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RESUMEN

La cebadaHordeum vulgard.., es el cuarto cereal de mayor produccion en el
mundo y en el Ecuador ha sido y es uno de losipafes rubros en la alimentacion
de los habitantes de la regién andina. El predesib@jo tuvo como objetivo generar
informacion molecular que permita analizar la didad genética concerniente al
germoplasma de cebada del INIAP. Se analizaron @d®otipos de cebada
correspondientes a 160 materiales entre variedaulégadas, acriolladas y lineas
promisorias. Se obtuvieron los perfiles alélicosn cd6 loci SSR altamente
polimorficos y distribuidos en los siete cromosondascebada. Se detectaron 157
alelos en un rango desde 104 hasta 232bp. El nineeatelos por locus vario desde
3 hasta 14 con un promedio de 9.81. Excepto pamsaestador Bmag0217 el indice
de diversidad genética mostré altos valores, querem desde 0.60 hasta 0.85 y
resultaron en un promedio de 0.75. Los analisiscdeglomerados y el de
coordenadas principales demostraron que no exisi@ diferenciacion entre
materiales acriollados y mejorados. Esto fue camato por andlisis molecular de
varianza y estadisticos FsE0.014) que mostraron ademas que una configuracion
con 10 clusters evidencia la mayor diferenciaciési<0.422). El analisis mediante
biplot logistico externo revelé 27 alelos significas (R>>0.5, p<0.05) y sus
predicciones de presencia de individuos pertentase sus respectivos clusters. La
gran diversidad genética de cebada reportada eresttdio debe ser técnicamente

considerada en programas de fitomejoramiento yecwasion de este germoplasma.

Palabras Clave:DIVERSIDAD GENETICA, CEBADA, SSR, ACRIOLLADAS,
BIPLOT, GERMOPLASMA.
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ABSTRACT

Barley, Hordeum vulgard.., is the fourth most produced cereal crop arotined
world and in Ecuador it has been one of the mogbmant Andean people’s foods.
The principal aim of this study was to generate evolar data that allow the
assessment of genetic diversity regarding to bayeynplasm of INIAP. 219 barley
genotypes comprising 160 varieties; among landrangivars and breeding lines
were analyzed with 16 loci SSR highly polymorphid alistributed among the seven
barley’s chromosomes. A total of 157 alleles wernenfl with lengths ranging from
104 to 232bp. The number of alleles per locus vaaged from 3 to 14 with a mean
of 9.81. The mean value of Nei's genetic diversitgs 0.75, and excluding the
marker Bmag0217, the values for this parameter ¥vene 0.60 to 0.85. The average
of polymorphic index content PIC was 0.71. ClustgriAnalysis and Principal
Coordinate Analysis demonstrated that there was anajenetic differentiation
between landraces and improved materials and ths aerroborated by AMOVA
analysis and F statistics{F0.014). The latest parameters also showed thessiigh
differentiation (ls1=0.422) and it was obtained when a configuratioth wD ordinal
clusters was performed. External Logistic Biplotedmined 27 representative alleles
(R>>0.5, p<0.05) including 14 loci and their respective petidns of presence of
individuals forming clusters. The high genetic dsrg of barley reported in this

study must be technically considered in breedirdy@mservation programs.

Keywords: GENETIC DIVERSITY, BARLEY, SSR, LANDRACES , BIPLOT,
GERMPLASM.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacién del problema

La cebada en la actualidad ocupa el cuarto lugtie éos cereales de mayor
produccion a nivel mundial con 132 millones de tadas después del maiz, arroz y
trigo; y un area cosechada de 49 millones de resd&n el afio 2012 (FAO, 2014).
La Union Europea se destaca por ser la mayor zgpartadora de cebada y malta

mientras que Arabia Saudi, Japén y China son lg@raa importadores.

Segun cifras de la FAO para el periodo comprendittee los afios 2000 y 2009
la produccion y el rendimiento promedio de cebantagfio en el Ecuador fueron de
23.585 t. y 0,60 t/ha respectivamente, colocandma#d en el puesto nimero 82 en
produccion y 101 en rendimiento del ranking mundilpaises productores de este
cereal (FAO, 2014). Para el afio 2012, en el Ecudaosuperficie de cebada
cosechada alcanz6 20.017 ha, distribuidas en tada®vincias de la Sierra, siendo
Chimborazo, Imbabura y Cotopaxi las de mayor aoeaet cultivo (INEC, 2011).

Por su parte, el Instituto Nacional Autonomo deebtigaciones Agropecuarias
INIAP a través del Programa de Cereales de la BstaExperimental Santa
Catalina, ha trabajado por méas de 30 afios genergnttansfiriendo nuevas
tecnologias a los productores, enfocandose en rargeon de germoplasma de
cebada con caracteristicas superiores de rendmmisggistencia a enfermedades y

calidad nutricional.

La comunidad cientifica ha manifestado el problema la falta de
caracterizacion y evaluacion y la importancia de kg colecciones de germoplasma
cuenten con suficientes datos fenologicos, morfol®y agrondémicos y moleculares
(Frankel & Brown, 1984). La recoleccion y conseigac de los recursos
fitogenéticos sin su complemento de informaciénresds caracteristicas, convierte
a las colecciones en simples y poco utiles depdikomateriales (Abadie & Berreta,
2001).

A largo de los afios, los marcadores morfologicas $ido esenciales para la

gestion de los recursos vegetales, y por ello egrae importancia continuar con



dicha caracterizacion. Por otro lado, con el rdeieadvenimiento de técnicas

moleculares, los estudios a este nivel ofrecensena de oportunidades, entre ellas
la de ser una alternativa para estimar la divedsigenética de las colecciones
(Westtamn & Kresovich, 1997), y por tanto ayudastablecer criterios para mejorar
la representatividad de las mismas.

Sin embargo; una caracterizacion molecular no rReesente sustituye la
realizada para caracteres morfolégicos y agron&@niga que los dos tipos de
informacion tienen historias evolutivas diferenggaueden mostrar facetas diferentes
de la diversidad (Abadie & Berreta, 2001).

No se han reportado estudios de diversidad genétiggermoplasma de cebada,
a nivel morfolégico o molecular en el pais. Portdoto es necesario analizar y
evaluar el germoplasma que se encuentra en lososadgpagricultores, “variedades
acriolladas”, las variedades mejoradas generadasgaoentros de investigacion, asi
como los materiales promisorios en evaluacion, pEyaocer su composicion
genética, para una futura orientacion de este joadbda identificacion de genes y

caracteristicas de interés agronomico.

1.2 Justificacion

La cebada ha sido y es en la actualidad uno deriosipales rubros en la
alimentacion de los habitantes de las zonas adtda tegion andina como fuente de
almidon, proteinas, vitaminas y minerales, y tigran potencial para que se
incremente su consumo en las zonas urbanas. Haolyaela cebada, a pesar de la
reduccion en su superficie cultivada, es despuksndé& el cereal de mas amplia
distribucion en la region interandina y el que meje adapta a zonas de alturas

superiores a los 3000 m.s.n.m.

Una de las aplicaciones de los marcadores molesudar Biotecnologia agricola
es el estudio la de diversidad y variabilidad geaéeén germoplasmas. Dentro de
estos marcadores, los microsatélites (SSR) tienaralia capacidad de deteccion de
polimorfismos ademas que poseen caracteristicanuodate para discriminar

individuos homo y heterocigotos en especies dipitbmo la cebada.
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El germoplasma en estudio esta compuesto por ealésd mejoradas y

acriolladas de cebada, del que no se tiene infaémamolecular por lo que se

propone para su caracterizacion a este nivel,cetlasmarcadores moleculares SSR.

Estos resultados se complementaran con los ressltqde se obtengan de la

caracterizacion morfoagronémica de los mencionagi®otipos, y brindaran los

insumos para que el Programa de Cereales cuentmeditoleccion de trabajo” que

concentre la mayor cantidad de diversidad gendlisponible y en cuya base se

sustenten los procesos de generacion de germopla@mearacteres deseados que

considere emprender dicho programa.

1.3 Objetivos

13.1

1.3.2

Objetivo general

Estudiar la diversidad genética de la coleccionatmdaHordeum vulgard..

del INIAP utilizando marcadores moleculares mictélizs.

Objetivos especificos

Caracterizar la diversidad alélica y el nivel delimorfismo de 160
accesiones de cebada con 16 marcadores micreat8i8R polimorficos

distribuidos en los siete cromosomas del genoma.

Identificar genotipos duplicados de la diversidadégica en la coleccion de
cebada del INIAP.

Estimar la base genética disponible en variedaclgsladas en relacion a los

genotipos de mejoramiento.

Interpretar los datos de diversidad genética obtenly procesados en los

paquetes bioinformaticos respectivos.



1.4 Marco tedrico

1.4.1 Cebada Hordeum vulgarelL.)

1.4.1.1 Origen y domesticacion.

La cebadaHordeum vulgareL. es uno de los cultivos mas antiguos, y ha
desempeiado un importante rol en el desarrolloadagticultura y en el de las

ciencias como la agronomia, fisiologia y genétigiich, 2010).

Existen restos arqueoldgicos de granos de cebammteados en la zona de la
Media Luna Feértil (Oriente Proximo) que indican agste cultivo fue domesticado
hace 10.000 afios aproximadamente. Sobre la dom@éticde la cebada, algunas
teorias defienden la presencia de una sola linetutexa teniendo como Unico
progenitor aH. vulgare ssp.spontaneun{Bothmeret al, 2003). Sin embargo, hay
evidencia molecular que sostiene que hay un origelifilético de la cebada
(Molina-Canoet al,, 2005; Komatsudat al, 2007; Morrell & Clegg, 2007; Saisho &
Purugganan, 2007).

En América, la cebada fue introducida a travéodeilajes de Cristobal Colon y
fue sembrada por primera vez por los espafnoles@eacontraban en la isla Isabela
y Puerto Rico. En América del Sur es dificil deteran su primer cultivo pero es
probable que haya llegado, en primera instancidpsaterritorios de la actual
Argentina junto con el trigo y de alli se haya @oado a la region andina (Arias,
1995).

En el pais el cultivo de la cebada se remontanaptis de la conquista espafiola,
cuando por la necesidad de forraje para alimentas &aballos fue cultivada con

anterioridad al trigo (Coronel & Jiménez, 2011).

1.4.1.2 Clasificacion taxonémica.

La cebada, asi como otras gramineas de importanom el trigo o el arroz

pertenece a la familiRoaceae El géneraHordeum tiene 32 especies, entre ellas el
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ancestro de la cebada cultivadi, vulgare spontaneuno cebada silvestre. En la

Tabla 1 se detalla la clasificacion taxonémicaadedbada.

Tabla 1: Clasificacién taxondémica de la cebada Hordeum velga

Reino: Plantae

Sub-reino: Tracheobionta
Divisién: Magnoliophyta
Clase:Liliopsida
Subclase:Commelinidae
Orden: Poales

Familia: Poaceae
Género: Hordeum
Especie:H. vulgarelL.

Fuente: (Gramene Triticum, 2010).

1.4.1.3 Descripcion boténica.

La cebada se caracteriza fundamentalmente poniaescencias. Las flores de
la cebada se agrupan para formar una espiga gue tie eje central o raquis
formado por una sucesion de nudos a partir de gadale los cuales se desarrollan
tres espiguillas. Dichas espiguillas, a difererd@aespecies cercanas como el trigo
son unifloras. Cada flor consta de glumas en laepaxterior que son estrechas,
alargadas y terminadas en una fina y corta aft$taia 1) (Carrera & Mateo, 2005).



Espiguilla
central
fértil

Figura 1: Espiguillas de cebada

La polinizacién se produce cuando la espiga auhanemergido de la cubierta
formada por la vaina de la hoja bandera, por lolguiecundacion es autbgama. El
grano se asemeja al del trigo, excepto que el deldada posee cubierta después de
la cosecha salvo en las cebadas de grano desnudo€®, 1999).

Adicionalmente, la cebada se presenta como undaplarbacea con sistema
radicular fasciculado que es menos desarrolladoetjdel trigo y tiene el 60% del
peso radicular en los primeros 20-25 cm. de pratlad El tallo es mas flexible que
el del trigo y las hojas son mas estrechas y der cols claro que las del trigo
(Carrera & Mateo, 2005).

1.4.1.4 Tipos de cebada.

El germoplasma de cebada no es homogéneo, segdons&eren criterios
morfologicos, agrondmicos, genéticos o de uso .fihdho de los criterios de

clasificacidon mas relevantes es de acuerdo a léofogra de la espiga.

En las cebadas de dos carreras, en la triada dguidlap presentes en cada
entrenudo del raquis, sélo se desarrolla la edfagéntral, las laterales abortan. Sin

embargo en las cebadas de seis carreras se desalasltres espiguillas (Figura 2)
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(Briggs, 1978). Los mejoradores se rehlusan a cretaadas de diferentes tipos de
carreras, debido a la laboriosa tarea de recupark progenie los tipos estrictos por
separado. Por esto, los germoplasmas de estoslgpasbada constituyen una de las

principales divisiones dentro de la diversidad tjeaélel cultivo (Ponce, 2010).

Figura 2: Espigas de cebada: izquierda: cebada dos carseescha: cebada
dos carreras

1.4.1.5 Genoma de la cebada.

El género Hordeum contiene especies diploides (2n=2x=14), tetrap®id
(2n=4x=28), y hexaploides (2n=6x=42), aunque la oniay son de la primera
categoria (Briggs, 1978). La espetie vulgare L. (cebada cultivada) es diploide.
Comprende un genoma de mas de 5.000 Mb que esimpaamente 12 veces el
tamafio del genoma del arroz del cual cerca del 8980 ADN (acido
desoxirribonucleico) es repetitivo (Flavell, Bertn&mith, & Smith, 1974).

La cebada ha sido un cultivo favorito para la expentacion genética por varias
razones: es un cultivo de importancia a nivel maingresenta un alto grado de
autofecundacion; es una especie anula de ciclo;cestdiploide con siete pares de
cromosomas; exhibe una amplia diversidad morfoljgdiisiolégica y genética; se
dispone de un amplio reservorio genético y exist@pas genéticos bien definidos
(Forsteret al, 2000).
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La cartografia comparativa entre el genoma de badza y otras especies de la
tribu deTriticeae muestra que los cromosomas 1 a 7 de la cebadaosedlogos de
los cromosomas 7H, 2H, 3H, 4H, 1H, 6H, 5H, respaatiente, de las otras especies

de esa familia (Linde-Laursen, Heslop-Harrison,fbleed, & Taketa, 1997)

1.4.1.6 Evolucién del cultivo en el Ecuador.

En el Ecuador de los afios 60 la superficie dedieadia siembra de cebada
superaba las 100.000 ha. Sin embargo, esta senachgjresiva y considerablemente
hasta que en el afio 1977 la superficie cultivagadiel 60.000 ha. y en el afio 1980
fue de 26.000 ha.; debido a los efectos negativodugidos por la enfermedad
conocida como roya amarilla de la cebada que atetbalos los paises de la region
andina (Broers, 1994).

Desde 1971 afio en que INIAP liberd la variedad eleada INIAP-Dorada 71
hasta aquellas liberadas en 2003 que suman urdefl variedades, han sido varios
los esfuerzos que junto con autoridades, se hameewlido para que se retome la
produccion cebadera en el pais. No obstante; diebaperacién ha sido lenta,
debido entre otros motivos, a la insuficiente dénsentre los agricultores de las
nuevas variedades mejoradas, falta de mecanisniles dg provision de semillas,
alto costo de insumos agricolas que incluye eliprée semilla certificada y la baja

rentabilidad del cultivo en la época de mayor camérzacion (Broers, 1994).

En la ultima década, la produccién y superficieecbhada de cebada han
disminuido considerablemente respecto del prometioional para el mismo
periodo, y para el afio 2012, estas tan solo supetas 10 mil toneladas y 20 mil
hectareas, respectivamente. En cuanto al rendimidet cultivo, y pese a la
disminucién en la cantidad de cereal producidos@eoeportan mayores variaciones
excepto por una disminucion en el mencionado afi@ 0un considerable aumento
registrado en los afios 2010 con 0,71 t./ha. y 20ily 0,86 t./ha. (Figura 3) (FAO,
2014). A pesar de lo mencionado; las cifras no @entadoras, el pais presenta
incluso, los niveles de rendimiento mas bajos detinente y la regién andina detras

de Colombia, Pera y Bolivia respectivamente.
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Figura 3: Superficie cosechada, produccion y rendimientoatieda en Ecuador

para el periodo 2002-2008 (FAO, 2014).

1.4.1.7 Zonificacién del cultivo de cebada en el Ecuador.

La cebada es ampliamente cultivada en el mundcegecen ambientes muy
diversos ecologicamente, incluyendo latitudes jualkes extremas (Ullrich, 2010).
Puede ser cultivada desde el Ecuador hasta Eseaiality desde las regiones mas
himedas de Europa hasta los oasis del Sahara yBygigs, 1978). En el pais, no
existe una zonificacion definida para este cultit@iene una potencial adaptacion sin

limitaciones ecoldgicas que se ubica en un rantgfadgihal de 2500 a 3500 m.s.n.m.

El cultivo de cebada est4 concentrado en la re§i@nra, y la provincia de
Chimborazo es la mas especializada ya que apornteelc@5% de la produccion
nacional. El Oro es la Unica provincia fuera dea ésggion que produce cebada, y
aporta con apenas el 0,25% del total nacional (&igu(INEC, 2011).
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Figura 4: Zonificacién del cultivo de cebada en el EcuadNEC, 2011).

1.4.1.8 Usos y valor nutricional.

Se estima que a nivel mundial, el 60% de la praducde cebada se destina
para alimentar animales en forma de piensos yj&r&9% para la produccion de
malta; 5% para alimentacion humana y 5% se almacenzo semilla (Ullrich,

2010).

La cebada que se destina a fines alimenticios psedetilizada de diferentes
maneras, sin embargo la harina de cebada tostadaahica” y el “arroz de cebada”
son los productos de mayor demanda representa88%I|del consumo total del

grano en el pais (INEC, 2011). En el sector rurabasumo de cebada representa el
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46% de la produccion nacional que en 2009 alcaag®I121 toneladas, lo cual se
traduce en una demanda per capita de 0,46 kg pammiemo afo (FAO, 2014).

De acuerdo a su uso final se puede estableceeddas en cuanto al tipo de
grano de cebada, siendo este cubierto o desnudacibimalmente, los primeros
presentan ventajas sobre los cubiertos ya que pasemenor contenido de salvado,
pierden menos nutrientes durante su procesamieptesgntan mejor digestibilidad
(Ledn, 2010). En cuanto a las cebadas cubiertat aplicarse un proceso industrial
llamado perlado que consiste en la remocion y eheidon de las capas externas del

grano, con la consecuente reduccion de nutriekfitaqrés, 2008).

La cebada es un alimento energético, rico en cattaibs, especialmente en
almidon (Tabla 2). En cuanto a su aporte proteE®,una fuente econdmica
importante de aminoacidos como acido glutamicocifeu y prolina; aunque
deficiente en contenido de lisina y triptéfano,iciéfjue puede ser solventado con el
consumo complementario de granos andinos como eramto 0 quinua o de

leguminosas como chocho, arveja o lenteja en usmancomida (Villacrés, 2008).

En comparacion con otros cereales como el trig@iz nta cebada presenta altas
cantidades de zinc, oligoelemento que forma pagtdadinsulina y la anhidrasa
carbonica (Tabla 2). El grano perlado presentelesvenas bajos de minerales,
debido a la pérdida de las cubiertas que contieh82% de los minerales del grano
(Villacrés, 2008).
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Tabla 2: Contenido de macro y micronutrientes del granoedteada (Yufera, 1987).

Unidad Cebada

Cubierta Desnuda Perlada
Proteina % 12,2 13,3 12,0
Grasa % 1,9 2,6 15
Carbohidratos totales % 75,9 80,0 84,3
Carbohidratos fibra % 6,8 1,9 1,0
Cobre mg/kg 12 13 12
Hierro mg/kg 94 72 26
Magnesio mg/kg 24 19 7
Zinc mg/kg 49 52 30
Calcio % 0,05 0,06 0,02
Fosforo % 0,54 0,47 0,24
Magnesio % 0,12 0,12 0,07
Potasio % 0,65 0,45 0,22
Sodio % 0,1 0,04 0,02

1.4.1.9 Importancia economica y social.

De acuerdo a los datos del Ill Censo Nacional Agcoprio realizado en 2000,
el cultivo de cebada reune 67.155 UPA’s (UnidadPdaduccién Agropecuaria),
mientras que el cultivo de cebada asociado confagasolo 2.278 UPA’s. Los
pequefios productores son mayoria tanto en el griceno en el segundo sistema

de siembra, y es que representan el 78% y el 88pectivamente.

La cebada, es uno de los rubros que ha sido imchledtro de la lista de bienes
agricolas que el Gobierno busca reducir su impiditasdentro de sus lineamientos de
politica econdmica mediante el proceso de SubgiitucEstratégica de
Importaciones; cuya meta para el afio 2013 fue thic@on de 40% en la
participacion de las importaciones de este cengale; 2009 alcanzaron la cifra de
17 millones de dolares (INEC, 2011).

El comportamiento del PIB (Producto Interno Bruti@) cebada en el periodo
2002-2009, y su participacion tanto en el PIB agaiy el PIB nacional ecuatoriano,
se muestran en la figura 1.5. La tasa de crecimigek PIB de cebada es de 9,56%
en el periodo mencionado, y en el ultimo afo llagzbicarse en el 0,21% y en el
0,031% del PIB agricola y del PIB nacional, respaatente (INEC, 2011).
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Figura 5: Participacion del PIB de cebada en el PIB nacigngIB agricola del
Ecuador en el periodo 2002-2009 (INEC, 2011)

La connotacion social que tiene la cebada radicguense ha constituido por
centurias ahora en un alimento basico del campekra regién interandina, que es
un agricultor de subsistencia, debido a su toléaagcadaptacion a ambientes

marginales de produccion (INIAP, 2005).

1.4.2 Diversidad genética.

La diversidad genética en sentido amplio es el corapte mas basico de la
biodiversidad y se define como las variaciones daskes que ocurren en cada
organismo, entre los individuos de una poblaci@ntre las poblaciones dentro de
una especie (Pifiero, 2008). Se la puede definiocelngrado en el cual el material

hereditario diferencia internamente una colecc@épldntas (Demey, 2008).

El Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, en sticato 2, define a la
biodiversidad o diversidad biologica como la vaitidad de organismos vivos de
cualquier fuente, incluidos, entre otras cosasgtmsistemas terrestres y marinos y
otros ecosistemas acuaticos y los complejos eauégie los que forman parte. Por
lo tanto, la biodiversidad se manifiesta a treleis. la diversidad a escala de los
ecosistemas, la diversidad entre las especiesliyéasidad dentro de cada especie (a

escala de genes) (Estrella, Manosalvas, Mariad@ip&deneira, 2005).

A partir de los procesos evolutivos que operamestzbdiversidad genética y sus
variaciones se deriva la biodiversidad en los dusles restantes. De ahi que el
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conocimiento y comprension de la diversidad gea&e&a de vital importancia tanto
para la conservacion y el avance de la genéticlatexay como para la salud publica,
la sustentabilidad y la productividad agricolas;yagias, pesqueras y forestales, la

domesticacion y la biomedicina (Pifiero, 2008).

1.4.2.1 Bancos de germoplasma.

Puede entenderse como germoplasma al materialigeqée constituye la base
fisica de la herencia y que se transmite de unargeidn a la sucesiva mediante las

células germinales (FAO, 2013).

Los bancos de germoplasma poseen colecciones deahaegetal con el objeto
de vivar y preservar sus caracteristicas parawdueneficio de la humanidad y del
ambiente. Resguardan la fuente de variabilidad ered@ por los mejoradores de
plantas para el desarrollo de cultivares que pammdal agricultor superar las
limitaciones naturales a fin de obtener mayore®t@ns de su actividad, asi como
asegurar la fuente contra la erosion genética (Begc Marmey, Hughes, &
Charrier, 1994).

Los estudios de diversidad genética se basan gmadb de similitud entre
individuos lo que permite la formacion de gruposnbgéneos que comparten un
paton de diversidad particular. Estos estudiostitagen una de las herramientas
que ayudan a efectivizar el control sobre la erogjénética y ademas, permiten
definir los patrones de variacion que determinamdéarporacion de individuos a
programas de mejoramiento genético, ya sea paragasteristicas promisorias o por

su resistencia o susceptibilidad a condicionesdaigto abioticas (Demey, 2008).

A continuacion, se presentan algunas definiciomegedninos importantes en la

presente investigacion:

* Accesion: Una muestra distinta, singularmente ifleable de semillas que
representa un cultivar, una linea de cria o undapin y que se mantiene
almacenada para su conservacion y uso. Cada uaa datradas registradas

en un banco de germoplasma.
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Variedad: La convenciéon de la Union Internacioraapla Proteccion de las

Obtenciones Vegetales UPOV define una variedadtaegemo:

“un conjunto de plantas de un solo taxén botaniebrdngo mas bajo
conocido que, con independencia de si responde @plemamente a las

condiciones para la concesion de un derecho detobi@ueda:

o Definirse por la expresion de los caracteres rastds de un cierto
genotipo o de una cierta combinacion de genotipos,

o Distinguirse de cualquier otro conjunto de plamqgasla expresion de

por lo menos uno de dichos caracteres

o Considerarse como una unidad, habida cuenta depstuda a
propagarse sin alteracion”

Variedad acriollada: Germoplama que durante siglasestado bajo los
efectos de la seleccion natural y de la selecadiisaente de los agricultores
para genotipos deseados. Son genéticamente variapsga caracteres
cuantitativos y cualitativos, tienen una buena taa@n a condiciones
ambientales especificas y tienen niveles de pradliomonfiables (Harlan,
1992; Ceccarelli, 1996).

Variedad cultivada o cultivar: incluye los productmnales de los programas

de mejoramiento.

Lineas promisorias: materiales genéticamente pugos, son parte de los
procesos de mejoramiento y corresponden a lineasnzadas de

apareamientos.

1.4.2.2 Germoplasma de cebada

Los recursos genéticos de cebada pueden ser digideh seis grupos

principales:

Cultivares modernos de uso actual

Cultivares obsoletos
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» Variedades criolladgndrace3

» Relativos silvestres del géndfmrdeum
» Stocks genéticos y citogenéticos

e Lineas pormisoriasHreeding liney

En el anexo A se enlistan las mayores coleccioresetiada en el mundo que
albergan al menos 500 accesiones cada una, indoyds colecciones menores de
Estonia y Ecuador, que han ratificado el Trataderiracional sobre los Recursos
Fitogenéticos para la Alimentacion y la Agricult(raPGRFA).

El total de 402.034 accesiones de cebada se am@timimero estimado por la
FAO y por el Inventario Global de Recursos Genétide Cebada (GBI). De este
total existen 290.820 accesiones con tipo de gdamoy@a conocido, que a su vez
consta de 15% de relativos silvestres, 44% pergereelandraces 17% lineas

promisorias, 9% stocks genéticos y 15% cultivares.

1.4.3 Marcadores moleculares.

Los marcadores moleculares son definidos como “tpdmualquier fenotipo
molecular oriundo de la expresion de un gen o estaktlico” (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Estos marcadores tienen varias caracteristicasrdiales en relacion a los
caracteres morfoldgicos o bioquimicos: permitenel@v un mayor numero de
polimorfismos al identificar también las mutacionegenciosas y sindnimas
escondidas en las proteinas; no estan influencipdogactores ambientales o por
interacciones génicas complejas; y son consideradageneral caracteres neutrales,
con muy poco o valor adaptativo nulo (Ajmone-Marshal, 2001).

La puesta a punto de la Reaccién en Cadena deliladPasa (PCR por sus
siglas en inglés de Polimerase Chain Reactionevépartado 1.4.3.3 mas delante) a
mediados de los afios 80 revoluciond la genéticacutdr y particularmente la
velocidad de desarrollo de nuevos marcadores basawlcADN (Liu, 1998). Los

primeros marcadores basados en la PCR se desamobafinales de los 80 y
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principios de los noventa: los RAPDs (Random AnmadifPolymorphic DNA) y los

microsatélites 0 SSR (Simple Sequence Repeat).

1.4.3.1 Marcadores moleculares microsatélites.

Los marcadores microsatélites, también conocidosiocdrepeticiones en
Tandem Simples (STRs), son repeticiones en tanademéakimo 6 pares de bases de
longitud (van Oppen, Rico, Turner, & Hewitt, 200e encuentran repetidos
consecutivamente (de 5 a 20 veces) en el genomaiganongitud minima de
repeticion de 12 pares de bases (Ellegren, 200@@m@&s estos marcadores pueden

ser clasificados como:

Perfectos simples: repeticiones en arreglos de swmla secuencia
repetida. Ejemplo: [AGG]

. Imperfectos simples: consisten de una 0 mas ursddderepeticion de
diferentes longitudes. Ejemplo: [AAGACT][AAC] n+1
Perfectos compuestos: estan compuestos de dos oumidades de
repeticion diferentes de la misma longitud. EjempA&G]i[AATC] .

. Imperfectos compuestos: son interrumpidos por umade repeticiones
de diferente longitud [GGARACT][GTAA] n+1 (Roy, Nazeer, & Saha,
2004).

Los microsatélites mas frecuentes en plantas sim (AT)n, (GA)n y (GAA)n,
los cuales el 10% de las veces se ubican en regd@eenoma no codificantes. Los
SSR exhiben altos niveles de polimorfismo debidoelas regiones del genoma con
repeticiones en tandem son muy sensibles a sufores durante el apareamiento de
las crométidas en el cross-over de la meiosis unartte la replicaciéon del ADN.
Como consecuencia, las células hijas adquieren amero diferencial de
repeticiones que son las que generan polimorfismdaelongitud de las bandas
observadas en un analisis molecular basado e eleusicrosatélites. A pesar de su
alto grado de polimorfismo, los microsatélites estielimitados por secuencias
altamente conservadas, lo que permite el disefiebladores para su amplificacion
por PCR (Chistiakov, Hellemans, & Volckaert, 2006).
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La abundancia, distribucién relativamente uniforan largo del genoma y el
alto grado de polimorfismo, han convertido a logrosatélites en los marcadores
moleculares de mayor acogida. Los SSR, por su tearéodominante, permiten
diferenciar genotipos homocigotos y heterocigotesn abundantes, confiables,
informativos, estan basados en técnicas sencillas RCR, son de alta
reproducibilidad y econdmicos cuando se cuenta cebadores previamente
disefiados (Kumpatla & Mukhopadhyay, 2005).

Existen muchos marcadores moleculares disponilpesy para los fines de
caracterizacion genetica solamente se deben utifizaacadores bien establecidos y
repetibles como los SSR (Sinple Sequence Repeatyekeral, la amplificacion de
microsatélites ha demostrado que son mas varigokessoenzimas, RFLP, AFLP y
RAPD. Por ejemplo, e€ucumis29 isoenzimas no mostraron polimorfismo entre
dos genotipos comerciales. Dentro del mismo gémencadores RAPD detectaron
un 38% de polimorfismo, mientras que los micro#aldetectaron un 71%, e
incluso detectaron diferencias genéticas entrévaodts altamente emparentados que

mediante otras técnicas no habian podido ser gistins (Becerra & Paredes, 2000).

1.4.3.2 Marcadores moleculares disponibles para cebada.

En cebada, los primeros mapas genéticos se basaromarcadores RFLP
(Graneret al, 1991) y con el paso del tiempo los marcadoresad@s en PCR
llegaron a ser el tipo de marcadores predominariate los diversos tipos de
marcadores moleculares disponibles en cebada, &rsadores microsatélite han
demostrado ser los marcadores de eleccion paraapnag de seleccion asistida por
marcadores MAS (Marker-Assisted Selection) y esmidie diversidad genética

(Varshney, Mahendar, Aggarwal, & Borner, 2007).

Ciertos mapas genéticos han sido construidos tambsando marcadores
moleculares SSR que son el tipo de marcadoresrigi@$epara analisis en cereales
(Ramsayet al., 2000; Thiel, Michalek, Varshney, & Graner, 2003).la fecha
aproximadamente 1.000 marcadores SSR para cebadadogpublicados. Varshney
et al. (2007) publicaron un mapa genético de alta dedsitagrando 775 loci SSR y

Marcelet al. (2007) construyeron un mapa con 3.258 marcadooéscaiares de los
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cuales 503 marcadores fueron marcadores SSR yarmsser los de mayor nivel de

polimorfismo.

En América Latina han habido esfuerzos por establgarogramas de
mejoramiento del germoplasma de cebada que congmenestudios de
caracterizacion gendémica del mismo, como es el das€astroet al. (2010) en
Uruguay, sin embargo no hay referencias de estedigpestudios en este cultivo en

los paises andinos.

1.4.3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa.

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR gsitfasu nombre en inglés
(Polymerase Chain Reaction) es una técnica queigeganerar una gran cantidad
de copias de un fragmento de ADN. El requisito &mdntal para llevar a cabo la
reaccion es disponer de fragmentos cortos de ADN cddena sencilla
complementarios a los extremos del fragmento a ifio#pl que servirdn de
cebadores @rimers para que una enzima polimerasa incorpore nucletal la

cadena molde. Los componentes de la reaccion son:

* ADN molde: La molécula de ADN a partir del cual rraos
obtener una copia de un fragmento

 Enzima ADN polimerasa: capaz de generar una copi@lN a
partir del ADN molde.

» Cofactores de la enzima: cationes divalentes, gémente en forma
de cloruro de magnesio MgCl

* Nucledtidos libres: se afiaden en forma de desbainticledsidos
trifosfato (ANTPS).

* Cebadores primers moléculas de ADN simple cadena (entre 10 y
30 pares de bases).

El proceso se lleva a cabo en tres fases: deshzégran, alineamiento y

elongacion.
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En primer lugar es necesario que el DNA se desalatey es decir, que las dos
cadenas de DNA se separen. Esta primera fase seeconmo desnaturalizacion y

se lleva a cabo elevando la temperatura a alreakd®4°C.

El siguiente paso consiste en un descenso de [getammra para permitir que los
cebadores se unan por complementariedad al DNA endldta segunda fase se
conoce como hibridacion. Temperaturas habitualesestm fase oscilan entre 35 y
60°C.

Por ultimo, en la fase de elongacidon o extens@enzima polimerasa incorpora
nucleétidos complementarios a partir del extremdit8e de la region en que han
hibridado los cebadores. La temperatura a la qlievsea cabo esta fase depende de
la enzima polimerasa empleada; si se utiliza Taljmpoasa la temperatura de

elongacién suele ser de 72°C.

Con un ciclo, un solo segmento de molde de DNAa#edcadena se amplifica
en dos piezas separadas de ADN de doble caderss #&3$ piezas son entonces
disponible para la amplificacion en el siguientelaci A medida que los ciclos se
repiten, mas y mas copias se generan y el numercogias de la plantilla se

incrementa exponencialmente.

1.4.3.4 Plataforma de deteccién de marcadores microsatélge

Antes de los afios 90 y del advenimiento de secago@s automatizados,
muchos laboratorios usaban geles de agarosa patatdacion de los alelos de
microsatélites; pero la desventaja principal erpdedida de resolucion entre alelos
que difieran en pocas pares de bases, en compa@micel alto poder de resolucion

de los geles de poliacrilamida.

En la actualidad, varios laboratorios tiene ac@esb menos un tipo de sistema
automatizado (capilar o en base a gel). Estos seagdres estan basados en un
fluoréforo que es incorporado en los productos RGR permite la deteccion de los
alelos microsatélites. Un laser de diodo, que eomtelongitud de onda especifica de

luz, es absorbido por el fluoréforo. Luego, un ditecaptura la luz emitida por el
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fluoréforo y digitaliza la excitacion de luz enflama de una banda en un gel o un

cromatograma.

Una de las opciones existentes para la obtencigamiaerso cebadores, es que
sean enviados a sintetizar de manera que solonetpforward sea marcado con un
fluoréforo afadido al extremo 5’ y el primegverseno sea marcado. Otra opcién
puede ser escoger la estrategia M13-tailing pahacresignificativamente los costos
totales (Schuelke, 2000). En esta estrategia sgereq dosprimers no marcados
(forward y reverse) y un segmento o primer M13 mdocfluorescentemente. El
primer forward SSR consiste de una cola M13 espacén el extremo 5 de 19
pares de bases (CACGACGTTGTAAAACGAC). Los primerdddmarcado y
reverse estan en exceso en relacion al primer fdrvisto permite que los primers
reverse y forward M13 marcado inicien la reacciécugindo el primer limitado sea

empobrecido, el primer M13 marcado tome su lugdogsiguientes ciclos PCR.

Una vez que los alelos sean amplificados, debesegmrados y determinados
con un software apropiado, por ejemplo, para léaafdema LI-COR 4300S es el
software SAGAT. A pesar de la automatizacion de las plataforfeasgatos deben
ser cuidadosamente evaluados por una persona clumacecorregidos también por

ciertas inconsistencias que pueda tener el software

1.5 Sistema de hipétesis

Existe diversidad genética en la coleccion de caloidl INIAP a nivel de los 16
marcadores moleculares SSR seleccionados.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes.

2.1.1 Instituciones.

Las instituciones auspiciantes de esta investigagdén la Secretaria de
Educacion Superior, Ciencia, Tecnologia e Innova@&NESCYT y el Instituto
Nacional Autbnomo de Investigaciones Agropecuatid$AP como parte del
proyecto: “Desarrollo e innovacion biotecnoldgicarg la potenciacion de rubros
agricolas de importancia en seguridad alimentartampetitividad exportable y
adaptacion al cambio climatico” (CODIGO SENESCYTHI2-INIAPOQO01).

2.1.2 Responsable del proyecto

José Esteban Moreno Amores

2.1.3 Colaboradores cientificos.

Eduardo Morillo, Ph.D. Lider del Departamento Naeio de
Biotecnologia - INIAP

Ing. Luis Ponce M.Sc. Programa Nacional de CesealNIAP

Ing. Cristian Pefia Pontén Director de tesis

Ing.-Mat. Pedro Romero Saker. Codirector de tesis
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2.2 Zona de etudio.

2.2.1 Fase de invernadero.

Las muestras vegetales de las accesiones de oggbadaum vulgard..) de las
colectas de semillas realizadas en Imbabura y eAusiro se recolectaron de
plantulas sembradas en condiciones de invernaddr®epartamento Nacional de
Biotecnologia en la Estacion Experimental Santaal®@ EESC ubicada en la
parroquia Cutuglagua, cantén Mejia en la provim®@aPichincha. Esta estacion se
encuentra a una altitud de 3050 m.s.n.m, latit22Q%"’S y longitud 78°33°14°0,

posee una precipitacion anual de 1400 mm y unadeatyra media de 11.6 °C.

2.2.2 Fase de campo.

El muestreo de material vegetal de las variedadesethada de la Coleccion
Nacional y de las colectas de semillas del Progrden€ereales del INIAP ademas
de las accesiones de cebada del Banco de GermaplamNIAP fue llevado a

cabo en los ensayos de campo que el mencionadmpragnantiene en la EESC.

2.2.3 Fase de laboratorio.

La fase experimental fue llevada a cabo en el latbdo de Biologia Molecular

del Departamento Nacional de Biotecnologia en ISEE

El mencionado laboratorio cuenta con distintas ssalapendiendo de los
procedimientos que se lleven a cabo como son laprépearacion de medios,
extraccion de ADN, PCR, sala oscura, electrofonesitical, genotipaje, autoclavado

y sala de gases.

2.3 Periodo de tiempo de investigacion.

La presente investigacion fue llevada a cabo eméd$es, desde octubre de 2012
hasta diciembre de 2013.
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2.4 Procedimiento

2.4.1 Germoplasma en estudio.

El germoplasma en estudio consté de 160 varieddelegbada de distinto tipo,
tanto acriolladas como provenientes de programamejeramiento (Anexo B.1).
Los materiales acriollados provinieron de accesaie Banco de Germoplasma y
de colectas de semillas, mientras que el rest@slenhteriales fueron conformados
por variedades cultivadas y lineas promisorias.r&umen, se clasificaron las
variedades de cebada en cinco grupos de acuertimoatle germoplasma y a su

proveniencia (Tabla 3).

Tabla 3: Descripcion del germoplasma en estudio de acuerdsu atipo,
proveniencia.

Grupo Cddigo Tipo de Proveniencia
interno material
Banco de
Al CDF Acriollado Accesiones Germoplasma
INIAP

Variedades de Colectas Austro

prospecciones e Imbabura

Variedades de Programa de
feria de semillas Cereales

A2 CCA Acriollado

A.3 CCuU Acriollado

Variedades Programa de
M.1 CCN Mejorado Coleccion Cereales
Nacional
M.2 CLP Mejorado Lm_eas_ Programa de
Promisorias Cereales

2.4.1.1 Material acriollado.

Se realizaron dos prospecciones de germoplasmaeloled&, con el fin de
colectar semillas de cebadas acriolladas y compitanéas existentes en el Banco
de Germoplasma de INIAP. La primera prospecciérefuel Austro ecuatoriano en
las provincias de Cafar, Azuay y Loja y la segusndéa provincia de Imbabura. Los
datos pasaporte de las accesiones de cebadaaaialk los grupos A.1l y A.2

analizadas se enlistan en el anexo B.2.
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Adicionalmente, en este estudio se tomaron en aughtmateriales de cebada
acriolladas recolectados por el Programa de Cerealeun una feria de semillas

llevada a cabo en Alausi, en el afio 2012.

Las semillas de las accesiones de cebada coledigugos A.2 y A.3) fueron
sembradas directamente en vasos de plastico guenéam un sustrato a base de

tierra negra y mantenidos en condiciones de indemwehasta su germinacion.

2.4.1.2 Variedades mejoradas.

Esta investigacion contempl6 el estudio de lasedades que el Programa de
Cereales de INIAP maneja con su Coleccion Nacideabl variedades mejoradas,
entre las que estan las 11 variedades comercialeselj programa ha liberado

oficialmente desde el afio 1971.

2.4.1.3 Lineas promisorias.

Se estudiaron también, 11 lineas promisorias dadeelgue el Programa de
Cereales mantiene en distintos ensayos; adiciomé¢meée una linea de cebada
colombiana perteneciente a CORPOICA.

2.4.2 Recoleccion de tejido vegetal.

En el caso de los individuos pertenecientes a tapog de germoplasma de
cebada A.1, M1 y M.2 el tejido vegetal (foliar fte} para el proceso de extraccion
de ADN fue colectado directamente de plantas ded=len periodo de espigazon,

sembradas en parcelas a cargo del Programa ddé3erea

Por otro lado, en las variedades de los grupogy A3 que fueron sembradas en
invernadero, se recogieron muestras de tejidorfiuieen de plantulas.

El nimero de individuos tomados en cuenta por &mtesariedad o linea de
cebada difirid tomando en cuenta el criterio de bgemeidad genética dentro de las

mismas. Es asi, que se recogieron muestras dediMdims diferentes de cada una
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de las accesiones de los grupos A.1 y A.2; permcheyeron 2 individuos diferentes

por cada una de las variedades de los grupos AL3; M.2.

2.4.3 Extraccion de ADN genomico de cebada.

Para la extraccion de ADN se utilizé el protocoksdito por Pallottaet al.
(2003). En microtubos de 1,7 ml con 0,5 g de mags#jido foliar fresco) se afadio
500u! de una solucion buffer de extraccion (0.1Ns-HCI pH 7,5; 0,05M EDTA
pH 8,0; 1,25% SDS) se macerd y agitd la mezclateosmente, los tubos fueron
incubados a 65 °C en bafio maria por 1 hora. Seemfios tubos hasta temperatura
ambiente antes de afiadir 250 pl de acetato de arbavli se agitaron los tubos con
la nueva mezcla y se dejaron reposando a 4 °C%anidutos. Una vez finalizado
este tiempo se centrifugaron los tubos a 5.000 ppml5 minutos para separar las
proteinas precipitadas y el tejido vegetal de Isefacuosa. A 600 pl de este
sobrenadante se afladieron 360 ul de isopropanalgig&eon los nuevos tubos y se
dej6é precipitar el ADN a -20 °C por al menos 1 hora continuaciéon se
centrifugaron los tubos por 15 minutos a 5.000 para la formacion del pellet de
ADN vy se secaron los tubos por inversion sobre Ipage cuidado de no perder el
pellet de ADN. Se hicieron dos lavados del pelietddendo 1.000 ul de etanol 70 %
y uno con etanol 95 % y centrifugandolos por 20utts a 5.000 rpm. Finalmente se

secaron los tubos y se resuspendio el pellet emL@6 buffer TE 0,1 M.

2.4.4 Cuantificacién de ADN.

La cuantificacion de ADN genomico de cebada seiz@altilizando el
espectrofotometro para microplacas EPOCH™ de Bmtédediante el software
Gen5™ en el que se configurd el numero de muestnasel dispositivo para lectura
de microvolumenes Take3™ vy se cargaron 2,0 pl diemen por muestra al igual
que los lugares en donde se hizo la lectura detmnagdsanco, que fue la solucion en
la que se diluyé el ADN. Una vez realizada la lextde muestras, el programa
resume los valores de absorbancias a 260 nm. ni28§ la concentracion de ADN

en ng/ul.
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El valor de la concentracién de ADN obtenido fuevdldo hasta una de 5 ng/ul
gue es la concentracion inicial del templado pareeaccion de amplificacion PCR

con marcadores microsatélites.

Las muestras de ADN genomico también fueron cueatibs en geles de
agarosa 1% (p/v) mediante electroforesis horizo®altomaron 4 pl de ADN y se
mezclé con 1 ul de Blue Juice 1x Invitrogen No..Q#816-015 y se procedié a
cargar el gel también con un marcador de peso mialecow DNA Mass Ladder
Invitrogen No. Cat. 10068-013. La solucion buffex dorrida fue TAE 1X en
condiciones de voltaje contante de 100 V duranten8tutos y posteriormente se
realizé la tincion de los mismos en una soluciérbaemuro de etidio (15 ppm) por
un periodo de tiempo de 15-20 minutos en agitacidntinua (Morillo & Mifio,
2011).

2.4.5 Validacion de marcadores y de muestras de ADN.

Se seleccionaron y enviaron a sintetizar 21 primmssa los marcadores
microsatélites escogidos en base a la informacaportada por Ramsagt al
(2000), Wanget al. (2010), Cheret al (2012) y Kolodinska-Brantestaet al. (2012)
que corresponden a 3 marcadores por cromosomeisel@dos por su indice de
polimorfismo PIC (Polimorfism Index Content) y seagia motivo (Figura 6)

(anexo C).
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Figura 6: Cartografia de los 21 marcadores SSR de cebadaaliménte
considerados.

Se escogieron al azar ocho muestras de ADN paarggdificadas con cada uno
de los marcadores con la metodologia descrita pmlld & Mifio (2011) con las
siguientes concentraciones finales en un volumeredecién de 7,5 ul: ADN (5,0
ng/ul): 1,33 ng/ul; Buffer GoTag PROMEGA® (10 X)X1MgCl, PROMEGA®
(25,0 mM): 2,0 mM; dNTPs INVITROGEN®: 0,235 mM; Rwer Forward y
Reverse (10 uM): 0,5 uM; Tag DNA Polymerasa PROMBQ5,0 U/ul): 0,067
U/ul. El programa de amplificacion fue el siguierite ciclo de denaturacion inicial
de 94 °C por 5 minutos; seguido de la repeticiérB@eciclos con 94 °C por 45
segundos, °© TA por 1 minuto y 72 °C por 2 minutdis.ciclo de extension final de

72 °C por 7 minutos y uno de 10 °C por 5 minutos.

Los productos PCR se visualizaron mediante elenisis horizontal en geles
de agarosa 2% (p/v) y fueron cargados mezclandadé producto con 2 pl de Blue
Juice 1X Marca Invitrogen No. Cat. 10816-015 adiaimente del marcador de
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Tracklt™ 100bp DNA Ladder marca Invitrogen No. CaD488-058. La solucién
buffer de electroforesis fue TAE 1X a voltaje caméé de 100 voltios durante 35
minutos y posteriormente se realizé la tincién o mismos en una solucidén de
bromuro de etidio (15 ppm) por un periodo de tierdpd5-20 minutos en agitacion
continua. Los geles se visualizaron en el fotodentador Dolphin View Wealtec.

Para validar las muestras de ADN obtenidas, sedagtieron a reacciones de
amplificacion PCR usando los marcadores microsatéiBmac0501, Bmac0209,
Bmag0223, Bmac0040 y Bmag0007 con la metodologisatescrita.

2.4.6 Estandarizacion de combinaciones de marcadores paeamplificacion.

Para verificar que amplifiquen y que sus productean detectados por la
plataforma de LI-COR se utilizé la metodologia M&Bing que consiste en afiadir a
uno de los primers la secuencia M13 de 19 pardmses para marcar las moléculas
por fluorescencia y detectarlas a través de doaleame deteccion (en 700 y 800

nm), sistema adaptado al genotipador LI-COR 4300&€OR Biosciences).

Para realizar la amplificacion de los marcadoresrasatélites de cebada se
siguio la metodologia descrita por Morillo & Mifid(QL1) realizandose reacciones de
amplificacion PCR con las siguientes concentracofiigales en un volumen de
reaccion de 5,0 pl: ADN (5,0 ng/ul): 2,0 ng/ul; BufGoTag PROMEGA® (10X):
1X; MgCl, PROMEGA® (25,0 mM): 2,5 mM; dNTPs INVITROGEN® (518M):
0,20 mM; Primer Forward (1,0 uM): 0,01 uM; PrimesvRrse (10 uM): 0,16 puM;
M13 Forward IRDye® (1,0 uM): 0,16 uM; DNA Taq Polgnasa PROMEGA® (5,0
U/ul): 0,05 U/ul. El programa de amplificacion faksiguiente: un ciclo de 94 °C
por 2 minutos; un ciclo de 95 °C por 4 minutosckfos de 94 °C por 1 minuto, TA
por 2 minutos y 72 °C por 2 minutos; un ciclo déC2or 10 minutos y uno de 4 °C
por 10 minutos.

Adicionalmente, se realizaron pruebas de amplificac multiplex,
especificamente dduplexajeque consistieron en amplificar dos marcadores S6R e
una misma reacciéon PCR. Para seleccionar los midecada combinacion se tomé
en cuenta que éstos tengan una temperatura daralem@o lo mas similar posible,
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que exista una diferencia de al menos 30 pb eprlmductos amplificados y que la

marcacion de fluorescencia M13 sea la misma.

2.4.7 Determinacion del nimero de individuos.

Debido al incremento del numero de individuos, @ooonsideracion de incluir
en el estudio 2 6 10 por cada variedad o acces®rgalizd urscreeningprevio de

aquellos pertenecientes a las accesiones de cabadiada.

Se sometié a reacciones de amplificacion PCR anlasstras de ADN de los
individuos mencionados anteriormente mediantedaitd M13tailing con los dos
marcadores que reportaron tener los indices denpdlsmo PIC mas altos que
fueron EBmac0501 y Bmac0040. A continuacion, selizaran los perfiles de
amplificacion para determinar el minimo numero déiviiduos en el que consten
todos los perfiles de cada accesion, y sean esasskogidos para el genotipaje con

la totalidad de marcadores.

2.4.8 Genotipaje de marcadores seleccionados SSR en LI-&21300S.

Los productos de PCR se diluyeron en una soluciénparada Blue Stop
Solution (LI-COR), en proporcion 1:1, luego se dareron a 95°C por 5 minutos y
se pasaron a hielo dejandose reposar por 5 minaogreparacion de los geles de
poliacrilamida al 6.5%, consistié en la adicion2eml de Gel Matrix KB Plus al
6.5% (827-05607, LI-COR), 150l Persulfato de Amonio (APS) al 10% y jibde
TEMED, esta solucion se la colocara entre dos pldeavidrio, previamente lavadas
con el detergente e isopropanol, se coloco el pese dejo polimerizar por 1 hora.
Posteriormente, se ensamblé la placa de poliaddiaen el equipo LI-COR® 4300
S, para la corrida electroforética se utilizaréagipon TBE 1x KB Plus LI-COR®.

Una vez que la placa polimerice y termine la preida se cargara 0.8l de
cada muestra en cada uno de los pocillos del peimegl orden preestablecido,
ademés se cargara Qubde marcador de peso molecular IRDye® Sizing Steshd
50-350 bp. Las corridas electroforéticas se llewgror 1,5 horas a 1500 voltios. El

analisis de la imagen del gel y genotipaje sezéalon el programa SAGA-GT, se
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marco cada banda que represente un alelo con unal“®onfirmar el genotipaje se
generd un reporte que muestra las tallas de Itssale cada locus SSR en pares de

bases y las frecuencias alélicas en porcentaje.

2.4.9 Andlisis de datos.

El software SAGA GT-SSR es un asistente de lecuralas imagenes
proporcionadas por el LI-COR®. La matriz de datdsenidos de SAGA es
importada a MICROSOFT EXCEL, donde se la depur@aesrdo a los motifs de
cada locus, se disminuyeron en 19 pb las talldseadé(debido a la técnica M13-
tailing) y para los casos de no presentarse amplificaagdasigné el valor -1. Esta
matriz genotipica, de dimensionagm siendon el niumero de genotipos m el
namero de loci analizados, fue la base para lobsanén los distintos programas

estadisticos.

2.4.9.1 Analisis de diversidad genética.

Para el andlisis de diversidad genética se utilizdos siguientes paquetes
informaticos: PowerMarker V3.25 (Liu & Muse, 200b5GenAlEx V6.5 (Peakall &
Smouse, 2012) que es un complemento del program@$aif® ExceP, con los que

se determinaron los siguientes parametros:

Suponiendo sean dadnsndividuos, se usara el simbofopara cada locus con
una serie de alelo&i. Un alelo A tendra una frecuencia respecto a la poblaciéon

denotada comp..

Numero de observacione®lf9: es definido como el nimero de genotipos no

perdidos (para datos diploides) observados en westna.

Disponibilidad: esta definida como:

Disponibilidad:(l_—gbs)
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Frecuencia alélica: la proporcién de todos losoalele ese gen en la poblacién

que corresponden especificamente a ese tipo.

R
P 2n
Numero efectivo de alelos en un locus (Effectivenider of Allele ENA)

(Kimura & Crow, 1064): hace referencia a los aletos capacidad de pasar a la

siguiente generacion.

ENA= 1

p2

n
i=1
Heterocigosidad observada: es la proporcion deviohaibs heterocigotos en la

poblacion, para un locus dado se estima como:
[

Ho=1-Y'P
=1

Heterocigosidad esperada (Nei, 1973): es definaaccla probabilidad de que

dos alelos escogidos al azar dentro de una pohblaeién iguales.

He :1—;:‘ o

Contenido de informacion polimorfica (Polimorfisrmdex Content PIC)
(Botstein, White, Skolnik, & Davis, 1980): mide cuaformativo es un marcador,

gue depende del nimero de alelos para ese loceisysdrecuencias relativas.

k k- k
PICzl—Z pf—i Z 29
i=1 i=1jd+1

Alelos Unicos: Se caracterizan por estar presesiiesna poblacion que posee

una caracteristica proveniente de un lugar unidsté#d, Hotchkiss, & Corbin, 1991).
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2.4.9.2 Anélisis multivariantes

Los analisis multivariantes empleados fueron: Asiglide coordenadas
principales (ACoP), andlisis de conglomerados (AChiplot logistico externo
(BLE).

Andlisis de coordenadas principales

Es el método de ordenacion mas utilizado en estudéodiversidad genética,
desarrollado por Gower (1966) construye una cordigjdn den puntos (Operative
Taxonomic Units OTUS) en el espacio euclideo, &irpde una matriz de similitud,
de manera tal que la distancia entre dos puntda denfiguracion aproxime tanto
como sea posible la disimilitud entre las OTUs @spntadas por esos, respetando la
estructura de similaridad definida por la matriz gimilitud (véase anexo D.1)
(Demey, 2008).

Con la ayuda del programa PowerMarker V3.25 (LilM&se, 2005) y a partir
de la matriz genotipicanxn) se obtuvo la matriz de frecuencias o matriznXc
dondeq es el numero de alelos encontrados.

Esta matriz de frecuencias o binaria fueron edgguira depurar los datos de
individuos heterocigotos y datos perdidos, y wiias en el programa NTSYS 2.02
(Rohlf, 2002) en el que se calcularon las matridessimilitud basada en el
coeficiente de emparejamiento simple o Simple MatsiCoefficient (Sokal &
Michener, 1958):

_a+td
SMG Ca+b+c+d

Donde,i yj son las OTUs a comparar,es el nimero de caracteres presentes
comunes,b es el nimero de caracteres presentes @ro ausentes gnc es el
namero de caracteres presenteg @ero ausentes e@ny d nimero de caracteres

ausentes simultdneamente.

A continuacion, se calculé la matriz producto dédtile centrado” con la que se

obtuvieron los vectores y valores propios o eigem $pn graficados en el espacio.
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En cuanto al programa MULTBIPLOT (Vicente-Villard62014), la matriz de
frecuencias fue importada y en base a esta sededliACoP, con el coeficiente de

emparejamiento simple.

Andlisis de conglomerados

El analisis de conglomerados, AC (en ingl€sjster Analysises una técnica
multivariante que busca agrupar elementos y logranaxima homogeneidad en
cada grupo y la mayor diferencia entre los grugespueden emplear dendrograma
gue son representaciones graficas que ayudanrprigtae el resultado de los analisis
cluster.

Los métodos de agrupamiento mas usados son: (Ipébsdos jerarquicos la
clasificacion resultante tiene un numero creciatgegrupos (Dillon & Goldstein,
1984) y (2) los no jerarquicos las clases no sadadas y los grupos se forman a
través de criterios predefinidos (Lopez & Hidal$694).

Con la matriz de similitud generada y mediante aftwsare NTSYS 2.02 se
obtuvieron los arboles con el algoritmo UPGMA “Unglged Pair Group Method
with Arithmetic Mean” (Sneath & Sokal, 1973) quenstruye un arbol jerarquico

utilizando encadenamiento promedio (véase anexp D.2

Mientras que en el programa MULTBIPLOT se realit@®€ con el algoritmo
UPGMA sobre la matriz de distancias inicial y sol@aesultante del ACoP. Los

analisis arrojaron también sus indices de cori@acbfenética.

2.4.9.3 Andlisis de remuestreos

El método de remuestreo escogido fue el Bootsttab tipo 3 (procrustes) sobre
los residuales. En el programa MULTBIPLOT se madifel nUmero de muestras a
1000, y se mantuvieron los valores por defectmbtiancia 0.0001 y 25 iteraciones.
Ademas se selecciond la opcidon para usar las coatds consenso (véase anexo
D.3).
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2.4.9.4 Biplot logistico externo

Los métodos biplot son representaciones graficasulgineas de filas
(individuos) y columnas (variables) de una matezdatos dada. El biplot puede ser
ajustado para realizar regresiones alternantetegaotaciones, no obstante, cuando
se tratan de datos binarios, resultantes de maesdwleculares, el analisis Biplot
Lineal Clasico no es adecuado ya que su respu¢staés de las dimensiones no es
lineal, mas bien es logistica. Es llamado exterooye las coordenadas de los
genotipos son calculadas en un procedimiento extgque es el ACoP. Vicente-
Villardén, Galindo, & Blazquez-Zaballos (2006) delsieron la geometria del Biplot
Logistico, en el que cada individuo esta represientamo un punto y cada variable
como una direccién hacia el origen. La proyecciémud individuo sobre la direccion
de un caracter predice la probabilidad de presaleizse caracter (véase anexo D.4).

El andlisis de BLE se efectud en el software MULHBDT. Se generaron los
gréficos de relaciones entre alelos y genotipasdk proyecciones binarias y los de

proyecciones de individuos sobre variables.

2.4.9.5 Analisis de estructura genética

Estadisticos F

Los estadisticos F (Wright, 1965) y revisados pastaente por (Chakraborty

& Danker-Hopfe, 1991) se relacionan de acuerdosiglaiente ecuacion:
A-F;)=@Q-Fs)-A-Fg)
El estadistico & mide el parecido entre los alelos de un individes,una
medida del grado de endogamia en una poblacion.

El parametro fF mide la desviaciéon de las proporciones esperaglasdividuos

heterocigotos respecto de las observadas del donjleria poblacion.

Weir & Cockerham (1984) construyen formulacionesapls parametros F.
segun este método, los parametr@gsyHt toman valores positivos cuando hay un

déficit de heterocigotos y negativos en caso desxde los mismos.
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El pardmetro Er mide el parecido entre los individuos de una pmbfay
explica el porcentaje de diversidad genética queledee a la existencia de una

estructura en la poblacién.

Para la obtencion de estos analisis se empledogirggna GENALEX v6.5
(Peakall & Smouse, 2012).

Analisis molecular de varianza

El Andlisis Molecular de Varianza, AMOVA (ExcofieBmousse, & Quatrro,
1992) es un analisis jerarquico que permite analzaarianza entre grupos y dentro
de los mismos, es decir, la medida de estructurétiga de una poblacién.

Este tipo de analisis fue una metodologia tranalgesque se aplicdé también en
el andlisis de conglomerados. Se utilizo para ellsoftware ARLEQUIN v3.5.1.3
(Excoffier & Lischer, 2010). Se realizaron andlisimleculares de varianza para
verificar configuraciones de namero de clustersrenfirse en las que se obtenga la

mayor variacion entre clusters propuestos.

El analisis se baso en el modelo llamadmite alleles mode{IAM) considera
gue el cambio en el tamafio de los alelos pude io@saltos grandes o pequefios
con la misma probabilidad. El esquema del an&siswuestra en la tabla 4.

Tabla 4: Esquema del analisis molecular de varianza AMOVA.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Porcentaje
variacion libertad* cuadrados medio de varianza
esperado**
Entre grupos P-1 Suma de no’ +o; no? +o?
cuadrados entre 2
grupos T
Dentro de n-P Suma de o o?
grupos cuadrados dentro o2
de grupos T
Total n-1 o?

*P: nimero total de grupos analizados, n: numatad tle individuos.
N

2
N-S"
2N

P-1

** n=
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Donde los valores de los cuadrados medio esperadogsponden a los
componentes de varianza que son utilizados pacallaalel indice de fijacion de

Weir & Cockerham (1984) con la siguiente relacion:

DN

Fer =

a9

2.4.9.6 Identificacion de genotipos duplicados.

Se realizd la identificacion de genotipos 100% ki con la ayuda del
complemento de Microsoft® Excel® Microsatellite Tkib (Park, 2001) con un

namero de alelos no idénticos tolerados de 2 alg@schazar un emparejamiento.

2.4.9.7 Determinacion de una coleccion nicleo de cebada.

Una coleccidn nucleo es una submuestra de unacgtaocion de germoplasma
que contiene el minimo numero de individuos queesgntan la diversidad genética
total de la coleccion original. Existen varias a&gias que pueden adoptarse para
extraer una coleccidon nucleo. Los programas usadoa este propdsito fueron
COREFINDER (Policriti & Sgarro, 2014) y POWERCORK et al, 2007) que

utilizan la estrategia M.

La estrategia M (maximizacion de alelos) (Shoenr&vilhh 1993; Gouesnaret
al., 2001; Escribano, Viruel, & Hormaza, 2008) consestedetectar el mejor tamafio
de muestra que capture el 100% de la diversidaskpte dentro de una coleccion
entera de germoplasma. El procedimiento es uniafgmaleatorio estild.as Vegas
un numero de repeticiones es provisto por el ugugrel algoritmo iniciando con un
set aleatorio inicial, usa una estrategia codicfum@ buscar una accesion “A” que
brinde una mejor diversidad genética total queragaccesion “B” perteneciente a la
actual coleccion nucleo. En dicha hipotesis, laesidn “A” es incluida y “B”
excluida de la coleccion nucleo. Este paso es idepaixhaustivamente y cada
iteracion empieza con un set aleatorio diferenégluciendo la probabilidad de

terminar en un méaximo local.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Germoplasma analizado

Como resultado de las prospecciones de semillasedada realizadas, en la
primera de ellas, realizada en las provincias d@éa\zuay y Loja, se obtuvieron
24 materiales; mientras que en la segunda qudugao en la provincia de Imbabura
se recolectaron 4 materiales. Las coordenadas sldugares de colecta de las

accesiones de los grupos A.1 y A.2 se ilustraradiglira 7.

ONONE0000N

Figura 7: Localidades donde fueron colectadas las accesamesbada acriollada
del banco de germoplasma y de las colectas reabzaal este estudio.

El germoplasma analizado quedé asi compuesto pd déateriales
correspondientes a tres grupos de accesionesladasly dos grupos materiales de

mejoramiento, como se describe en la tabla 5.
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Tabla 5: Descripcion del germoplasma en estudio de acuerdsuartipo,
proveniencia y numero de accesiones o variedades.

Grupo Tipo de Proveniencia No. de
material accesiones/
variedades
Banco de
Al Acriollado Germoplasma 46
INIAP
A2 Acriollado Colectas Austro e 28
Imbabura
A.3 Acriollado SIS 23
Cereales
M.1 Mejorado Programa de 51
Cereales
M.2 Mejorado SUSIEIE GE 12
Cereales
160

3.2 Extraccion, cuantificacion y validacion de ADN genmico de cebada

Se realizaron las extracciones de ADN gendmicordéotal de 912 individuos
del germoplasma en estudio; considerando que, gammenciond en el apartado
2.4.2., se tomod en cuenta la naturaleza de cadaéigermoplasma para determinar
el numero de individuos que iban a considerarseaia grupo para posteriores

analisis (Tabla 6).

El protocolo desarrollado por Palloga al. (2003) para extraer ADN gendmico
de trigo y cebada permitié obtener un alto rendimaieque en promedio fue de 54.4
+ 1.8 ug de ADN (Anexo E). Se obtuvieron mayoregdmmientos en las muestras
que se logréo mejor nivel de maceracion del tejml@f junto con la solucidn buffer
de extraccion. El pellet de ADN obtenido después laleprecipitacion con
isopropanol presentd coloracién marrén, en la mayde los casos, pero al final de

los lavados con etanol 70% y 95% este cambid ajbksino.
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Tabla 6: Detalle del niumero de individuos de cada grupo dengplasma de
cebada de los que se extrajeron muestras de ADdihrgeo.

Individuos No. de .
iy . Individuos
Grupo por accesion/ accesiones/
) . totales

variedad variedades
A.l 10 46 460
A2 10 28 280
A.3 2 23 46
M.1 2 51 102
M.2 2 12 24

TOTAL 160 912

En cuanto a la calidad del ADN extraido, no sezdtitratamiento enzimatico
con RNasa para eliminar contaminacion ARN. Losicaaftes de la razon entre los
valores de absorbancias €nOD2gonm tuvieron en promedio un valor de 2.10 +
0.02 (Anexo E), siendo una razon o6ptima de purezaABN aquella que se
encuentre entre 1.7 y 1.9; mientras que valoregrsups a este rango denotan
contaminacion por sales y los inferiores interfer@rde proteinas, fenol y otros
compuesto aromaticos (Towk al., 2008). También se comprobé la calidad del
ADN con electroforesis horizontal en geles de agmrb % (p/v). En la figura 8 se
observan muestras de ADN gendmico de cebada queerpe® bandas bien

definidas, con poca degradacion y con presenc@@ai@minacion por ARN.

MT 11 2 [ 3] &# T ST&1 7 1 EJ 9] W] N i

el s = - S N N

Figura 8: Cuantificacion en gel de agarosa 1% (p/v) de masstte ADN

genomico de cebada (Carril 1 al 12: muestras,|ddrnmarcador de peso
molecular).
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Se verificaron los productos PCR amplificados de rfauestras de ADN que
fueron diluidas respectivamente en nuevas alicubd¢asoncentracion 5,0 ng/ul en
todas las 912 muestras. No se detectaron problemas amplificacién de las
muestras de ADN, los amplicones presentaron buemensidad ademas se
confirmaron sus tamafos de acuerdo a lo reportadeferencias, como por ejemplo
con el marcador Bmac0209 que se ilustra en ladi§uton amplicones alrededor de
176 pb.

pb

2072

600

300
200
100

Figura 9: Amplificacién de 8 muestras de ADN de genomico elada con el
marcador Bmac0209. (Carriles 1-8: muestras de ADatril M:
marcador de peso molecular, carril (+): controligpas carril (-):
control negativo).

3.3 Validacion y estandarizacion de marcadores y combationes para
genotipaje en plataforma LI-COR® 4300S

En el proceso de validacion de los marcadores satétites preseleccionados se
constataron las condiciones de amplificacion y eggont6 la modificacion de la
temperatura de alineamiento para el marcador Bn8g93Bmac0127 a 60 y 58 °C
respectivamente. Adicionalmente, en el mix PCR paramplificacion de estos
marcadores se afadio el coadyuvante de reaccion(B&4Ane Serum Albumina) en
concentracion final de 0.1%.

Las secuencias genomicas de los productos PCRragdadores usados en este
estudio se detallan en el anexo F. Se verificamsnsgcuencias iniciadoras, tamafios

aproximados y secuencias motivo.
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Las muestras amplificadas con el marcador Bmac0O869 presentaron
amplificacion cuando se utilizé el programa contdeperatura de alineamiento
reportado de 58 °C (Figura 10 a y b), por lo queeabzaron pruebas con gradientes
de temperatura sin lograr el resultado esperado,l@paue este marcador fue

descartado.

Figura 10:  Amplificacion de 8 muestras de ADN de gendmico dbacla para
tres marcadores microsatélites. a) Carriles 1-8a&#13, carriles 9-
16: EBmac0501. b) carriles 1-8: Bmac0399. Cariilesnarcador de
peso molecular.

El marcador Bmag0692 presenté amplicones de graafta (superiores a 500
pb) que no lo convirtié en un buen candidato pagerotipaje en la plataforma LI-
COR® 4300 S en la que se pueden visualizar fragreeshe hasta 350 pb (Figura
11.a). Por otro lado, los marcadores Bmag0853, EB#GlL y Bmag0135
presentaron alelos nulos en sus perfiles de awgdifin para un porcentaje
considerable (superior al 30%) de muestras en iesflidbla 7); por lo que fueron

descartados del genotipaje definitivo (Figura 11.b)
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Se determind la presencia de “alelos nulos” al sema reacciones de
amplificacion PCR a muestras de ADN, que incluydanaas, controles positivos
para los marcadores mencionados y comprobar lanptifecacion de las muestras.

A Mmoo mw weroe SD03 39S 2a30dn3% 85

b) M ~ © o wor-®we 3 2 90 3w 8K ® a3

Figura 11: Amplificacion de muestras de ADN de gendmico deadabpara dos
marcadores microsatélites. a): Carriles 1-27: Br68g0b) carriles 1-
10: Bmag0135; 11-20: EBmac0501. Carriles M: marcai® peso
molecular.

Tabla 7: Descripcién del numero y proporcion de alelos nylasa los marcadores
Bmag0135, Bmag0853 y EBmac0701.

Material No. de Marcador
genotipos Bmag0135 Bmag0853 EBmac0701
GAN* % GAN* % GAN* %
Acriollado 156 68 43.6 70 44.9 78 50.0
Mejorado 63 10 15.9 9 14.3 22 34.9
TOTAL 219 78 35.6 79 36.1 100 45.7

*GAN=NUmero genotipos que presentan alelos nulos

Los 16 marcadores seleccionados que fueron vakdaxd sometieron a
reacciones PCR para ser analizados en el genotipgdGOR® 4300S, en
reacciones simplex en primera instancia para despuébarlos combinaciones
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multiplex (Figura 12), obteniéndose 2 combinaciathesmplificacion eddplexy el

resto de marcadores en reacciomesioplexcomo se describe en la tabla 8.

Figura 12:

Tabla 8:

a) b)
ph
130

4
00

175

L45

110

Perfiles de amplificacién de primers SSR detectqdwoda plataforma
LI-COR 4300S. a) con el marcador Bmac0209. b) Caatidn
duplexde los marcadores Bmag0007 y Bmac0303.

Detalle de las condiciones de temperatura y mamgHj8 para las
combinaciones y marcadores en estudio.

N° Marcador - Marcaje Ta (°C)
combinacién

1 Bmac0303 — Bmag0007 700 58

2 Bmac0040 — Bmac0127 800 58
3 Bmac0213 800 58

4 EBmac0501 700 58
5 Bmac0209 800 58

6 Bmag0223 700 58
7 Bmag0217 700 58

8 Bmag0384 800 60
9 Bmac0134 700 55
10 Bmag0125 800 55
11 Bmag603 800 55

12 EBmac0679 700 55
13 Bmac0316 700 55

14 scssr02306 700 60
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3.4 Determinacion del nUmero de individuos

Se confirm6 la heterogeneidad genética existentta®raccesiones de cebada
acriollada (grupos A.1 y A.2), al observar difeemnperfiles de amplificacién entre
los individuos de la una accesion dada analizadodas marcadores EBmac0501 y
Bmac0040 (Figura 13).

Figura 13: Perfiles de amplificacion para accesiones de celzadiallada del
Banco de Germoplasma. a) Con el marcador EBmac@g0Con el
marcador Bmac0040.

En total, se determiné6 que existieron 29 accesiones patrones de
amplificacion monomorficos a nivel de los dos mdoras mencionados,
representado el 39,2% del total de accesioneszadak. El nUmero de accesiones
gue presentaron dos genotipos por cada accesionddu@5, siete accesiones
presentaron tres genotipos, dos accesiones cuatatigos y tan solo una accesion
cinco genotipos (Tabla 9).
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Tabla 9: Resumen del nimero de individuos y genotipos tofar cada grupo de
germoplasma analizados.

N° de individuos N° de N° total de
seleccionados por accesiones individuos
accesion representadas seleccionados

1 29 29

2 35 70

3 7 21

4 2 8

5 1 5

74 133

En definitiva, de las 74 accesiones analizadasjmlero de individuos escogidos
para el analisis final, asciende a 133; que sumaldesto de materiales de los que se
tomé en cuenta dos individuos por material resuliam 305 individuos
correspondientes a 219 distintos genotipos (Tabja 1

Tabla 10: Resumen del nimero de individuos y genotipos totair cada grupo
de germoplasma analizados.

Ntmero de Individuos
Grupo accesiones/ : N° Genotipos
: seleccionados
variedades
Al 46 92 92
A.2 28 41 41
A3 23 46 23
M.1 51 102 51
M.2 12 24 12
TOTAL 160 305 219

3.5 Genotipaje de marcadores SSR seleccionados en lataforma LI-COR®
4300S

Las muestras de ADN de los 305 individuos fuerormplditadas para los 16
marcadores SSR y combinaciones descritos en la 8Bl Se generaron los geles
digitales para su edicion y genotipaje en el saBWAGA™ como se observa en las
figuras 14 y 15. Para los marcadores en los queeraicanz6 el porcentaje minimo
de datos perdidos de 10% se repitieron amplificeasp de la misma manera que
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para las muestras hasta que estas alcancen unondei®0% de datos perdidos con
todos los marcadores.

Figura 14: Gel digital de una placa de 88 muestras de ADN dbada
amplificado con la combinacién duplex de los maocas Bmag0007
y Bmac0303.

Figura 15: Gel digital de una placa de 88 muestras de ADN dbada
amplificado con el marcador Bmac0314.
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3.6 Analisis de datos

3.6.1 Diversidad genética

Se considerd como coleccion completa a la integpaildos 219 genotipos de
cebada de los distintos tipos de germoplasma des@n la tabla 10 Se realizaron
analisis de diversidad genética en la base decestacion, asi como también del
germoplasma y grupos de materiales acriollado gtidd., A.2 y A.3) y mejorado
(M.1y M.2) y analisis comparativos entre estosgige germoplasma.

3.6.1.1 Diversidad genética de la coleccion completa.

La matriz genotipica de la coleccion completa, ¢os: datos de los 219
genotipos para los 16 marcadores SSR se muestiagexo G. Se detectaron 157
alelos con un rango de longitud en pares de base$ugron desde 104 hasta 232.
Las frecuencias alélicas estuvieron en el rang6.d@2 para el alelo de 129bp del
locus EBmac0501 hasta 0.68 para el alelo de 18ébjpdus Bmag0217. La lista
completa de frecuencias alélicas para cada unod#ti se detallan en el anexo
H.1.

El ndmero de alelos por locus vario desde 3 (s88&)2a 14 (Bmag0007 y
Bmac0316) con una media de 9.81 alelos por locasuanto al nUmero de alelos
raros, fueron los marcadores Bmac0213 y Bmac034 @léomayor proporcion. La
disponibilidad de los datos se promedio en 95% |@rab).

Adicionalmente, el valor promedio para la heterosigad observada es 0.027
ya que 10 marcadores no detectaron individuos dwtgtos. El indice de diversidad
genética de Nei o0 heterocigosidad esperada tuveakw maximo de 0.85 en el
marcador Bmag0007 y el minimo de 0.51 en Bmag@®h/un promedio de 0.75.
El valor del indice de contenido de polimorfisméQPtambién fue el mas alto para
el marcador Bmag0007 de 0.83, mientras que el mtanfee de 0.715 (Tabla 11).
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Tabla 11: Resumen de los parametros de diversidad genétied @genotipos
de cebada de la coleccion completa analizadogd@doci SSR.

Marcador  Disp.” Na' Ned Nar” Ho" He" PIC’
Bmac0213 0.94 13 2.87 9 0.024 0.65 0.63
Ebmac0501  0.98 10 4.05 5 0.005 0.75 0.72
Bmac0209 0.99 10 5.12 5 0.000 0.81 0.78
Bmag0223 0.93 9 4.90 2 0.000 0.80 0.77
Bmac0303 0.94 10 4.77 5 0.000 0.79 0.76
Bmac0040 0.95 13 5.55 8 0.005 0.82 0.80
Bmag0007 0.91 14 6.59 8 0.000 0.85 0.83
Bmag0217 0.94 7 2.03 3 0.117 051 0.48
Bmag0384 0.95 5 3.47 1 0.000 0.71 0.66
Bmac0127 0.95 10 5.87 4 0.000 0.83 0.81
Bmac0134 0.94 12 4.37 7 0.000 0.77 0.75
Bmag0125 0.93 7 3.73 3 0.260 0.73 0.69
Bmag0603 0.96 12 3.71 8 0.019 0.73 0.70
EBmac0679  0.96 8 3.61 3 0.000 0.72 0.68
Bmac0316 0.98 14 5.88 9 0.000 0.83 0.81
scssr2306 0.97 3 2.47 0 0.000 0.60 0.53

Promedio 0.95 9.81 2.87 506 0.027 0.75 0.71

*Disp= disponibilidad, Na= nimero de alelos, Ne@mero efectivo de alelos, Nar= nimero
de alelos rarosp(<0.05), Ho= heterocigosidad observada, He= hetevsirlgd esperada o
diversidad genética de Nei (1973), Pl®olimorfism Index Contenb Contenido de
informacién polimérfica (véase apartado 2.4.9.1).

3.6.1.2 Diversidad genética en el germoplasma de cebada adlado

De la coleccion completa en estudio, 156 genotqusesponden a accesiones
acriolladas de cebada en donde se encontr6é en gi@i®&5 alelos por locus. Este
grupo presenta una heterocigosidad observada d6,@Qe represent6 un valor mas
alto que el encontrado en la poblacion total; delsidjue solamente en este tipo de
germoplasma fue posible detectar genotipos hegotus. Mientras que la
heterocigosidad esperada y el indice PIC tuviemorvalor medio de 0.73 y 0.69,
respectivamente. Al igual que para la coleccion meta, el marcador con los
indices Ho y PIC mas alto fue Bmag0007 y el de me&hanarcador Bmag0217
(Tabla 12).
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Se encontraron en promedio 1.88 alelos Unicosqous| siendo los marcadores
Bmac0213 y Bmag0603 en los que se reportaron lgemea valores, como también
los valores mas altos de alelos raros por locuentrds que en cinco marcadores
(Bmac0303, Bmag0217, Bmag0384, EBmac0679 y scs8y280 fue posible
encontrar alelos exclusivos o Unicos (Tabla 12).

Tabla 12: Resumen de los parametros de diversidad genétidd@genotipos
de cebada acriollados analizados con 16 loci SSR.

Marcador Disp." Na' Ned Nar” Nau”~ Ho* He PIC’
Bmac0213  0.93 12 2.40 9 5 0.03 0.58 0.56
Ebmac0501 0.97 8 3.82 3 2 0.01 0.74 0.70
Bmac0209  0.98 10 5.17 5 3 0.00 0.81 0.78
Bmag0223  0.90 9 4.78 4 2 0.00 0.79 0.77
Bmac0303 0.92 8 4.45 4 0 0.00 0.78 0.75
Bmac0040 0.94 12 4.87 7 3 0.01 0.79 0.77
Bmag0007  0.90 11 6.17 5 2 0.00 0.84 0.82
Bmag0217  0.91 5 1.67 2 0 0.17 0.40 0.38
Bmag0384  0.92 5 3.39 1 0O 0.00 0.70 0.65
Bmac0127  0.94 10 5.87 4 2 0.00 0.83 0.81
Bmac0134  0.93 10 4.72 5 2 0.00 0.79 0.77
Bmag0125  0.90 7 3.80 3 2 0.38 0.74 0.69
Bmag0603 094 12 3.62 9 5 0.03 0.72 0.69
EBmac0679 0.96 7 3.35 2 0 0.00 0.70 0.66
Bmac0316  0.97 11 5.62 5 2 0.00 0.82 0.80
scssr2306  0.96 3 2.39 0 0 0.00 0.58 0.52

PROMEDIO 0.94 8.75 4.13 4.25 1.88 0.04 0.73 0.69

*Disp= disponibilidad, Na= nimero de alelos, Ne@mero efectivo de alelos, Nar= nimero
de alelos rarosp(<0.05), Nau= namero de alelos Unicos, Ho= hetersiiigal observada,
He= heterocigosidad esperada o diversidad genddiddei (1973), PICPolimorfism Index
Contento Contenido de informacion polimérfica (véase aquiut2.4.9.1).

Diversidad genética dentro de los grupos A.1, A.2A.3

Los grupos de mayor diversidad, de acuerdo al é@I€ y a la heterocigosidad
esperada fueron A.2 y A.1 respectivamente. No abstal grupo A.1 presenta la
mayor cantidad de alelos Unicos y alelos rarodquus entre los tres grupos (Tabla

13). En comparacion con los indices promedio a®leccion completa, en estos tres
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grupos se encontraron menos alelos por locuspal gue los indices PIC y Ho que
fueron inferiores en los tres casos. Los indicedidersidad para cada locus SSR de

los tres grupos descritos en la tabla 13 se desteh el anexo H.2.

Tabla 13: Promedios de los parametros de diversidad gerdidas genotipos de
tres grupos de germoplasma de cebada acriollacalzaos con 16

loci SSR.
Disp.” Na' Ned Nar" Nau" Ho" He PICT
A.l 094 7.63 3.93 3.13 0.56 0.06 0.70 0.66
A.2 0.91 6.88 3.83 1.88 044 001 0.71 0.67
A.3 0.97 494 2.72 1.63 0.06 0.00 0.60 0.55

*Disp= disponibilidad, Na= nimero de alelos, Nedmero efectivo de alelos, Nar= nimero
de alelos rarosp(<0.05), Nau= namero de alelos unicos, Ho= heteraiilgal observada,
He= heterocigosidad esperada o diversidad gendgidéei (1973), PICPolimorfism Index
Contento Contenido de informacion polimérfica (véase aquint2.4.9.1).

3.6.1.3 Diversidad genética en el germoplasma de cebada ragdo.

Dentro de la coleccion completa, 63 genotipos spoaden a variedades
mejoradas de cebada en donde se encontré en pmhédi alelos por locus. Este
grupo presenta una heterocigosidad observada rtllaindice de contenido
polimorfico (PIC) promedio y el de diversidad gecgide los marcadores en estudio

para esta tipo de germoplasma es de 0.72 y 0.péatdesamente.

En este grupo de germoplasma se encontraron 1e( alnicos y 3.13 alelos
raros por locus. Los marcadores Bmac0134 y Bmac@84én capaces de detectar
el mayor niumero de alelos Unicos o exclusivos, trasnque siete marcadores no
detectaron ninguno (Bmac0209, Bmag0223, Bmag038dadB217, Bmag0125,
Bmag0603 y scssr2306) (Tabla 14).
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Tabla 14: Resumen de los parametros de diversidad genétié& denotipos de
cebada de mejoramiento analizados con 16 loci SSR.

Marcador  Disp.” Na& Ned Nar” Nau" Ho" He PIC”

Bmac0213 0.95 8 3.98 4 1 0.00 075 0.72
Ebmac0501  1.00 8 4.28 3 2 0.00 0.77 0.73
Bmac0209 1.00 7 4.92 2 0O 0.00 0.80 0.77
Bmag0223 0.98 7 4.76 1 0 0.00 0.79 0.76
Bmac0303 1.00 10  4.45 5 2 0.00 0.78 0.75
Bmac0040 1.00 10 7.02 2 1 0.00 0.86 0.84
Bmag0007 0.92 12 7.13 5 3 0.00 0.86 0.84
Bmag0217 1.00 7 3.04 4 2 0.00 0.67 0.63
Bmag0384 1.00 5 3.44 2 0 0.00 0.71 0.66
Bmac0127 1.00 8 5.47 2 0 0.00 0.82 0.79
Bmac0134 0.97 10 3.39 6 2 0.00 0.70 0.68
Bmag0125 1.00 5 2.99 1 0 0.00 0.67 0.62
Bmag0603 1.00 7 3.80 3 0 0.00 0.74 0.70
EBmac0679  0.98 8 3.93 4 1 0.00 0.75 0.71
Bmac0316 1.00 12 6.15 6 3 0.00 084 0.82
scssr2306 1.00 3 2.63 0 0 0.00 0.62 0.55

PROMEDIO  0.99 794 4.46 3.13 1.06 0.00 0.76 0.72

*Disp= disponibilidad, Na= nimero de alelos, Ne@mero efectivo de alelos, Nar= nimero
de alelos rarosp(<0.05), Nau= namero de alelos unicos, Ho= hetersiilgal observada,
He= heterocigosidad esperada o diversidad gerdgic¢dei (1973), PICPolimorfism Index
Contento Contenido de informacion polimérfica (véase aquiut2.4.9.1).

Diversidad genética dentro de los grupos M.1y M.2

El tipo de germoplasma M.l presenta una consideramhyor diversidad
genética que M.2; hecho que puede explicarse, ee, @aque el primero supera en
namero de individuos por mas de cuatro veces alingky Todos los indices
calculados fueron superiores en M.1, y el mas ltanmdue el nUmero de alelos raros
por locus que tuvo un valor nulo en M.2 (Tabla 1%)s indices de diversidad para

cada locus SSR de los tres grupos se describdraes»@® H.3.
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Tabla 15: Promedios de los parametros de diversidad gerdidas genotipos de
dos grupos de germoplasma de cebada mejoradoadtizon 16 loci

SSR.

Disp. Na' Ned Nar" Nau~ Ho" He PIC
M.1 0.99 7.50 4.38 219 056 0.00 0.75 0.72
M.2 0.98 4.19 3.04 0.00 0.31 0.00 0.61 0.56

*Disp= disponibilidad, Na= nimero de alelos, Ne@mero efectivo de alelos, Nar= nimero
de alelos rarosp(<0.05), Nau= namero de alelos unicos, Ho= heteraiiigal observada,
He= heterocigosidad esperada o diversidad gendgidéei (1973), PICPolimorfism Index
Contento Contenido de informacion polimérfica (véase aquiut2.4.9.1).

3.6.1.4 Diversidad genética comparativa entre el germoplasaacriollado y de

mejoramiento.

Pese a que los parametros: numero de alelos, aeliss alelos Unicos y nimero
efectivo de alelos por locus en el germoplasmabado son mayores; los indices de
diversidad genética y de polimorfismo PIC promedli@ron superiores en el
germoplasma mejorado (Figura 16).

De entre los cinco grupos de germoplasma estabkeaigriori, el mas diverso
fue el grupo M.1; sin embargo, el grupo A.1 preddos valores mas altos para

alelos raros y alelos unicos por locus.

Por otra parte, los valores mas altos de frecusrali@élicas en los grupos de
germoplasmas en cuestion, se reportaron en el @&el®@6bp del locus Bmag0217 y
fueron de 0.76 y 0.50 para los tipos acriollado gjarado respectivamente. Todos
los valores de frecuencias alélicas de cada loats @ste germoplasma se detallan
en el anexo H.4.
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Figura 16: Comparacion de los indices de diversidad genétiotre eel
germoplasma acriollado y el mejorado.

3.6.2 Analisis de genotipos duplicados

Un total de 66 genotipos fueron emparejados conpiciglos en 18 grupos que
contuvieron desde 2 hasta 10 genotipos con 100%indditud. La lista de estos
genotipos se detalla en la Tabla 16.

Diez de los grupos de genotipos duplicados estafomoados por individuos
pertenecientes a un solo tipo de material de celdddase encontraron genotipos
duplicados dentro o entre las lineas promisorids RC. Para los materiales
acriollados se verificd a las accesiones para lastgdos sus individuos hayan sido

emparejados antes de identificarlas como accesdumEadas.

De las accesiones de cebada del Banco de Germa@ptespuede distinguir que
todos los individuos de las accesiones CDF49 (EC8L4) y CDF50 (ECU-11815)
fueron identificados como duplicados entre siigabl que los de las accesiones
CDF13 (ECU-11777), CDF21 (ECU-ECU-11785) y CDF22C(E11786). Los
datos pasaporte de las tres ultimas accesionesedémanu que fueron recolectadas en
la provincia de Chimborazo, en distintas localidade con distintos nombres

comunes.

De las variedades de cebada acriollada de la BerBemillas Alausi 2012, los
pares de variedades CCU16, CCU23 y CCU1, CCU2 rfuatentificadas como

genotipos duplicados en grupos (4 y 5) que lasi@oe exclusivamente. Mientras,
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gue las variedades CCU4, CCU7 y CCUL19, tambiénticEnentre si pero ademas

con otras variedades en el grupo 11.

En cuanto a las variedades de cebada acriollad@asdmlectas realizadas en el
Austro e Imbabura, se destacan las CCA12, CCALRALBG CCA21 en un grupo
de genotipos idénticos (grupo 13), en adicion, dneemparejadas las cuatro
variedades colectadas en Imbabura (CCI1, 2, 3cpd)as CCAl y CCA2. El par de

accesiones CCA23 y CCA24 estan emparejadas erupn gxclusivo.

Las variedades de cebada pertenecientes a la @wriedacional del PNC que
fueron emparejadas como genotipos en dos grupdsisexas fueron CCN44 y
CCN45 (grupo 9) y CCN13, CCN25, CCN26 y CCN46 (grap).

En términos de variedades duplicadas y al obsérgagrupos 11, 12, 13, 14, 16
y 17, se puede inferir en el origen de las variedadolectadas emparejadas
respectivamente. De las variedades comercialesluia liberadas por el INIAP, se
destaca la variedad CCN10 o INIAP-Caficapa 2003cguessponderia a la misma
que se detecto en las variedades colectadas erbunabg las variedades CCA1l y
CCA2 del Austro.

Tabla 16: Resumen de la identificacion de genotipos duplisado

GENOTIPOS No.
Al A2 A3 M.1
CDF6.4
1 CDF34a . - . 3
CDF17.1
CDF1.5
2 CDF46.2 - - - 3
CDF48.4
CDF14.5
3 CDF17.7 - - - 2
CCU16
& - ccu23 - - 2
ccul
5 - ccu2 - - 2
CCA8.2
6 - - CCA8.4 - 2
CCAB.1
7 - - CCA5.2 - 2
CCA23.3
8 - CCA24.6 - 2

Continta



56

GENOTIPOS No.
CCN44

9 - - - CCN45 2
CCN13
CCN25

10 ” ” ” CCN26 4
CCN46

CDF50.3 CCu4
11 CDF50.7 CCu7 CCA18.1 CCN14 8
CDF49.6 CCu19

CCN1
12 - - CCA112  CCN4l 4
CCN42
CCA12.2
CCA12.8
CCA13.8
13 - - CCA163 CC::CC::I\II\|331 9
CCA164
CCA21.3
CCA21.8
CCAL.4
CCA2.1
cCiL
14 - - cCat CeNIo 7
CCI3.8
CCl4.2
CDF13.4
CDF21.5
CDF22.7
CDF237  CCU3
15 cpr2as  ccus - - e
CDF26.3
CDF26.4
CDF30.9
16 - CCU9 - CCN15 2
17 - - CCA221  CCN12 2
TOTAL 66

3.6.3 Analisis de coordenadas principales

A partir de la matriz binaria X (véase apartadaf222 y mediante el coeficiente
de emparejamiento simple se realiz6 este analisprimera instancia en el
programa MULTBIPLOT, para ilustrar los ejes de ahilidad de los genotipos y su
ordenacién en el espacio. Las primeras tres diroeesi del ACoP (andlisis de
coordenadas principales) explican el 32.63% de ddagion total, siendo las
coordenadas 1 y 2 las de mayor porcentaje de variaon el 15.02% y 10.03%

respectivamente (Tabla 17).
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Tabla 17: Valores Eigen, porcentaje absoluto y acumulativdadgarianza por
coordenada principal del ACoP de 219 genotiposethiada con 16 loci

SSR
Coorde Valores Porcentaje de Varianza
nada Eigen residuo acumulada
1 2.44 15.02 15.02
2 1.63 10.03 25.04
3 1.23 7.58 32.63

En la distribucion espacial generada en el ACoRBuf@ 17) no se pudieron

distinguir grupos definidos por los tipos de matleeistablecidoa priori: mejorados

y acriollados (Figura 18). Existe una disposici@nlas OTUs para formar “nubes” o
conglomerados distinguibles a través de los ejasmdanza, independientemente del
tipo de material que se trate excepto las lineasnigorias que se distribuyen
principalmente alrededor del origen de los ejevate@anza y el segundo cuadrante.
Los tipos de materiales mas numerosos A.1 y M.4gmtan una mejor distribucion a
lo largo del plano de variacion, aunque el seguimm con una menor cantidad de

aglutinamiento (Figura 19).

La bondad de ajuste de la representacion de logdnds del ACoP resulté en
un promedio general para los 219 genotipos deM9¥ .Z.92%, esto es la medida en

que el grafico de la ordenacion refleja con préaisa matriz de distancias.

Ademas, se obtuvo el grafico que representa lostpas del grupo A.1 de
acuerdo a la provincia en que fueron colectadagu&i20). En estplot tampoco se
pudieron distinguir agrupamientos de los individudes acuerdo al lugar de su
proveniencia. Se distribuyeron indistintamente dal@o del plano de variacion;
excepto los materiales provenientes de Loja y Rattd, los cuales junto con otros
genotipos formaron un mismo grupo, debido a la p@glcantidad de accesiones que

representan estas provincias.

Fue generada también, la ilustracion de los indsdde las provincias de
Canar, Azuay, Loja e Imbabura pertenecientes grggos A.1 y A.2. En el caso de
las provincias de Loja e Imbabura, se distinguié lps nuevos materiales colectados
(grupo A.2) tuvieron una disposicion que difirio gran medida de los individuos del

grupo A.1. Para los individuos de las provinciasAdeay y Cafiar, como tuvieron
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una mejor representacion en el grupo A.1, los neievateriales aportaron en menor

medida a incrementar la dispersion de los mismas espacio (Figura 21).

El analisis de coordenadas principales realizadel @nograma NTSYS-pc 2.02
los valores Eigen y los porcentajes de variaciéeatia coordenada se describen en
la Tabla 18. Las coordenadas que extraen la maytidad de variacion son las dos
primeras, por lo que en el grafico en 2D son distibles los clusters (Figura 22).
Este grafico es semejante al representado enudeafilj/ aunque en este ultimo las

dos primeras dimensiones extraen un menor poreetéayariacion total.

Tabla 18: Valores eigen, porcentaje absoluto y acumulativdadgarianza por
coordenada principal del analisis ACoP de 219 gposide cebada con

16 loci SSR.
Coorde Valores Porcentaje de Varianza
nada Eigen residuo acumulada
1 5.373 18.4 184
2 3.635 12.4 30.8

3 2.636 9.1 39.9
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0 - d)

Figura 19: Analisis de coordenadas principales a partir denddriz de similitud
calculada con el coeficiente SM (Sokal & Michen£®58) de 219
genotipos de cebada con 16 marcadores SSR. a) @lasna tipo A.1,
b) germoplasma tipo A.2, c¢) germoplasma tipo A.Bgermoplasma
tipo M.1 y e) germoplasma tipo M.2.
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3.6.4 Analisis de conglomerados.

Se sometieron tanto a la matriz de similitud idic@mo a la matriz resultante
del ACoP al andlisis de conglomerados mediante Igbritmo UPGMA. Se
obtuvieron dendogramas que, de acuerdo al progeama que fueron obtenidos,
tuvieron disposiciones diferentes. Para comparaldes establecid el niamero de
clusters a formarse que reflejaran la mayor vdridal genética, mediante analisis
molecular de varianza AMOVA.

3.6.4.1 Construccion de grupos con el algoritmo UPGMA sobrda matriz de

similaridad inicial.

Se propuso considerar cada cluster como una swpobly someterlos a
analisis AMOVA, a las configuraciones formadas @eslbs hasta seis clusters,
debido a que a partir de la configuracién con sikisters se formaron grupos con un
individuo. Los valores de la variacion entre clustpara cada configuracion se
muestran en la figura 23. El valor mas alto deagddn entre clusters fue para la
configuracion con seis, la cual fue reportd el 3%5de variacion intergrupal (Tabla
19).

A
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£ 30 3405 |
= 29.96
E 25 —_— —
20 R T L
= 21.06
215 | — E— E— -
&
=10 | — SE— SE— -
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# 5 — — —
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2 3 4 g &
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Figura 23: Porcentaje de variacion debido a la comparaciore exanfiguraciones
de clusters del dendrograma UPGMA de 219 genotigosebada con
16 marcadores SSR.
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Tabla 19: Analisis molecular de varianza (AMOVA) para 16 lode la
configuraciéon con 6 clusters iniciales.

Fuente de g.l. Suma de Componentes Porcentaje de
variacion cuadrados de varianza variacion
Entre
poblaciones 5 701.88 2.285 37.53
En las
poblaciones 213 1638.11 3.809 62.47
Total

218 2339.99 6.098

En el dendrograma UPGMA obtenido en NTSYS-pc 2€2Ilgi6 el punto de
corte a la distancia de 0.83 y se distinguieronskis clusters mencionados (Figura
24.a). Esta configuracion fue la misma cuando sevobel dendrograma UPGMA a
partir de los datos iniciales de la matriz de stadl en el programa MULTBIPLOT
y para esta configuracion se obtuvo el valor ddiceate de correlacion cofenética
de 0.91 (Figura 24.b). Adicionalmente en este @ogr se obtuvo el plot de los
individuos dispuestos en el plano de variaciénltada del ACoP, agrupados en sus

respectivos clustergigura 24.c)

El detalle de la conformacién de los clusters emend de individuos y tipo de
material se describe en la tabla 20 y en el anelxgel muestra la conformacién de
cada cluster con sus respectivos genotipos. Elerlusenos numeroso tuvo tres
genotipos mientras que el mas numeroso tuvo 10S. dlosters formados por
genotipos de todos los materiales fueron los dasmaénerosos (2 y 5). En cuanto a
los tipos de materiales los mas numerosos, A.1,yA\21, tuvieron individuos en
todos los clusters, excepto del cluster 1 confoonaat 3 individuos del tipo A.1.
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Tabla 20: Descripcion de los clusters obtenidos medianteriathgo UPGMA de
219 genotipos de cebada con 16 loci SSR.

Cluster No. de miembros Tipo de material

Al A2 A3 M1l M2

3 3 -- -- -- --

2 105 42 21 15 24 3
11 5 2 -- 4 --

4 34 23 2 -- 9 --
50 13 13 5 10 9

6 16 6 3 3 4 --

Los dendogramas de la figura 24 coinciden en lmdgion de clusters en su
mayoria, con la excepcién del genotipo CCA20.10 guela figura 24.a no se
empareja en ningun cluster, mientas que en el dgrana 24.b forma parte del
cluster 4. También se comprobd que en el plot & existieron genotipos que no
formaron parte del area sefalada para cada urus adulsters, entre ellos se destacan
CCA20.10 y CDF40.3 del cluster 4, CCN40, CLP7 y &Gkl cluster 2, CCA17.3
del cluster 3, CCN50 y CLP10 del cluster 5.
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Figura 24: Andlisis de conglomerados de 219 genotipos de eelbad 16 loci
SSR. a) Dendrograma obtenido con el algoritmo UPGkth el
programa NTSYS-pc 2.02. b) dendrograma obtenidoetagoritmo
UPGMA en el programa MULTBIPLOT c) Representaciénee ACoP
de los clusters obtenidos con el algoritmo UPGMAage anexo 1.3
para mejor resolucion de los datos).
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3.6.4.2 Construccion de grupos con el algoritmo UPGMA sobre las

coordenadas principales.

Para escoger el mejor nimero de clusters se remlizmalisis de varianza con
las configuraciones desde tres hasta 10 clustersuguel nUmero maximo permitido
por el programa. Los valores de la variacion eclusters para cada configuracion se
muestran en la figura 25. La configuracion escofligda de 10 clusters en la que se
evidencio que el 45.73% de la variacion fue expécgor la existente entre los

grupos (Tabla 21).
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Figura 25: Porcentaje de variacion debido a la comparaciore eunfiguraciones
de clusters del dendrograma UPGMA en base a dtadsudel ACoP
de 219 genotipos de cebada con 16 marcadores SSR.

Tabla 21: Andlisis molecular de varianza (AMOVA) para 16 lode los 10
clusters ordinales.

Fuente de g.l Suma de Componentes  Porcentaje de
variacion cuadrados de varianza variacion
Entre

poblaciones 9 1027.57 2.596 45.73

En las

poblaciones 209 1312.42 3.081 54.27
Total

218 2339.99 5.676
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El dendrograma obtenido presenté un valor paraoefigente de correlacion
cofenética de 0.75 (Figura 26.a). También se geakplot del ACoP con los 10
clusters UPGMA a partir de los datos resultantemdedinacion. La lista de los 10
clusters formados y los genotipos pertenecientesda uno se detallan en el anexo
J.2.

El nimero de miembros de cada cluster y el tipmdterial al que corresponden
se describen en la tabla 22. El cluster con mambries fue el nUmero 4 con 45y el
cluster 3 apenas con 14 fue el menos numerosotressipos de materiales mas
numerosos (A.1, A.2 y M.1) tuvieron presencia efotlos clusters con al menos un
miembro, mientras que en los clusters 7 y 8 exatianiembros de cada tipo de
material. Es llamativo el hecho de que el germoptade tipo A.1 tenga presencia
en los clusters 1 y 3 de tan solo un individuo yekoluster 7 de dos individuos; en
comparacion con el del tipo M.1 que posee una nrejresentacion en los clusters
con un minimo de tres individuos en los clusteys92
Tabla 22: Descripcién de los clusters obtenidos medianteriiigo UPGMA en

base a los resultados del ACoP de 219 genotipaligda con 16 loci
SSR.

Tipo de material
Al A2 A3 M1l M.2

Cluster No. de miembros

15 1 5 5 4 --
2 23 9 7 - 3 4
14 1 8 ~- 6 =
45 24 4 10 7 ==
19 5 3 ~- 9 2
6 23 11 3 3 6 =
7 17 2 9 2 4 1
8 16 4 1 1 5 5
9 22 18 1 -~ 3 -~
10 25 17 1 2 5 ==
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Figura 26: Andlisis de conglomerados de 219 genotipos de eetal 16 loci SSR
en base a la matriz de coordenadas principalesDemdrograma
obtenido con el algoritmo UPGMA en el programa MWBLFPLOT y b)
Representacion en el ACoP de los clusters obterddosel algoritmo
UPGMA.

3.6.4.3 Comparacién de los grupos obtenidos en base a la tria de similaridad
inicial y las coordenadas principales.

Al hacer una comparacion entre los andlisis inigiakdinal de conglomerados,

se demostrd que el segundo tuvo mejor capacidadfpanar un mayor nimero de
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clusters, que por lo tanto permitieron evidenciamayor porcentaje de la variacion
entre clusters formados. En cuanto a la conformad® los clusters obtenidos, se
pudo resaltar que todos los miembros de los chugiedinales 1 y 2 pertenecen
también al cluster inicial 5, que ademas esta corddo por proporciones de los
clusters ordinales 5 y 8. También todos los miembi los clusters ordinales 3, 4 y
10 pertenecen al cluster inicial 2 que a su veluyeca miembros de los clusters
iniciales 7 y 8. Los clusters iniciales 5 y 2 fuedos mas numeros, por lo que el
analisis de conglomerados que formé un mayor narderclusters los subdividio

adecuadamente e incrementd la variacion entreuegas clusters (Figura 27).
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Figura 27: Analisis comparativo de pertenencia entre los elgstiniciales y
ordinales obtenidos mediante el algoritmo UPGMA.

3.6.4.4 Diversidad genética inherente a los conglomeradosdinales

Se sometieron a andlisis de diversidad genétioa gdnotipos de cebada de cada
uno de los clusters ordinales. En el cluster otdovaco, fue detectada la mayor
cantidad de alelos por locus al igual que el mador para el indice de diversidad
genética de Nei. De acuerdo a este ultimo indigenfimero efectivo de alelos y de
alelos unicos, los clusters mas diversos en ordemnediente fueron: cinco, ocho,
siete, seis, dos y cuatro; mientras que en el réstgrupos para este indice de
diversidad genética no se superd el valor de OF3§ufa 28). Los clusters mas

diversos fueron los que en el plano de variacionbsearon mas cerca del centro de
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coordenadas, y los que explicarian la mayor pateés4.27% de la variacion total
debida a la existente dentro de los 10 grupos alesnTabla 21), evidenciado por el
respectivo andlisis molecular de varianza. En lexas H.4 y H.5 se muestran las

frecuencias alélicas de y los indices de diversg#arética de los clusters ordinales.
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Figura 28: Analisis comparativo de los indices de diversidathégica para los
conglomerados o clusters ordinales.

3.6.5 Anélisis de remuestreos.

El método de remuestreo escogido fue el Bootsttap tipo 3 (procrustes) sobre
los residuales, el cual presentd los mejores ot y el mejor ajuste (0.99).
Cuando se seleccion6 la opcién de ilustracion deirtervalos de confianza con
elipses para los individuos identificados ptustersordinales se detectaron pocas

intersecciones entre estas (Figura 29).

El valor promedio de los errores estandar de ltesvalos de confianza para los
valore eigen fue de 0.014; mientras que para ldsiguos en el eje 1 y 2 fueron de
0.008 y 0.010 respectivamente.
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Figura 29:

Bootstrap: Samp. Resid. - Procrustes - Consensus - Translated - Fit: 0.899037
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Andlisis de remuestreo sobre residuales tipo psbesurepresentado el diagrama del ACoP de 219igesate cebada
con 16 loci SSR.
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3.6.6 Analisis moleculares de varianza complementarios

Se realiz6 el andlisis molecular de varianza qudirtnd la inexistencia de una
significativa relacion de agrupacion entre los ¢ggos de cebadas acriolladas y
mejoradas. Como se muestra en la tabla 23, laci@mianolecular explicada entre
estos grupos de genotipos, establecalgsiori, fue minima en comparacion con la

existente dentro de estos grupos.

Tabla 23: Andlisis molecular de varianza para 16 loci dedngos, establecidos
a priori, de cebada acriollada y de mejoramiento.

Fuente de g.l. Suma de Componentes Porcentaje de
variacion cuadrados de varianza variacion
Entre
poblaciones 1 26.669 0.119 1.98
En las
poblaciones 217 2449.248 5.909 98.02
Total

218 2475.917 6.030

Con el objetivo de robustecer el analisis de canglados se efectuaron analisis
de varianza tanto entre los clusters ordinales atgados (1, 3, 9 y 10) y mas

cercanos (2, 4, 5, 6, 7 y 8) del origen del plaawariacion por separado.

Los clusters 1, 3, 9 y 10 evidenciaron menorescasdde diversidad genética
dentro de los mismos. Se evidencié que la fuentgadi@acion entre estos grupos
(77.10%) fue muy superior a la variacion dentraoestlusters (Tabla 24) y esto
explico gran parte del 45.73% de variacion intgogfudetectado en el analisis

molecular de varianza de los diez clusters.
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Tabla 24: Andlisis molecular de varianza para 16 loci dedossters ordinales 1,
3, 9y 10 obtenidos en el ACoP.

Fuente de g.l. Suma de Componentes Porcentaje de
variacion cuadrados de varianza variacion
Entre 3 527.946 4.80781 77.10
poblaciones

En las. 70 205.655 1.42816 22.90
poblaciones

Total 73 873.762 6.23326

Mientras que por el contrario; para los clusterg,25, 6, 7 y 8 fue mayor la
fuente de variacién dentro de estos clusters gegitdente entre los mismos (Tabla
25) y esto explicé que en estos conglomerados riusgportados los indices de
diversidad genética de mayor valor.

Tabla 25: Andlisis molecular de varianza para 16 loci dedossters ordinales 2,
4,5, 6, 7y 8 obtenidos en el ACoP.

Fuente de g.l. Suma de Componentes Porcentaje de
variacion cuadrados de varianza variacion
Egglgciones 5 470.201 2.06227 32.32
Egblgsc ones 139 1142.467 4.3191 67.68
Total 144 873.762 6.23326

3.6.7 Estadisticos F

En la Tabla 26 se muestran los valores de los istitanb ks (coeficiente de
consanguinidad), &t (indice de fijacion) y k (coeficiente de consanguinidad total).
En el primer indice que mide el déficit de hetegots fue distinto de 1.00 en los
locus que detectaron estos individuos, asi commediciente kr; siendo el locus
Bmag0125 el que mas se aleja del valor +1 queanalisencia de heterocigotos. Los
valores promedio para los indices ¥ Fis se desvian levemente de +1, indicando
qgue el numero de eventos en los que es posiblegacindividuos heterocigotos es
muy bajo; mientras que para el indicer [el valor promedio para las grupos de

cebada acriollada y de mejoramiento indica unanmmdrdiferenciacion genética.
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Tabla 26: Estimacion de Weir & Cockerham (1984) de los ingliBe, Fst, y Rs
para cada locus de las grupos estableciqo#oa de cebada acriollada
y de mejoramiento.

LOCUS Fir Fst Fis
Bmac0213 0.964 0.056 0.962
Ebmac0501 0.994 0.009 0.994
Bmac0209 1.000 -0.009 1.000
Bmag0223 1.000 0.004 1.000
Bmac0303 1.000 0.032 1.000
Bmac0040 0.994 0.006 0.994
Bmag0007 1.000 -0.001 1.000
Bmag0217 0.782 0.091 0.761
Bmag0384 1.000 0.007 1.000
Bmac0127 1.000 -0.001 1.000
Bmac0134 1.000 0.012 1.000
Bmag0125 0.655 0.044 0.639
Bmag603 0.974 -0.002 0.974
EBmac0679 1.000 0.018 1.000
Bmac0316 1.000 -0.002 1.000
scssr2306 1.000 -0.007 1.000

Promedio 0.964 0.014 0.964

En base a los resultados de los analisis de agrepamy multivariados que
indicaron la diferenciacion significativa de clusteestos fueron sometidos a andlisis
para los estadisticos F. El indice de fijacidésr FEonfirmdé que la mayor
diferenciacion genética se obtuvo cuando fuerorizaws los clusters ordinales
mas alejados del origen y se evidencid incluso, diferenciacion menor a la
revelada por todos los clusters, cuando se anafizEns grupos mas cercanos al
origen (Tabla 27). La lista detallada de los estatis F para cada locus SSR de los

casos en estudio de la tabla 27 se muestra emxb &

Tabla 27: Estimacion de Weir & Cockerham (1984) de los prooedle los

indices I, Fst, ¥ Fs de los clusters ordinales en distintos casos.

Casos en estudio I Fst Fis
Clusters del 1 al 10. 0.966 0.452 0.939
Clusters 2,4,5,6,7y8 0.971 0.308 0.958

Clusters 1, 3,9y 10 0.962 0.764 0.840
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3.6.8 Biplot logistico externo

Se efectuo el analisis de biplot logistico extembE, sobre la base del ACoP
qgue permitio identificar relaciones entre individygenotipos de cebada) y variables
(alelos de los loci SSR) en el espacio euclideoedia biplot, los alelos estuvieron
representados por lineas en la direccion de inerenae prediccion de probabilidad.
El inicio del vector fue el punto que predijo 0.%elyfinal fue el punto que predijo
0.75. La longitud de los vectores fue relacionadi @apacidad de predecir la
presencia o ausencia de los alelos en cada individu

Con el criterio de correccion Bonferroni y un vajmara pseudoR?>0.5 se
establecieron 27 alelos de 157 alelos encontrgmotenecientes a 14 de los 16 loci
SSR. Los marcadores Bmag0217 y Bmag0223 son lositoalelos representativos.
El nimero de alelos por locus varié entre uno fFataci, hasta tres en 6 loci. El
mayor valor de Rfue para el alelo EBmac0501(125pb) y el menor pesalelos
Bmag0125(113pb) y Bmac0213(134) (Tabla 28).
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Tabla 28: Alelos significativos R*=0.5, p<0.05) resultantes del biplot
logistico externo.

No. Alelo p-valor R?

1  Bmac0040(202pb) 0 0.67

2 Bmac0127(124pb) 0 0.81
3 Bmac0134(162pb) 0 0.57

4  Bmac0209(179pb) 0 0.58
5 Bmac0213(150pb) 0 0.63

6 Bmac0213(160pb) 1.68E-12 0.62
7 Bmac0213(170pb) 0 0.81

8 Bmac0303(136pb) 0 0.56
9 Bmac0316(134pb) 0 0.51
10 Bmac0316(136pb) 0 0.66
11 Bmac0316(160pb) 0 0.69
12 Bmag0007(192pb) 0 0.71
13 Bmag0007(198pb) 0 0.61
14 Bmag0125(107pb) 0 0.61
15 Bmag0125(109pb) 0 0.70
16 Bmag0125(113pb) 0 0.51
17 Bmag0384(114pb) 0 0.71
18 Bmag0384(116pb) 0 0.65
19 Bmag0384(118pb) 0 0.64
20 Bmag0303(110pb) 0 0.53
21 EBmac0501(125pb) 0 0.84
22 EBmMac0501(149pb) 1.89E-13 0.56
23 EBmac0501(155pb) 0 0.67
24  EBmMac0679(116pb) 0 0.80
25 EBmMac0679(144pb) 0 0.70
26 EBmMac0679(148pb) 0 0.75
27 scssr02306(151pb) 0 0.79

Adicionalmente se relacionaron los alelos menciosazbn la probabilidad de
presencia en los individuos de los clusters ordmdFigura 30). En la tabla 29 se
muestra la probabilidad de encontrar cada uno slalElos descritos en la tabla 28
en los clusters ordinales. Los clusters 1, 3, 4, B0 presentaron probabilidades
iguales o superiores a 90% de que sus individuosengan al menos dos de los
alelos respectivos para cada uno. Sin embargo, qaaaun alelo sea considerado
una elevadeuefieia alélica debida

como representativo, debe presentar

exclusivamente a ducho cluster, como puede ser@irago en el anexo H.4.
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Por lo tanto, los alelos Bmag0125(109pb), EBmac(B¥&b) vy

Bmac0127(124pb) presentan una probabilidad supefi®@0% de pertenecer casi

exclusivamente a los clusters 1, 9 y 10 respectveen

Se tomaron como ejemplo demostrativo el alelo caganR y los tres alelos
mencionados para verificar sus predicciones bigaride relacion con los individuos
(genotipos). Los graficos de predicciones binageserados presentan los vectores
de las variables, los individuos en forma de puntasn eje perpendicular a la
direccioén del vector. Los puntos que se encuergnael area donde se incrementa la
probabilidad de presencia del alelo (sombreadg sogfectivamente lo poseen se
pintan como puntos rojos caso contrario como puaroges, entonces la capacidad
de un alelo de discriminar a los individuos senegtial observar la manera de

distribucion de los puntos con sus respectivas&embreadas (Figura 31).

T é/zé/
s Cluste |

01

o

=)

0
I

=
I
|

Asis 2 (10.03%)

= 02502306 (151 ph) ‘6%038! (H14ph)

Bmag0384 (118 phj

-0.05 -
EBmac501{1255h)

Cluster® o - 101250107 ph)

 Bim k0316 (160pb) Bmag0007 (198pgluster 10

,D 1 —
EBmacl501(149ph

| | | | |
02 0.1 0 01 02
Axis 1 (16.02%)

Figura 30: Biplot logistico externo del ACoP de 219 genotiplescebada con 16
loci SSR, de un total de 157 alelos reportadodustran los 26 mas
representativos (R0.5,p<0.05).
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Tabla 29: Porcentajes de las predicciones de probabilidaprelgencia los alelos
mas representativos £R0.5,p<0.05) en cada cluster ordinal.

Alelo | Cluster | Cluster | Cluster | Cluster | Cluster | Cluster | Cluster | Cluster | Cluster | Cluster

No.* 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0.0 0.0/ 100.0f 86.7f 10.0 0.0] 294| 25.00 0.0 8.0
2 0.0 0.0 0.0 2.2 0.0 0.0 5.9 0.00 0.0f 92.0
3 | 46.67| 4.55] 0.00] 0.00] 0.00] 6.25| 15.00f 4.55| 78.26/ 0.0
4 0.0 0.0 0.0/ 48.9] 10.0 45 64.7] 313 0.0} 92.0
5 0.0f 45| 143 80.00 15.0f 81.8] 64.7] 25.0, 73.9] 100.0
6 0.0 0.0/ 78.6] 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
7 86.7 9.1 0.0f 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0f 0.0 0.0
8 0.0 0.0/ 78.6] 46.77 0.0 0.0/ 58.8] 18.8) 0.0/ 80.0
9 0.0 0.0/ 100.0f 86.7f 10.0 0.0] 294 25.00 0.0 8.0
10 0.0f 45 0.0f 0.0 0.0 0.0 5.0 0.00 0.0 88.0
11 0.0 0.0 0.0/ 0.0] 20.0f 455 118 6.3 91.3] 0.0
12 | 100.0f0 86.4] 0.0f 0.0] 20.0 0.0/ 11.8] 25.0f 0. 0.0
13 0.0 0.0 0.0 44 50 0.0] 23.5| 125 0.0/ 84.0
14 0.0 0.0 0.0f 0.0] 15.0f 63.6] 23.5| 18.8) 87.00 0.0
15 93.3] 31.8) 0.0f 0.0f 25.0 4.5 0.0 0.0f 0.0 0.0
16 6.7] 54.5] 100.00 75.6/ 10.0 45 294 56.3] 0.0/ 80.0
17 0.0 0.0 0.0/ 80.0f 5.0 0.0/ 353 18.8) 0.0/ 96.0
18 | 100.0f 86.4| 100.00 6.7 20.0 0.0] 17.6] 56.3] 0.0 0.0
19 0.0 0.0 0.0 2.2| 65.0] 45,5 23.5| 125 100.00 0.0
20 0.0 0.0/ 85.7] 60.0f 15.0f 31.8) 76.5] 43.8)] 0.0] 92.0
21 0.0 0.0 0.0 2.2 0.0/ 63.6/ 70.6f 0.0f 4.3] 100.0
22 0.0 0.0 0.0f 0.0 0.0 9.1 0.0 6.3] 52.2] 0.0
23 93.3] 4.5] 100.00 91.1 20.0 45 176] 31.3] 0.0 0.0
24 0.0 0.0 0.0] 95.6] 25.0 0.0/ 76,5 31.3] 0.0] 100.0
25 | 100.0f 54.5[ 100.00 0.0/ 20.0 4.5 5.9/ 25.00 0.0 0.0
26 0.0, 45 0.0f 0.0 5.0 9.1 0.0 6.3] 95.7, 0.0

27 0.0 9.1 0.0f 0.0] 40.0f 318 0.0 6.3 100.00 0.0

*Alelo No: Referencia de la tabla 3.15
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a) Prediction for EBmac0501(125pb) b) Prediction for BmacQ0127(124)
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Figura 31: Proyecciones binarias de la probabilidad de présete individuos
sobre cuatro alelos. a) Para el alelo Ebmac050b)35 b)
Bmac0127(124pb), c) Bmag0125 (109bp) y d) EBmac(Bbp).

Las predicciones de las relaciones individuos-tégiase ilustran en la figura 32
para los cuatro alelos descritos en la predicciéarla. En esta representacion del
biplot se resalta cada alelo seleccionado y lacdida de su vector es prolongada en
ambas direcciones y cada individuo es proyectadeepédicularmente sobre esta. Si
esta proyeccion tiene una linea continua el individfectivamente presenta el alelo

caso contrario la linea es discontinua.
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Projections for EBmac0501(125pb) (R-squared : 0.85367) ) Projections for Braac0127(124) (R-squared : 0.80278)
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Figura 32: Proyecciones de la probabilidad de presencia deidhwtbs sobre cuatro
alelos SSR. a) Para el alelo Ebmac0501(135bp) @cBt7(124pb) c)
Bmag0125 (109bp) y d) EBmac0679(148bp).

La bondad de ajuste global del BLE (promedio parsihdividuos y para las
variables) como porcentaje de clasificaciones ctageresultd en 93.22 + 7.33%; es

decir, si usamos el biplot para predecir cada gemate cada individuo, mas del
93% de ellos seran correctos.

3.6.9 Determinacion de un set nucleo de genotipos de celaa

Se sometio al andlisis de coleccion ndcleo a laimatélica depurada sin los
genotipos duplicados mediante la estratédiakEl software POWERCORE arrojo
una coleccion nucleo de 41 genotipos mientras tjpeograma COREFINDER de
38 genotipos. En la tabla 30 se describen los gm®imencionados, el tipo de
material y el cluster ordinal al que pertenecen.

Tabla 30: Lista de 51 genotipos del set nucleo de la coleccaimpleta de 219
genotipos de cebada analizados con 16 loci SSBuster ordinal al
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que pertenecen, tipo de material y el software cue fueron
encontrados.

Cluster Tipo de

Genotipo  Corefinder Powercore . ,
ordinal material

1 CCuU. 11 X X 1 A3
2 CLP_11 X X 2 M2
3 CDF_395 X X 2 Al
4 CCA 154 X 2 A2
5 CCA 36 X X 2 A2
6 CLP_2 X 2 M2
7 CLP_4 X X 2 M2
8 CDF _38.3 X 2 Al
9 CCA 246 X 2 A2
10 CDF_40.7 X 2 Al
11 CDF_1.4 X 3 Al
12 CCN_40 X 3 M1
13 CCA 20.4 X X 4 A2
14 CDF_36.8 X 4 Al
15 CDF_44.5 X 4 Al
16 CDF 8.3 X X 4 Al
17 CCA _20.10 X 5 A2
18 CCN_49 X X 5 M1
19 CCN_2 X X 5 M1
20 CCN_33 X X 5 M1
21 CDF _36.9 X X 5 Al
22 CCN_35 X 5 M1
23 CDF 4.3 X X 5 Al
24 CDF 8.4 X 5 Al
25 CCN_17 X X 5 M1
26 CLP_8 X 5 M2
27 CLP_9 X 5 M2
28 CCA 148 X 5 A2
29 CDF 438 X 6 Al
30 CDF_295 X X 6 Al
31 CCU 12 X X 6 A3
32 CDF 27.4 X X 6 Al
33 CCN_36 X 6 M1
34 CCN 37 X X 6 M1
35 CCN_24 X X 6 M1
36 CDF _29.3 X 6 Al
37 CDF 9.7 X 6 Al
38 CCA 84 X X 7 A2
39 CCA 6.2 X X 7 A2
40 CCU_10 X X 7 A3
41 CCA 6.6 X X A2
Contindia

Genotipo Corefinder Powercore Cluster Tipo de Genotipo
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ordinal material

42 CCN_ 5 X 8 M1
43  CCN_b X X 8 M1
44  CCA_19.2 X X 8 A2
45 CLP 5 X 8 M2
46  CLP 7 X X 8 M2
47  CCU_18 X 8 A3
48 CCUS5 X X 9 A3
49  CDF 44.3 X X 9 Al
50 CCN_23 X 10 M1
51  CDF 19.8 X X 10 Al

De los 51 genotipos, el 55% (28 genotipos) fuermmunes entre los resultados
de los dos programas. El cluster ordinal 5 es @ p&s genotipos de este set
presentd, mientras que tan solo se reportd un ipenpérteneciente al cluster 1. En
cuanto al tipo de germoplasma, el grupo mayoritargoel acriollado (63%) y dentro
de este el tipo M1 (Banco de Germoplasma). Los niaéde mejorados representaron

el 37% del set nucleo.

Se realizd un andlisis de diversidad genética coatipa entre el set ndcleo
establecido y el resto de la coleccion (coleccaserva) y se describié en la tabla 31.
Todos los indices calculados fueron superiored setenicleo, el numero de alelos
por locus se acerca al valor reportado para laccide completa. El indice de
diversidad genética de Nei o heterocigosidad edpeitize superior en el set nucleo,
incluso al de la colecciébn completa. EI numero diedloa por locus fue casi
equivalente entre el set nucleo y la coleccion detapy al tener un menor numero
de individuos este presentd un mayor numero efeaw alelos por locus que la

coleccién reserva y completa.

Tabla 31: Cuadro comparativo de los de diversidad genética jos 16 loci SSR
en la coleccion completa y el set core de cebada.



Set Coleccion Coleccion
nucleo reserva completa
No. de alelos por locus 9.75 8.63 9.81
No. de alelos efectivos por 567 421 286
locus
No. de alelos Unicos por locus  1.75 0.63 --
Heterocigosidad esperada 0.80 0.74 0.75
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Se rescataron en el plot del ACoP la disposiciotodayenotipos del set nicleo

en el espacio. Se pudieron diferenciar que la niayt® los genotipos se distribuyen

cercanos al origen de variacion. Uno de los tippg@rmoplasma mejor distribuidos

en el espacio fueron los de los materiales de lacCidn Nacional del PNC (Figura

33).
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Figura 33: Analisis de coordenadas principales, que muestdistabucion de los
51 genotipos del set core, calculado a partir deddriz de similitud
con el coeficiente SM (Sokal y Michener, 1958) d® Zenotipos de
cebada con 16 marcadores SSR (véase anexo l.4idpatdicar cada
individuo por su cédigo).
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1. Protocolo de extraccion, rendimiento y calidad deADN gendmico.

Existen varios kits comerciales que son capacesxttaer ADN gendmico de
tejido vegetal con suficiente calidad, pero el mmento de ADN producido es a
menudo bajo (Xin & Chen, 2006), con la considenaca@lemas, que sus costos

pueden convertirlos en inalcanzables para pequabogatorios.

En cuanto a rendimiento y calidad de los process®ros de extraccion de
ADN, Xin & Chen (2006) desarrollaron un protocoln el que mejoraron estos
parametros en comparaciéon con un kit comercialerobhdo 40 veces mayor
rendimiento, es decir, 49.8 + 9.1 ug de ADN gen@nmatal en hojas de sorgo y la
calidad en términos de la relacién de observarm@iassonn{ OD2sonm fue de 1.88 +
0.02.

Pallottaet al (2003) proponen un protocolo de extraccion de Ag&Nomico de
cebada y trigo, cuyo buffer de extraccion se baseal elescrito por Struss & Plieske
(1998). La innovacién de los primeros autores epretocolo radica en la el proceso
de incubacion en frio con acetato de amonio 6M wiEsple la incubacion en bafio
maria de las muestras con el buffer de extracdfnouse & Amorese (1987)
destacan al acetato de amonio como una alterrataeetato de sodio en protocolos
gue empleen la precipitacién del ADN con alcohdd ylescriben como un eficiente
agente removedor de proteinas al centrifugar lasstras previo a la adicion del
agente precipitante. Este aspecto del acetato d@iarpuede ser visto como una
ventaja, en cuanto al manejo que debe tener ehdpecuando se emplean agentes
removedores de proteinas como el cloroformo quecasosivo, toXico y un

contaminante persistente.

Respecto al agente precipitante recomendado ydxegi el protocolo escogido
que fue isopropanol, Edwards$ al. (1991) en su protocolo de extraccion de ADN
genomico de plantas para analisis con PCR, empleamma proporcion de
sobrenadante:isopropanol de 1:1 seguido de undac@in a temperatura ambiente
por 5 minutos. En comparacion con etanol, isopropas ideal en casos en los que

se (i) requieran realizar procedimientos rapidehidb a que necesita menor tiempo
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de incubacién, (ii) se cuente con gran cantidadndestra, ya que se requiere de

menos volumen. Sin embargo, debido a que las salasmenos solubles en
isopropanol, precipitan en mayor cantidad con #épeor lo que fueron necesarios
varios tratamientos de lavado con etanol 70% y €b% redujeron la interferencia
de las sales de acetato hasta niveles de purezpeguéieron la amplificacion del
ADN.

4.2. Marcadores microsatélites seleccionados.

Los marcadores SSR son considerados competitivosrelcion a otros
marcadores neutrales, debido a que son multiagliadtamente polimorficos,
codominantes, altamente reproducibles y proveeanrdcion sobre riqueza genética
con buena cobertura del genoma. Adicionalmenteasequibles econémicamente y
ddciles para la mayoria de procedimientos de maj@rsto y por ende, aplicables en
los programas publicos de mejoramiento que no sapaces de solventar costosas

técnicas para la evaluar diversidad genética (ysmadaet al, 2012).

La reduccién en el numero de marcadores SSR quenfuempleados en
comparacion con el niamero inicial, se debié amiszs causas para los 5 marcadores
descartados. EI marcador Bmac0399 no presentd gasdale amplificacion, aun
cuando fueron modificadas las condiciones PCR emntoua temperatura de
alineamiento y coadyuvantes de reaccion. El meadomarcador en el estudio de
Kolodinska-Brantestarat al. (2012) presenta alelos que van desde 123 hastphl47

y una diversidad genética de 0.79.

Una cuestion concerniente a los marcadores SS&kpssibilidad de que “alelos
nulos” (Callenet al., 1993; Pemberton, Slate, Bancroft, & Barret®95) o no
amplificantes sean reportados. Los individuos que Iseterocigotos para un alelo
nulo parecen ser homocigotos para el alelo visibleentras que un individuo
homocigoto para el alelo nulo corresponde a uneci@a fallida (Ellis & Burke,
2007). Cuando estan presentes en una poblaci@s, &sios sesgan las frecuencias
alélicas, reducen la heterocigosidad observadaryepde incrementan aparentes
valores de consanguineidad (DeWoody, Nason, & HgkR006). En este sentido,

los marcadores génicos EST-SSR presentan la vet¢ajmenor probabilidad de
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encontrar alelos nulos ya que son obtenidos deesem@s relativamente mejor

conservadas (Rungg al, 2004).

Fueron reportados y descartados tres marcadorédodglmjue presentaron una
considerable proporcion de alelos nulos: BmagOEBNac0701 y Bmag0853. Los
alelos nulos para marcadores SSR han sido deseritdsgo y cebada y pueden
considerarse relativamente comunes en estas esPoieini, Stephenson, Bryan, &
Koebner, 1998). Stachet al (2000) atribuyeron este fenomeno al polimorfiseno
la regién flanqueante del microsatélite y consideragque un alelo nulo representa
uno de una serie de mdultiples alelos. Las mencamagriaciones en secuencia,
impiden el alineamiento del primer durante la re@atde amplificacion por PCR,
resultando en un alelo nulo. Otras posibles causelsiyen la amplificacion
preferencial de pequefios fragmentos (debido anounsistente calidad o cantidad
de templado de ADN) o slippage durante la reac@@R (Gagneux, Boesch, &
Woodruff, 1997; Shinde, Lai, Sun, & Arnheim, 2003).

Bolouri-Moghaddam, Safarnejad, & Kazemitabar (20d€&ectaron alelos nulos
para dos de los 10 loci SSR estudiados en culSvdeecebada irani. Malysheva-
Otto, Ganal, & Roder (2006) reportaron alelos nylasa 5 de los 48 marcadores
SSR que estudiaron, mas no fueron excluidos danaksis; entre los que se destaca
el marcador Bmag0135, uno de los que reportardosafeilos y fue descartado en

este estudio.

Algunas investigaciones han intentado corregirda®s perdidos ocasionados
por los alelos nulos al asumir un nuevo alelo iwdo por todos los que se
reportan como nulos (Roqyd3uchense, & Bernatchez, 1999), sin embargo estudio
experimentales sugieren que los alelos nulos qureen a alelos con diferentes

tamanos.

En cuanto a los productos PCR del marcador Bmag@682esultaron en alelos
de longitudes no reportadas y que superan las 4@3pimuy probable que algun un
evento de mutacion haya insertado elementos mostiesl microsatélite. Ha sido
demostrado que en plantas con grandes genomaggtiodransposones son la
principal clase de ADN repetitivo (Boopathi, 2012)ps retrotransposones son
elementos genéticos moéviles encontrados en el kegetal. (Kumar & Bennetzen,

1999; Fedoroff, 2000). La asociacion de los mid&lgas genomicos de cebada a
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retrotransposones ha sido advertida por Marcel 120 Ramsayet al. (1999)

reportaron homologia en las secuencias de marcd8&R con elementos

transponibles conocidos.

Una nueva clase de marcadores muy Uutiles son Insemiaados marcadores
moleculares génicos (GMMs por sus siglas en indee§senic Molecular Markers)
que utilizan la informacién de los crecientes arobi de secuencias de genes,
acumulados en los proyectos de secuenciacion dABEBN (Expressed Sequence
Tag) de un gran nimero de especies vegetales afitiimes afios. Al ser parte de
este tipo de secuencias, se espera que represastggonentes funcionales del

genoma como genes (Varshretyal, 2007).

Se ha demostrado que los marcadores génicos pulsettesuperiores a los
marcadores gendmicos para Su uso en procesos aeciBel Asistida por
Marcadores, mapeo comparativo y la exploracionigersidad genética funcional en

germoplasmas adaptados a distintos ambientes (v&rshal.,2007).

4.3. Determinacion del nimero de individuos

La estrategia de extraer ADN a partir depool de individuos es significativa
cuando se pretende acelerar el genotipaje de aasdcriollas, las cuales debido a
su mas alta variabilidad genética requieren amalizas plantas por accesion para
producir una evaluacién mas aproximada de la do@ssen un germoplasma de este
tipo (Brondaniet al.,2006).

En cuanto al nimero y la estrategia idoneos deviohads que debieron ser
escogidos por accesion, no existe un consenso,tdepdose en estudios de
diversidad genética en cebada desde 20 individejparados por accesion (Bolouri-
Moghandanet al.,2011) y erpool (Struss & Plieske, 1998), 10 individuos (Hamza,
Hamida, Rebai, & Harrabi, 2004), 8 individuos pnol (Sardou, Baghizadeh,
Tavasoli, & Babaei, 2011) hasta 5-10 plantulas garesion erpool (Malysheva-
Ottoet al.,2006, Malysheva-Ottet al.,2007).

Un enfoque que concuerda con el que fue escogida presente estudio es el
reportado por Kolondinska-Brantestamt al. (2012), quienes hicieron una

diferenciacion de acuerdo al tipo de material deade; utilizando un mayor numero
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de individuos para variedades criollas y cultivditesrados hasta 1950 y tan solo un

par de individuos en el caso de lineas promisoga®tros materiales de

mejoramiento.

De hecho, en su investigaciéon, Brondenal. 2006 luego de analizar los perfiles
de amplificacion de logools (5 individuos de arroz) de ADN, escogieron las
muestras que presentaban heterocigosis en al numsosnarcadores y entonces

realizaron una segunda amplificacion esta vez qada individuo.

4.4. Diversidad genética

La agricultura, hoy en dia, se caracteriza pornedaccion en la diversidad de
plantas cultivadas. Tan s6lo 30 de las mas de B@8Pecie comestibles, son la base
de la alimentacion mundial. Esta disminucion dealilersidad inter especifica de
cultivos debido a las practicas agricolas mas laligeé de la diversidad intra
especifica de las especies puede derivar en: epigeahe pestes y enfermedades,
pérdida de adaptacion a creciente tipos de eshiésica y pérdida de variacion

genética para rasgos especificos (Haussratiah, 2004).

Segun la Convencion de Biodiversidad de Rio deidame 1992, los paises
estan comprometidos a conservar los recursos gesétile sus cultivos de
importancia. Existen mas de 1300 colecciones dedsade genes que conservan

mas de 6 millones de accesiones (FAO, 1996).

La diversidad genética es la base para el mejoramigyenético. El
conocimiento de la diversidad que atafie a los gelammas tiene un significativo
impacto en el mejoramiento de cultivos (Huang, BoriRoder, & Ganal, 2002). La
caracterizacion molecular es el medio predilecta paantificar la variacion dentro
de grandes numeros de muestras en germoplasmasedision y robusteza de los
patrones revelados por estos estudios radican en pemtinente eleccion de
materiales, que implica un nimero suficiente deesiones (Glaszmann, Kilian,
Upadhyaya, & Varshney, 2010). Winter & Kahl (199%comiendan que para
garantizar una mejor resolucion en las clasificae$ose debe considerar la mayor
cantidad de locus; escoger un bajo nimero de doois represente un riesgo en la

explicacion de la variabilidad.
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4.4.1. Diversidad genética de cebada

El nimero de alelos por locus que ha sido reportéadeste trabajo fue de 9.81,
en estudios similares de diversidad genética eadzselse han encontrado valores
para este indice que varian dependiendo del nudermateriales y marcadores
empleados. Cuando se emplearon un mayor niumercadsmdores y accesiones se
reportaron valores para este indice de que fuessded16.7 (Malysheva-Otad al.,
2006), 10.65 (Yahiaoui, 2006) hasta 8.0 (Malysh@#a-et al.,2007). Mientras que,
cuando se emplearon un menor numero de marcadoaesegiones Cheat al.
(2012) reportaron 6.0 alelos por locus. Un estuglie puede ser comparable al
presente, en cuanto al nimero de datos generaglesde Struss & Plieske (1998)
gue analizaron 163 lineas de cebada con 15 loci B8#®ortaron 8.6 alelos por

locus.

En programas de monitoreo de conservacion, algungsres (Petit, El-
Mousadik, & Pons, 1998; Barker, 1999) considerala aiqueza alélica como el
parametro mas relevante, ya que un mayor niumesdettes implica una fuente de
variacion de loci para rasgos de importancia, adeamtérminos de perspectiva
largo plazo, el limite de respuesta a la seleceta determinado por el nimero
inicial de alelos (Hill & Rasbash, 1986).

Por otra parte, el parAmetro mas ampliamente upad®d medir la diversidad
genética dentro de poblaciones es la heterocigbsidperada o diversidad genética
de Nei (1973) (Toro & Caballero, 2005). El indiceCPesta estrechamente
relacionado con el indice de diversidad genéticileiey pueden ser considerados
equivalentes (Anderson, Churchill, Autrique, SD.S&rrells, 1993). Los promedios
para estos indices en el analisis de la colecomnpteta fueron de 0.75 y 0.71

respectivamente.

En estudios similares, se han reportado indicekveesidad genética similares como
en Fu & Horbach (2012) que analizaron 269 accesiaieecebada silvestre de una
coleccién nucleo de germoplasma de Canada con &adwmes SSR y reportan un
indice PIC promedio de 0.75; Struss & Plieske ()98 analizaron 163 lineas de
cebada de distintos tipos con 15 loci SSR repartatovalor de 0.74 de promedio

para indice de diversidad genética y Malysheva-@ttal. (2006) analizaron 953
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accesiones de cebada, provenientes de la IntemahtBarley Core Collection 48

marcadores SSR un promedio de 0.74 en diversidagtiga.

Los estudios que obtuvieron indices de diversidadética inferiores estan:
Yahiaoui (2006) que en un estudio que considerdir®siduos de lineas avanzadas
de cebada de la coleccién nuclear espafola a dévéb marcadores SSR encontrd
un indice la diversidad genética promedio de Okd@ipdinska-Brantestanet al.
(2012) estudiaron 64 accesiones de cebada de mimale paises Balticos con 21
marcadores SSR determinaron 0.56 el valor de krslidad genética en promedio y
Malysheva-Ottcet al. (2007) cuando estudiaron 504 variedades de cehadpeas
con 35 marcadores SSR detectaron promedio de RilTode 0.58.

El marcador Bmag0007 fue el mas informativo de estadio, de acuerdo a su
namero de alelos (14), al indice de polimorfism@ F1.83) y de diversidad genética
de Nei (0.85), mientras que este mismo locus SSRIestudio de Kolodinska-
Brantestamet al (2012) fue reportado el valor de 0.79 para eicedPIC de este
marcador. Por otro lado, el menos informativo, Bé2dg (P1C=0.48) segun Wang
et al. (2010) tuvo un indice PIC de 0.69.

El locus SSR Bmac0040 fue el marcador mas policdrien estudio de
cultivares europeos de Malysheva-Ogtoal. (2007) y entre landraces y cultivares
italianos segun Bellucat al. (2013). En el presente estudio este marcadorl i@
polimdrfico entre los materiales de mejoramientacyp6 el segundo lugar entre los
a acriollados.

4.4.2. Diversidad genética comparativa

Las variedades criollas son una gran fuente desidadl para mejoradores y aun
representan una importante herramienta en el desgabto de genes y liberacion
de variedades. Una ventaja de los materiales katas puede ser explicada por su
capacidad de amortiguamiento, donde sus individugier adaptados compensan la
pérdida de lineas menos adaptadas a condicionesaseale estrés bidtico o abidtico
(Haussmanet al.,2004).

Grando, Ceccarelli, & Tekle (2000) mencionarondasiderable heterogeneidad

existente entre variedades criollas de cebadatedi@s de diferentes agricultores (y
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conocidas con el mismo nombre) y entre los indieglde la misma accesion para

varios caracteres.

En cuanto al posible origen de los materiales bados del Ecuador y la region,
Jilal et al. (2011) concluyeron, en un estudio que incluyoedades criollas de la
region andina, que este material introducido pudbeh llegado especificamente
desde Africa del este (Eritrea y Etiopia); es déetecto un flujo de genes de cebada
desde Africa a Sudamérica. Fueron analizadas 288deales criollas de distintas
regiones de tres continentes: América del surcAfyi Asia a nivel de 20 marcadores
SSR (17 genomicos y 3 génicos). Entre los resudtage arrojaron se destacan un
promedio para el indice PIC de 0.78 y 20.15 alglos locus, adicionalmente
determinaron que el grupo de variedades criolldarsericanas fue el menos diverso

de entre otras regiones del mundo; aunque fueesfuy® menos representatividad.

En una comparacion entre los materiales de Etidygisados en el estudio de
(Abebe, 2010) que analizaron 199 accesiones dalaslmiollas con 15 marcadores
SSR y los materiales acriollados ecuatorianos tedegmte estudio; se encontraron
3.86 y 8.75 alelos por locus y 0.43 y 0.69 promeldibindice PIC, respectivamente.
El mencionado estudio coincide con el presenteuenlas marcadores Bmac0040 y

Bmag0007 fueron, en este orden, los de mayor nudeatelos e indice PIC.

No obstante, existen mas semejanzas entre el peesstudio y el de Hadado,
Rau, Bitocchi, & Papa (2010), quienes encontramerpiomedio para el indice de
diversidad genética de Nei de 0.66 y 9.4 aleloslpous, en un analisis de 106
variedades criollas etiopes con 7 loci SSR enteglee son comunes para ambos

estudios los loci empleados Bmac0040 y Bmac0134.

En el estudio de Jilakt al. (2011) el marcador Bmac0316 fue el que mayor
namero de alelos detectdé con 37. En el presentaliestpara los 156 genotipos
correspondientes a 97 accesiones de cebada ataio#h mismo marcador detectd
11 alelos, de los cuales cinco fueron determinadoso alelos raros y dos como

alelos Unicos.

Varios estudios han demostrado cambios en la disetslebido a programas de
mejoramiento y han evidenciado una cierta dismionde la diversidad genética en
los materiales modernos (Russelal, 2000; Matus & Hayes, 2002; Koebredral.,
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2003). Sin embargo, en un meta-estudio de Wetial (2010) no se encontrd una

disminucion significativa de la diversidad genétcavariedades liberadas en el siglo

XX de ocho diferentes cultivos que incluyeron addada.

Struss & Plieske (1998) estudiaron la diversidadétiea de varios tipos de
germoplasma de cebada entre los que se incluyeedades silvestres, criollas y
cultivares y concluyeron que existio ligera maywedsidad, de acuerdo al indice de
diversidad genética de Nei, en los tipos silvestresollos que en los cultivares. Por
otro lado, el estudio de Bellucet al. (2013) hizo una comparacion de la diversidad
entre poblaciones de variedades criollas y cukivale cebada italianas, y mostraron
que la diversidad dentro de las primeras es corbfeaeala observada dentro de las

segundas.

En cuanto a cultivares de cebada, Lanedral. 2013 estudiaron 92 cultivares
canadienses usando 50 loci SSR determinaron 7eB&sghor locus y un promedio
PIC de 0.69. Malysheva-Otti al. (2006) en su estudio que incluyé 9 accesiones de
cebada provenientes de Ecuador (probablementeanais), dentro de un grupo de
145 accesiones de América determinaron una diatgienética para este grupo de
0.75. Este resultado pudo ser sobrevalorado parasel de América del Sur, ya que

considera un gran numero de accesiones canadignsefeamericanas.

Una desventaja de utilizar la riqueza alélica (mantke alelos) como una medida
de diversidad genética es que es altamente de diepandel nimero de la muestra:
se espera que grandes muestras contengan mas qlelosina pequefia. Un
estadistico relacionado, el numero de alelos rgposge una definicion que es muy
arbitraria, en este estudio se consider6 un alelos aquel con una frecuencia
inferior a 0.05 y es bien conocido que el niumeroedws alelos también esta
afectado por el tamafio de la muestra (Chakrabieusgrst, & Nei, 1979).

El marcador Bmac0213 fue uno de los que detectayor nimero de alelos
raros en la coleccién completa, sin embargo, fue delos marcadores con menor
valor de indice de diversidad genética de Nei (0e6hdice PIC (0.63). Esto pudo
explicarse ya que dado que los indices mencionagtan estrechamente
relacionados a los valores de las frecuenciascalieste marcador presentd una

frecuencia para el alelo de 150pb de 0.56, unasienbyores reportadas. Chedral.
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(2012) y Guecet al. (2012) informaron un indice PIC para este locu®.d® y 0.76,

respectivamente.

El nimero de alelos Unicos en una poblacion (rigusglica privativa) es una
medida simple de distintividad genética (Kalinowskd04). Los alelos Unicos son
importantes porque detectan regiones del genomaaquespecificas para un tipo de
genotipo particular (Senior, Murphy, Goodman, & Ity 1998). La presencia de
alelos unicos es un indicativo de la diversidads@née en un germoplasma y su
potencial como reservorio de nuevos alelos pargranosas de mejoramiento (Matus
& Hayes, 2002). Los resultados evidenciados entouaralelos Unicos, reveld los
materiales acriollados presentaron mayor cantidgaéstios, sin embargo; no existe
una marcada diferencia entre los estos genotiplws yle la Coleccion Nacional

respecto de este parametro.

La alta variabilidad genética detectada, tantoeemtateriales acriollados y
mejorados, podria hacer que se descarte un enttjugrogresion de genes desde
las variedades criollas hacia los cultivares enrfig programas de mejoramiento;
como lo recomienda Ram, Thiruvengadam, & Vinod 7J0én el germoplasma de

arroz.

4.5. Duplicados

Los marcadores SSR pueden proveer un sistema Oppiana identificar
materiales duplicados en una coleccién de germowlake cebada (Struss & Plieske,
1998) y son muy utiles en la proteccién y el martgadichas colecciones. Los 16
marcadores seleccionados en este estudio fuer@atesmpe detectar un total de 66

genotipos que compartian 100% de identidad a estede loci analizados.

Segun van Hintum & Kunpffer (1995) pueden distimg@i varios tipos de
duplicacion: (i) la duplicacion idéntica, cuandocesiones son genéticamente
idénticas, (ii) la duplicacion comun gue se refiaraquellas accesiones derivadas de
la misma poblacién de parentales, (iii) duplicacgarcial y compuesta donde no
todos los alelos estan duplicados y (iv) duplicagérental referida a las relaciones

entre cruces, progenies y parentales.
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Por razones de seguridad de las colecciones baseluplicacion es un

procedimiento estandar en muchos bancos de gerps, nazones practicas existe
usualmente un alto grado de duplicacion de magsridgities entre colecciones
activas. Por otra parte, la duplicacion puede sasiderada inutil e incluso una
causa de problemas en programas de investigacigrejgramiento (Hintum &

Visser, 1995). Lo expuesto ratifica la utilidad deétodo en esta investigacion,
enmarcada en un programa de mejoramiento del géasma de cebada; sin
embargo, también se destaca el aspecto de la vanger de las accesiones en los

bancos de germoplasma.

4.6. Analisis multivariados.

En esta investigacion se siguio la propuesta pdalatgor Vicente-Vallardoat
al. (2006) y (Demey, 2008) del uso combinado del &isalde Coordenadas
Principales (AcoP), Andlisis de Conglomerados (A@) Biplot Logistico Externo
(BLE) para identificar los alelos responsablesalelasificacion de los genotipos de

cebada usando la informacion provista por marcadoeculares SSR.

En cuanto al coeficiente de similitud escogidogriste un criterio universal de
cuando elegir uno u otro coeficiente, pero se aauen que la eleccion dependera
del peso que se desea dar a las frecueaciasc y dvéase apartado 2.9.4.2), el tipo
de datos y la situacién experimental (Legéndre &édrelre, 1979; Gower &
Lejendre, 1986). Para el caso de marcadores codaies) se pueden utilizar los
coeficientes de similitud de Jaccard, Emparejami&imple, Dice o Roger cuando
se codifique sobre alelos. El coeficiente de Enmjpariento Simple ha sido utilizado
en estudios de marcadores moleculares SSR en wagasismos diploides (Demey,
2008).

En el contexto de estudios de diversidad genétiddaecos de germoplasma se
desconocen los modelos evolutivos especificoslgpque las medidas de distancias
genéticas entre poblaciones son de uso mas rédtin@emey, 2008). El
germoplasma de cebada del Ecuador analizado ntabande poblaciones definidas
0 estructuradas, por lo que este tipo de analmisc® de importancia en este

estudio.
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4.6.1. Analisis de coordenadas principales

La representacion de los individuos en dimensidicigla simplifica el analisis
de dispersion y permite evidenciar posibles agrugatos (Vicente-Villardéret al,
2006). No se detectaron conglomerados de individiesficados de acuerdo a su
tipo de germoplasma, sea este mejorado o acrigltamno tampoco —para el caso de

los genotipos provenientes de colectas- de acwelaprovincia de su proveniencia.

En los andlisis realizados, fueron escogidas laspiimmeras dimensiones que
recogian el 25.04% de la variacion total para rar a todos los individuos en el
plano y realizar ademas los andlisis posterior@sjue (Demey, 2008) corroboro la
hipotesis de que dos dimensiones suelen ser suBsiepara lograr buenas

representaciones de los individuos.

El ACoP presenta ademas la ventaja metodologichresel Analisis de
Componentes Principales (ACP), que cada individuaentificado Unicamente por
sus coordenadas principales y favorece asi la geiderde grupos de individuos a
través del Analisis de Conglomerados (AC) (Gowdf&ding, 1988). Estos grupos
se correspondieron con los clusters formados Hagdgeritmo de conglomeracion
UPGMA tanto a partir de la matriz de similitud imiccomo de la generada del
ACoP.

Chae & Warde (2006) demostraron que la capacidadredaperacion de
informacion se mejora usando las coordenadas pdles de los individuos. Se
esperaria, que para un mismo meétodo de agrupalzdnlasificacion generada
utilizando las coordenadas principales sea similauperior a la generada usando la
matriz de distancia observada. Sin embargo; en estiedio, el coeficiente de
correlacion cofenética del analisis de conglomesado base a las coordenadas
principales usando el algoritmo UPGMA, evidencié vator inferior al obtenido

sobre las similaridades originales.

4.6.2. Analisis de conglomerados

El agrupamiento de individuos con patrones moleeslasimilares y su

representacion en el espacio en un sistema de eswtds son las dos grandes
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técnicas multivariantes de uso general en la \igagEbn de la diversidad genética

(Demey, 2008). Para la caracterizacion usando marea moleculares, ya sean
dominantes o codominantes, la técnica de clasiinpamayormente usada es el

dendrograma generado por el algoritmo UPGMA.

Sin embargo, el problema con este analisis es gqaedepgenerar o identificar
grupos que no existen en forma natural (Everitf91%veritt, Landau, & Leese,
2001). Es el caso del algoritmo UPGMA que introdusesrror por la adecuacion de
una distancia no ultramétrica a un arbol ultrarmétrlUn procedimiento que valida
estas clasificaciones, es el coeficiente de caidglacofenética que compara la
matriz de distancias original y la derivada deldtegrama (Sokal & Rohlf, 1962).
El coeficiente que resultdé de la matriz originaldigtancias fue superior a 0.90 que

es el recomendado para buenas interpretaciones.

Los analisis moleculares de varianza llevados & qavmitieron establecer la
configuracion de numero de clusters (diez) quelaelemayor variacion detectable
entre y dentro de ellos. En el caso de los clusiedgales, la primera pudo ser
explicada al reanalizar los conglomerados mas daejalel origen y mostrar una
mayor diferenciacién entre ellos; mientras queelgusda pudo ser explicada ya que
se obtuvieron los mayores indices de diversidadétgen en los clusters mas

cercanos al origen del plano de variacion.

4.7. Andlisis de remuestreos

Ha sido demostrada la capacidad de los métodogrdaestreo tales como el
Jackknife (Tukey, 1958) y el Bootstrap (Efron & Slitrani, 1993) para determinar
la estabilidad de configuraciones generadas paridgs multivariantes. De estas
técnicas el Boostrap total es la mejor estrategtodologica para construir regiones
de confianza de los elementos. Ademas ha sido revelado que el anBlissrustes
(Bootstrap total tipo 3) muestra los mejores reslds de estabilidad y sensibilidad al
efecto configuracion de referencia (Demey, 2008)Ipa@ue demostré un muy buen
ajuste (0.99) y errores estandar minimos.

A menudo, los ejes de las coordenadas principaasrt escalas disimiles que

no permiten la comparacion o representacion enighmsistema de coordenadas,
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sin antes realizar alguna transformacion. Esto ebeda que el Analisis de

Coordenadas Principales (ACoP) las direccionesasl@iimensiones que se generan
son arbitrarias y dependen estrechamente del &patiibuto y de las escalas de
medicion, entre otros (Demey, 2008). La estratagitodologica, que permitid
corregir los problemas mencionados fue la genemaclé configuraciones de

consenso de las configuraciones generadas pagrusestreos.

4.8. Biplot logistico externo.

Los métodos biplot son enfoques que facilitan lgerpretacibn genética,
comparada con las clasicas técnicas de clasificaaiéordenacion. (Chapman,
Schenk, Kazan, & Manners, 2002; Gabriel, 1971; @hadudekula, & Ko, 2005).
En el caso del BLE, este favorece el estudio séneldt de las relaciones entre
individuos, individuos-variables y variables-vateth e incrementa la calidad de

informacion presentada en estudios de diversidadtga (Demey, 2008).

Cuando se trata de datos binarios, como los oluismidl analisis de informacion
molecular, un biplot lineal clasico y un analises componentes principales (ACP)
no son factibles, mientras que el enfoque BLE dtespor Vicente-Villardonet al.

(2006) representa una solucion alternativa.

Cuando se emple6 un valor para la medida de cajidaddo R> 0.8 y se
mantuvo el valor dg<0.05 para la correccion de Bonferroni en este @stsd
determinaron los tres alelos mas representativosmad®l127(124pb),
Bmac0213(170pb), EBmac0501(125pb); no obstante doua® manejan grandes
conjuntos de datos, Igsvalores son afectados considerablemente por aftarde
muestra y el numero de alelos. En estos casos Deviegnte-Villardon, Galindo-
Villardén, & Zambrano (2008) recomiendan utilizan pseudo R con un valor

altamente restrictivo porque es menos sensibknaziio de muestra.

4.9. Setcore

A la fecha, la estrategia M es claramente la funcmas poderosa para
seleccionar accesiones con la mayor diversidadcalgt eliminar redundancia

inherente a alelos no informativos (Franco, Crodgéaburton, & Taba, 2006).
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Se ha reportado el uso de la estrategia M en ablesimiento de colecciones

nacleo. Muzzalupo, Vendramin, & Chiappetta (2014jedninaron una coleccion
nacleo de 23 de 489 accesiones de aceit@iea( europaepn con informacion
molecular de 11 loci SSR. Santos-Garetaal. (2012) seleccionaron 23 y 13
accesiones de entre 134 y 192 accesionesS.denacrocephalay S. capitata
respectivamente al analizarlas con 13 marcadord®. $8s estudios anteriores

priorizan sus resultados al basarse en el progG@REFINDER.

POWERCORE propone sobre la estrategia M una meigiolheuristica que
aplica una funcién de evaluacién para determinaridade busqueda mas corta en
comparacion con busquedas completamente alea(®liimset al., 2007). Ademas,
este programa difiere del anterior en que anabszaplerfiles de los haplotipos de

cada individuo.

En cuanto a cebada, se ha reportado el proyectdniémmational Barley Core
Collection Project (Knupffer & Hintum, 1995) quetaslecié una coleccion nucleo
de alrededor de 2000 accesiones, entre las quessacdn 500 cultivares y 800
landraces, a partir de 373.000 accesiones de cebad#ién existe el caso de la
coleccion nucleo de cebadas espafiolas, establpoddgartuaet al. (1998) y

comprende un set de 160 entradas a partir de 2@@8ianes de cebadas espariolas.

Brondaniet al. (2006) demostraron que una manera de selecciarantigos
distintivos de una coleccion de germoplasma edredegesiones representativas de
cada cluster formado, y complementar la decisi@amhaose en los individuos con
los mejores rasgos agronomicos de interés. En gerestudios que incorporen
descriptores morfologicos y marcadores moleculapgsveeran una mejor
descripcion e interpretacion de la diversidad deaét(Wilson, Sarich, &
Maxson1974; Hillis & Wiens, 2000; Demey, Zambraf@enmayor, & Segovia,
2003).
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

El protocolo de extraccion de ADN gendémico de cebddsarrollado por
Pallottaet al. (2003) que fue empleado en este estudio evidew@ptables
rendimientos, un producto extraido cualitativameaecuado para su
amplificacion con marcadores moleculares SSR y esemipefio amigable

con el ambiente.

Se comprobd, al nivel molecular del estudio, quéte8% de las accesiones
de cebada acriollada del Banco de Germoplasma l dmlecta Austro-

Imbabura fueron genéticamente heterogéneas.

La metodologia empleada para la seleccion de lokviduos de las
accesiones heterogéneas permitio evidenciar unarntiyersidad genética

demostrada en los respectivos indices.

Los analisis de diversidad genética mostraron duestadiar 219 distintos
genotipos de 160 variedades de cebada a nivel deai&dores moleculares
SSR fue posible detectar una riqgueza alélica d& 8l&os por locus y un
valor promedio de 0.715 para el indice de polinsarth PIC de los

marcadores.

Los materiales de mejoramiento fueron el tipo dengplasma en el que se
reportd mayor diversidad genética, especificamentéas variedades de la
coleccion nacional del PNC; sin embargo, en loseraes acriollados se

comprobd la existencia de un mayor nimero de algla®s.

El 30.14% de la coleccibn completa comprendié nedésr identificados
como duplicados genéticos, agrupados en 17 claststas que contuvieron
desde 2 hasta 10 genotipos por clase.

Los analisis multivariados mostraron que no exidtida relacién de
agrupacion de los genotipos de cebada analizadoscaerdo al tipo de

germoplasma o, de ser el caso, a la provincia gnesfueron recolectados.

El Andlisis de conglomerados bajo el algoritmo UP&Bbbre la matriz de

coordenadas principales reflej6 una mejor conforomacle diez grupos o
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clusters entre los que se distinguid una alta elifigiacion genética que fue

comprobada con los analisis AMOVA y estadisticos F.

La diferenciacién genética fue incluso superiornclea se analizaron por
separado los clusters mas alejados del origenlaleb gle variacion, mientras
que la gran variacion genética encontrada denttosdelusters mas proximos
al origen fue explicada por los altos indices dedidad genética que fueron
reportados para estos grupos.

Mediante el analisis del biplot logistico en bak&@oP se determinaron 27
alelos representativoR¥0.5,p<0.05) pertenecientes a 14 de los 16 loci SSR

analizados.

Se establecidé un set nacleo de 51 genotipos delagba el que se comprobo
una riqueza alélica y diversidad genética equivater las de la coleccion

completa.

La teoria estadistica concerniente al tratamieetaatos moleculares es la
base para el desarrollo de programas informatigos] conocimiento y
manejo de los anteriores constituyen las herramsegtie un investigador

debe priorizar en la interpretacion de resultadosrdestudio.

A la luz de los resultados expuestos, se puedmafigue existe una gran
diversidad genética inherente a la coleccion deadzldel INIAP; y este
estudio puede ser considerado un insumo en ade®de fitomejoramiento

y de conservacion de accesiones en el Banco dedprsma.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Realizar la estandarizacion de las condicioneset®tgpajey la validacion
de los marcadores SSR con una mayor cantidad dstrasiadle ADN de
cebada (mas de 30) para descartar posibles prableimaamplificacion

inherentes al marcador o a los productos de arcgodithn.

Tomar en cuenta el tipo de germoplasma que se nplieteestudiar
genéticamente, y adoptar una metodologia que noadesdel analisis

posibles mezclas de genotipos en variedades aiedipecialmente.

Incorporar en proximos estudios de diversidad gemétontroles positivos,
es decir, muestras de ADN de variedades de urvaultado de las que se
tengan reportes de sus perfiles genéticos a nieellod marcadores a

analizarse.

Realizar andlisis de las secuencias de los prosluatoplificados de los
marcadores Bmag0692, Bmag0853, Bmag0135 y EBmac@fOEspecial

del primero ya que este mostré amplicones de lodg# no reportadas.

Correlacionar estadisticamente los datos moleauldeeeste estudio con los
de su caracterizacion morfoagrondmica y establelosr materiales
representativos tanto para programas de mejoramngamo para estrategias

de conservacion en bancos de genes.
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