory et al. (2007) produjeron un sistema de marcadores altamente
informativos y reproducibles para las especies de amaranto de grano. En adicion, 20 iniciadores
fueron disefiados e identificados para loci de microsatélites y secuenciados nuevamente para
desarrollar una biblioteca BAC de amaranto. Todos los iniciadores de los diversos amarantos
para grano y de sus parientes silvestres fueron colocados en un panel. Un total de 181 (59%)
fueron polimorficos en todos los amarantos colocados en el panel. Entre estos loci polimérficos,
el nimero de alelos para las especies de grano tienen un intervalo de 2 a 8 con un promedio de 4
alelos por locus. La amplitud de los valores heterocigéticos va de 0.13 a 0.84, con un valor
promedio de 0.62. El primer mapa de los amarantos para grano consiste en estos marcadores y

AFLPs, y actualmente inicia su desarrollo.

Recientemente, cada vez méas microsatélites, o repeticiones de secuencia simple (SSRs)
se han encontrado y se han caracterizado dentro de los genes y de sus regiones sin traducir

(UTRs) de la codificacion para una proteina (Li et al., 2004).

Maughan et al. (2007) estdn desarrollando herramientas moleculares necesarias en
amaranto, incluyendo marcadores moleculares (microsatélites) y bibliotecas de BAC para ayudar
a la caracterizacion y a la conservacion del germoplasma, asi como para identificar ligamiento

genetico, aislamiento de genes y reproduccion.

Sobre el estatus del desarrollo de los marcadores y del proyecto de la biblioteca BAC, un
total de 1472 clones de ADN de tres microsatélites de A. hypochondriacus (AAC, AAT, CA) que
han enriquecido a la biblioteca genomica fueron secuenciados; de éstos, 356 contienen
repeticiones y no son redundantes. El analisis de hibridacion indicd que la biblioteca contiene

menos del 7% de ADN extranuclear (plastidios/mitocondria).
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La tecnologia para el analisis de microsatélites es similar a la utilizada para el analisis
RAPD, con la adicién de una evaluacion y secuenciacion previa para determinar los iniciadores.
La deteccion del polimorfismo SSR se realiza mediante una reaccion de PCR y la separacion de
los productos mediante electroforesis en geles de agarosa, poliacrilamida o geles de
secuenciacion. Las variaciones detectadas por los SSR son el resultado de cambios en el nimero

de unidades repetidas (Lowe et al., 2004).
3.5.4.6 Intermicrosatélites o Intersecuencias Simples Repetidas (ISSRs)

Existe una técnica alternativa y con diferente capacidad informativa a los microsatélites,
siendo esta las intersecuencias simple repetidas (ISSRs), los cuales detectan regiones de ADN

comprendidas entre dos microsatélites con nucleos que comparten la misma secuencia de bases.

Los ISSRs fueron utilizados por primera vez por Zietkiewicz et al. (1994) y se han
propuesto como una fuente nueva de marcadores moleculares porque superan algunas de las
limitaciones técnicas de los RFLP y RAPD (Ratnaparkhe et al., 1998) y han ido cobrando
importancia por su aplicacion préactica, versatilidad, y por la cantidad de informacion que pueden
proporcionar ya que estos resultaron ser mas polimérficos que los RAPD al realizar una
caracterizacion genética en pifia (Tapia et al., 2005).

La amplificacion con ISSRs es una técnica que puede diferenciar rapidamente entre
individuos estrechamente relacionados. Esta técnica involucra el disefio de primers o iniciadores
como si fueran un subgrupo de los microsatélites (SSR) y sélo amplifican la region entre dos

espacios muy cercanos, opuestamente orientados a los SSR. (Zietkiewicz et al., 1994)

En la técnica de ISSRs se utilizan iniciadores, y la secuencia debe estar formada por di- o
trinucle6tidos con un nucleotido extra en la terminacion 3°. El primer es complementario a una
regién microsatélite blanco, y el nucledtido extra permite la amplificacién solamente si el primer
se pega a la terminacion 5° del microsatélite con un primer nucledtido disponible en la secuencia
flanqueadora. Tales nucledtidos extras juegan el papel de “anclas” y aseguran que la
amplificacion inicie siempre del extremo 5’ del microsatélite. En donde el primer localiza dos

regiones microsatélite separadas por una secuencia genomica amplificable del ADN blanco, la
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reaccion de PCR generard una banda de tamafio particular para ese “locus”, representando el

fragmento de ADN que se encuentra entre los microsatélites (Bornet y Branchard, 2001)

Debido a que una muestra particular de ADN presenta varias areas de microsatélites
“pareadas”, los ISSRs frecuentemente amplifican de 25 a 50 “bandas” en una sola reaccion. Los
polimorfismos que se obtienen se originan gracias a los cambios en los nucle6tidos que sirven
como “anclas”. Las bandas obtenidas son analizadas como marcadores dominantes, lo cual
significa que cada banda corresponde a un locus. La presencia de la banda representa el genotipo
dominante (tanto homocigoto, como heterocigoto), mientras que un blanco representa el
genotipo homocigoto recesivo. Esto es valido si se asume que solamente existen dos alelos por

locus.

La ausencia de una banda puede deberse a varios factores:
1) La no existencia de un sitio de unién completo debido a una mutacion.
2) Rearreglos estructurales en el cromosoma durante la meiosis.

3) Inserciones o deleciones lo suficientemente grandes como para aumentar o disminuir el

tamafo de la banda, lo que dificulta identificarlas como un locus separado.

Las ventajas que ofrece esta técnica se centran principalmente en la alta variacion que
detecta, asi como en su reproducibilidad, dada principalmente a las altas temperaturas de
alineacién de la PCR. Ademas, para disefiar los primers no es necesario conocer secuencias del
genoma del organismo en estudio, por lo que se ha utilizado ampliamente en estudios de
variacion genética entre individuos muy cercanos y en la identificacion de variantes con

importancia agricola (Nagaoka y Ogihara, 1997).

Las desventajas que presentan este tipo de marcadores genéticos son dos principalmente.
La primera se refiere a la seguridad que se pueda tener con respecto a si las bandas del mismo
tamafio molecular presentes en varios individuos son homologas, y la segunda se relaciona con la
informacidn incompleta que arrojan dichos marcadores dada su naturaleza dominante, ya que los

heterdcigos no pueden ser distinguidos.

~22 ~



La técnica de las ISSRs tiene una alta reproducibilidad, alto polimorfismo y los resultados
se obtienen en un tiempo muy corto, ademas de que su costo es menor a los SSR. Las ISSRs se
han convertido en una herramienta eficiente y eficaz para la fidelidad clonal y la cartografia del
genoma. La amplificacion del ADN mediante ISSRs es muy eficiente y caracteriza la presencia
de bandas progenitor masculino y femenino especificas, logrando asi determinar la hibridacion

en plantas de la F; de especies de Brassica (Gupta et al., 2004).
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CAPITULOI.
CARACTERIZACION MORFOLOGICA EN VARIEDADES DE AMARANTO
1.1 Resumen

Con el objetivo de valorar procedimientos para la evaluacion de distincion,
homogeneidad y estabilidad (DHE) en variedades vegetales con fines de proteccion a los
derechos de obtentor, en este trabajo se utilizaron 10 variedades de amaranto. Para el examen de
la distincion se utilizo el sistema de agrupamiento del Servicio Nacional de Inspeccion y
Certificacion de Semillas; resultando que ocho de diez variedades cumplen con la distincion,
pero dos de ellas (Roza y Brs-Alegria) resultaron morfolégicamente parecidas. Las variedades
Maros y Eniko resultaron iguales; no obstante, ambas muestran rasgos que las distinguen; con
respecto a la homogeneidad, las variedades expresaron en cada ambiente los caracteres que las
definen sin la presencia de plantas atipicas; sin embargo, no cumplen con la estabilidad aquellos
que son cuantitativos con medicion de varias plantas o partes de plantas individuales. Se
evaluaron seis caracteres mediante el analisis combinado interanual de distincion, destacando
que la calificacion que se otorga a los caracteres tomados en campo, no corresponden a la
diferenciacion de una variedad de acuerdo a la prueba DMS. Por otra parte, los dendrogramas
mostraron que las variedades Rojita, Edit y Reka se agrupan, pues comparten siete caracteres
esenciales al igual que el grupo formado por Revancha, Maros y Eniko; mientras que Nutrisol,
Brs-Alegria y Roza, son similares en ocho caracteres esenciales; la variedad Mariel forma por si
sola un grupo, ya que es distinta en la mayoria de los caracteres, principalmente en el caracter
24: IC. El Anélisis de Componentes Principales s6lo considera 27 caracteres, e indica que los
primeros 21 explican el 83.30 % del total de la variacion, y que con éstos es factible desarrollar

la caracterizacion en variedades de la especie Amaranthus.

Palabras clave: Derechos de obtentor, DHE, variedades de amaranto
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1.2 Abstract

Ten amaranth varieties were used in order to assess the procedures for evaluation of
distinctness, uniformity and stability in plant varieties in relation to breeder's rights
protection. For the distinctness test the grouping system of the National Service of Seed
Inspection and Certification was used; eight out of ten varieties complied with distinction,
while two of them (Roza and Brs-Alegria) do not, because they were morphologically
similar. Maros and Eniko varieties displayed the same results; nevertheless, both show some
traits that distinguish them. In relation to uniformity the varieties expressed in each
environment the characteristics that define them without the presence of off-types; however,
those that are quantitative involving measurement of several plants or parts of individual
plants do not meet stability. Six characters were evaluated through the distinctness inter-
annual combined analysis; pointing out that the grade assigned to those characters taken in
the field does not correspond to variety differentiation according to the LSD test. On the
other hand, dendrograms show that Rojita Edit and Reka varieties grouped together, because
they share seven essential characters, as the group integrated by Revancha, Maros and Eniko.
Nutrisol, Brs-Alegria and Roza are similar in eight essential characters; Mariel variety forms
a group by itself, because it is different in most characteristics, mainly in the 24: IC one. The
principal component analysis considered only 27 characteristics and indicates that the 21
explain 83.30% of the total variation and that with them it is feasible to develop

characterization in varieties from Amaranthus species.

Keywords: Morphological characterization, DUS, amaranth varieties.
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1.3 Introduccién

El cultivo de amaranto presenta en comudn diversos rasgos morfoldgicos, siendo estos
algunos de los maltiples caracteres que se pueden usar para definir razas dentro de las especies, a
partir del origen geografico y de su morfologia. Kauffman y Reider (1984) fueron los primeros
en agrupar accesiones basadas en caracteres morfoldgicos. La descripcion de los tipos de grano
fue considerada y basada en la experiencia de las observaciones sobre un gran nimero de

accesiones a través de muchas estaciones de crecimiento.

La diversidad genética del cultivo de amaranto se evalla con base en la caracterizacion del
germoplasma por medio de caracteres de alta y baja heredabilidad a través del fenotipo, siendo la

principal limitante en esta caracterizacion, la influencia ambiental.

La clasificacion taxonémica del amaranto es dificil debido a que se han considerado para tal
efecto caracteristicas como la pigmentacion, caracter que segrega demasiado entre las
poblaciones, y el tamafio de la planta, que depende de la duracién de la luz del dia y de otras
variables ambientales, ademas de que la planta de amaranto presenta mucha plasticidad
fenotipica (Espitia, 1986).

El género Amaranthus se ha cultivado desde los 7,000 a 5,000 afios A. C. En Africa, América
Central, Asia, México y Sudamérica se han reemplazado los materiales criollos por selecciones
cuyas caracteristicas son prometedoras para obtener cultivos méas homogéneos y de mayor
produccion (Kulakow y Hauptli, 1994).

Desde tiempos prehispanicos, el amaranto ha tenido gran relevancia en México por el uso en
rituales religiosos y como parte de la dieta. En la actualidad su importancia radica en su alto
contenido proteinico y por el porcentaje alto de aminoacidos esenciales para el hombre; en este
sentido, las especies mas importantes en la producciéon de grano son: A. hypochondriacus,

A, cruentus y A. caudatus (Coimbra y Salema, 1994).

Las pruebas de distincion, homogeneidad y estabilidad (DHE) representan el componente
esencial para obtener el registro y la proteccion de una variedad; sustentado por caracteres

morfoldgicos. Una variedad debe de cumplir los siguientes tres criterios 1) distinta, al considerar
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que sea claramente diferente de toda la coleccion de variedades de referencia; 2) uniforme si las
plantas fuera de tipo no exceden el minimo permitido y si sus caracteres se mantienen a través de
los diversos ambientes y en el tiempo; 3) estable, si se mantienen todos los caracteres a través de
sus reproducciones sucesivas. Los procedimientos anteriores son delineados por la Union
Internacional para la Proteccion de Variedades de Plantas (UPOV), de la cual, México es
miembro desde 1997. Este organismo ha desarrollado todos los procedimientos recomendados
para los ensayos DHE y anélisis estadisticos; ademéas de las directrices para evaluacion en la

mayoria de los cultivos de importancia econémica.

Dada la necesidad de probar la efectividad de los procedimientos de evaluacion basados en
caracteres morfoldgicos, con fines de identidad y distincion; en el presente trabajo se planted
como objetivo el evaluar el comportamiento de caracteres descriptivos de amaranto en pruebas

de Distincion, Homogeneidad y Estabilidad.
1.4 Materiales y Métodos
1.4.1 Localizacion de los experimentos

La caracterizacién morfoldgica se realizé en los ciclos primavera—verano 2006 y 2007 en
dos lotes del Campo Experimental del Colegio de Postgraduados en Montecillo, Texcoco, Estado
de México, localizado a los 19° 27° 53’ de Latitud Norte, 98° 54’ 05°’ de Longitud Oeste, y a
una altitud de 2240 msnm.

1.4.2 Material Genético

El material vegetal utilizado fue de ocho variedades de referencia y dos variedades
candidatas de Amaranthus hypochondriacus, A. caudatus y A. cruentus provenientes de 3 paises
distintos (Cuadro 1.1).

1.4.3 Establecimiento de los experimentos

En el ciclo agricola P-V 2006, la unidad experimental fue de 5 surcos de 5 m de longitud
y 0.80 m de ancho, con fecha de siembra del 18 de mayo, mientras que en el ciclo agricola
P-V 2007, en el primer lote experimental (Lote C-6) la unidad experimental consistié de dos
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surcos de 9 m con 0.80 m de separacion, ademas de dos surcos libres entre variedades; y en el
segundo lote experimental (Lote Predio Nuevo) se utilizaron parcelas de 5 surcos con una
longitud de 5 m y 0.80 m de separacion entre ellos. Los experimentos se establecieron en tres
fechas de siembra: 18 de mayo, 18 de junio y 31 de julio y fueron las mismas en ambos lotes; la
siembra se hizo en forma manual, depositando la semilla a chorrillo en el lomo del surco;
posterior a la emergencia, se realizé un aclareo dejando una planta cada 40 cm. No se utilizd un
disefio experimental, dado que los caracteres propios de las variedades de amaranto se calificaron
conforme a la Guia para la Descripcion Varietal de Amaranto TG/247/1 (UPOV, 2008a), y solo
en los caracteres con tipo de expresion QN y con tipo de observacion MS se caracterizaron 20

plantas o partes de plantas.

Cuadro 1.1. Variedades de amaranto utilizadas en el estudio.

No. de Variedad Pais de procedencia Estatus de la
variedad variedad
1 Rojita México Referencia
2 Nutrisol México Referencia
3 Revancha México Referencia
5 Roza Hungria Referencia
5 Reka Hungria Referencia
6 Edit Hungria Referencia
7 Maros Hungria Referencia
8 Eniko Hungria Referencia
9 Brs-Alegria Brasil Candidata
10 Mariel México Candidata

1.4.4 Evaluacion de la Distincién, Homogeneidad y Estabilidad (DHE)

La evaluacion morfoldgica de las variedades de amaranto se realiz6 de acuerdo al examen
de la distincion, homogeneidad y estabilidad y a la elaboracion de descripciones armonizadas de
las obtenciones vegetales, de la Unién Internacional para la Proteccién de Obtenciones Vegetales

(UPQV, 2002) y que enseguida se describen:
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a) Material vegetativo

Se utiliz6 material vegetal representativo acorde a los lineamientos de la UPOV para el
examen DHE de las variedades candidatas, éste se encontrd visiblemente en buen estado, sin

carencia de vigor y no estuvo afectado por plagas o enfermedades.
b) Diferencias consistentes

Los lineamientos de la UPOV indican que las diferencias observadas entre variedades
pueden ser tan evidentes que no sea necesario mas de un ciclo de cultivo. No obstante, debe
prevalecer el criterio de que una manera de garantizar que una diferencia observada en un ensayo
sea lo suficientemente consistente, es examinar el caracter en al menos dos ciclos de cultivo

independientes.
c) Diferencias claras

Determinar si una diferencia entre dos variedades es clara depende de muchos factores v,
para ello se considero el tipo de expresion del carécter; es decir, si éste se expresa de manera
cualitativa, cuantitativa o pseudocualitativa; por consiguiente, es importante estar familiarizados
con las recomendaciones contenidas en el documento que aborda estos aspectos (UPOV, 2002)

antes de tomar decisiones relativas a la distincion.
d) Anadlisis de la distincion

La examinacion de distincion se realiz6 en relacion con todas las variedades notoriamente
conocidas y no fue necesario efectuar una comparacion individual respecto de las mismas;
acorde al criterio de que cuando una variedad candidata es suficientemente diferente en la
expresion de sus caracteres como para garantizar su distincion respecto de un grupo (0 grupos)
particular, no habra que efectuar una comparacion individual sistematica con las variedades de

ese grupo o grupos.
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e) Analisis de la homogeneidad

La homogeneidad se evalu6 mediante la observacién y cuantificacion de plantas fuera de

tipo, cuando en lo general todas las plantas de una variedad son muy parecidas entre si.
f) Evaluacion de la estabilidad

Con base a que en la practica, no es comun efectuar exdmenes de estabilidad que
registren resultados tan confiables como los de un examen de la distincion y homogeneidad,;
segun la UPQV, la experiencia ha demostrado que, en muchos tipos de variedades, cuando una
variedad haya demostrado ser homogénea, también puede considerarse estable; sin embargo,
cuando proceda, o en caso de duda, se examinara la estabilidad cultivando una generacion
complementaria 0 examinando un nuevo lote de semillas o plantas para verificar que se

presentan los mismos caracteres que el material suministrado anteriormente.
1.4.5 Variables evaluadas

Para la evaluacion de la DHE, se registraron caracteres cualitativos, cuantitativos y
pseudocualitativos; teniendo en cuenta que los caracteres cualitativos son los que se expresan en
niveles discontinuos, sus niveles de expresion se explican por si mismos y tienen un significado
independiente; por otra parte, los caracteres cuantitativos abarcan toda la gama de variaciones, la
expresion puede inscribirse en una escala unidimensional lineal continua o discontinua; en tanto

que en los caracteres pseudocualitativos, la gama de expresion es parcialmente continua.

Para la caracterizacion, se utiliz6 la Guia para la Descripcion Varietal de Amaranto
TG/247/1 (UPQV, 2008a); la cual comprende 40 caracteres (Cuadro 1.2) que se deben calificar
en las distintas etapas de desarrollo fenoldgico: plantula, planta joven (6-8 hojas), aparicion de
inflorescencia, inicio de la floracion, madurez fisioldgica y al momento de la cosecha; después

de latrillay limpieza, se califico forma, tipo y color de la semilla.
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Cuadro 1.2. Caracteres utilizados para la descripcion de variedades de amaranto.

Numero de Tipo de Nivel
caractery observacion y de expresion

tipo de etapa fenolégica Nombre del descriptor y abreviatura

expresion

1.

((Q*IZ \(/;); Cotiledones: pigmentacion antocianica (CPA) 1ly9
2. VG

(Q*E @ Plantula: Pigmentacién antocianica del hipocotilo (PPAH) 1ly9
3. VG

QN (@) Plantula: intensidad de la coloracion antocianica del hipocotilo (PICAH) 3,5y7
4. MS

QN (b) Hoja joven: longitud (HJL) 3,5y7
5. MS o

ON (b) Hoja joven: anchura (HJA) 3,5y7
6. VG

QN (b) Hoja joven: proporcion largo/anchura (HIPLA) 3,5y7
7. VG

QN (b) Hoja joven: posicion de la parte mas ancha (HIPPMA) 1,2y3
8. VG

QN (b) Hoja joven: prominencia de nervaduras (HJPN) 3,5y7
9. VG

PQ (b) Hoja joven: color principal del haz (HICPH) 1,2,3,4y5
10. VG

PQ (b) Hoja joven: distribucién del segundo color en el haz (HIDSCH) 1,2y3
11. VG

PQ (b) Hoja joven: color del envés (HIJCE) 1,2y3
12. VG _

QL (©) Hoja: margen (HM) ly2
13. VS Planta: época de aparicion de inflorescencia (PEAI)

QN 3,5y7
14, MG Epoca de floracion (EF)

QN 3,5y7
15. VG Tallo: color (TC)

PQ (d) 1,2,3,4y5
16. VG Tallo: color de las rayas (TCR)

PQ (d) 1,2y3
17. VG Peciolo: pigmentacion antocianica (PPA)

*) (d) 1y9
QL

18. VG

QN (d) Peciolo: intensidad de la pigmentacion antocianica (PIPA) 1,3,57y9
19. VG : o

PQ ) Limbo: color principal (LCP) 1,2,3y4
20. VG

™) d Lamina de la hoja: presencia de mancha (LPM)

oL O 1y9
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Cuadro 1.2. Continuacion...

Ndmero de
caracter y tipo
de expresion

Tipo de
observacion y
etapa fenoldgica

Nombre del descriptor y abreviatura

Nivel
de expresion

21.
QN

22,
PQ

23.
*)
(QL)
24,
*)
PQ
25.
ON

26.
ON

27.
*)
QL
28.
ON

29.
)
ON
30.
*
QL
31.
ON

32.
QN

33.
ON

34.
QN

35.
*)
QL
36.
v
QL
37.
(*)
PQ
38.
*)
PQ

VG
(d)
VG
(d)

VS
(d)

VG
(d)

VG
(d)
VG
(d)

VG
(d)

MS
(d)

VG
(d)

VG
(d)

VG
(@)

VG
(d)

MG
©)

MG
©)

VG
©)

VG
©)

VG
®

VG

Limbo: tamafio de la mancha con relacion al limbo (LTMCRL)

Limbo: color de la mancha (LCM)

Limbo: forma de la mancha (LFM)

Inflorescencia: color (IC)

Inflorescencia: compacidad (ICO M)

Inflorescencia: densidad de los glomérulos (IDG)

Inflorescencia: tipo (IT)

Inflorescencia: numero de flores femeninas por glomérulo (INFFXG)

Inflorescencia: longitud de las brécteas con relacién al utriculo (ILBRU)

Inflorescencia: habito de crecimiento (IHC)

Inflorescencia: porte (IP)

Inflorescencia: longitud (IL)

Planta: época de madurez (PEM)

Planta: longitud (PL)

Tallo: pigmentaci6n antocianica de la base (TPAB)

Tallo: forma de la seccidn transversal (TFST)

Semilla: color (SC)

Semilla: forma (SF)

3,5y7

1,2,3y4

ly2

1,2,3,4,5y6

3,5y7

3,5y7

ly2

3,5y7

3,5y7

ly2

12y3

3,5y7

3,5y7

3,5y7

1y9

ly2

1,2,3,4y5

ly2
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Cuadro 1.2. Continuacion...

NUmero de Tipo de Nivel
caracter y tipo observaciony Nombre del descriptor y abreviatura de expresion
de expresion etapa fenolégica
39. ly?2
*) VG Semilla: tipo (ST)
QL U]
40. MG 3,5y7
QN ) Semilla: peso de 1000 semillas (SPMS)

(*) Caracter esencial; (QL) Caracter cualitativo, (QN) Caracter cuantitativo, (PQ) Caracter pseudocualitativo; MG:
medicién Unica de un grupo de plantas o partes de plantas, MS: medicidn de varias plantas o partes de plantas
individuales, VG: evaluacion visual mediante una Unica observacion de un grupo de plantas o partes de plantas, VS:
evaluacion visual mediante observacion de varias plantas o partes de plantas individuales; (a) Observaciones de la
plantula que deberan realizarse 3-6 dias después de la despuntadura, (b) Observaciones de la plantula que deberan
realizarse en plantas jévenes con 6-8 hojas, (c) Las observaciones deberén realizarse en la fase vegetativa justo antes
de la despuntadura de las inflorescencias, (d) Las observaciones deberan realizarse en la época de la plena floracion:
50% de las plantas, (e) Las observaciones deberdn realizarse en la época de madurez fisiologica y (f) Las
observaciones deberan realizarse en la época de la cosecha de semillas secas.

1.4.6 Cosecha

En el afio 2006 se usaron los tres surcos centrales como parcela util para eliminar la
posibilidad de cosechar semilla con contaminacion entre las variedades colindantes; asimismo,
de los extremos de los surcos se eliminaron las primeras cinco plantas. De la parcela util, se
seleccionaron diez plantas representativas de cada variedad, mismas que fueron trilladas por

separado; de éstas se tomaron 200 gramos para determinar la forma, color y tipo de semilla.

En el afio 2007 la cosecha fue completa en las variedades del lote C-6, ya que por la
diferencia en las fechas de siembra y por los dos surcos de separacion entre variedades, se
consider6 poco probable el cruzamiento entre ellas. En el Lote Predio Nuevo la parcela util fue
de s6lo un surco, ya que por la falta de aislamiento los dos surcos de cada lado probablemente se
encontraban contaminados, con excepcién de las variedades Edit y Nutrisol, que se cosecharon

de manera completa, pues por su ciclo vegetativo era poco probable el cruzamiento con las otras.
1.4.7 Analisis estadistico

Para determinar la distincion, se utilizo el Sistema para el Agrupamiento de Variedades
(SISNAVA), de uso interno del SNICS (Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de

Semillas); este sistema se basa en la suma de diferencias que se presentan entre los niveles de
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expresion de un caracter que definen a una variedad. Para hacer este analisis, se consideraron
s6lo cinco ambientes, puesto que en la prueba de la tercera fecha en ambos lotes s6lo se tomaron
datos hasta la fase de floracion, ya que la presencia de heladas tempranas impidi6 la finalizacion
en la calificacion de caracteres de las variedades. Para otorgar la calificacién de un caracter se

considero la moda.

Los datos obtenidos fueron analizados con el paquete computacional de NTSYS-pc
(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) version 2.2R (Rohlf, 1993).

Se elaboraron dendrogramas de agrupacién para las variedades a partir de la disimilaridad
con el programa SAHN (Sequential Agglomerative Hierarchical Nested Cluster Analysis) (Dunn
y Everitt, 1982) del programa NTSYS.pc 2.2R (Rohlf, 1993), por medio del método del
promedio no ponderado por pares con medias aritméticas (UPGMA, Unweighted Pair-Group
Method with Aritmetic Means) (Adams et al., 2000).

La confiabilidad de cada dendrograma se probd mediante el remuestreo en las matrices de
datos con Bootstrapping con a=0.05, con 2000 remuestreos y por medio de una matriz de
comparacion entre la matriz de similitud generada por la matriz basica de datos y de una matriz
promedio generada con el remuestreo con Bootstrap, realizado mediante el paquete NTSYS
(Rohlf, 1993).

Adicionalmente se emple6 el Analisis Combinado Interanual de Distincion (COYD), en
el que se considera la variacion entre afios de los caracteres cuantitativos; este analisis de basa en
el analisis de varianza para obtener la diferencia minima significativa con una t, de Tablas t de
Student p=0.01, fue generado por el TWC (Grupo de Trabajo en Computo y Sistemas)
(UPOV, 2004b).

Ademas de lo anterior, también se realizé un analisis de componentes principales (ACP),
usando la matriz de correlaciones mediante el Sistema de Analisis Estadistico (SAS) version 9.1.
Los datos no se estandarizaron para este proposito, ya que fueron los obtenidos de acuerdo a la
nota numerica que indica la Guia para la descripcion varietal de amaranto (UPOV/247/1, 2008a).
Adicionalmente, se realizé un analisis de conglomerados utilizando el paquete estadistico

MINITAB; la disimilitud se calculé usando la distancia euclidiana y el método algoritmico de
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componentes principales, usando la distancia de vinculacion individual con un nivel de similitud
del 70%.

1.5 Resultados y Discusion
1.5.1 Caracterizacion morfoldgica

Las pruebas de DHE son un paso esencial para que una nueva variedad sea considerada
candidata a ser registrada como tal, a la vez que con este procedimiento se documenta la
factibilidad por lograr la proteccion de los derechos del obtentor. Bajo este esquema, el obtentor
debe caracterizar la nueva variedad tal como lo indica la UPOV en el acta de 1991, ademas el
obtentor debe demostrar que ésta cumple con el examen DHE: distincién de todas la demas
variedades ya conocidas al momento de presentar la solicitud de registro, homogénea en todos
sus caracteres y presentar estabilidad a través de los diversos ambientes de evaluacion y/o

produccion.

Para que una variedad sea distinta, la UPOV indica que basta la diferencia en un solo
caracter, no obstante, el SNICS considera una suma de diferencias mayor a 10 con todos los
caracteres, cuando ocurre que la suma de diferencias es menor o igual a 10 se analizan de manera
especifica estas diferencias, si son caracteres cualitativos, pseudocualitativos o cuantitativos, y en
caso de gue sean cuantitativos e influenciados por el ambiente se solicita al obtentor proporcione
caracteres adicionales que ayuden a diferenciar de una mejor manera a la variedad. La

caracterizacion morfoldgica se muestra en los cuadros 1A al 10A del Apéndice.
1.5.2 Evaluacion de la distincion
1.5.2.1 Andlisis SISNAVA

En la Cuadro 1.3 se observan las diferencias obtenidas de las 10 variedades evaluadas en
cinco ambientes; destacando que la mayor distancia morfoldgica la presentan las variedades
Mariel y Nutrisol con 77 unidades absolutas, en tanto que la méas reducida se encuentra entre las

variedades Brs-Alegria y Roza con cero unidades.
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Cuadro 1.3. Analisis mediante el SISNAVA y comportamiento entre ambientes de 10 variedades de amaranto, a
partir de las sumas de diferencias para todos los caracteres evaluados. Ambientes 1(C6-06), 2(C6-PF-07),
3(C6-SF-07), 4(PN-PF-07) y 5(PN-SF-07).

1 BRS_Alegria_C6_06

2 BRS_Alegria_C6_PF_07 6

3 BRS_Alegria_C6_SF_07 4 2

4BRS_Alegria PN.PF 07 6 4 6

5 BRS_Alegria PN.SF 07 6 8 6 4

6 Edit_C6_06 28 30 28 26 22

7 Edit_C6_PF_07 26 28 26 28 24 2

8 Edit_C6_SF_07 24 26 24 26 26 4 2

9 Edit_PN_PF_07 26 28 26 24 24 2 4 2

10 Edit_PN_SF_07 26 28 26 24 24 2 4 2 0

11 Eniko_C6_06 32 38 36 34 30 27 29 31 29 29

12 Eniko-C6-PF-07 26 28 26 28 28 29 27 25 27 27 10

13 Eniko-C6-SF-07 28 26 28 26 30 31 29 27 29 29 12 2

14 Eniko-PN-PF-07 26 28 30 28 32 33 31 29 31 31 10 4 2

15 Eniko-PN-SF-07 30 32 34 28 32 33 35 333131 6 8 6 4

16 Mariel-C6-06 48 50 52 50 54 49 47 45 47 47 38 36 34 32 36

17 Mariel-C6-PF-07 48 42 44 46 50 49 47 45 47 47 42 32 30 32 36 8

18 Mariel-C6-SF-07 48 42 44 46 50 49 47 45 47 47 42 32 30 32 36 8 4

19 Mariel-PN-PF-07 44 42 44 42 46 45 43 41 43 43 38 28 26 28 32 8 4 4

20 Mariel-PN-SF-07 44 42 44 42 46 45 43 41 43 43 38 28 26 28 32 8 4 4 o0

21 Maros-C6-06 29 31 33 27 31 30 32 30 2828 7 9 7 5 5 3135 35 31 31

22 Maros-C6-PF-07 27 25 27 25 29 32 30 28 30 30 13 3 1 3 7 3329 29 25 25 6

23 Maros-C6-SF-07 25 27 29 27 31 34 32 30 32 32 11 5 3 1 5 31 31 31 27 27 4 2

24 Maros_PN_PF_07 31 29 31 29 33 36 38 36 34 34 9 11 9 7 3 37 33 33 33 33 6 8 6

25 Maros_PN_SF_07 31 29 31 25 29 28 30 28 26 26 9 7 5 7 7 33 33332929 2 4 6 8

26 Nutrisol_C6_06 31 33 35 33 37 40 38 36 38 338 53 47 45 43 47 67 67 71 67 67 48 46 44 50 50

27 Nutrisol_C6_PF_07 37 39 41 39 43 46 44 42 44 44 55 53 51 49 49 73 73 77 73 73 54 52 50 52 56 6

28 Nutrisol_C6_SF_07 35 33 35 33 37 40 42 40 38 38 53 51 49 47 47 71 71 67 71 71 48 50 48 46 50 16 18

29 Nutrisol_PN_PF_07 33 35 37 35 39 42 40 38 40 40 51 49 47 45 45 73 73 73 69 69 50 48 46 48 52 10 4 14

30 Nutrisol_PN_SF_07 27 29 31 29 33 36 34 32 34 34 49 43 41 39 43 67 67 67 63 63 44 42 40 46 46 8 10 8 6

31 Reka_C6_06 34 40 38 40 36 28 26 28 30 30 34 36 38 36 40 54 62 58 58 58 35 37 35 41 37 47 53 47 49 43

32 Reka_C6_PF_07 32 34 32 38 38 34 32 30 32 32 40 34 36 34 38 56 56 52 56 56 37 35 33 35 39 45 51 41 47 41 10

33 Reka_C6_SF_07 30 32 30 36 36 32 30 28 30 30 38 32 34 32 36 54 54 50 54 54 35 33 31 33 37 47 53 43 49 43 8 2

34 Reka_PN_PF_07 32 34 32 38 38 34 32 30 32 32 40 34 36 34 38 52 52 52 56 56 37 35 33 35 39 45 51 45 51 45 10 4 2

35 Reka_PN_SF_07 34 36 34 36 36 32 34 32 30 30 38 36 38 36 36 62 58 58 58 58 35 37 35 33 37 43 49 43 49 43 12 10 8 10

36 Revancha_C6_06 43 41 43 41 45 42 44 42 40 40 25 23 21 19 19 29 25 25 25 25 18 20 18 16 20 58 64 54 60 54 49 43 41 43 41

37 Revancha_C6_PF_07 47 45 47 41 45 42 44 42 40 40 25 23 21 23 19 33 29 29 25 25 22 20 22 20 20 58 60 62 56 58 53 51 49 51 49 8

38 Revancha_C6_SF_07 45 43 45 39 43 40 42 40 38 38 27 21 19 21 21 31 27 27 23 23 20 18 20 22 18 56 62 56 58 52 47 49 47 49 43 6 6

39 Revancha_PN_PF_07 45 43 45 39 43 40 42 40 38 38 23 21 19 21 17 31 27 27 23 23 20 18 20 18 18 60 62 60 58 56 51 49 47 49 47 6 2 4

40 Revancha_PN_SF_07 45 43 45 39 43 40 42 40 38 38 23 21 19 21 17 31 27 27 23 23 20 18 20 18 18 60 62 60 58 56 51 49 47 49 47 6 2 4 O

41 Rojita_C6_06 24 26 28 26 30 24 22 20 22 22 29 23 21 19 23 41 45 41 41 41 22 20 18 24 24 34 40 34 36 30 28 26 24 26 32 34 38 36 36 36
42 Rojita_C6_PF_07 24 26 28 26 30 24 22 20 22 22 29 23 21 19 23 45 45 45 41 41 22 20 18 24 24 30 36 38 36 30 32 30 28 30 28 34 38 36 36 36 4
43 Rojita_C6_SF_07 24 22 24 22 26 20 18 16 18 18 29 19 17 19 23 45 41 41 37 37 22 16 18 24 20 34 40 38 36 30 32 30 28 30 32 34 34 32 32 32 4 4
44 Rojita_PN_PF_07 22 24 26 24 28 22 20 18 20 20 27 21 19 17 21 43 43 43 39 39 20 18 16 22 22 32 38 36 34 28 30 28 26 28 30 32 36 34 34 34 2 2 2
45 Rojita_PN_SF_07 26 24 26 24 28 22 20 18 20 20 31 21 19 21 25 47 43 43 39 39 24 18 20 26 22 32 38 40 38 32 34 32 30 32 30 36 36 34 34 34 6 2 2 4

46 Roza_C6_06 4 6
47 Roza_C6_PF_07 6 4
48 Roza_C6_SF_07 8 2
8 6
6 4
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38 28 26 28 32 50 46 46 42 42 31 25 27 33 29 29 35 33 31 25 36 38 36 38 36 45 45 39 43 43 26 26 22 24 24

49 Roza_PN_PF_07
50 Roza_PN_SF_07

28 30 28 26 26 36 30 28 30 30 52 48 48 44 44 29 27 29 31 27 31 37 35 37 31 42 40 38 40 34 43 43 41 41 41 28 24 24 26 22
34 28 26 28 28 50 46 46 42 42 27 25 27 29 25 33 39 33 35 29 40 38 36 38 36 41 41 39 39 39 26 26 22 24 24
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Para los casos de distancias minimas entre variedades, la UPOV aun no ha establecido un
valor de referencia; sin embargo, mientras mayor sea la distancia, hay mas elementos para

proteger los derechos del obtentor y para sustentar la propiedad en caso de plagio.

No obstante, si con miras a garantizar la proteccion de cada una se exigen distancias
demasiado grandes, ello conduciria a un menor estimulo y oportunidad para el desarrollo de los

cultivos y pudiera conducir a un monopolio, inhibiendo la liberacion de nuevas variedades.

Al respecto, Brs-Alegria y Roza, provenientes de Brasil y Hungria respectivamente,
muestran similitud en sus caracteres a través de los ambientes de evaluacion; ademas, las
diferencias que se dan dentro y entre variedades, se deben a los caracteres cuantitativos con tipo
de observacion MS, los cuales son muy similares entre si, pues las sumas de sus diferencias van
de 0 a10. Cabe mencionar que Roza se encuentra en la base de datos de variedades registradas en
la UPOV, mientras que Brs-Alegria no lo esta; planteando la posibilidad de que sean una misma,
al no haber antecedentes de esta Gltima; por lo anterior, es importante realizar la caracterizacion
de las variedades de interés y registrarlas ante las autoridades correspondientes de cada pais;
asimismo habra que realizar evaluaciones en diversos ambientes para tener conocimiento de los
posibles cambios que se puedan manifestar en los caracteres que las identifican y distinguen,
considerando que muchos caracteres se expresan de acuerdo con las condiciones ambientales que

prevalecen en un lugar determinado.

Con base a los antes expuesto, es recomendable contar con la caracterizaciéon de las
variedades en su respectivo pais de origen y compararla con caracterizaciones que se realizan en
otros; ya que, como se ha sefialado, las variedades Brs-Alegria y Roza son morfol6gicamente
iguales (Cuadro 1.3) a pesar de provenir de lugares diferentes. Caso contrario ocurre con Maros
y Eniko, de cuya comparacion se infiere que son muy similares; sin embargo, Maros, al inicio
del llenado de grano presenta pigmentacion en el opérculo, que es la capa dehiscente que cubre a
la semilla, dando esta coloracion un aspecto pardo a la inflorescencia en la etapa de madurez,
ademas de que aproximadamente un 10 % de las inflorescencias presentan pigmentacion roja de
forma heterogenea; Ilamandose a esta expresion, de manera coloquial, “Payasito” (Figura 1.1);
por lo tanto, y para evitar posibles sesgos en la toma de decisiones es necesario complementar la

informacidn en el cuestionario técnico que describa totalmente a esa variedad, en el caso de que
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existan dudas en la diferenciacion, ya que ademas, en caso de que no se reporten todas las
variantes que expresa en los diferentes ambientes, se corre el riesgo de que otra persona la

registre con otra denominacion.

Otra caracteristica distintiva de Maros, es que presenta pigmentacion antocianica en la
base del tallo (del 25 al 40 %). Tal como se muestra en la Figura 1.1, Maros y Eniko son muy
similares entre si y posiblemente fueron derivadas de una fuente en comun. Al respecto Van
Eeuwijk y Law (2004) mencionan que a partir de una variedad, puede suceder que se modifique
algun caracter y por lo tanto pasa una prueba de distincion como si fuera nueva, aun cuando no
se altera mayormente su estructura genética; denomindndose a la “nueva variedad” como

esencialmente derivada, lo cual puede probarse utilizando técnicas mas finas como los

marcadores moleculares.

Figura 1.1. Diferencias en la inflorescencia entre la variedad Maros (A) y Eniko (B).

Esta situacion puede darse también a partir de una alta heterogeneidad que incremente
sustancialmente  las  diferencias entre las accesiones de la misma linea
(Romero-Severson et al., 2001, Gethi et al., 2002), proporcionando con ello la posibilidad de
declarar a un variedad esencialmente derivada independientemente de la variedad inicial
(Heckenberger et al., 2002).

Por otra parte, Nutrisol, Reka y Eniko con sumas de diferencias mayores a 10, acorde a
los lineamientos mencionados, pueden considerarse como distintas. Estas diferencias son dadas
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por caracteres cuantitativos con tipo de observacion MS (medicion de varias plantas o partes de
plantas individuales) y MG (medicién Unica de un grupo de plantas o partes de plantas), los
cuales son influenciados por el ambiente, y trae como consecuencia que la misma variedad pueda
tener un comportamiento distinto; derivado de la plasticidad morfoldgica que presenta el
amaranto (Hauptli, 1977; Putnam, 1990). En el Cuadro 1.4 se presentan las calificaciones y
sumas de diferencias entre ambientes para Nutrisol, Reka y Eniko considerando 10 caracteres de
tipo cuantitativo y cuyas diferencias son mayores a 10. A partir de lo anterior es conveniente que,
para evitar posibles errores, se analice en que descriptores se dan tales diferencias antes de

considerar a una variedad como estable y diferente.

Cuadro 1.4. Calificaciones y sumas de diferencias en 10 caracteres cuantitativos para tres
variedades evaluadas en cinco ambientes: 1(C6-06), 2(C6-PF-07),
3(C6-SF-07), 4(PN-PF-07) y 5(PN-SF-07).

Caracteres/ambientes Nutrisol Reka _ Eniko
13 23 34 15 1 3

4. Hoja joven: longitud 7 3 7 3 3 7
5. Hoja joven: anchura 53 7 3 3 7 3 5 75
6. Hoja joven: proporcion largo/anchura 7 3 7 3 3 5 5 3 35
13.Planta: época de aparicion de la inflorescencia 7 5 5 7
14. Epoca de floracion 5 3
28. Inflorescencia: numero de flores femeninas por 7 5 73
glomérulo
32. Inflorescencia: longitud 5 3 5 3 3 5
33. Planta. Epoca de madurez 5 7 3 5 35
34. Planta: longitud
40. Semilla: peso de 1000 semillas 53 5 3 3 5 5 3

Suma de diferencias: 16 18 14 12 12

Asimismo se fortalece la necesidad de que deben caracterizarse las variedades en dos
afios consecutivos en ciclos de crecimiento similares; toda vez que para Nutrisol hay una
diferencia de 18, 16 y 14 unidades entre ambientes y afios de evaluacion, debido a que en C6-06
hubo mayor desarrollo en HIL, HIA, HIPLA, IL, PEM y PMS; con respecto a los ambientes
C6-SF-07. Un comportamiento similar ocurrio con respecto a C6-PF-07 y C6-SF-07 adicionando
diferencias en EF e IL para un total de 16; mostré también una suma de diferencias de 14 en los

ambientes C6-SF-07 y PN-PF-07; siendo notables las diferencias en comportamiento, muy
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marcadas con respecto a ambientes y fechas de siembra, mostrando menor desarrollo en las
siembras realizadas en el mes de julio. Al respecto cabe sefialar que A. hypochondriacus es
sensible al fotoperiodo, razén por la cual se tienen modificaciones inclusive morfoldgicas en las

variedades de esta especie; caso contrario sucede con A. cruentus.

En Reka se obtuvo una poblacion menor a 20 plantas por parcela; posiblemente, por ser
de doble propésito, y que como tal requiere de un manejo ornamental como el sombreado y una
desinfestacion del terreno de siembra; no obstante, es de mencionar que aun con los problemas
que presentd para adaptarse en nuestro pais, siempre conservOo sus caracteres y se pudo
diferenciar perfectamente del resto de variedades; ademas, en las siembras realizadas en 2008 se
obtuvo una poblacion mayor a 20 plantas con buen aspecto en sanidad y muy vigorosas, que

lograron llegar a madurez fisioldgica sin verse afectadas por algin factor adverso.

Eniko present6 menor desarrollo para el caracter HIPLA y menor tiempo en PEM,;
particularmente cuando las siembras se realizaron en el mes de mayo; caso contrario ocurrié con
Nutrisol, ya que su madurez fue precoz al sembrar en el mes de junio, con 146 dias; mientras que
al sembrarse en mayo, su ciclo fue més tardio, con 165 dias; al respecto, el National Research
Council (1984) menciona que muchos amarantos son sensibles a la longitud del dia; asi
A. hypochondriacus requiere de dias cortos para poder alcanzar la madurez, en tanto A. cruentus,
que proviene de Nigeria, forma muy rapido las semillas cuando se establece en condiciones de
dias muy largos; siendo este el caso de Reka y Eniko que se comportaron como de esta especie,
pero estan clasificados como A. caudatus; que es reconocida como de dias cortos, ya que
usualmente florece y forma semillas Unicamente cuando la longitud del dia es menor a ocho
horas. Finalmente, en los caracteres HIA, EF e INFFXG se present6 una mayor proporcion en la

siembra realizada en C6-06.

Con base a lo anterior, y para el caso de variedades de amaranto, es necesario ampliar el
numero de unidades que las diferencian, pues de otra manera se podria cometer el error de decir
gue una misma variedad es diferente de acuerdo al SISNAVA cuando en realidad no lo es. La
otra cuestion es que la caracterizacion se debe realizar en el ambiente para el cual se recomienda,

pues hay respuestas muy diferentes entre especies al cambiarlas de ambiente.
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Considerando que con la aplicacion del SISNAVA se encontraron sumas de hasta 18
unidades de diferencias entre las caracterizaciones para una misma variedad; se propone ampliar
a 20 el limite que obligue a evaluaciones adicionales para decidir que una variedad candidata de
amaranto es distinta de las ya registradas.

El comportamiento anterior se debe a efectos ambientales que afectan tanto a caracteres
cuantitativos como cualitativos. En el caso de estos ultimos deben considerarse aquellos factores
que puedan afectar tanto la expresion presencia vs ausencia como la gama de variacion en los
niveles de expresion cuando estan presentes; tal es el caso de las antocianinas que son afectadas
en la intensidad de su color por las temperaturas y son favorecidas por la luminosidad
(Kliewer y Torres, 1972) de aqui, que a los caracteres relacionados con el color y su grado de
variacion se les asignen notas 3, 5y 7, a fin de obtener una distribucion equilibrada en la gama
de expresion; ademas de que es mas facil identificar los niveles de acuerdo a la gama estandar (3,
5, 7y9) delaescalala9 (UPOV, 2004a); se debe considerar asimismo, que la calificacion del
caracter también depende en gran medida de la parte de la planta en que se realice dicha
calificacion, siendo que la mayor concentracion de antocianinas se encuentra en las hojas
apicales en comparacion con las hojas medias y basales; debiendo tener en cuenta,
adicionalmente, que las concentraciones se incrementan en la madurez (Khandaker et al., 2009);
ademas de que los pigmentos son traslocables, por lo que la coloracion de tejidos cambia con la

maduracion.

Para el andlisis de varianza general se usaron sélo los caracteres HIL, HIA, HIPLA, EAI,
INFFXG, IL, PL y PMS, pues para otorgar una nota numérica de acuerdo a la guia para la
descripcion varietal de amaranto (UPOV, 2008a), se considerd el tipo de observacién MS, MG y
VS, ademas de que todos ellos son QN; por lo tanto, se tomaron datos de manera individual. Por
lo anterior, en el Cuadro 1.5 se detectaron diferencias altamente significativas (P<0.05) en los
genotipos, ambientes y en la interaccion G x A, con excepcion del caracter IL para G x A, lo
cual indica que las variedades son estables para este caracter. El caracter PMS no presentd
significancia para el factor ambiente, lo que en principio se debe, a que el cultivo del amaranto
presenta plasticidad morfoldgica (Hauptli, 1977; Putnam, 1990); condicion que se debe de

considerar al solicitar un registro de proteccion al derecho de obtentor para la especie
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Amaranthus ya que si las variedades registradas dejan de presentar alguno de los requisitos de

proteccion (DHE), se puede cancelar o anular el registro otorgado.

Cuadro 1.5. Cuadrados medios del andlisis de varianza de 10 variedades de amaranto y
coeficientes de variacion.

Variables Genotipo Ambiente (A) GxA Error CV (%)
HJL 31(.56)** 405.49** 11.97** 1.40 14.11
HJA 19.57** 173.90** 3.96** 0.59 15.46
HJIPLA 0.92** 1.01** 0.14** 0.04 12.75
EAI 6237.91** 396.91** 219.45** 0.00077 0.15
NFFXG 126726.73** 70433.83** 16111.84** 1139.85 37.41
IL 1515.72** 235.23** 3706.44 173.46 25.33
PL 100600.37** 1906.32 4425.22** 528.37 16.52
PMS 0.26** 0.03 0.12** 0.01 19.16

1.5.2.2. Analisis COYD

El analisis COYD muestra que una misma variedad se comporta diferente en sus
caracteres cuantitativos si se evalUa en diversos ambientes, de aqui la importancia de que el
obtentor deba conocer sus variedades a registrar, y que los caracteres evaluados sean claros y
consistentes (UPOV, 2002).

En el Cuadro 1.6 se observa que cada una de las variedades mostraron distincion en por
lo menos tres ambientes para los caracteres HIL y HJA; Rojita resultd ser segin la DMS (1.44)
en C6-TF-07 (6.1 cm) y PN-TF-07 (3.9 cm) en relacién con los demas ambientes de evaluacion,
siendo el maximo valor 8.9 cm en C6-06 para el caracter HJL. Este comportamiento fue similar
para el caracter HJA al igual que ocurrio para las variedades Nutrisol, Revancha, Edit y Maros;
mientras que Roza s6lo mostré distincién con respecto a C6-06 y C6-TF-07, y Eniko en
C6-PF-07 con C6-TF-07; mientras que para el caracter HIPLA las variedades que no mostraron
diferencias fueron Rojita, Nutrisol, Roza, Edit, Reka, Brs-Alegria y Mariel, pero no coinciden
totalmente las calificaciones que se otorgan a cada caracter de acuerdo a la guia para la

descripcion varietal de amaranto, aunque cabe mencionar que estas se asignan con base en la
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distribucion acumulada al realizar un muestreo en campo. Los caracteres que muestran distincion

en una misma variedad son los de tipo de observacion MS.

Cuadro 1.6. Analisis Combinado Interanual de Distincion (COYD) en los ambientes
de evaluacion.

Variedad/ Hoja Joven: Longitud (cm) DMS
ambiente 1 2 3 4 5 6 7 p=0.01
Rojita 89(5) 87() 87() 6.7(5) 86(5B) 613 390 1.44
Nutrisol 10.8(7) 109(7) 115(7) 75(3) 98(5 753 4.7 (3) 1.34
Revancha 9.4 (5) 10 (5) 10 (5) 94(5) 99(B) 7501 3.9(3) 1.67
Roza 9.4(5) 9.1(5 8 (5) 92(5) 81(5) 76(5 1.67
Reka 81(5) 87() 87(5 9.0(5) 9.1(55) 6503 4203 1.23
Edit 8 (5) 89(5) 86(5 89(55) 85(5B) 643 38(@3 1.49
Maros 84(5) 9.7(5 10 (5) 94(55) 86((5B) 65(B) 7.8(5 15
Eniko 86(5) 93(5 9.1(3) 91(55) 85(5B) 7.7(0) 151
Brs-Alegria  9.1(5) 89(5) 88(5 8.6(5 8 (5) 6.6 (3) 2
Mariel 75(3) 104(55) 9.3(5) 7.9 (5) 9 (5) 7.6 (5) 1.74
Variedad/ Hoja Joven: Anchura (cm) DMS
ambiente 1 2 3 4 5 6 7 p=0.01
Rojita 5(3) 5(@3) 51(55) 5.15) 5.1(5) 34(3) 213 0.85
Nutrisol 58(5B) 6.2(7) 6.4 (7) 5(@3) 5.5(5) 41(3) 26(@3) 1.25
Revancha 6 (5) 6.8(7) 41(3) 5.8(5 6.4 (7) 41(33) 213 0.96
Roza 59(55) 55(B) 51() 55(5 5.1(5) 4.5 (3) 0.97
Reka 453) 48@3) 473 55(5 5.6 (5) 34(3) 213 1.0
Edit 53(5) 5.2(5 54(5) 5.1(5) 5.4 (5) 3.5(3) 0.92
Maros 55(5) 5.8(5 6.4(7) 5.3(5 5.8 (5) 39(33) 463 1.06
Eniko 6.1(7) 5.7(5 54(5) 5.2(5) 6.2 (7) 4.7 (3) 1.22
Brs-Alegria 54 (5) 5.2(5) 5.4 (5) 5(@3) 5(3) 3.9(3) 1.38
Mariel 413) 5.4(5) 54(5) 4.43) 5.2 (5) 4 (3) 1.18
Variedad/ Hoja Joven: Proporcion largo/ancho (cm) DMS
ambiente 1 2 3 4 5 6 7 p=0.01
Rojita 1.8 (5) 1.7 (5) 1.7 (5) 1.7(6) 16@3) 17(3) 193 0.25
Nutrisol 1.9(7) 1.9(7) 1.8 (5) 15(5) 18(%) 18(%) 1.8() 0.42
Revancha 15(3) 1.5(3) 1.5(3) 16(3) 15(3) 18() 1.8(5) 0.26
Roza 1.6(8) 17() 163 1.7(5) 16@Q) 17(5 0.97
Reka 1.8 (5) 1.8 (5) 1.9 (7) 16(3) 16(3) 18(5) 19 0.34
Edit 1.5(3) 1.7 (5) 1.6 (3) 1.8(5) 16(3) 18() 1.7(5 0.3
Maros 1.5(3) 1.7 (5) 1.5(3) 18(4) 14@3) 16@3) 1.7(5 0.25
Eniko 15(3) 1.7 (5) 1.7 (5) 1.8(5) 14(3) 16(3) 0.35
Brs-Alegria 1.7 (5) 1.7 (5) 1.6 (3) 16(3) 15@3) 16(3) 0.33
Mariel 1.9 (7) 1.9 (7) 1.7 (5) 1.8(5) 18(5) 19(7) 0.32
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Cuadro 1.6. Continuacion...

Variedad/ Numero de flores femeninas por glomérulo DMS
ambiente 1 2 3 4 5 P=0.01
Rojita 74 (3) 36 (3) 38 (3) 64 (3) 84 (3) 34.94
Nutrisol 55 (3) 30 (3) 21 (3) 79 (3) 20 (3) 52.63
Revancha 111 (5) 64 (3) 66 (3) 77 (3) 80 (3) 47.46
Roza 137 (5) 95 (3) 93 (3) 91 (3) 91 (3) 51.45
Reka 196 (7) 101 (5) 130 (5) 108 (5) 124 (5) 66.49
Edit 258 (7) 160 (7) 140 (5) 108 (5) 146 (5) 76.42
Maros 59 (3) 96 (3) 47 (3) 89 (3) 64 (3) 38.06
Eniko 203 (7) 115 (5) 66 (3) 71 (3) 73 (3) 62.66
Brs-Alegria 86 (3) 86 (3) 74 (3) 109 (5) 189 (7) 81.33
Mariel 60 (3) 58 (3) 49 (3) 46 (3) 59 (3) 19.24
Variedad/ Longitud de inflorescencia (cm) DMS
ambiente 1 2 3 4 5 6 P=0.01
Rojita 56 (3) 74 (5) 54 (3) 58(3) 65(5) 25.3
Nutrisol 75 (5) 67 (5) 59 (3) 54(3) 57(3) 27.2
Revancha 46 (3) 52 (3) 44 (3) 55(3) 45(3) 17.8
Roza 50 (3) 56 (3) 67 (5) 51(3) 49(3) 18.5
Reka 60 (3) 34 (3) 46 (3) 51(3) 63(5 38.0
Edit 47 (3) 38 (3) 36 (3) 71(5) 36(3) 18.1
Maros 48 (3) 51 (3) 51 (3) 52 (5) 53(3) 15.6
Eniko 50 (3) 51 (3) 46 (3) 49 (3) 51(3) 19.4
Brs-Alegria 50 (3) 50 (3) 51 (3) 49 (3) 45(3) 16.81
Mariel 35 (3) 54 (3) 55 (3) 40 (3) 35(3) 19.43
Variedad/ Altura de planta (cm) DMS
ambiente 1 2 3 4 5 6 7 P=0.01
Rojita 129 (3) 158 (5) 145 (3) 142 (3) 147 (3) 38.12
Nutrisol 228 (5) 219 (5) 203 (5) 182 (5) 197 (5) 58.79
Revancha 132 (3) 148 (3) 113 (3) 152 (5) 143 (3) 33.27
Roza'"" 130 (3) 175 (5) 137 (3) 161 (5) 144 (3) 25.5
Reka'" 154 (5) 101 (3) 146 (3) 129 (3) 160 (5) 70.14
Edit 86 (3) 70.3 (3) 69 (3) 75 (3) 70 (3) 30.24
Maros 117 (3) 133 (3) 141 (5) 141 (5) 136 (3) 24.46
Eniko 122 (3) 141 (3) 133 (3) 136 (3) 138 (5) 31.35
Brs-Alegria 142 (3) 148 (3) 151 (5) 145 (3) 138 (3) 26.78
Mariel 113 (3) 134 (3) 139 (3) 150 (3) 103 (3) 28.62

t!
t

1(C6-06), 2(C6-PF-07), 3(PN-PF-07), 4(C6-SF-07), 5(PN-SF-07), 6(C6-TF-07) y 7 (PN-TF-07).

: El nimero entre paréntesis corresponde a la calificacion de acuerdo a la Guia para la
Descripcion Varietal de amaranto (UPOV, 2008a).

- Los nimeros en negrita muestran, como ejemplo, que no se cumple con la escala relativa debido
a efectos del ambiente y de interaccion genotipo x ambiente.
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En cuanto al INFFXG, las variedades que no mostraron distincion entre ambientes fueron
Revancha con una amplitud de 111 a 64 flores por glomérulo y una DMS de 47.46, y Roza con
1367-91 y una DMS de 51.45; en tanto Mariel fue mas homogénea en el numero de flores con
valores de 60 a 46 y una DMS de 19.24. En este caracter, los resultados dependen mucho de la
época en que se realice el conteo y la parte de la inflorescencia de donde se tomen los glomeérulos

para su cuantificacion.

Para el caracter IL, las variedades que mostraron distincion en los ambientes de

evaluacion, fueron Roza, Edit y Mariel. Edit fue la que presenté menor homogeneidad.

Para el caricter AP, la variedad méas heterogénea fue Roza ya que mostré variacion en
cuatro ambientes, seguida de la variedad Mariel que presentd6 una AP de 103-150 cm en
C6-SF-07 y PN-SF-07 y Revancha con una magnitud de 113 a 152 cm en PN-PF-07 y PN-SF-

07. El resto de las variedades no mostro distincion para este tipo de analisis.

Cabe sefialar que el SISNAVA es aceptable, dado que en éste se incluyen todos los
caracteres, a los cuales se les otorga una nota, por lo cual detecta poca variacion entre un mismo
caracter QN; sin embargo, y como se observa en la Cuadro 1.3, las diferencias encontradas para
la misma variedad en distintos ambientes pueden deberse a este tipo de caracteres.

Tipicamente, las caracteristicas tomadas en campo para las pruebas DHE se basan en
observaciones morfoldgicas, tales como el color de la hoja, el tipo de margen, y el color de la
inflorescencia, que son caracteres tipicos y son ademas una mezcla de descriptores que se
expresan de forma continua o discontinua y que aun al analizarlos estadisticamente, el obtentor

debe tomar la decisién en cuanto a si son o no distintos en una misma variedad.

Al comparar el Andlisis COYD y el SISNAVA utilizado en nuestro pais, se observan las
virtudes y aceptacion de cada uno; siendo que el COYD aunque muestre distincion en una misma
variedad, se sabe que los caracteres QN utilizados en éste son influenciados por el ambiente, y
que en realidad hay caracteres de mas importancia para lograr distinguir una variedad de otra; sin
embargo, el analisis COYD proporciona informacion de los valores maximos y minimos en que
estos caracteres pueden variar, asi como las fechas limites para el establecimiento de siembras

con fines de caracterizacion.
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La UPOV (2004a) menciona con respecto a las variedades de referencia, que “la razén
principal para utilizarlas en lugar de mediciones, es que éstas pueden sufrir la influencia del
ambiente; se supone entonces, que pueden variar de forma proporcional a través de ambientes de
prueba y mantener la misma escala de calificacion”; sin embargo, para el caso especifico de
Roza y Reka en el caracter PL no muestran este comportamiento en C6-06 y C6-PF-07, ya que
Roza tuvo calificaciones de 3 y 5, mientras que Reka se comportd de manera inversa con
calificaciones de 5 y 3. Por lo anterior, y para el caso del cultivo de amaranto, se debe aceptar
que las variedades no siempre presentan un comportamiento estable con respecto a los caracteres
cuantitativos, y ademas considerar que este cultivo presenta una gran plasticidad, por lo que se
debe tener precaucion con las variedades de referencia que se vayan a elegir para éste proposito,

ante la incertidumbre del comportamiento de las variedades candidatas a la proteccion.

1.5.2.3. Analisis de conglomerados

Los andlisis de conglomerados para agrupar variedades con base en sus caracteres se
muestran en las Figuras 1.2 a 1.6, en las que se logra apreciar el grado de distincion de cada una
en relacion con las demas, asi como la similitud entre ellas; las variedades més parecidas fueron
Brs-Alegria y Roza, las cuales comparten 35 caracteres, entre ellos 12 esenciales (*); sequidas de
Maros y Eniko, con 36 de entre los cuales 11 son esenciales (*); aunque Maros presento
caracteristicas distintivas que no estan incluidas en la guia, tales como Inflorescencia: color
variegado e Inflorescencia: pigmentacion en la base del utriculo, caracter que le da un aspecto de
color pardo a la estructura reproductiva. Los caracteres mencionados se presentaron desde la
etapa de floracién hasta la madurez fisioldgica, y hasta entonces, Maros y Eniko son muy
semejantes en sus caracteres morfoldgicos. La variedad que expresa mayor distincién es Mariel,
pues muestra caracteristicas como el color de la inflorescencia, del tallo, del peciolo y las

semillas, que son de color amarillo.

En las Figuras 1.2 y 1.3 se observa la formacion de dos grupos principales. Las
variedades: Rojita, Edit, Reka, Nutrisol, Roza y Brs-Alegria forman el primer grupo, con
similitudes en cuatro caracteres esenciales (*): 1:.CPA, 2:PPAH, 20:LPM y 35:TPAB; mientras
gue Revancha, Maros, Eniko y Mariel forman el segundo, presentaron cuatro caracteres con la
misma calificacion: 17:PPA, 20:LPM, 27:1T y 35:TPAB.
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Figura 1.2. Dendrograma de 10 variedades de amaranto evaluadas en
el Lote C6-06 agrupadas con el método UPGMA utilizando la distancia
Euclidiana.
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Figura 1.3. Dendrograma de 10 variedades de amaranto evaluadas en

el Lote PN-SF-07 agrupadas con el metodo UPGMA utilizando la
distancia Euclidiana.
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En las Figuras 1.4 a 1.6 se aprecia que se formaron dos grupos principales (Ay B) y a la
vez, el primer grupo se subdivide en tres: A.l: Rojita Edit y Reka, las cuales comparten en
promedio 20 caracteres, y entre estos, se encuentran seis esenciales CPA, PPAH, PPA, LPM,
TPAB, SF; A.2: Revancha, Maros y Eniko que presentaron similitudes en ocho caracteres
esenciales: PPAH, PPA, LPM, IC, IT, TPAB y SC; y A.3: Nutrisol, Brs-Alegria y Roza, que
también presentan similitudes en el mismo ndmero de caracteres esenciales: CPA, PPAH, PPA,
LPM, IT, TPAB, TFST y SC; Mariel formé por si sola un grupo (B), siendo distinta en la
mayoria de los caracteres, principalmente en IC, lo que la hace diferente de todas las variedades
registradas de amaranto. Las variedades que presentaron mayor proximidad, fueron Rojita y Edit,

Roza y Brs-Alegria, Maros y Eniko.
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Figura 1.4. Dendrograma de 10 variedades de amaranto evaluadas en

el Lote C6-PF-07 agrupadas con el método UPGMA utilizando la distancia
Euclidiana.
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Figura 15. Dendrograma de 10 variedades de amaranto evaluadas en
el Lote PN-PF-07 agrupadas con el método UPGMA utilizando la
distancia Euclidiana.
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Figura 1.6. Dendrograma de 10 variedades de amaranto evaluadas en

el C6-SF-07 agrupadas con el método UPGMA utilizando la distancia
Euclidiana.
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1.5.2.4 Analisis de componentes principales

Para la realizacion del presente analisis no se consideraron los siguientes caracteres:
Tallo: color de las rayas (TCR), Limbo: color principal (LCP), Lamina de la hoja: presencia de
mancha (LPM), Limbo: tamafio de la mancha con relacién al limbo (LTMCRL), Limbo: color de
la mancha (LCM) y Limbo: forma de la mancha (LFM); debido a que no todas las variedades
presentan los dos primeros caracteres y en el caso de tres Gltimos ninguna de las variedades

evaluadas presenta mancha en la hoja.

Por otra parte, el programa no consideré los caracteres Cotiledones: pigmentacion
antocianica (CPA), Plantula: pigmentacion antocidnica del hipocétilo (PPAH), Hoja joven:
longitud (HJL), Hoja joven: prominencia de nervaduras (HJPN), Hoja joven: color del envés
(HJCE), Tallo: color (TC) y Tallo: pigmentacion antocianica de la base (TPAB), dado que los

niveles de calificacion en la mayoria de las variedades son iguales.

Por lo anterior, el analisis de componentes principales se realizd con s6lo 27 caracteres.
Los valores propios, y el porcentaje de la varianza explicada para cada componente principal se

presentan en el Cuadro 1.7.

Se muestra que la varianza asociada a cada uno de los componentes principales es
diferente y que decrece en orden de magnitud; asi el primer componente principal concentra el
36.71% de la variabilidad total; el segundo componente principal, el 27.93 %, el tercer
componente el 13.05% y el cuarto sélo incrementa el 5.61% de la variabilidad total. Los
primeros cuatro componentes concentran el 83.30%; donde el uno y el dos retnen el 64.65% de
la variabilidad total existente entre las variedades analizadas; este proceso se da sucesivamente,

hasta que toda la variabilidad queda distribuida diferencialmente entre los 27 componentes.

La seleccion en el nimero de componentes principales que se deben considerar para un
analisis aln es tema de discusién ya que no existen pruebas estadisticas de inferencia que
permitan probar el significado de dichos valores. La seleccion no depende del numero de
componentes obtenidos, ya que los andlisis generan tantos componentes como variables en el
estudio (Rojas, 2003).
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Cuadro 1.7. Valores propios y porcentaje de la variabilidad que aportan los componentes
principales, generados con caracteres de la guia para la descripcion
varietal de amaranto.

Componente  Vapor propio Diferencia Varianza Varianza
Principal explicada acumulada

1 9.912 2.371 0.367 0.367

2 7.541 4.018 0.279 0.646

3 3.523 2.009 0.130 0.776

4 1.514 0.389 0.056 0.833

5 1.124 0.295 0.041 0.874

6 0.829 0.154 0.030 0.905

7 0.674 0.082 0.025 0.930

8 0.592 0.150 0.021 0.952

9 0.441 0.097 0.016 0.968

10 0.343 0.057 0.012 0.981

11 0.286 0.121 0.010 0.992

12 0.164 0.114 0.006 0.998

13 0.050 0.050 0.001 1.000

14 0.000 0.000 0.000 1.000

27 0.000 0.000 0.000 1.000

Las variables mas importantes para cada componente principal fueron determinadas con
base en los coeficientes de los vectores propios de cada uno, considerandose como importantes
aquellas con los coeficientes con valores absolutos mas altos. En el Cuadro 1.8 se pueden
observar las aportaciones de cada una a los componentes principales. EI primer componente
principal estuvo influenciado mayormente por 11 variables: PICAH, HIPPMA, HM, PEAI, EF,
IC, IT, ILBRU, IP, SC y SF; el segundo por HPLA, LCP, IDG, ST y SPMS; el tercer
componente por el caracter INFFXG, mientras que en el cuarto influyeron principalmente los
caracteres AH, IL, PEM y PL.

Al observar los datos del Cuadro 1.8 y comparando éstos en la tabla de caracteres, el ACP
s6lo considera 27, e indica que 21 son los que explican en mayor proporcién (83.30 %) el total
de la variacion, indicando que con ellos es factible realizar la caracterizacion en variedades de
Amaranthus; no obstante, en este grupo de 21 caracteres, no se incluyen en su totalidad los

caracteres esenciales (*), los cuales son fundamentales para la armonizacion de las pruebas a
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nivel internacional; al respecto, en el primer componente influyen mayormente cinco y en el
segundo solamente uno; cinco no son analizados por el ACP por ser constantes o por poseer
datos incompletos, y los tres restantes no son considerados trascendentes dentro de los cuatro

componentes principales.

Cuadro 1.8 Vectores propios de los primeros cuatro componentes principales en 10
variedades de amaranto.

Caréacter Abreviatura C.p1 CP.2 C.P.3 CP.4
3 PICAH 0.085 -0.167 0.442 0.023
5 HJA -0.203 -0.079 0.073 0.440
6 HJPLA 0.071 0.181 -0.165 -0.327
7 HIPPMA 0.146 -0.318 0.051 -0.037
9 HJCPH -0.315 -0.020 -0.005 -0.057
10 HJDSCH -0.172 -0.299 0.039 -0.087
12 HM 0.315 0.020 0.005 0.057
13 PEAI 0.149 0.011 -0.011 -0.313
14 EF 0.199 0.117 -0.160 -0.081
17 PPA* -0.110 -0.335 0.046 -0.084
19 LCP -0.258 0.127 0.235 0.008
24 IC* 0.268 0.132 0.195 0.092
25 ICOM -0.272 -0.104 0.215 -0.045
26 IDG -0.094 0.222 0.378 0.069
27 IT™ 0.180 0.198 0.314 0.103
28 INFFXG 0.068 0.091 0.356 -.167
29 ILBRU* 0.110 0.335 -0.046 0.084
30 HC* -0.146 0.318 -0.051 0.037
31 IP 0.264 -0.197 0.036 0.005
32 IL -0.012 0.064 -0.133 0.571
33 PEM 0.037 -0.250 -0.286 0.100
34 PL 0.064 -0.086 -0.082 0.372
36 TFST* -0.315 -0.020 -0.005 -.057
37 SC* 0.315 0.020 0.005 0.057
38 SF* 0.107 -0.162 0.337 0.084
39 ST* -0.146 0.318 -0.051 0.037
40 SPMS -0.146 0.126 -0.003 -.127

*: Caracteres esenciales; NUmeros en negrita indican los caracteres asociados al primer, segundo,
tercer y cuarto componente principal.

El analisis mediante el programa Minitab muestra la separacion de las variedades de
acuerdo con los caracteres que las definen (Figuras 1.7 y 1.8). Se aprecia una agrupacién similar

a la que se muestra en las Figuras 1.2 a 1.6, donde Revancha, Maros y Eniko forman un grupo;
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sin embargo, las tres se distinguen plenamente entre si; en este mismo sentido Rojita y Edit

tienen cierta similitud mientras que Nutrisol, Reka y Mariel se mantienen de manera individual.

En la Figura 1.7 se puede observar que las variedades de amaranto presentaron mucha
plasticidad; es decir, sus caracteres pueden modificar su expresion en respuesta a las condiciones
distintas del ambiente; en este aspecto, es importante tener en cuenta que uno de los requisitos
para la proteccion y derechos del obtentor es que la variedad en cuestion deba cumplir con el
examen DHE, y que si ésta llegase a perder uno de estos criterios, se puede declarar la caducidad
de la proteccién y el derecho del obtentor (UPOV, 2010).

5.0 VARIEDAD
] 1
Em L 2
[] 3
2.5 ol A 3
1
. L
.‘ L 13
L4 7
*g 0.0 v#i,_ %)Z(& "3 + B
o = 9
S 10
o
E -2.54
o
o
(=}
E=J
c
3 -5.04
=)
o
n
-7.9 1

-5.0 -2.5 0.0 2.5 5.0 7.5

Primer componente principal

Figura 1.7. Distribucion de 10 variedades de amaranto sobre el plano cartesiano de los dos
primeros componentes principales (1: Rojita, 2: Nutrisol, 3: Revancha, 4: Roza,
5: Reka, 6: Edit, 7: Maros, 8: Eniko, 9: Brs-Alegria, 10: Mariel).

No obstante, lo anterior aplica cuando los caracteres pertinentes son los que dejan de
cumplir uno de los criterios; en este caso los caracteres QN son los que interactlan y se expresan
de acuerdo al ambiente de evaluacion, tal como se muestra en la Figura 1.9, donde se aprecia que

estos son homogeneos pero no estables en términos de los niveles de expresion en caracteres
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descriptivos; sin embargo, los caracteres QL y PQ ayudan a definir plenamente a cada una de las

diez variedades caracterizadas.

Asimismo, en la Figura 1.8 se aprecia de una mejor manera el agrupamiento de las
variedades, pudiendo utilizarse de manera complementaria al Cuadro 1.3, pues Revancha, Maros

y Eniko expresan caracteres muy similares entre si, al igual que con Roza y Brs-Alegria.
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Distancia euclidiana y unidades sin estandarizar con un nivel de similitud del 70%

Figura 1.8. Analisis de conglomerados con distancia de vinculacion individual utilizando la
distancia euclidiana por el método de agrupamiento UPGMA en 10 variedades
de amaranto. 1: Rojita, 2: Nutrisol, 3: Revancha, 4: Roza, 5: Reka, 6: Edit, 7:
Maros, 8: Eniko, 9: Brs-Alegria, 10: Mariel.

~59 ~



5.0 AMEIENTE
) 1
n | 2
- 3
. Iy A 3
L 5
Y [
@ [ ] )
£ 00 % I B
c * Ua
S :
£
o -2.541
(4]
(]
-
c
> -5.0-
@
w
Y
&
-?.5_ T T T T T
-5.0 -2.5 0.0 2.5 5.0 7.0

Primer componente principal

Figura 1.9. Distribucion de los ambientes de evaluacion en el plano cartesiano de los dos
primeros componentes principales. (1: C6-06, 2: C6-PF-07, 3: PN-PF-07,
4: C6-SF-07, 5: PN-SF-07).

1.5.3 Evaluacién de la homogeneidad

Para evaluar la homogeneidad se aplicaron los mismos principios que para determinar
distincion; es decir, una variedad se defini6é por sus caracteres; asi, la homogeneidad dentro de
los examenes DHE se calificé con base en las plantas fuera de tipo; para propdsitos de este
estudio y por tratarse de variedades registradas y definidas por sus caracteres, se han mantenido
en aislamiento en tiempo y espacio para evitar contaminacion, y por lo tanto, han conservado su

condicion de homogeneidad a través de los afios y ambientes de evaluacion.

Por otra parte, también se debe considerar la experiencia del examinador con respecto a
una especie en estudio. Asi pues, para determinar si una planta es fuera de tipo, deberd poder
distinguirse claramente de las plantas que conforman la variedad, teniendo en cuenta las
particularidades de su reproduccion o multiplicacion. El tipo de reproduccién del cultivo de
amaranto es mixto, asi que ocurre tanto la auto-polinizaciéon como la polinizacién cruzada. Las

flores unisexuales se encuentran en los glomérulos, es decir, en conglomerados de flores
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ramificadas que en conjunto forman la panicula. Kulakow y Hauptli (1994) indican que el

porcentaje de cruzamiento es del 6 al 34% y que el viento es el principal dispersor del polen.

En la calificacion de la homogeneidad, también se debe considerar la expresion de un
caracter en una parte de la planta, pero no sistematicamente en toda la planta; entre las causas
genéticas de una expresion atipica pueden sefialarse las mutaciones y a los transposones; tal es el
caso de la variedad Maros, que presentd puntos o0 motas en la inflorescencia, aunque no se ha
hecho un estudio para determinar las causas de la pigmentacion, ésta se hizo visible en cada uno

de los ambientes de evaluacidn, y ademas es un caracter distintivo del resto de las variedades.

Es importante sefialar que el total de las variedades han mantenido sus caracteres, aun con
el diverso porcentaje de polinizacién cruzada que pudo darse, aunque en caso de que se hubiese
dado, esta fue entre la misma variedad; toda vez que la semilla se obtuvo de plantas de la parte

central de la parcela

La UPOV (2008b) indica que también se deben tener en cuenta ciertos aspectos que
puedan inducir a considerar atipica a una planta cuando no lo es. Los principales factores que

dan lugar a este tipo de sesgo son:

a) Efectos posicionales (la exposicién a distintos niveles de luz o de temperatura, variaciones en

la fertilidad, el pH o la humedad en la parcela y plantas cultivadas en maceta.
b) La infeccion por enfermedades.
c) La infestacion por plagas.

d) Los dafios fisicos (debido a condiciones medioambientales como sol, viento, precipitaciones,

heladas, empleo de productos quimicos (por ejemplo, chamuscado de herbicidas), etc.

e) La falta de polinizacion (por ejemplo, una polinizacion pobre y desigual puede dar lugar a

frutos deformados en la fresa).

f) La incompatibilidad en injertos.
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1.5.4 Evaluacion de la estabilidad

La UPOV menciona que si las variedades son homogéneas a través de ambientes, son
también estables en cuanto a su estructura genotipica. Los caracteres QN con tipo de observacién
MS son influenciados por el ambiente, y es precisamente una respuesta a las diferentes

condiciones del medio, dadas por los ciclos o fechas de evaluacion.
1.6 Conclusiones y Recomendaciones
Los resultados relevantes del presente estudio fueron:

1. La aplicacion del SISNAVA permitié detectar que ocho de las diez variedades

evaluadas fueron distintas.

2. Se propone ampliar a 20 unidades el valor absoluto de la suma de diferencias en

variedades de amaranto al aplicar el SISNAVA.

3. De las variedades candidatas, s6lo Mariel resulté ser distinta con respecto a las

variedades de referencia; Brs-Alegria, en su descripcion varietal es similar a Roza.

4. Se propone considerar la conveniencia de incluir en la guia para la descripcion varietal
de amaranto los descriptores: Inflorescencia, pigmentacion del utriculo: Ausente (1) Presente (9)
e Inflorescencia, variegado: Ausente (1) Presente (9); es necesario complementar la informacion

que se pide en la guia en el apartado de caracteres adicionales del cuestionario técnico.

5. En el examen de homogeneidad, todas las variedades mostraron tener este requisito;
pero para los caracteres con QN y con tipo de observacién MS, la homogeneidad no resulté ser

sinénimo de estabilidad.
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CAPITULO II
CARACTERIZACION DE VARIEDADES DE AMARANTO POR
INTERMICROSATELITES (ISSR)
2.1 Resumen

Con el objetivo de identificar y distinguir variedades de amaranto mediante marcadores
moleculares, y complementar con esta herramienta biotecnoldgica la caracterizacion con fines de
proteccion de nuevas variedades vegetales, en el presente estudio se utilizaron 10 variedades de
amaranto, cinco provenientes de Hungria, cuatro de México y una de Brasil, ocho de ellas con
proteccion a los derechos del obtentor, y dos consideradas como candidatas: Brs-Alegria de
Brasil y Mariel de México. Se emplearon 18 intermicrosatélites, elegidos por ser los mas
polimorficos en un estudio previo de 26. El nimero de alelos por locus vari6 de 5 a 23 con un
tamafo de fragmento entre 450 y 7126 pb. Con 6 “primers” usados se logré obtener una
caracterizacion molecular de cada variedad en base a los tamafios de fragmento observados. Las
variedades Roza y Brs-Alegria, que son morfolégicamente similares, molecularmente resultaron
distintas; Maros y Eniko son las variedades con mayor similitud con una distancia genética de
Dice Dg= 0.828. Mariel es la variedad que presenté mayor disimilitud con Rojita, con un valor
de Ds=0.494; sin embargo, se observé gue las variedades Roza y Maros mostraron una distancia

muy similar con una Ds=0.684 y 0.68.

Palabras clave: Proteccion, derechos de obtentor, marcadores moleculares.

2.2 Abstract

In order to identify and distinguish amaranth varieties through molecular markers and to
complement characterization using biotechnological tools for the protection of new plant
varieties, in this study 10 amaranth varieties, five of those from Hungary, four from Mexico and
one from Brazil were used; eight of them hold breeder rights protection and two (Brs- Alegria
from Brazil and Mariel from Mexico) are considered as candidates: Eighteen inter-

microsatellites were chosen as the most polymorphic ones based on results of a previous study
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involving 26 of that group. The number of alleles per locus ranged from 5 to 23 with a fragment
size between 450 and 7126 pb. Six primers were enough for performing molecular
characterization for each variety based on the observed fragment size. Roza and Brs- Alegria
varieties, that are morphologically similar, were molecularly distinct; Maros and Eniko are the
most similar varieties with a Dice genetic distance of Dg= 0.828. Mariel is the variety that is
most dissimilar to Rojita, with a Ds=0.494 value; however, Roza and Maros varieties registered

a very similar distance with Dg=0.684 and 0.683 respectively.

Keywords: Protection, breeder rights, molecular markers.

2.3 Introduccion

En la actualidad, a nivel nacional e internacional, la caracterizacion e identificacion de
variedades vegetales con fines de proteccion a los derechos del obtentor, se ha basado en la
descripcion morfolégica. Solis y Andrade (2005) mencionan que los marcadores morfoldgicos
fueron los primeros usados por el hombre; sin embargo, el uso de estos muestra algunas
limitantes, toda vez que algunas de sus expresiones estan influenciadas por el ambiente o por el
manejo agronémico, como es el caso de la presencia o0 ausencia de espinas en el rosal, ademas,
pueden ocurrir cambios epigenéticos que limitan el nimero de marcadores que pueden ser

evaluados sin equivocacion en la poblacion segregante (Powell, 1992; Phillips-Mora et al.,1995).

La investigacion sobre la diversidad genética y las relaciones filogenéticas entre especies
cultivadas y silvestres son necesarias para una mejor comprensién de la evolucién en
Amaranthus. En este sentido, el grupo mas estudiado de las especies del género Amaranthus es
A. hybridus, que incluye los tres pseudocereales cultivados y sus probables progenitores
silvestres A. hybridus, A. quitensis y A. powellii. Sauer (1950, 1967) menciona que existe
confusion tanto en la literatura como en los herbarios, y en las colecciones de germoplasma,

sobre la taxonomia entre estos taxones que estan estrechamente relacionados.

Las relaciones evolutivas entre los amarantos de grano con sus parientes silvestres, han
sido motivo de diversos estudios como los realizados por Sauer (1950 y 1967),
Pal y Khoshoo (1972), Hauptli y Jain (1984), Gupta y Gudu (1991), Transue et al. (1994),
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Lanoue et al. (1996), Chan y Sun (1997) y Sun et al. (1999). Segun Sauer (1950, 1967), los tres
amarantos para grano son nativos del Nuevo Mundo. La principal distribucion geogréfica de
A. cruentus es en el sur de México y América Central; A. hypochondriacus se encuentra en el
noroeste y centro de México, y A. caudatus se encuentra en la region de los Andes, en

sudamerica.

Sobre la base de sus regiones y los registros historicos, se han propuesto dos hipotesis
para explicar la evolucion de las tres especies (Sauer, 1967, 1976). Hubo una sola domesticacion
de A. cruentus y A. hybridus, con los otros dos domesticables: A. caudatus y
A. hypochondriacus; en segundo lugar, la evolucion de las cruzas de A. cruentus con otras dos
especies silvestres, A. powellii en el norte y A. quitensis en el sur, como el principal cultivo
fusionado con las especies nativas; mientras que en la tercera se plantea que cada una de las
especies de grano fue domesticada de manera independiente en las distintas regiones y de
diferentes especies silvestres: A. cruentus presumiblemente de A. hybridus en América Central,

A. hypochondriacus de A. powellii en México, y A. caudatus de A. quitensis en America del Sur.

Investigaciones recientes de Espitia-Rangel et al. (2010) indican que en nuestro pais, el
género Amaranthus esta distribuido a lo largo de México. A. cruentus y A. hypochondriacus se
distribuyen en la parte centro sur, y que A. powellii se ubica del centro al norte de México; se
sefiala asimismo que A. hybridus puede ser el ancestro mas probable de A. cruentus, pues
A. hybridus se puede cultivar practicamente en todo México, ademas de que A. hypochondriacus
puede ser un hibrido entre A. cruentus y A. powellii, ya que A. hypochondriacus presentd un
patron de variacion latitudinal parecido a A. powellii y un patrén de variacién altitudinal similar a

A. cruentus; siendo que todas ellas convergen en el Valle de México.

La investigacion sobre la diversidad genética y las relaciones filogenéticas entre las
especies cultivadas con las silvestres son necesarias para una mejor comprension de la evolucién
en Amaranthus. La caracterizacion molecular de germoplasma ayuda en este propdésito a los
mejoradores en las selecciones de plantas y de materiales apropiados para el mejoramiento
genético de nuevas variedades. Al respecto, se han realizado diversos estudios en el nimero
cromosomico de hibridos y la fertilidad (Pal y Khoshoo, 1972; Gupta y Gudu, 1991), isoenzimas
(Hauptli y Jain, 1984; Chan y Sun, 1997), de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD)
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(Transue et al., 1994; Chan y Sun, 1997), y sobre ADN vy huellas geneticas (Sun et al., 1999) que
han arrojado informacion importante sobre la diversidad genética y evolucion relacionada entre

el amaranto de grano y sus parientes silvestres.

El mejoramiento a partir de la diversidad genética existente y de la que puede crearse
mediante la hibridacion ha dado como resultado la obtencién de variedades con caracteristicas
superiores. En este sentido, la Union Internacional para la Proteccion de las Obtenciones
Vegetales (UPOV) indica que una variedad es definida por sus caracteres, a la vez que en el
Convenio de la UPOV también establece en el Articulo 6, inciso 2 del Acta de 1978; y en el
Articulo 5, inciso 2 del Acta de 1991, que no se podran exigir mas requisitos que los de
distincion, homogeneidad y estabilidad, y que el solicitante cumpla con las formalidades que

cada estado miembro establezca, ademas de las cuotas o aranceles respectivos.

En la actualidad, la caracterizacion de variedades en todo el mundo es de vital
importancia para su aplicacion en los derechos de obtentor, la cual confiere la proteccion de
variedades de explotacion comercial. La proteccion se puede conceder si una variedad ha
demostrado ser distinta de las variedades existentes, y si es lo suficientemente uniforme y estable
en sus caracteristicas relevantes. La singularidad de una variedad es establecida por las pruebas
de Distincién, Uniformidad, y Estabilidad (DHE); por lo que la UPOV ha proporcionado
directrices para el caso de las especies econdmicamente mas Utiles e importantes. Estas pruebas

se basan principalmente en descriptores morfoldgicos y fisioldgicos.

Cooke, (1995) menciona que debido a que el nimero de variedades existentes es muy
grande, el método tradicional de examen DHE es largo y costoso, y se requieren grandes
extensiones de tierra y personal calificado, y a menudo decisiones subjetivas; ademas debido a
que muchos de los caracteres morfoldgicos son multigénicos o cuantitativos y por ende su
expresion se ve afectada por factores ambientales, regularmente se requiere el registro de las
observaciones durante dos ciclos consecutivos. Mientras que los marcadores moleculares pueden
definir las diferencias en las secuencias de nucledtidos, sin verse afectados por la etapa de
crecimiento, temporada, ubicacion y la practica agronomica (Kwon et al., 2002), aprovechando
que con los avances de la biologia molecular se han desarrollado diversas técnicas que se pueden

usar para propositos de proteccion varietal, como complemento a la descripcién morfoldgica. Por
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lo anterior y con el fin de proteger las nuevas variedades vegetales y de complementar la
descripcion morfologica con herramientas biotecnologicas se plante6 el siguiente objetivo e

hipotesis.
Objetivo

Identificar y distinguir variedades de amaranto utilizando marcadores moleculares con
fines de complementar con esta herramienta biotecnologica la informacién para la proteccion a

los derechos de obtentor.
Hipotesis

Por la ausencia de efectos ambientales en la expresion de los marcadores moleculares,

son garantia de eficiencia y consistencia en los resultados de pruebas de DHE.

2.4 Materiales y Métodos
2.4.1 Material genético

Se utilizaron ocho variedades de referencia y dos variedades candidatas de las especies
A. hypochondriacus, A. caudatus y A. cruentus provenientes de 3 paises diferentes (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1. Variedades de amaranto utilizadas en el estudio.

No. de Variedad Pais de Especie Estatus de la
variedad procedencia variedad
1 Rojita México A. hypochondriacus Referencia
2 Nutrisol México A. hypochondriacus Referencia
3 Revancha México A. hypochondriacus Referencia
5 Roza Hungria A. caudatus Referencia
5 Reka Hungria A. caudatus Referencia
6 Edit Hungria A. caudatus Referencia
7 Maros Hungria A. caudatus Referencia
8 Eniko Hungria A.caudatus Referencia
9 Brs-Alegria Brasil A. caudatus Candidata
10 Mariel México A. cruentus Candidata
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2.4.2 Extraccion de ADN

Cuando el cultivo se encontrd en la fase de inicio de crecimiento, se recolectaron de cada una
de las variedades pequefios trozos de hoja en 50 plantas por tres repeticiones; éstas se
homogeneizaron, congelaron y deshidrataron en una liofilizadora (Freezw dry system/Freezone

4.5 LABCONCO ®) por un periodo de 24 horas para facilitar el macerado del tejido.

Se prepararon las soluciones stock cada una por separado; como se indica en los cuadros 2.2
y 2.3.

Cuadro 2.2 Preparacion de soluciones stock para extraccién de ADN

Volumen Cantidad a

Reactivos
(mL) agregar

1.- Tris HCL mM pH 8.0 200 24.2 ¢
2.- Na,EDTA 2H20 20mM, pH 8.0 100 18 ¢
(Para disolver el EDTA se agregaron perlas de Hidréxido de
sodio)
3.- NaCl 1.4 M; B-mercaptoetanol 0.2 %) 100 29.2 ¢
4.- CTAB 3% 69

Las soluciones se colocaron en frascos limpios y se etiquetaron para la preparacion posterior del
CTAB (Bromuro de alquiltrimetilo de amonio mixto).

Cuadro 2.3. Reactivos para preparar el CTAB

Reactivo Volumen
(200 mL)

1.- Tris HCL mM pH 8.0 20

2.- Na,EDTA 2H,0 20nM, pH 8.0 80

3.- NaCl 1.4 M; mercaptoetanol 0.2 %) 56

3.- CTAB 3% 6 gr

Al final se afor6 con agua destilada esterilizada (44 mL) para 200 mL, se incub6 a 60 °C

por 1 h, y se mezcld ocasionalmente.

Se pesaron 0.3 g de cada material vegetal liofilizado y se depositaron en tubos Eppendorf
de 1.5 mL; después, a cada una de las muestras se les adiciond 600 pL de CTAB; se incubaron a
60 °C por una hora mezclandose ocasionalmente. Se retiraron de la incubacion e inmediatamente
se adicionaron 600 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se mezclo, después se

centrifugé a 14,000 rpm por 8 min; enseguida, de cada tubo se tomo la fase acuosa (parte
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superior) y se coloco en un tubo Eppendorf nuevo. Se adicionaron 600 pL de isopropanol frio
mezclando suavemente por inversion siete veces. Se incubd a -20 °C por 24 horas para precipitar
el ADN. Después de este tiempo, se centrifug6 a 14,000 rpm por ocho minutos y se eliming el
sobrenadante.

2.4.3 Lavado de la pastilla de ADN

El lavado se realizo con etanol frio al 70%, después se centrifug6 a 14,000 rpm por siete
minutos; se hizo un segundo lavado con acetato de sodio al 0.5 M y pH 5.2 para eliminar sales; a
cada pastilla se le agregé de 80 a 100 pL y se centrifugd por 5 minutos a 14,000 rpm; este
procedimiento se altern6 hasta obtener una pastilla limpia y translicida. EI Gltimo lavado se
realiz6 con etanol frio al 70% para eliminar el acetato de sodio. Al final la pastilla se dejo secar a
temperatura ambiente, disolviéndola posteriormente en 50 puL de agua destilada estéril. EI ADN
extraido de cada una de las variedades fue almacenado para su conservacion en un congelador a

-20° C; se prepararon alicuotas de ADN 1:30 para los trabajos subsecuentes.
2.4.4. Calidad del ADN

La calidad del ADN se comprob6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. En
cada uno de los pozos del gel, se colocd una mezcla compuesta de 5 pL de solucion stock del
ADN y 1.5 pL de buffer de carga (azul de bromofenol 0.25%, xileno cianol FF 0.25% vy glicerol
al 30%). El buffer de corrida utilizado fue TBE 10X (Tris Base: 108 g, Acido borico: 55 g,
40 mL 0.5M EDTA, pH 8.09), diluido a una proporcion de 1X; la electroforesis se corrié a 95
Volts por un periodo de 30 min; transcurrido este tiempo el gel fue tefiido con bromuro de etidio
[1 puL de bromuro de etidio (10 mg mL™) por cada 100 mL de gel de agarosa]. Las iméagenes se
visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta Modelo Gel-Doc 2000, BIO RAD® y
analizadas con el programa Quantity One 4.0.3. La calidad del ADN se definié como aceptable
(Rojas, 2008) !, al obtener una banda integra y uniforme de aproximadamente 12,000 pb de cada
una de las variedades evaluadas. Se utilizd el marcador de escalera de peso molecular 1 kb

(0.5 pg/carril).

! Rojas M. R. I. 2008. Comunicacién personal.
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2.4.5 Sintesis de ISSRs (Intermicrosatélites o Inter-Repeticiones de Secuencias Simples)

Se realizaron pruebas con 26 primers (Cuadro 2.4) usados por Mapes (2007%); sin

embargo, sélo se eligieron 18, debido a que ocho de ellos no presentaron alineamiento.

2.4.6 Mezcla de reaccion y amplificacion de fragmentos mediante PCR

Para la amplificacion del ADN mediante PCR los reactivos se conjugaron en una mezcla
de reaccion de un volumen final de 25 pL. Estos reactivos se mezclaron en el orden y
concentracion que se indica en el Cuadro 2.5; el ADN vy el primer se adicion6 de manera

individual y al final a cada tubo.

Cuadro 2.4 Iniciadores y su secuencia.

Numero de Iniciador Nombre del iniciador Primer secuencia
1 17898A (CA)-AC
2 17898B (CA)s-GT
3 17899A (CA)-AG
4 844B (CT)e-GC
5 HB-10 (GA)e-CC
6 HB-12 (CAC)s-GC
7 HB-13 (GAG)s-GC
8 HB-15 (GTG)s-GC
9 HB-8 (GA)6-GG
10 P14 (GACA),
11 P15 (GACA):-RG
12 P16 YR- (GACA);
13 P17 (GACAC),
14 P27 (GACACQC),-AG
15 P28 (GACAC), -CT
16 P29 (GACAC)3
17 814 (CT)s-TG
18 M1 CAA- (GA)5

R=Purina (G or A)
Y= Pirimidina (C or T)

2: Mapes S. E. C. 2007.Comunicacion personal.
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Cuadro 2.5. Composicion de la reaccion de PCR para obtener intermicrosatélites de amaranto.

Componente Concentracioén final Volumen de reactivos
(BL)
Agua 16.05
dNTPs 200 uM 0.5
Amortiguador 1X 2.5
Cloruro de Mg 1.5mM 1.75
Taq ADN polimerasa 1U 0.2
ADN 80 ng 2
Primer 10 pmol 2
25 pLb

La amplificacion mediante la reaccion en cadena de la polimerasa se realizd en un
termociclador de la marca BIO RAD®, Serie 582BR. Las condiciones se muestran en el Cuadro
2.6.

Cuadro 2.6 Condiciones de temperatura del termociclador para la amplificacion de
intermicrosatélites en variedades de amaranto.

Ciclos Temperatura Tiempo Proceso
(°C)
1 94 1 min Desnaturalizacion inicial
40 94 40 seg Desnaturalizacion
40 1 min Alineacion
72 1 min Elongacidn o extension
1 72 8 min Extension final

2.4.7 Separacion por electroforesis y visualizacion de los productos amplificados

Los productos de amplificacion fueron almacenados a -20° C, para su posterior separacion
por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 2.5% a 80 Volts, que se dejé correr durante 5
horas. En cada uno de los pozos del gel se colocd una mezcla compuesta de 10 pL de producto
de reaccion y 1.5 uL de buffer de carga. El buffer de corrida utilizado fue TBE 1X. Como
referencia, se incluyé un pozo con 0.7 pL de marcador de peso molecular 1 Kb (1 Kb ADN

Ladder, Invitrogen®, Figura 2.1).

~73~



— 1018

— 508, 517
396

298
220
201

Tartrazine — 154
134
75

T T

Figura 2.1 Visualizacion del tamafio de las bandas en pb que proporciona el marcador de
escalera de peso molecular 1 kb (0.5 pg/carril).

Los geles se tifieron con bromuro de etidio y las bandas se visualizaron bajo luz
ultravioleta en un fotodocumentador (Modelo Gel Doc 2000, BIO RAD®); la foto del gel se tomé
con el programa Quantity One 4.0.3, incluido en el equipo de fotodocumentacion. Los resultados

se imprimieron en papel fotografico para su posterior analisis.

2.4.8 Andlisis estadistico

Para realizar el analisis estadistico de los datos obtenidos se utilizd el paquete
computacional de NTSYS-pc version 2.2R (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis

System).

Las bandas obtenidas se codificaron mediante codigo binario, asignando un valor de uno
para denotar la presencia y cero para la ausencia de estas, conformando una matriz bésica de
datos o matriz binaria que fue empleada para generar la matriz de disimilaridad genética

mediante el coeficiente de Dice (1945).

Los dendrogramas de agrupacion de las variedades de amaranto, fueron derivados de la
matriz de disimilaridad con el programa SAHN (Sequential Agglomerative Hierarical Nested
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Cluster Analysis) (Dunn y Everitt, 1982), del sistema de analisis multivariado y taxondémico
numérico (NTSYS-pc 2.2R), utilizando el método del promedio aritmético no ponderado por
pares UPGMA (Adams et al., 2000).

La confiabilidad del dendrograma se prob0 mediante el método de remuestreo en las
matrices de datos con Bootstrapping con un a=0.05, en el modulo “Transformation/Resample” y
“Transformation/Summary” con 2000 remuestreos y por medio de una matriz de comparacion
entre la matriz de similitud generada de la matriz basica de datos y de una matriz promedio
generada con el remuestreo con Bootstrap, realizada con el modulo “Graphics/Matrix comp.

Plot”, todo con el paquete de NTSYS-pc 2.2R.

2.5 Resultados y Discusion
2.5.1 Distincion de variedades de amaranto usando intermicrosatélites

El ADN obtenido de las hojas fue de calidad y cantidad apropiada para la amplificacion
mediante PCR. Asimismo, los intermicrosatélites usados fueron altamente informativos y

permitieron distinguir las 10 variedades de amaranto.

Los perfiles obtenidos en las tres repeticiones fueron muy similares en cada una de las
variedades y no se encontraron diferencias al comparar las repeticiones de una misma variedad
(Cuadro 2.7).

En el Cuadro 11A se muestran los resultados de la PCR de los 18 primers aplicados en las
10 variedades de amaranto. Como puede observarse, los fragmentos amplificados visualizados

en los geles de agarosa se encuentran en un rango de 450 a 7126 pb.

La variabilidad genética observada en las huellas gendmicas obtenidas en este estudio, se
puede apreciar con seis de los primers usados, pues 11 muestran similitudes en el patron de
bandeo para algunas variedades, como son: (CA)s. AC en Roza y Brs-Alegria; (CA)e-GT , para
Roza, Maros y Brs-Alegria; (GA)s-AG en Revancha y Reka; (CTg)-GC, las Unicas que mostraron
diferencias fueron Rojita y Revancha; (GAG)s;-GC en Maros, Eniko, Brs-Alegria y Mariel;
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(GA)s-GG en Rojita, Nutrisol, Eniko y Brs-Alegria; (GACA), en Maros y Eniko; (GACAC),
para Roza, Maros y Eniko; (GACAC),-AG en Brs-Alegria y Mariel; (CT)s-TC en Nutrisol, Edit,
Eniko y Brs-Alegria, ademas de Roza, Maros y Mariel, y por ultimo, también el ISSRs
CAA-(GA)s muestra similitudes en Rojita y Nutrisol, Revancha y Reka, ademas de Roza, Maros,
Brs-Alegria y Mariel; las similitudes antes mencionadas, pueden deberse a los origenes de las
variedades estudiadas y al parentesco que existe entre ellas, como las que mostraron los estudios
realizados por Sauer (1967); Hauptli y Jain (1984); Sun et al., (1999) y Xu y Sun (2001) en que
las variedades evaluadas presentan una sola fuente en comun: A. hybridus, emparentado con las
especies A. hypochondriacus y A. caudatus; por lo anterior Wassom y Tranel (2005) indicaron

que las especies de Amaranthus son genéticamente muy similares.

Cuadro 2.7 Iniciadores, secuencia, tamafio y numero de bandas amplificadas.

Numero  Nombre del Numero de
de iniciador Primer secuencia Alelos (bp) bandas
Iniciador
1 17898A (CA)-AC 850-2036 10
2 17898B (CA)e-GT 700-3635 13
3 17899A (CA)s-AG 785-3054 8
4 8448 (CT)s-GC 887-1636 5
5 HB-10 (GA)s-CC 506-3054 20
6 HB-12 (CAC)s;-GC 640-7126 23
7 HB-13 (GAG);-GC 495-1836 20
8 HB-15 (GTG)z;-GC 541-2505 22
9 HB-8 (GA)s-GG 625-1875 13
10 P14 (GACA), 506-4072 21
11 P15 (GACA)3-RG 460-2254 20
12 P16 YR- (GACA); 777-6108 20
13 P17 (GACAC); 450-6108 18
14 P27 (GACAC),-AG 795-6108 13
15 P28 (GACAC), -CT 700-6108 18
16 P29 (GACAC); 803-5090 21
17 814 (CT)e-TG 1636-5090 5
18 M1 CAA- (GA)s 472-1242 10

R=Purina (G or A)
Y= Pirimidina (C or T)

Se observa que los ISSRs (CA)s-AG, (CAC);-GC, (GACA)s-RG, (YR- (GACA),
(GACA),-CT y (GACAC); arrojaron alelos con peso molecular diferente para cada variedad, por
lo que estos podrian ser usados en especifico para una prueba rapida de distincion entre

variedades.
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Gunjaca et al. (2008) en un estudio realizado en maiz con el uso de microsatélites,
concluyeron que en esta especie fueron altamente informativos al presentar una mayor
coherencia en el arbol geneal6gico y con méas poder discriminatorio en comparacion con el
obtenido con los caracteres morfolégicos; sin embargo, su integracion en los protocolos del
examen DHE aun depende de la resolucién de varias cuestiones importantes; ademas, el numero
creciente de variedades candidatas, la disminucion de su variabilidad en los caracteres
morfoldgicos, y la internacionalizacién de la lista nacional de variedades en cada pais,
contribuye al aumento excesivo en los costos de las pruebas DHE, lo que crea la necesidad de
mejorar los actuales procedimientos de evaluacion de variedades. Al respecto,
Suliman-Pollatschek et al. (2002) caracterizaron con microsatélites a 13 cultivares
representativos de las especies Lycopersicon pimpinellifolium, L. chilensea, L. pennellii. De los
114 primers, s6lo 93 produjeron polimorfismo entre especies y 59 entre cultivares de las
especies; concluyeron que producir un perfil Unico para cada variedad requiere el uso de al
menos cuatro primers; lo que hace que el uso de microsatélites para esta especie sea de dificil
aplicacion, sobre todo si se tiene en cuenta la diversa procedencia geogréfica de los cultivares
utilizados; posteriormente, He et al. (2003) usaron 129 primers, de los cuales, s6lo 65 arrojaron
bandas polimdrficas en 19 cultivares de Lycopersicon sculentum. En este estudio, la
identificacion de los cultivares se logré hacer con un minimo de cinco primers, lo que implica
cuestionar el enfoque de esta técnica. Asi, de lo obtenido en este estudio, posiblemente también
se tenga que cuestionar el uso de ISSRs en el género Amaranthus, pues como ya se observa en el
Cuadro 11A, se requieren seis primers para lograr diferenciar a las 10 variedades de amaranto.
Las variedades que mostraron el mismo patréon de pb, posiblemente son las que se encuentran

mas emparentadas entre si.

En 2003, Cooke et al. estudiaron la aplicacion de los microsatélites en las pruebas DHE, de
acuerdo con los principios de la UPOV como complemento o sustitucién de las observaciones
morfoldgicas, pues se ha convertido en un tema de gran interés en estudios cientificos, y en

consecuencia tema de debate en el seno de la UPOV.

Crespel et al. (2009) al evaluar los ISSR en la identificacion y evaluacion de las relaciones
genéticas del cultivo del rosal, determinaron la diferenciacion de 33 variedades de rosa,
concluyendo que la técnica de ISSR es una herramienta potencialmente util para la identificacion
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y evaluacion de variedades en esta especie porque es simple, rapida, econémica, fiable y

altamente discriminante.

Varios investigadores han reportado el uso de marcadores moleculares para las pruebas de
registro en los diferentes cultivos. RAPD, AFLP, y los marcadores SSR han sido ampliamente
utilizados para toma de huellas en arroz (Singh et al., 2004), pepino (Bernet, et al., 2003), y
canola (Tommasini et al., 2003). Los resultados indican que los marcadores moleculares pueden
ser utilizados para la preseleccion o la agrupacion de variedades actuales, ademés de las
variedades candidatas. Asi, en este estudio, los intermicrosatélites resultan ser utiles para el
examen DHE vy el registro de variedades, y deben ser de valor en otras areas tales como la
identificacion de variedades para la proteccion a los consumidores y para la solucién de litigios
relativos a la venta de semillas. La técnica de ISSRs ha sido usada en distintas especies; entre las
que se encuentra el mijo perla, en la que Ashwani et al. (2006), la emplean en caracterizacion
molecular por ser un método rapido y confiable para identificar diversidad en el germoplasma,
no asi para la eleccién de progenitores en los programas de mejoramiento; en tanto que
Pasqualone et al. (2000) mencionaron que dos primers fueron suficientes para diferenciar un

grupo de 30 variedades y 22 lineas de trigo duro en su estudio.

La tecnologia genética moderna permite la identificacién de genotipos con base en las
secuencias Unicas en su genoma. Esto abre la posibilidad para el desarrollo eficaz de un sistema
para la identificacion de variedades; asi, Bojinov y Danailov (2009) aplicaron la técnica de
ISSRs a un conjunto de especies silvestres y en variedades e hibridos F;, de tomate como una
técnica para la identificacion de genotipos, y obtuvieron un perfil especifico a partir del grupo de
especies silvestres, mientras que las diferencias entre las formas domesticadas fueron
considerablemente menores; por lo anterior, mejoradores y productores discuten el potencial y

las limitaciones de la adopcion de los ISSRs para incluirlos en los examenes DHE.
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2.5.2 Analisis de agrupamiento

Una vez analizada la matriz de ceros (0) y unos (1) generada a partir de los datos

moleculares de las bandas ISSRs, se obtuvo el coeficiente de similitud de Dice (Cuadro 2.8); las

cuales se encuentran entre valores cero Yy uno.

Cuadro 2.8. Coeficiente de similitud de Dice entre las variedades estudiadas.

Rojita Nutrisol Revancha Roza Reka Edit Maros Eniko Brs-Alegria Mariel
Rojita 0
Nutrisol 0.801 0
Revancha 0.703 0.696 0
Roza 0.556 0.607 0.544 0
Reka 0.547 0.579 0.566 0.600 0
Edit 0.675 0.729 0.742 0.613 0.607 0
Maros 0.614 0.643 0.575 0.687 0.571 0.628 0
Eniko 0.561 0.620 0.543 0.719 0.553 0.596 0.828 0
Brs-Alegria  0.581 0.612 0.553 0.763 0.563 0.619 0.797 0.807 0
Mariel 0.494 0.531 0.512 0.684 0.520 0.558 0.683 0.721 0.752 0

El dendrograma de agrupamiento generado a partir de los datos moleculares se presenta

en la Figura 2.2; en la que se aprecia que con las intersecuencias simples repetidas (ISSR) se

pueden distinguir las diez variedades de amaranto. Los valores de similaridad presentaron una

distancia Dg= de 0.49 a 0.83 con el coeficiente de Dice.
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Figura 2.2. Dendrograma de 10 variedades de amaranto evaluadas por
intermicrosatélites agrupadas con el método UPGMA utilizando el
coeficiente de similitud de Dice.

En principio, se diferenciaron tres grupos: A, B y C. En el grupo A se encuentran las
variedades Rojita, Nutrisol y Revancha, las cuales pertenecen a la especie A. hypochondriacus,
ademas de Edit, que aunque esté clasificada dentro de la especie A. caudatus, presenta caracteres
morfoldgicos tipicos de la especie A. hypochondriacus, principalmente en la estructura de la
inflorescencia, como lo es el tamafio de las bracteas que son mas largas que el utriculo, haciendo
que la inflorescencia sea espinosa al tacto. En este grupo, las variedades que presentaron un
mayor grado de similitud son Rojita y Nutrisol con una Dg= 0.80, y las que presentaron mayor
disimilaridad fueron Nutrisol y Edit (pc=0.72).

El segundo grupo (B) incluye las variedades Roza, Maros, Eniko y Brs-Alegria
pertenecientes a la especie A. caudatus y Mariel a A. cruentus; en este grupo se observa que las
variedades Maros y Eniko presentan gran similitud entre si ya que su coeficiente de distancia
genética de Dice es de 0.83 (Cuadro 2.8); lo que hace suponer que una de estas sea una variedad
esencialmente derivada de la otra; al respecto, la UPOV (2009) menciona que una variedad
esencialmente derivada es un cultivar que se deriva y que cumple con el genotipo de la variedad

inicial y se distingue claramente de ésta por caracteristicas fenotipicas, como un so6lo rasgo de
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herencia simple. Este fendmeno se ha incrementado desde el desarrollo de las biotecnologias que
hacen posible la introduccién de un dnico gen en una variedad; bajo este contexto, la
caracteristica de variedad esencialmente derivada se utiliza para proteger la propiedad intelectual
de las obtenciones vegetales y con ello se fomenta el desarrollo continuo de nuevas variedades.

El tercer grupo (C) lo formé sélo la variedad Reka; que en el pais de origen esta
clasificada dentro de la especie A. mantegazzianus; no obstante, de acuerdo con el agrupamiento
del resto de las variedades, puede suponerse que pertenece a una especie distinta a las ya
mencionadas; al respecto, Xu y Sun (2001) indican que el estudio de las especies del género
Amaranthus es muy complejo. El objetivo de este trabajo no fue clasificar a las variedades por
especie, sino distinguir a cada una de estas; asi, esta variedad se diferencia totalmente del resto

de los materiales estudiados en su aspecto molecular.

Xu 'y Sun (2001) mencionan que los analisis ISSRs y los AFLP en el género Amaranthus
tienen un gran potencial para generar un gran nimero de caracteres informativos y establecer
relaciones genéticas, tal como se muestra en la Figura 2.3; asimismo, cabe sefialar la existencia
de estudios que indican que las especies de amaranto presentan un ancestro en comun, pero en el
caso de Reka posiblemente se origind de otro ancestro y que por su grado de domesticacion ha
acumulado caracteristicas agronémicas que la hacen comportarse de manera similar con las
especies para grano, pero que en su genoma se siguen conservando las diferencias que impiden

que esta variedad se agrupe bajo estos analisis, con alguna de las variedades ya clasificadas.

Mariel es la variedad que presentdé mayor distancia de disimilitud con Rojita con un valor
de Ds=0.494; sin embargo, se observa que con las variedades Roza y Maros guarda una distancia
muy similar con una Dg = 0.684 y 0.683 respectivamente; las variedades mas similares son
Eniko (D=0.721) y Brs-Alegria (Ds=0.752). Con base en los resultados obtenidos, se aprecia
que los ISSRs presentan el suficiente polimorfismo para diferenciar variedades; lo que esta
acorde con Bojinov y Danailov (2009), quienes mencionan que estos marcadores moleculares
tienen la capacidad de identificar variacién dentro de genotipos individuales asi como de resolver
las deferencias entre genotipos altamente homogéneos como variedades de autopolinizacion de

la especie Lycopersicon esculentum.
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Este tipo de marcadores se ha utilizado en genética en la toma de huellas genéticas
(Blair et al., 1999), marcadores de genes (Ammiraju et al., 2001), deteccion de la variacion
clonal (Leroy y Leon, 2000), identificacion de cultivos (Wang et al., 2009), analisis filogenético
(Gupta et al., 2008), deteccidn de inestabilidad genémica (Anderson et al., 2001), y la evaluacion
de la hibridacion (Wolfe et al., 1998); asi como en muchas especies vegetales y animales. La
versatilidad de esta técnica, hace a los ISSRs Util para los investigadores interesados en diversos

campos, tales como biologia de la conservacion y la investigacion del cancer.

2.6 Conclusiones

Los marcadores moleculares presentan una valiosa aportacion a los examenes DHE; asi,

los resultados relevantes de este estudio fueron:

1) Con la informacion obtenida en la presente investigacion, se inicia la creacién de la
base de datos de la caracterizacion molecular para variedades de amaranto que cuentan con

proteccion a los derechos de obtentor.

2) Es necesario continuar con la caracterizacion molecular de las nuevas variedades de
amaranto de México, pues en los estudios realizados con este enfoque sélo se han considerado

colectas de esta especie.

3) Los intermicrosatélites pueden considerarse una herramienta Util ya que son garantia
de eficiencia y consistencia para complementar la caracterizacién morfoldgica en los resultados

de los exdmenes DHE.
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DISCUSION GENERAL

Las variedades mejoradas son el resultado del trabajo llevado a cabo en los programas de
fitomejoramiento, los cuales requieren de grandes inversiones econdémicas y de varios afios de
investigacion, y por esto es conveniente protegerlas legalmente. Para lograr esta proteccion, una

variedad debe cumplir con los criterios de distincion, homogeneidad y estabilidad (DHE).

Al respecto, la UPOV (2002) indica que se deben elegir métodos adecuados para la
interpretacion de las observaciones con fines de caracterizacion. La estructura y el tipo de escala
desde el punto de vista estadistico son decisivos para la eleccion de métodos, considerando
ademas el tipo de carécter, las caracteristicas de reproduccion de la variedad, asi como un disefio

experimental apropiado.

Los caracteres morfologicos se han utilizado ampliamente para propositos descriptivos y para
distinguir variedades vegetales; sin embargo, se les cuestiona por el hecho de que los rasgos
morfoldgicos son fuertemente afectados por las condiciones del ambiente; ademas, este enfoque
es ineficiente por el tiempo y el costo involucrado (Singh et al., 2004). Por otra parte, los
criterios morfoldgicos por si solos no son capaces de detectar diferencias entre algunas
variedades que son fenotipicamente similares, pero que presentan diferente comportamiento

agronémico.

Asi, considerando los diferentes métodos para evaluar distincion, homogeneidad y
estabilidad, y con base a los distintos anélisis empleados en el presente estudio, es procedente un
analisis de fondo para establecer criterios de evaluacién que hagan confiables los ensayos de
DHE.
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El sistema SNICS para el agrupamiento de variedades (SISNAVA), aunque no emplea un
método estadistico propiamente dicho, es una herramienta practica y sencilla de utilizar para
establecer la distincion entre variedades, incluyendo el total de los caracteres en sus distintas
forma de expresion: cualitativos (QL) cuantitativos (QN) y pseudocualitativos (PQ).

Al concentrar los datos obtenidos en una matriz de doble entrada, se pueden apreciar los
resultados de las sumas de diferencias, producto de la comparacion entre variedades; lo cual ha
sido de gran utilidad para la toma de decisiones sobre una variedad candidata en cuanto a si es
distinta a otras existentes en el Registro Nacional de Variedades Vegetales, y con ello cubrir uno

de los requisitos para el otorgamiento de un titulo de obtentor en nuestro pais.

El andlisis COYD (Cuadro 1.6), para el cual solo se utilizan los caracteres QN, exige que el
grado de diferencia sea suficientemente consistente durante varios afios y tiene en cuenta la
variacion entre los afios. Al aplicar este método en el cultivo de amaranto, se tiene la limitante de
que los caracteres cuantitativos no son lo suficientemente importantes para lograr la distincion
entre variedades; de tal forma que no genera mucha informacion que se pueda considerar en la
toma de decisiones para que una variedad se defina como distinta. Otra condicion importante a
considerar, es que el amaranto presenta mucha plasticidad en cuanto a sus caracteres
cuantitativos; aclarando que sus caracteres QL y PQ se conservan a través de los ambientes y
afios de evaluacion, identificando mediante estos, a cada una de las variedades caracterizadas.
Asi, el COYD no arroja informacion que ayude a la toma de decisiones en el registro de
variedades y proteccion a los derechos de obtentor. Hasta el momento no se ha ubicado
informacion de respaldo donde se haya utilizado este sistema.

Los resultados obtenidos en los dendrogramas morfolégicos también proporcionan
informacion importante en cuanto a la similaridad (o disimilaridad) que existe entre las
variedades de amaranto evaluadas, y de hecho se puede usar como complemento de la
informacidn obtenida con el SISNAVA, aunque los dendrogramas muestran de una manera mas
clara la agrupacién de variedades, ya sea por su similitud o por el grado de distincidén que existe

entre estas.
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El andlisis de componentes principales solo considera 27, e indica que 21 son los de
mayor participacion, con una proporcion del 83.30 % del total de la variacion, indicando que con
ellos es factible desarrollar la caracterizacion en variedades de amaranto; no obstante, cabe
sefialar que en este grupo de 21 caracteres, no se incluyen en su totalidad los caracteres
esenciales (*), los cuales son fundamentales para la armonizacion de las pruebas a nivel
internacional; al respecto, en el primer componente se incluyen cinco y en el segundo solamente
uno; cinco no fueron considerados por el analisis de componentes principales por ser constantes
0 por poseer datos incompletos, y los tres restantes no son considerados dentro de los cuatro
primeros componentes principales. Por lo anterior, es aceptable lo que mencionan Rojas (2003)
en el sentido de que aun no existen pruebas estadisticas de inferencia que permitan probar el
significado de dichos caracteres, y por ello se debe considerar en gran parte la experiencia y los

conocimientos derivados de trabajar con determinados cultivos.

El analisis de componentes principales no es una opcion suficiente en la toma de
decisiones para el registro y proteccion de variedades vegetales en cuanto al nimero de
caracteres que se requieren para definir una variedad vegetal de amaranto, y mas bien debiera

considerarse necesario en el analisis critico de los caracteres que conforman las guias técnicas.

En cuanto a la caracterizacion en las pruebas DHE desde el punto de vista molecular,
cabe sefialar que la aplicacion de marcadores moleculares para el caso de amaranto aun es
limitada; sin embargo, en un futuro esta herramienta puede ser usada como una opcién
complementaria para solicitar la proteccion a los derechos de obtentor, pues en estos casos se
requiere de un examen rapido, efectivo y, en la medida de lo posible, que las caracteristicas

varietales se puedan evaluar facilmente y que no sean influenciadas por el ambiente.

Considerando que la influencia ambiental en la expresion de los caracteres es muy
marcada en la caracterizacion morfoldgica, y reconociendo el gran potencial que para este
propdsito representa el uso de los marcadores moleculares; en la UPQV se constituyé el grupo de
trabajo en técnicas bioquimicas y moleculares (BMT, por sus siglas en inglés) en los afios
1993-1994.
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Durante muchos afios el uso de marcadores bioquimicos con fines del examen DHE fue
una opcion, y finalmente se tienen avances, pues se han incluido los analisis de proteinas e
isoenzimas en las directrices de examen de la UPOV para algunos cultivos como el trigo, el arroz
y el maiz, aunque solo representan caracteristicas adicionales a ser utilizadas en circunstancias
particulares. En este contexto, una de las funciones del BMT es coordinar las actividades

relacionadas con las aplicaciones de marcadores para garantizar los maximos beneficios.

En principio, la posicion formal de la UPOV y de las organizaciones de mejoradores de
plantas, asi como de la Federacion Internacional de Semillas (de Europa), es que las pruebas
basadas en marcadores moleculares no pueden ser usadas en el examen DHE como requisito para
otorgar derechos de obtentor; sin embargo, se ha empezado a reconocer que los marcadores
moleculares tienen gran futuro en relacion con estos examenes (Cooke et al., 2003); y en este
sentido Law et al. (1998) mencionan que la huella molecular de una variedad vegetal es de suma
importancia para proteger los derechos del obtentor. Mas interesante aun, es que el BMT ha
centrado su atencion en los microsatélites como el marcador de su eleccion (UPOV, 2010); sin
embargo, Borja (2009) menciona que este tipo de marcadores tienen la desventaja de que su
desarrollo es caro, la interpretacion es dificil y pueden presentar una alta variacion; mientras que
los intermicrosatélites tienen las ventaja de que son mas reproducibles que los RAPDs, y menos

complejos que los AFLPs.

En abril de 2008, el Comité Técnico de la UPOV discutio sobre la utilizacion de los
marcadores moleculares en funcion de las recomendaciones del Comité Consultivo de la propia
unioén. Para el caso del cultivo de papa se concluyd que a la fecha la informacion molecular no
puede ser utilizada por si sola para establecer la distincion de variedades, sino en combinacion
con caracteres morfolégicos y con el objeto de gestionar las colecciones de variedades (UPOV,
2007a). En rosal, ademas de ser necesario contar con una base de datos fenotipicos y
moleculares; se tiene que aun no existe necesidad urgente en introducir el uso de los marcadores
moleculares en el examen DHE para esta especie, aunque se reconoce que los caracteres
moleculares, combinados con los caracteres morfolégicos pueden ser mas informativos y
confiables para la gestién de las colecciones de variedades; ademas, el grupo de especialistas en
el rosal consider6 importante para la evaluacion, que la solicitud debe ser acompafiada con el

perfil de ADN vy con la descripcion oficial de la variedad, y asimismo que la autoridad oficial
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conserve muestras de ADN (UPQV, 2007b). Para el caso de maiz (UPOV, 2007c), ya se han
usado los marcadores para la identificacion varietal en los casos de probable infraccion a los
derechos del obtentor; como por ejemplo, la discriminacion de lineas endogamicas de maiz con
uso de ISSR en pruebas DHE realizada por Gunjaca et al. (2008); la evaluacion comparativa en
lineas puras de maiz de acuerdo con el examen DHE utilizando marcadores morfolégicos,

fisiolégicos y moleculares por Yadav y Singh (2010).

En este trabajo, los analisis de la caracterizacion molecular, realizados con el programa
NTSYS mediante el método de remuestreo en las matrices de datos usando Bootstrapping con un
a=0.05, para la prueba DHE, mostraron una clasificacion diferente al compararlos con la
caracterizacion morfoldgica, pues en ésta Ultima se agruparon principalmente por el color de la
inflorescencia, mientras que en la caracterizacion molecular, las variedades se agruparon de

acuerdo con la relacion que existe entre las mismas por las especies a las que éstas pertenecen.

Las evidencias logradas son elementos que permiten discernir sobre la utilidad y
funcionalidad del uso de los marcadores moleculares, toda vez que su introduccion puede ofrecer
varias ventajas; la primera es que muestran distincion entre variedades de amaranto, cuando esto

en ocasiones no es posible con los caracteres morfoldgicos.

El uso de intermicrosatélites arrojo resultados favorables, considerandose como una de
las herramientas que puede aceptar la UPOV como complemento a la caracterizacion
morfoldgica, aceptando que es una herramienta para alcanzar resultados confiables y precisos; no
obstante, habra que contrastarlos, observar ventajas, virtudes y desventajas, buscando obtener

conclusiones mas proximas a la realidad que garanticen la distincion plena de variedades.

Por otra parte, es de sefialar que los caracteres morfoldgicos, al ser afectados por las
condiciones ambientales, mostraron variaciones considerables, justificando asi el wuso
complementario de los marcadores moleculares; no obstante, habra que considerar que la
busqueda de una correlacion entre los ISSR y los datos morfologicos podria depender del
numero de marcadores utilizados, su polimorfismo intrinseco y la naturaleza de los caracteres

morfoldgicos que se utilicen para la comparacion.
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Varios investigadores han reportado el uso de marcadores moleculares para las pruebas
de registro en diferentes cultivos como en arroz, pepino y canola (Bernet et al., 2003,
Tommasini et al., 2003, Singh et al., 2004) utilizando técnicas de RAPDs, AFLPs y SSRs. Los
resultados obtenidos en esta investigacion indican que los marcadores moleculares pueden ser
utilizados para la preseleccion o la agrupacion de variedades actuales, ademas de las variedades
candidatas; pudiendo ser de valor en otras areas tales como la identificacion de variedades para
la proteccion de los consumidores y para la solucion de litigios relativos a las semillas en uso

comercial o de dominio publico.

Genéticamente las variedades pueden tener alguna similitud y diferenciarse
fenotipicamente; aunque también puede darse el caso de que sean muy parecidas en sus
caracteres fenotipicos pero que genéticamente sean distintas; asi, los marcadores moleculares
presentan la capacidad para hacer este tipo de discriminaciones entre variedades muy cercanas,
mientras que con la comparacion mediante caracteres morfoldgicos no se puede lograr. Asi, en el
proceso de derivacion, una nueva variedad puede estar alterada en un ndmero minimo de sus
caracteres, y por lo tanto superar la prueba de diferenciacién de la variedad original; sin
embargo, "como seleccion” no afectara mayormente su estructura genetica, situacion en que el
uso de los marcadores moleculares jugarian un papel importante en el contexto y concepto de

“variedades esencialmente derivadas” (Van Eeuwijk y Law, 2004).

Otro aspecto importante es que los resultados obtenidos proporcionan informacion para
dar inicio a la creacion de la base de datos a nivel molecular de las variedades de referencia, ya
que en México, al parecer, las Unicas variedades consideras como tales a nivel morfoldgico son

las que se usaron en este estudio: Revancha, Nutrisol y Rojita.

Por ultimo, puede decirse que los marcadores moleculares representan una valiosa aportacion
a los procedimientos del examen DHE; sin embargo, su aplicacion aun depende de los tipos y
numero de marcadores a utilizar, del material genético, asi como del seguimiento necesario para

establecer los valores apropiados para probar la distincion, homogeneidad y estabilidad.
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Con respecto a la caracterizacion molecular utilizando intermicrosatélites, puede decirse que
es una técnica viable, reproducible entre laboratorios y materiales bioldgicos, y que puede ser

usada como complemento a la caracterizacion morfoldgica de variedades.
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Cuadro 1A. Caracterizacion de la variedad Rojita en siete ambientes.

No. Caracter Ambientes’

1 2 3 4 5 6 7
1 Cotiledones: pigmentacion antocidnica (CPA) 2 2 2 2 2 2 2
2 Plantula: Pigmentacion antocianica del hipocotilo (PPAH) 9 9 9 9 9 9 9

3 Plantula: intensidad de la coloracion antociénica del hipocotilo
(PICAH)

4 Hoja joven: longitud (HJL)

5 Hoja joven: anchura (HJA)

6 Hoja joven: proporcién largo/anchura (HIJPLA)

7 Hoja joven: posicién de la parte mas ancha (HIPPMA)

8 Hoja joven: prominencia de nervaduras (HIJPN)

9 Hoja joven: color principal del haz (HICPH)

10  Hoja joven: distribucion del segundo color en el haz (HIDSCH)

11  Hoja joven: color del envés (HICE)

12 Hoja: margen (HM)

13 Planta: época de aparicion de inflorescencia (PEAI)

14  Epoca de floracion (EF)

15  Tallo: color (TC)

16  Tallo: color de las rayas (TCR)

17  Peciolo: pigmentacion antocianica (PPA)

18  Peciolo: intensidad de la pigmentacion antocianica (PIPA)

19  Limbo: color principal (LCP)

20  L&mina de la hoja: presencia de mancha (LPM)

21  Limbo: tamafio de la mancha con relacién al limbo (LTMCRL)

22  Limbo: color de la mancha (LCM)

23 Limbo: forma de la mancha (LFM)

24 Inflorescencia: color (IC)

25  Inflorescencia: compacidad (ICO M)

26  Inflorescencia: densidad de los glomérulos (IDG)

27  Inflorescencia: tipo (IT)

28 Inflorescencia: nimero de flores femeninas por glomérulo

P OUOTOTWOOOONORFRPORFRPUIWEFRPEFEPNNNENWOW
P OITOTWOOORFRPNORFRPRORFRPROUOIWFRPEFEPDNNNENWOIW
P OITOTWOOORFRPNORFRPRORFRPOUOIWFREFEPDNNNEOIOTOlW
P OITOTWOOORFRPNORFRPRORFWWEFEFEPNNNPEFOIWOITW
P OUOITOTWOOORPNORFRPRORFRPWWEFPEPENMNNNENWOIW

(INFFXG) 3 3 3 3 5
29 Inflorescencia: longitud de las bracteas con relacién al utriculo

(ILBRU) 3 3 3 3 3
30 Inflorescencia: habito de crecimiento (IHC) 2 2 2 2 2
31 Inflorescencia: porte (IP) 3 3 3 3 3
32 Inflorescencia: longitud (IL) 3 3 3 3 5
33  Planta: época de madurez (PEM) 5 5 5 5 5
34 Planta: longitud (PL) 3 3 3 5 5
35  Tallo: pigmentacion antocianica de la base (TPAB) 9 9 9 9 9
36  Tallo: forma de la seccion transversal (TFST) 2 2 2 2 2
37  Semilla: color (SC) 1 1 1 1 1
38  Semilla: forma (SF) 1 1 1 1 1
39  Semilla: tipo (ST) 2 2 2 2 2
40  Semilla: peso de 1000 semillas (SPMS) 5 5 5 5 5
":1(C6-06), 2(C6-07-PF), 3(PN-07-PF), 4(C6-07-SF), 5(PN-07-SF), 6(C6-07-TF), 7(PN-07-TF).
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Cuadro 2A. Caracterizaciéon de la variedad Nutrisol en siete ambientes

No. Caracter Ambientes’
1 2 3 4 5 6 7

1 Cotiledones: pigmentacion antocidnica (CPA) 2 2 2 2 2 2 2
2 Plantula: Pigmentacion antocianica del hipocotilo (PPAH) 9 9 9 9 9 9 9
3 Plantula: intensidad de la coloracion antociénica del hipocotilo

(PICAH) 7T 7 17 17 7 7 7
4 Hoja joven: longitud (HJL) 7 7 7 5 5 3 3
5 Hoja joven: anchura (HJA) 7 5 7 3 7 3 3
6 Hoja joven: proporcién largo/anchura (HIJPLA) 5 7 5 7 5 7 7
7 Hoja joven: posicién de la parte mas ancha (HIPPMA) 1 1 1 1 1 1 1
8 Hoja joven: prominencia de nervaduras (HIJPN) 2 2 2 2 2 2 2
9 Hoja joven: color principal del haz (HICPH) 4 4 4 4 4 4 4
10  Hoja joven: distribucion del segundo color en el haz (HIDSCH) 0 0 0 0 0 0 O
11  Hoja joven: color del envés (HICE) 3 3 3 3 3 3 3
12 Hoja: margen (HM) 1 1 1 1 1 1 1
13 Planta: época de aparicion de inflorescencia (PEALI) 5 7 7 5 5 3 5
14  Epoca de floracion (EF) 7 7 7 71 7 5 7
15  Tallo: color (TC) 1 1 1 1 1 1 1
16  Tallo: color de las rayas (TCR) 0 0 0 0o 0 0 O
17 Peciolo: pigmentacion antocianica (PPA) 9 9 9 9 9 9 9
18  Peciolo: intensidad de la pigmentacion antocianica (PIPA) 9 9 9 9 9 9 9
19  Limbo: color principal (LCP) 3 3 3 3 3 3 3
20  Léamina de la hoja: presencia de mancha (LPM) 1 1 1 1 1 1 1
21  Limbo: tamafio de la mancha con relacién al limbo (LTMCRL) 0 0 0 0o 0 0 O
22  Limbo: color de la mancha (LCM) 0 0 0 0o 0 0 O
23 Limbo: forma de la mancha (LFM) 0o 0 0 0 0 O O
24 Inflorescencia: color (IC) 4 4 4 4 4
25  Inflorescencia: compacidad (ICO M) 5 5 5 5 5
26  Inflorescencia: densidad de los glomérulos (IDG) 5 5 5 5 5
27  Inflorescencia: tipo (IT) 1 1 1 1 1
28 Inflorescencia: nimero de flores femeninas por glomérulo

(INFFXG) 3 3 3 5 3
29 Inflorescencia: longitud de las bracteas con relacidn al utriculo

(ILBRU) 3 3 3 3 3
30 Inflorescencia: habito de crecimiento (IHC) 2 2 2 2 2
31 Inflorescencia: porte (IP) 3 3 3 3 3
32 Inflorescencia: longitud (IL) 5 5 5 5 3
33  Planta: época de madurez (PEM) 5 7 7 7 7
34 Planta: longitud (PL) 5 7 5 5 5
35  Tallo: pigmentacion antocianica de la base (TPAB) 9 9 9 9 9
36  Tallo: forma de la seccion transversal (TFST) 2 2 2 2 2
37  Semilla: color (SC) 1 1 1 1 1
38  Semilla: forma (SF) 1 1 1 1 1
39  Semilla: tipo (ST) 2 2 2 2 2
40  Semilla: peso de 1000 semillas (SPMS) 5 5 5 3 5

f:1(C6-06), 2(C6-07-PF), 3(PN-07-PF), 4(C6-07-SF), 5(PN-07-SF), 6(C6-07-TF), 7(PN-07-TF).
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Cuadro 3A. Caracterizacién de la variedad Revancha en siete ambientes

No. Caracter Ambientes’
1 2 3 4 5 6 7

1 Cotiledones: pigmentacion antocidnica (CPA) 1 1 1 1 1 1 1
2 Plantula: Pigmentacion antocianica del hipocotilo (PPAH) 9 9 9 9 9 9 9
3 Plantula: intensidad de la coloracion antociénica del hipocotilo

(PICAH) 5 5 5 5 5 5 5
4 Hoja joven: longitud (HJL) 7 7 5 7 5 3 3
5 Hoja joven: anchura (HJA) 7 7 5 5 5 3 3
6 Hoja joven: proporcién largo/anchura (HJPLA) 3 3 3 7 3 71 7
7 Hoja joven: posicién de la parte mas ancha (HIPPMA) 2 2 2 2 2 2 2
8 Hoja joven: prominencia de nervaduras (HIJPN) 2 2 2 2 2 2 2
9 Hoja joven: color principal del haz (HICPH) 1 1 1 1 1 1 1
10  Hoja joven: distribucion del segundo color en el haz (HIDSCH) 0 0 0 0 0 0 O
11  Hoja joven: color del envés (HICE) 1 1 1 1 1 1 1
12 Hoja: margen (HM) 2 2 2 2 2 2 2
13 Planta: época de aparicion de inflorescencia (PEAI) 3 3 3 3 3 3 3
14  Epoca de floracion (EF) 5 3 3 3 3 3 3
15  Tallo: color (TC) 1 1 1 1 1 1 1
16  Tallo: color de las rayas (TCR) 0 0 0 0o 0 0 O
17 Peciolo: pigmentacion antocianica (PPA) 1 1 1 1 1 1 1
18  Peciolo: intensidad de la pigmentacion antocianica (PIPA) 0 0 0 0o 0 O0 O
19  Limbo: color principal (LCP) 11 1 1 1 1 1
20  Léamina de la hoja: presencia de mancha (LPM) 1 1 1 1 1 1 1
21  Limbo: tamafio de la mancha con relacién al limbo (LTMCRL) 0 0 0 0o 0 0 O
22  Limbo: color de la mancha (LCM) 0 0 0 0o 0 0 O
23 Limbo: forma de la mancha (LFM) 0o 0 0 0 0 O O
24 Inflorescencia: color (IC) 2 2 2 2 2
25  Inflorescencia: compacidad (ICO M) 5 5 5 5 5
26  Inflorescencia: densidad de los glomérulos (IDG) T 7 17 7 7
27  Inflorescencia: tipo (IT) 1 1 1 1 1
28 Inflorescencia: nimero de flores femeninas por glomérulo

(INFFXG) 7 3 3 3 3
29 Inflorescencia: longitud de las bracteas con relacidn al utriculo

(ILBRU) 2 2 2 2 2
30 Inflorescencia: habito de crecimiento (IHC) 1 1 2 2 2
31 Inflorescencia: porte (IP) 3 3 3 3 3
32 Inflorescencia: longitud (IL) 3 3 3 5 3
33  Planta: época de madurez (PEM) 5 5 5 5 5
34 Planta: longitud (PL) 3 5 3 5 3
35  Tallo: pigmentacion antocianica de la base (TPAB) 1 1 1 1 1
36  Tallo: forma de la seccion transversal (TFST) 2 2 2 2 2
37  Semilla: color (SC) 1 1 1 1 1
38  Semilla: forma (SF) 1 1 1 1 1
39  Semilla: tipo (ST) 1 1 1 1 1
40  Semilla: peso de 1000 semillas (SPMS) 3 5 5 5 5

f: 1(C6-06), 2(C6-07-PF), 3(PN-07-PF), 4(C6-07-SF), 5(PN-07-SF), 6(C6-07-TF), 7(PN-07-TF).
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Cuadro 4A. Caracterizacion de la variedad Roza en seis ambientes.

No. Caracter Ambientes’
1 2 3 4 5 6

1 Cotiledones: pigmentacion antociénica (CPA) 2 2 2 2 2 2
2 Plantula: Pigmentacion antocianica del hipocotilo (PPAH) 9 9 9 9 9 9
3 Plantula: intensidad de la coloracion antociénica del hipocotilo

(PICAH) 7T 7 17 17 1 7
4 Hoja joven: longitud (HJL) 5 5 7 5 5 3
5 Hoja joven: anchura (HJA) 7 3 7 5 5 3
6 Hoja joven: proporcién largo/anchura (HIJPLA) 3 7 5 3 3 3
7 Hoja joven: posicién de la parte mas ancha (HIPPMA) 2 2 2 2 2 2
8 Hoja joven: prominencia de nervaduras (HIJPN) 2 2 2 2 2 2
9 Hoja joven: color principal del haz (HICPH) 2 2 2 2 2 2
10  Hoja joven: distribucion del segundo color en el haz (HIDSCH) 5 5 5 5 5 5
11  Hoja joven: color del envés (HICE) 1 1 1 1 1 1
12 Hoja: margen (HM) 1 1 1 1 1 1
13 Planta: época de aparicion de inflorescencia (PEAI) 3 3 3 3 3 3
14  Epoca de floracion (EF) 3 3 3 3 3 3
15  Tallo: color (TC) 1 1 1 1 1 1
16  Tallo: color de las rayas (TCR) 2 2 2 2 2 2
17 Peciolo: pigmentacion antocianica (PPA) 9 9 9 9 9 9
18  Peciolo: intensidad de la pigmentacion antocianica (PIPA) T 7 17 7 71 7
19  Limbo: color principal (LCP) 2 2 2 2 2 2
20  L&mina de la hoja: presencia de mancha (LPM) 1 1 1 1 1 1
21  Limbo: tamafio de la mancha con relacién al limbo (LTMCRL) 0 0 0 0o 0 O
22  Limbo: color de la mancha (LCM) 0 0 0 0o 0 O
23 Limbo: forma de la mancha (LFM) 0O 0 0 0 0 O
24 Inflorescencia: color (IC) 3 3 3 3 3
25  Inflorescencia: compacidad (ICO M) T 7 17T 71 7
26  Inflorescencia: densidad de los glomérulos (IDG) 5 5 5 5 7
27  Inflorescencia: tipo (IT) 1 1 1 1 1
28 Inflorescencia: nimero de flores femeninas por glomérulo

(INFFXG) 7 3 5 3 5
29 Inflorescencia: longitud de las bracteas con relacidn al utriculo

(ILBRU) 2 2 2 2 2
30 Inflorescencia: habito de crecimiento (IHC) 1 1 1 1 1
31 Inflorescencia: porte (IP) 5 5 5 5 5
32 Inflorescencia: longitud (IL) 3 3 5 3 3
33  Planta: época de madurez (PEM) 5 5 5 5 5
34 Planta: longitud (PL) 3 5 3 3 3
35  Tallo: pigmentacion antocianica de la base (TPAB) 9 9 9 9 9
36  Tallo: forma de la seccion transversal (TFST) 2 2 2 2 2
37  Semilla: color (SC) 1 1 1 1 1
38  Semilla: forma (SF) 1 2 2 2 2
39  Semilla: tipo (ST) 1 1 1 1 1
40  Semilla: peso de 1000 semillas (SPMS) 5 5 5 3 5

T 1(C6-06), 2(C6-07-PF), 3(PN-07-PF), 4(C6-07-SF), 5(PN-07-SF), 6(C6-07-TF).
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Cuadro 5A. Caracterizacion de la variedad Reka en siete ambientes.

No. Caracter Ambientes’
1 2 3 4 5 6 7

1 Cotiledones: pigmentacion antocidnica (CPA) 2 2 2 2 2 2 2
2 Plantula: Pigmentacion antocianica del hipocotilo (PPAH) 9 9 9 9 9 9 9
3 Plantula: intensidad de la coloracion antociénica del hipocotilo

(PICAH) 7T 7 17 17 7 7 7
4 Hoja joven: longitud (HJL) 5 5 5 5 7 3 3
5 Hoja joven: anchura (HJA) 3 3 3 3 7 3 3
6 Hoja joven: proporcién largo/anchura (HIJPLA) 7T 7 7 7 5 5 7
7 Hoja joven: posicién de la parte mas ancha (HIPPMA) 2 2 2 2 2 2 2
8 Hoja joven: prominencia de nervaduras (HIJPN) 2 2 2 2 2 2 2
9 Hoja joven: color principal del haz (HICPH) 1 1 1 1 1 1 1
10  Hoja joven: distribucion del segundo color en el haz (HIDSCH) 1 1 1 1 1 1 1
11  Hoja joven: color del envés (HICE) 1 1 1 1 1 1 1
12 Hoja: margen (HM) 2 2 2 2 2 2 2
13 Planta: época de aparicion de inflorescencia (PEAI) 3 5 3 3 3 3 3
14  Epoca de floracion (EF) 5 5 5 5 5 3 3
15  Tallo: color (TC) 1 1 1 1 1 1 1
16  Tallo: color de las rayas (TCR) 0 0 0 0o 0 0 O
17 Peciolo: pigmentacion antocianica (PPA) 1 1 1 1 1 1 1
18  Peciolo: intensidad de la pigmentacion antocianica (PIPA) 0 0 0 0o 0 O0 O
19  Limbo: color principal (LCP) 11 1 1 1 1 1
20  Léamina de la hoja: presencia de mancha (LPM) 1 1 1 1 1 1 1
21  Limbo: tamafio de la mancha con relacién al limbo (LTMCRL) 0 0 0 0o 0 0 O
22  Limbo: color de la mancha (LCM) 0 0 0 0o 0 0 O
23 Limbo: forma de la mancha (LFM) 0o 0 0 0 0 O O
24 Inflorescencia: color (IC) 5 5 5 5 5
25  Inflorescencia: compacidad (ICO M) 3 3 3 3 3
26  Inflorescencia: densidad de los glomérulos (IDG) 5 5 5 5 5
27  Inflorescencia: tipo (IT) 2 2 2 2 2
28 Inflorescencia: nimero de flores femeninas por glomérulo

(INFFXG) 7 5 5 5 5
29 Inflorescencia: longitud de las bracteas con relacidn al utriculo

(ILBRU) 3 3 3 3
30 Inflorescencia: habito de crecimiento (IHC) 1 1 1 1
31 Inflorescencia: porte (IP) 7 7 7 7
32 Inflorescencia: longitud (IL) 3 3 5
33  Planta: época de madurez (PEM) 3 5 5
34 Planta: longitud (PL) 3 3 5
35  Tallo: pigmentacion antocianica de la base (TPAB) 9 9 9
36  Tallo: forma de la seccion transversal (TFST) 1 1 1
37  Semilla: color (SC) 3 3 3
38  Semilla: forma (SF) 2 2 2
39  Semilla: tipo (ST) 1 1 1
40  Semilla: peso de 1000 semillas (SPMS) 5 3 3
- 1(C6-06), 2(C6-07-PF), 3(PN-07-PF), 4(C6-07-SF), 5(PN-07-SF), 6(C6-07-TF), 7(PN-07-TF).
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Cuadro 6A. Caracterizacion de la variedad Edit en siete ambientes.

No. Caracter Ambientes’
1 2 3 4 5 6 7

1 Cotiledones: pigmentacion antocidnica (CPA) 2 2 2 2 2 2 2
2 Plantula: Pigmentacion antocianica del hipocotilo (PPAH) 9 9 9 9 9 9 9
3 Plantula: intensidad de la coloracion antociénica del hipocotilo

(PICAH) 7T 7 17 17 7 7 7
4 Hoja joven: longitud (HJL) 5 5 5 5 5 3 3
5 Hoja joven: anchura (HJA) 3 3 3 3 3 3 3
6 Hoja joven: proporcién largo/anchura (HIJPLA) 5 5 5 5 5 7 3
7 Hoja joven: posicién de la parte mas ancha (HIPPMA) 1 1 1 1 1 1 1
8 Hoja joven: prominencia de nervaduras (HJPN) 2 2 2 2 2 2 2
9 Hoja joven: color principal del haz (HICPH) 2 2 2 2 2 2 2
10  Hoja joven: distribucion del segundo color en el haz (HIDSCH) 2 2 2 2 2 2 2
11  Hoja joven: color del envés (HICE) 1 1 1 1 1 1 1
12 Hoja: margen (HM) 1 1 1 1 1 1 1
13 Planta: época de aparicion de inflorescencia (PEAI) 3 3 3 3 3 3 3
14  Epoca de floracion (EF) 3 3 3 3 3 3 3
15  Tallo: color (TC) 1 1 1 1 1 1 1
16  Tallo: color de las rayas (TCR) 0 0 0 0o 0 0 O
17 Peciolo: pigmentacion antocianica (PPA) 31 1 1 1 1 1
18  Peciolo: intensidad de la pigmentacion antocianica (PIPA) 0 0 0 0o 0 O0 O
19  Limbo: color principal (LCP) 3 3 3 3 3 3 3
20  Léamina de la hoja: presencia de mancha (LPM) 1 1 1 1 1 1 1
21  Limbo: tamafio de la mancha con relacién al limbo (LTMCRL) 0 0 0 0o 0 0 O
22  Limbo: color de la mancha (LCM) 0 0 0 0o 0 0 O
23 Limbo: forma de la mancha (LFM) 0o 0 0 0 0 O O
24 Inflorescencia: color (IC) 4 4 4 4 4
25  Inflorescencia: compacidad (ICO M) T 7 17T 71 7
26  Inflorescencia: densidad de los glomérulos (IDG) T 7 17 7 7
27  Inflorescencia: tipo (IT) 2 2 2 2 2
28 Inflorescencia: nimero de flores femeninas por glomérulo

(INFFXG) 7 7 7 3 5
29 Inflorescencia: longitud de las bracteas con relacidn al utriculo

(ILBRU) 3 3 3 3 3
30 Inflorescencia: habito de crecimiento (IHC) 2 2 2 2 2
31 Inflorescencia: porte (IP) 1 3 3 3 3
32 Inflorescencia: longitud (IL) 3 3 3 5 3
33  Planta: época de madurez (PEM) 3 3 3 3 3
34 Planta: longitud (PL) 3 3 3 3 3
35  Tallo: pigmentacion antocianica de la base (TPAB) 2 9 9 9 9
36  Tallo: forma de la seccion transversal (TFST) 2 2 2 2 2
37  Semilla: color (SC) 1 1 1 1 1
38  Semilla: forma (SF) 1 2 2 2 2
39  Semilla: tipo (ST) 2 2 2 2 2
40  Semilla: peso de 1000 semillas (SPMS) 5 5 5 5 5
- 1(C6-06), 2(C6-07-PF), 3(PN-07-PF), 4(C6-07-SF), 5(PN-07-SF), 6(C6-07-TF), 7(PN-07-TF).

~ 100 ~



Cuadro 7A. Caracterizacion de la variedad Maros en siete ambientes.

No. Caracter Ambientes’
1 2 3 4 5 6 7

1 Cotiledones: pigmentacion antocidnica (CPA) 2 2 2 2 2 2 2
2 Plantula: Pigmentacion antocianica del hipocotilo (PPAH) 9 9 9 9 9 9 9
3 Plantula: intensidad de la coloracion antociénica del hipocotilo

(PICAH) 5 5 5 5 5 5 5
4 Hoja joven: longitud (HJL) 5 5 7 5 5 5 5
5 Hoja joven: anchura (HJA) 5 5 7 5 5 5 3
6 Hoja joven: proporcién largo/anchura (HIJPLA) 3 3 3 5 3 3 5
7 Hoja joven: posicién de la parte mas ancha (HIPPMA) 2 2 2 2 2 2 2
8 Hoja joven: prominencia de nervaduras (HIJPN) 2 2 2 2 2 2 2
9 Hoja joven: color principal del haz (HICPH) 2 2 2 2 2 2 2
10  Hoja joven: distribucion del segundo color en el haz (HIDSCH) 0 0 0 0 0 0 O
11  Hoja joven: color del envés (HICE) 1 1 1 1 1 1 1
12 Hoja: margen (HM) 1 1 1 1 1 1 1
13 Planta: época de aparicion de inflorescencia (PEAI) 3 3 3 3 3 3 3
14  Epoca de floracion (EF) 5 3 5 5 3 3 3
15  Tallo: color (TC) 1 1 1 1 1 1 1
16  Tallo: color de las rayas (TCR) 0 0 0 0o 0 0 O
17 Peciolo: pigmentacion antocianica (PPA) 1 1 1 1 1 1 1
18  Peciolo: intensidad de la pigmentacion antocianica (PIPA) 1 0 0 0 0 O O
19  Limbo: color principal (LCP) 11 1 1 1 1 1
20  L&mina de la hoja: presencia de mancha (LPM) 1 0 1 0 1 0 1
21  Limbo: tamafio de la mancha con relacién al limbo (LTMCRL) 0 0 0 0o 0 0 O
22  Limbo: color de la mancha (LCM) 0 0 0 0o 0 0 O
23 Limbo: forma de la mancha (LFM) 0o 0 0 0 0 O O
24 Inflorescencia: color (IC) 2 2 2 2 2
25  Inflorescencia: compacidad (ICO M) 7 5 5 5 5
26  Inflorescencia: densidad de los glomérulos (IDG) 7 5 5 5 5
27  Inflorescencia: tipo (IT) 2 1 1 1 1
28  Inflorescencia: nimero de flores femeninas por glomérulo

(INFFXG) 3 3 3 5 3
29 Inflorescencia: longitud de las bracteas con relacidn al utriculo

(ILBRU) 2 2 2 2 2
30 Inflorescencia: habito de crecimiento (IHC) 1 1 1 1 1
31 Inflorescencia: porte (IP) 3 3 3 3 3
32 Inflorescencia: longitud (IL) 3 3 3 3 3
33  Planta: época de madurez (PEM) 3 5 5 5 3
34 Planta: longitud (PL) 3 3 3 3 3
35  Tallo: pigmentacion antocianica de la base (TPAB) 1 1 1 1 1
36  Tallo: forma de la seccion transversal (TFST) 2 2 2 2 2
37 Semilla: color (SC) 1 1 1 1 1
38  Semilla: forma (SF) 1

2 0 2 2 2

39  Semilla: tipo (ST) 1 9 1 1 1
40  Semilla: peso de 1000 semillas (SPMS) 5 5 3 5 5
T 1(C6-086), 2(C6-07-PF), 3(PN-07-PF), 4(C6-07-SF), 5(PN-07-SF), 6(C6-07-TF), 7(PN-07-TF).
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Cuadro 8A. Caracterizacion de la variedad Eniko en seis ambientes.

No. Caracter Ambientes’
1 2 3 4 5 6

1 Cotiledones: pigmentacion antociénica (CPA) 2 2 2 2 2 2
2 Plantula: Pigmentacion antocianica del hipocotilo (PPAH) 9 9 9 9 9 9
3 Plantula: intensidad de la coloracion antociénica del hipocotilo

(PICAH) 5 5 5 5 5 5
4 Hoja joven: longitud (HJL) 5 5 5 5 3 5
5 Hoja joven: anchura (HJA) 5 5 5 5 5 3
6 Hoja joven: proporcién largo/anchura (HIJPLA) 3 5 5 5 3 5
7 Hoja joven: posicién de la parte mas ancha (HIPPMA) 2 2 2 2 2 2
8 Hoja joven: prominencia de nervaduras (HIJPN) 2 2 2 2 2 2
9 Hoja joven: color principal del haz (HICPH) 2 1 2 2 2 2
10  Hoja joven: distribucion del segundo color en el haz (HIDSCH) 0 0 0 0 0 O
11  Hoja joven: color del envés (HICE) 1 1 1 1 1 1
12 Hoja: margen (HM) 1 1 1 1 1 1
13 Planta: época de aparicion de inflorescencia (PEAI) 3 3 3 3 3 3
14  Epoca de floracion (EF) 5 3 5 3 5 3
15  Tallo: color (TC) 1 1 1 1 1 1
16  Tallo: color de las rayas (TCR) 0 0 0 0 0 O
17 Peciolo: pigmentacion antocianica (PPA) 1 1 1 1 1 1
18  Peciolo: intensidad de la pigmentacion antocianica (PIPA) 0 0 0 0o 0 O
19  Limbo: color principal (LCP) 1 1 1 1 1 1
20  L&mina de la hoja: presencia de mancha (LPM) 1 1 1 1 1 1
21  Limbo: tamafio de la mancha con relacién al limbo (LTMCRL) 0 0 0 0o 0 O
22  Limbo: color de la mancha (LCM) 0 0 0 0o 0 O
23 Limbo: forma de la mancha (LFM) 0O 0 0 0 0 O
24 Inflorescencia: color (IC) 2 2 2 2 2
25  Inflorescencia: compacidad (ICO M) 5 5 5 5 5
26  Inflorescencia: densidad de los glomérulos (IDG) 5 5 5 5 5
27  Inflorescencia: tipo (IT) 1 1 1 1 1
28 Inflorescencia: nimero de flores femeninas por glomérulo

(INFFXG) 7 5 3 3 3
29 Inflorescencia: longitud de las bracteas con relacidn al utriculo

(ILBRU) 2 2 2 2 2
30 Inflorescencia: habito de crecimiento (IHC) 1 1 1 1 1
31 Inflorescencia: porte (IP) 3 3 3 3 3
32 Inflorescencia: longitud (IL) 3 3 3 3 3
33  Planta: época de madurez (PEM) 3 5 5 5 5
34 Planta: longitud (PL) 3 3 5 3 3
35  Tallo: pigmentacion antocianica de la base (TPAB) 1 1 1 1 1
36  Tallo: forma de la seccion transversal (TFST) 2 2 2 2 2
37  Semilla: color (SC) 1 1 1 1 1
38  Semilla: forma (SF) 2 2 2 2 2
39  Semilla: tipo (ST) 2 2 1 2 1
40  Semilla: peso de 1000 semillas (SPMS) 5 5 5 5 5

T 1(C6-06), 2(C6-07-PF), 3(PN-07-PF), 4(C6-07-SF), 5(PN-07-SF), 6(C6-07-TF).
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Cuadro 9A. Caracterizacion de la variedad Brs-Alegria en seis ambientes.

No. Caracter Ambientes’
1 2 3 4 5 6

1 Cotiledones: pigmentacion antociénica (CPA) 2 2 2 2 2 2
2 Plantula: Pigmentacion antocianica del hipocotilo (PPAH) 9 9 9 9 9 9
3 Plantula: intensidad de la coloracion antociénica del hipocotilo

(PICAH) 7T 7 17 17 1 7
4 Hoja joven: longitud (HJL) 7 5 5 3 3 3
5 Hoja joven: anchura (HJA) 7 7 7 5 3 3
6 Hoja joven: proporcién largo/anchura (HIJPLA) 5 3 3 3 3 5
7 Hoja joven: posicién de la parte mas ancha (HIPPMA) 2 2 2 2 2 2
8 Hoja joven: prominencia de nervaduras (HIJPN) 2 2 2 2 2 2
9 Hoja joven: color principal del haz (HICPH) 2 2 2 2 2 2
10  Hoja joven: distribucion del segundo color en el haz (HIDSCH) 5 5 5 5 5 5
11  Hoja joven: color del envés (HICE) 1 1 1 1 1 1
12 Hoja: margen (HM) 1 1 1 1 1 1
13 Planta: época de aparicion de inflorescencia (PEAI) 3 3 3 3 3 5
14  Epoca de floracion (EF) 5 3 3 3 3 5
15  Tallo: color (TC) 1 1 1 1 1 1
16  Tallo: color de las rayas (TCR) 2 2 2 2 2 2
17 Peciolo: pigmentacion antocianica (PPA) 9 9 9 9 9 9
18  Peciolo: intensidad de la pigmentacion antocianica (PIPA) T 7 17 7 71 7
19  Limbo: color principal (LCP) 2 2 2 2 2 2
20  L&mina de la hoja: presencia de mancha (LPM) 1 1 1 1 1 1
21  Limbo: tamafio de la mancha con relacién al limbo (LTMCRL) 0 0 0 0o 0 O
22  Limbo: color de la mancha (LCM) 0 0 0 0o 0 O
23 Limbo: forma de la mancha (LFM) 0O 0 0 0 0 O
24 Inflorescencia: color (IC) 3 3 3 3 3
25  Inflorescencia: compacidad (ICO M) T 7 17T 71 7
26  Inflorescencia: densidad de los glomérulos (IDG) 5 5 5 5 5
27  Inflorescencia: tipo (IT) 1 1 1 1 1
28 Inflorescencia: niamero de flores femeninas por glomérulo

(INFFXG) 5 3 3 3 7
29 Inflorescencia: longitud de las bracteas con relacidn al utriculo

(ILBRU) 2 2 2 2 2
30 Inflorescencia: habito de crecimiento (IHC) 1 1 1 1 1
31 Inflorescencia: porte (IP) 5 5 5 5 5
32 Inflorescencia: longitud (IL) 5 5 5 3 3
33  Planta: época de madurez (PEM) 3 3 3 3 3
34 Planta: longitud (PL) 3 5 5 3 5
35  Tallo: pigmentacion antocianica de la base (TPAB) 9 9 9 9 9
36  Tallo: forma de la seccion transversal (TFST) 2 2 2 2 2
37  Semilla: color (SC) 1 1 1 1 1
38  Semilla: forma (SF) 2 2 2 2 2
39  Semilla: tipo (ST) 1 1 1 1 1
40  Semilla: peso de 1000 semillas (SPMS) 5 3 5 3 5

T 1(C6-06), 2(C6-07-PF), 3(PN-07-PF), 4(C6-07-SF), 5(PN-07-SF), 6(C6-07-TF).
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Cuadro 10A. Caracterizacion de la variedad Mariel en seis ambientes.

No. Caréacter Ambientes’
1 2 3 4 5 6

1 Cotiledones: pigmentacion antociénica (CPA) 1 1 1 1 1 1
2 Plantula: Pigmentacion antocianica del hipocotilo (PPAH) 1 1 1 1 1 1
3 Plantula: intensidad de la coloracion antociénica del hipocotilo

(PICAH) 0O 0 0 0 0 O
4 Hoja joven: longitud (HJL) 3 5 5 5 5 5
5 Hoja joven: anchura (HJA) 3 3 3 3 3 3
6 Hoja joven: proporcién largo/anchura (HIJPLA) 7 7 5 5 5 5
7 Hoja joven: posicién de la parte mas ancha (HIPPMA) 2 2 2 2 2 2
8 Hoja joven: prominencia de nervaduras (HIJPN) 3 2 2 2 2 2
9 Hoja joven: color principal del haz (HICPH) 2 2 2 2 2 2
10  Hoja joven: distribucién del segundo color en el haz (HIDSCH) 1 0 0 0 0 O
11  Hoja joven: color del envés (HICE) 1 1 1 1 1 1
12 Hoja: margen (HM) 1 1 1 1 1 1
13 Planta: época de aparicion de inflorescencia (PEAI) 3 3 3 3 3 3
14  Epoca de floracion (EF) 5 3 3 3 3 3
15  Tallo: color (TC) 2 2 2 2 2 2
16  Tallo: color de las rayas (TCR) 0 0 0 0O O O
17 Peciolo: pigmentacion antocianica (PPA) 2 1 0 1 0 1
18  Peciolo: intensidad de la pigmentacion antocianica (PIPA) 0 0 0 0O O O
19  Limbo: color principal (LCP) 2 2 2 2 2 2
20  Lamina de la hoja: presencia de mancha (LPM) 1 1 1 1 1 1
21  Limbo: tamafio de la mancha con relacion al limbo (LTMCRL) 0 0 0 0O O O
22 Limbo: color de la mancha (LCM) 0 0 0 0O O O
23 Limbo: forma de la mancha (LFM) 0 0 0 0O O O
24 Inflorescencia: color (IC) 1 1 1 1 1
25  Inflorescencia: compacidad (ICO M) T 17 17 1 7
26  Inflorescencia: densidad de los glomérulos (IDG) T 7 17 17 7
27  Inflorescencia: tipo (IT) 1 1 1 2 1
28 Inflorescencia: namero de flores femeninas por glomérulo (INFFXG) 3 3 3 3 3
29 Inflorescencia: longitud de las bracteas con relacion al utriculo

(ILBRU) 3 1 1 1 1
30 Inflorescencia: habito de crecimiento (IHC) 1 1 1 1 1
31 Inflorescencia: porte (IP) 3 3 3 3 3
32 Inflorescencia: longitud (IL) 3 5 5 3 3
33  Planta: época de madurez (PEM) 3 5 5 5 5
34  Planta: longitud (PL) 3 5 5 5 3
35  Tallo: pigmentacidn antocianica de la base (TPAB) 1 1 1 1 1
36  Tallo: forma de la seccidn transversal (TFST) 2 9 2 2 2
37  Semilla: color (SC) 1 1 1 1 1
38  Semilla: forma (SF) 2 2 2 2 2
39  Semilla: tipo (ST) 1 1 1 1 1
40  Semilla: peso de 1000 semillas (SPMS) 5 3 5 3 5

T 1(C6-06), 2(C6-07-PF), 3(PN-07-PF), 4(C6-07-SF), 5(PN-07-SF), 6(C6-07-TF).
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Cuadro 11A. Bandas presentes (en bp) en 10 variedades de amaranto para cada uno de los

iniciadores utilizados.

Rojita Nutrisol | Revancha | Roza | Edit Reka | Maros | Eniko | Brs-Alegria Mariel
1361 1796 1475 1716 2036 1475 1716 1716 1716 1716
1018 1361 1361 1475 1796 1361 1475 1475 1475 1475
O 1269 1269 1316 1475 1269 1361 1316 1361 1361
i 1224 1224 1269 1361 1224 1269 1269 1269 1269
< 1018 1018 1018 1269 1064 1224 1224 1018 1224
e 850 1224 1018 | 1064 1018 850 1018
1018 850 1018 850 850
850 850
3635 2036 2952 2952 3635 | 2952 3635 2952 2952
- 1728 1696 1728 1069 1630 2036 | 1069 2952 1069 1069
(O] 1630 1430 1069 832 1069 1630 832 832 832 832
55\ 1069 1018 832 785 832 1069 785 785 785 785
8 832 832 785 785 832 755
~ 785 785 785
755 700
2254 1512 1512 1327 | 1327 1512 | 2254 | 3054 2254 2254
o 1512 1327 1419 956 956 1327 | 1327 | 2254 1419 1419
< 1419 832 1327 832 832 956 956 1419 1327 1327
2 832 785 956 785 785 832 832 1327 956 956
5 785 832 785 785 956 832 832
=~ 785 832 785 785
785
1636 1340 1206 1206 1340 1340 | 1206 1206 1206 1340
8 1340 1206 958 1206 1206 958 958 958 1206
% 1206 958 887 958 958 887 887 887 958
= 887 887 887
S
2399 2036 2763 1817 2763 2763 | 1817 3054 1817
1817 1817 1836 1574 1817 1836 1419 1817 1817 1745
1419 1419 1817 1419 1419 1817 1296 1745 1745 1574
1296 1296 1296 1296 1296 1296 1018 1574 1419 1419
937 937 937 1018 937 937 937 1419 1296 1296
8 816 816 816 937 816 816 816 1296 1018 1203
S 762 762 762 869 762 762 762 1018 816 1018
< 708 708 708 816 708 708 762 869
e 567 567 567 762 567 567 567 816
506 506 506 708 506 506 762
641 708
567 641
506 567
506
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Cuadro 11A. Continuacion...

4072 2515 | 7126 | 4072 | 5090 | 6108 | 4072 | 4072 4072 2515
2515 1201 | 6108 | 2515 | 4072 | 4072 | 3490 | 2515 2515 1820
2455 1086 | 4072 | 1820 | 2515 | 2515 | 2515 | 1820 1820 1728
2275 895 3490 | 1636 | 2455 | 1636 | 2036 | 1636 1636 1636
2036 2515 | 1201 | 2275 | 1201 | 1820 | 1201 1201 1201
o | 1521 2455 2036 1521 | 1086 1086 1086
O | 1361 2275 1820 1361 | 1018 1018 1018
2| 1200 2036 1521 1201 | 895 956 895
I | 1086 1636 1430 1086 | 773 895
) 1201 1086 1018 | 640
1086 956
895
854
773
640
1802 1802 | 1802 | 1224 1636 | 1636 | 1836 | 1836 1836 1836
1430 1430 | 1430 | 954 1106 | 1312 | 1430 | 1430 1430 1430
1224 1224 | 954 902 1018 | 1018 | 1224 | 1224 1224 1224
954 1018 | 902 698 954 954 | 954 954 954 954
0 902 954 839 647 902 902 | 902 902 902 902
Q 839 902 800 596 736 775 | 839 839 839 839
&1 800 839 698 545 698 698 | 698 698 698 698
4 698 800 647 647 647 | 647 647 647 647
S| 47 698 500 545 500 | 59 596 596 596
545 647 495
500 545
500
1999 1999 | 1781 | 1115 1890 | 1999 | 2005 | 1890 1781 1781
1890 1890 | 1636 948 1781 | 1781 | 2271 | 1781 1636 1115
1781 1781 | 1587 907 1505 | 1636 | 2036 | 1636 1587 948
1636 1636 | 1278 852 1408 | 1587 | 1999 | 1505 1278 907
1408 1408 | 976 755 948 | 1408 | 1781 | 1408 1115 852
o | 1278 1278 | 907 700 907 | 1278 | 1408 | 1115 948 755
© | 1115 1115 | 852 541 852 | 1115 | 1278 | 948 907 700
x| o 948 789 976 | 1115 | 907 852 575
e 907 907 700 948 | 948 852 755
e 852 852 575 907 | 907 755 700
700 755 852 | 852 700 575
700 700 | 776 575
541 755
700
541
1875 1875 | 1875 | 1461 1665 | 1875 | 1394 | 1461 1461 1461
1750 1750 | 1394 | 1394 1595 | 1750 | 1179 | 1394 1394 1394
o | 1394 1394 | 1313 | 1179 1304 | 1394 | 1018 | 1179 1179 1179
S | 1313 1313 | 1179 | 1018 1313 | 1313 | 830 | 1018 1018 1018
S | 1179 1179 | 1018 1179 | 1179 | 756 830 830 830
< | 1018 1018 | 913 1018 | 1018 | 625 756
€1 830 830 830 830 830 625
756
625
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Cuadro 11A. Continuacion...

4072 3359 4072 2578 2578 4072 | 4072 4072 3359 3359
3359 2578 3359 2612 2612 3359 | 2578 2578 2986 2986
2986 2612 2578 2273 2273 2578 | 2612 2612 2578 2578
2578 2273 2612 2036 2036 2612 | 1719 1719 1719 1719
2612 2036 2273 1852 1852 2273 | 1606 1606 1606 1606

. 2273 1852 2036 1719 1719 2036 | 1430 1430 1518 1518

< 2036 1719 1852 1606 1606 1852 | 1341 1341 1430 1430

g 1852 1518 1719 1518 1518 1719 | 1150 1150 1341 1341

1) 1719 1430 1518 1430 1430 1518 835 835 835 993

= 1606 1341 1430 1341 1341 1430 920
1518 835 1341 1282 1282 1341 701
1430 835 835 835 920 585
1341 835 506
1282
835
2254 2254 2254 1545 2254 | 1862 1862 1334 1334
1742 1334 1742 1334 1334 1334 | 1545 1545 1063 1063
1334 1063 1334 1063 1063 1063 | 1334 1334 991 991
1063 991 1063 991 991 991 1183 1063 694 694

) 991 917 991 735 843 735 1063 991 661 661

T 917 789 917 694 490 490 991 694 580 580

< 789 735 843 580 694 661 490

g 735 694 490 500 661 580

v} 694 661 580 490
661 580 490 480
580 490 480 470
500 470 460

460
4072 4072 4072 2036 4072 4072 | 4072 4072 6108 4072
2757 2757 2036 1876 2757 2757 | 2757 2036 5090 3424
2036 2036 1796 1736 2036 2036 | 2036 1956 4072 2757
1796 1796 1552 1552 1736 1796 | 1956 1796 2884 2545

;(‘2 1552 1552 1435 1051 1636 1552 | 1796 1736 2757 1956

) 1435 1435 1318 909 1552 1318 | 1736 1636 2036 1796

g 1318 1318 909 777 1051 909 1636 1552 1956 1736

T 1051 1051 909 1552 1435 1796 1636

> 909 987 777 1435 909 1736 1552

909 909 777 1636 1435
777 1552 777
1435
777
1464 2332 4072 2036 2672 2332 | 2036 2036 2036 6108
778 2036 3393 1736 2036 2036 | 1736 1736 1736 5090

o 450 1736 2036 1464 842 1736 | 1464 1464 1464 3054

@) 1464 1736 1361 730 1464 | 1361 1361 1361 2036

6 1361 1464 730 1361 730 730 1464

5 1293 1361 1189 1361

= 730 1189 730 730

538 730 538
538
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Cuadro 11A. Continuacion...

6108 6108 | 6108 | 4072 6108 | 6108 | 4072 | 4072 4072 4072
4072 2036 | 4072 | 3054 2036 | 4072 | 2757 | 3054 2757 2757
o | 2036 1519 | 2036 | 2757 1845 | 2375 | 2757 2375 2375
I | 1636 1302 | 1636 | 2375 1636 | 1845 | 2375 1845 1845
S| 1519 1168 | 1519 | 2036 1302 | 1302 | 1845 1636 1636
S| 1302 795 1302 | 1845 1168 | 1168 | 1636 1302 1302
g | 1168 1168 | 1636 1018 | 1018 | 1302 1168 1168
& | 1018 795 1519 795 | 795 | 1168 795 795
= 795 1302 795
1168
795
2872 2872 | 3054 | 3054 6108 | 2872 | 2872 | 6108 2872 6108
2654 2654 | 2872 | 2872 5090 | 2654 | 2435 | 3054 2435 2872
— | 2108 2108 | 2654 | 2108 | 4072 | 2435 | 2036 | 2872 2108 2435
Q | 1836 1836 | 1836 | 2036 2872 | 2036 | 1736 | 2435 2036 2108
< | 1574 1736 | 1736 | 1736 1836 | 1836 | 1574 | 2108 1736 2036
O | 1481 1574 | 1574 | 1574 1736 | 1574 | 1481 | 2036 1574 1574
& | 1080 1481 | 1481 | 1481 1574 | 1481 | 824 | 1736 1481 1481
=~ | 700 1080 914 824 1481 | 1280 1574 824 824
700 914 1481
700 824
1969 1969 | 4072 | 4072 | 4072 | 2457 | 2492 | 2667 2492 5090
1869 1869 | 3054 | 2492 2667 | 2281 | 1969 | 2492 2281 3054
1736 1736 | 2913 | 2281 2492 | 1969 | 1869 | 2281 1969 2913
1636 1636 | 2808 | 1969 2457 | 1869 | 1736 | 1969 1869 2667
o | 1567 1567 | 2457 | 1869 1969 | 1736 | 1636 | 1869 1736 2457
Q| 1464 1378 | 1969 | 1736 1869 | 1636 | 1567 | 1736 1636 2071
O | 1258 1258 | 1869 | 1258 1736 | 1567 | 1464 | 1378 1567 1378
& | 1086 1086 | 1736 | 1086 1636 | 1258 | 1378 | 1258 1464 1258
= | 983 1636 1567 | 1086 | 1258 | 1086 1378 1086
803 1567 1258 1086 1258
1086 1086
983
803
o | 599 2278 | 5090 | 3393 1825 | 2278 | 3393 | 2278 2278 3393
F | 2278 1825 | 1825 | 2278 1636 | 1825 | 2278 | 1825 1825 2278
® | 1636 1636 | 1636 | 1825 1636 | 1825 | 1636 1636 1825
5 1636 1636 1636
806 806 806 806 806 806 | 806 | 1242 806 806
< | 683 683 683 683 683 683 | 683 | 1018 683 683
O | 550 550 550 550 550 550 | 550 806 550 550
< 500 500 493 478 487 493 | 478 683 478 478
S 472 550
478

~ 108 ~




	Caratula
	Hoja de Firmas
	Resumen
	Abstract
	Agradecimientos
	Dedicatoria
	Contenido
	Lista de cuadros
	Lista de figuras
	Lista de cuadros del apendice
	Introducción general
	Capítulo I
	1.1 Resumen
	1.2 Abstract
	1.3 Introducción
	1.4 Materiales y métodos
	1.5 Resultados y discusión
	1.6 Conclusiones y recomendaciones
	1.7 Literatura citada

	Capítulo II
	2.1 Resumen
	2.2 Abstract
	2.3 Introducción
	2.4 Materiales y métodos
	2.5 Resultados y discusión
	2.6 Conclusiones
	2.7 Literatura citada

	Discusión general
	5.1 Literatura citada
	Apéndice



