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RESUMEN
La cebadaHordeum vulgard.., es el cuarto cereal de mayor produccion enweido y
en el Ecuador ha sido y es uno de los principalesos en la alimentacion de los
habitantes de la regidn andina. El presente trabayo como objetivo generar
informacion molecular que permita analizar la dsidad genética concerniente al
germoplasma de cebada del INIAP. Se analizaron g&fotipos de cebada
correspondientes a 160 materiales entre variedadkisadas, acriolladas y lineas
promisorias. Se obtuvieron los perfiles alélicos 6 loci SSR altamente polimérficos
y distribuidos en los siete cromosomas de cebasldefctaron 157 alelos en un rango
desde 104 hasta 232bp. El nimero de alelos pos leatié desde 3 hasta 14 con un
promedio de 9.81. Excepto para el marcador BmageRilice de diversidad genética
mostro altos valores, que variaron desde 0.60 l@a8%ay resultaron en un promedio de
0.75. Los anadlisis de conglomerados y el de coadkes principales demostraron que
no existe una diferenciacion entre materiales Bados y mejorados. Esto fue
corroborado por analisis molecular de varianza tadésticos F (5r=0.014) que
mostraron ademas que una configuracion con 10 ectusevidencia la mayor
diferenciacion (1=0.422). El andlisis mediante biplot logistico emte revel6 27
alelos significativos R>>0.5, p<0.05) y sus predicciones de presencia de indigduo
pertenecientes a sus respectivos clusters. La dnarsidad genética de cebada
reportada en este estudio debe ser técnicamentsidemada en programas de
fitomejoramiento y conservacion de este germoplasma
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INTRODUCCION zonas urbanas. Hoy en dia la cebada, a
pesar de la reducciéon en su superficie
cultivada, es después del maiz el cereal
de més amplia distribucién en la region
interandina y el que mejor se adapta a
zonas de alturas superiores a los 3000
m.s.n.m

La cebadaHordeum vulgarel. es uno

de los cultivos mas antiguos, y ha
desempefado un importante rol en el
desarrollo de la agricultura y en el de las
ciencias como la agronomia, fisiologia y

genética (Ullrich, 2010).

La cebada ha sido y es en la actualidad
uno de los principales rubros en la
alimentacion de los habitantes de las
zonas altas de la regidon andina como
fuente de almiddn, proteinas, vitaminas
y minerales, y tiene gran potencial para
que se incremente su consumo en las

No se han reportado estudios de
diversidad genética en germoplasma de
cebada, a nivel morfolégico o molecular
en el pais. Por lo tanto es necesario
analizar y evaluar el germoplasma que
se encuentra en los campos de
agricultores, “variedades acriolladas”,
las variedades mejoradas generadas por



los centros de investigacion, asi como
los  materiales  promisorios  en
evaluacion, para conocer su
composicion genética, para una futura
orientacion de este trabajo a la
identificacion de genes y caracteristicas
de interés agronémico.

MATERIALES Y METODOS

El germoplasma en estudio consté de
160 variedades de cebada de distinto
tipo, tanto acriolladas como
provenientes de  programas de
mejoramiento que se resumen en la
Tabla 1.

Tabla 1: Descripcion del germoplasma en
estudio de acuerdo a su tipo, proveniencia y
namero de accesiones o variedades.

. No. de
Tipo de L :
Grupo . Proveniencia accesiones/
material .
variedades
. Banco de Germoplasm
Al Acriollado INIAP 46
AD Acriollado Colectas Austro e o8
Imbabura
A3 Acriollado  Programa de Cereales 23
M.1 Mejorado Programa de Cereales 51
M.2 Mejorado  Programa de Cereales 12
160

Para la extraccion de ADN gendmico se
utilizé el protocolo descrito por Pallotta
et al. (2003), con buffer (0.1M Tris-HCI
pH 7.5; 0.05M EDTA pH 8.0; 1.25%
SDS). Se tom6 en cuenta la naturaleza
de cada tipo de germoplasma y se
consideraron 10 individuos por cada
variedad de los grupos A.1 y A.2 y dos
individuos para el resto de grupos.

El conjunto de loci SSR analizados se
redujo a 16 de un grupo de 21 iniciales.
Los marcadores descartados fueron:
Bmag0853, EBmac0701 y Bmag0135
gue presentaron alelos nulos en sus
perfiles de amplificacion para un

porcentaje considerable (superior al
30%) de muestras en estudio;
Bmag0692 que presenté amplicones de
gran tamafio (superiores a 500 pb) y
Bmac0399 para el que no se obtuvieron
amplicones (Tabla 2).

Tabla 2: Marcadores SSR para cebada en
estudio

o Ta
N Marcador C)
1 Bmac0303 58
2  Bmag0007 58
3  Bmac0040 58
4 Bmac0127 58
5 Bmac0213 58
6 EBmac0501 58
7 Bmac0209 58
8 Bmag0223 58
9 Bmag0217 58
10 Bmag0384 60
11 Bmac0134 55
12 Bmag0125 55
13 Bmag603 55
14 EBmac0679 55
15 Bmac0316 55
16  scssr02306 60

La amplificacion del ADN gendmico de
cebada se realizé con la metodologia
descrita por Morillo & Mifio (2011) con
las siguientes concentraciones finales en
un volumen de reaccion de 7,5 pl: ADN
(5,0 ng/ul): 1,33 ng/ul; Buffer GoTaq
PROMEGA® (10 X): 1X; Mgd
PROMEGA® (25,0 mM): 2,0 mM;
dNTPs INVITROGEN® (5.0 mM):
0,235 mM; Primer Forward y Reverse
(20 puM): 0,5 pM; Tagq DNA
Polymerasa PROMEGA® (5,0 U/ul):
0,067 U/ul.

El programa de amplificaciéon fue el

siguiente: un periodo de 94 °C por 5
minutos; seguido de la repeticion de 30
ciclos con 94 °C por 45 segundos, ° TA
por 1 minuto y 72 °C por 2 minutos. Un
ciclo de extension final de 72 °C por 7
minutos y uno de 10 °C por 5 minutos.

El genotipaje final para la plataforma
LI-COR 4300S con la técnica M13-
tailing en condiciones segun Morillo y
Mifio (2011); se realizO con 305
genotipos de cebada (Tabla 3),
provenientes de uscreeningprevio que

parti6 de 912 muestras de ADN ya que
se consideraron para el estudio 10



individuos de cebada por cada accesiéon
de los grupos Al y A2 y dos
individuos por variedad de los grupos
A.3, M.2 y M.3. Dicho screening se
realizé al escoger el minimo namero de
individuos en el que consten todos los
perfiles por accesiéon amplificados con
los marcadores EBmac0501 vy
Bmac0040 (Figura 1).
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Figura 1. Perfiles de amplificacion para
accesiones de cebada acriollada del Banco de
Germoplasma. a) Con el marcador EBmac0501.

b) Con el marcador Bmac0040

Tabla 3: Resumen del nimero de individuos y
genotipos total y por cada grupo de
germoplasma analizados.

Ndmero de

. Individuos N°
Grupo  accesiones/ . .
i seleccionados Genotipos
variedades

Al 46 92 92
A2 28 41 41
A3 23 46 23
M.1 51 102 51
M.2 12 24 12
TOTAL 160 305 219

Para el andlisis de diversidad genética
se utilizaron los siguientes paquetes
informaticos: PowerMarker V3.25 (Liu
& Muse, 2005) y GenAlEx V6.5
(Peakall & Smouse, 2012).

Los analisis multivariantes empleados
fueron: Andlisis de coordenadas
principales  (ACoP), analisis de
conglomerados (AC) y biplot logistico
externo (BLE) llevados a cabo en el
software  MULTBIPLOT (Vicente-
Villardon, 2014).

En la determinacién de un set nucleo se
emplearon los programas:
COREFINDER (Policriti & Sgarro,
2014) y POWERCORE (Kim et al.,
2007).

RESULTADOS

El protocolo desarrollado por Palloga
al. (2003) permiti6 obtener un alto
rendimiento que en promedio fue de
54.4 + 1.8 ug de ADN. Los coeficientes
de la razon entre los valores de
absorbancias Ofgonn{ OD2gonm tuvieron
en promedio un valor de 2.10 + 0.02

Se realizaron analisis de diversidad
genética en la base de la coleccion de
219 genotipos de cebada. Se detectaron
157 alelos con un rango de longitud en
pares de bases que fueron desde 104
hasta 232. (Tabla 4).

El nimero de alelos por locus vario
desde 3 (scssr2306) a 14 (Bmag0007 y
Bmac0316) con una media de 9.81
alelos por locus. En cuanto al nimero
de alelos raros, fueron los marcadores
Bmac0213 y Bmac0316 los de mayor
proporcion.

Adicionalmente, el valor promedio para

la heterocigosidad observada es 0.027
ya que 10 marcadores no detectaron
individuos heterocigotos. El indice de

diversidad genética de Nei o

heterocigosidad esperada tuvo su valor
maximo de 0.85 en el marcador

Bmag0007 y el minimo de 0.51 en

Bmag0217 con un promedio de 0.75.



Tabla 4: Resumen de los parametros de diversidad genétiza3igenotipos de cebada de la coleccion
completa analizados con 16 loci SSR.

Marcador Na" Ned Nar" Ho He" PIC’
Bmac0213 13 2.87 9 0.024 0.65 0.63
Ebmac0501 10 4.05 5 0.005 0.75 0.72
Bmac0209 10 5.12 5 0.000 0.81 0.78
Bmag0223 9 4.90 2 0.000 0.80 0.77
Bmac0303 10 4.77 5 0.000 0.79 0.76
Bmac0040 13 5.55 8 0.005 0.82 0.80
Bmag0007 14 6.59 8 0.000 0.85 0.83
Bmag0217 7 2.03 3 0.117 0.51 0.48
Bmag0384 5 3.47 1 0.000 0.71 0.66
Bmac0127 10 5.87 4 0.000 0.83 0.81
Bmac0134 12 4.37 7 0.000 0.77 0.75
Bmag0125 7 3.73 3 0.260 0.73 0.69
Bmag0603 12 3.71 8 0.019 0.73 0.70
EBmMac0679 8 3.61 3 0.000 0.72 0.68
Bmac0316 14 5.88 9 0.000 0.83 0.81
scssr2306 3 2.47 0 0.000 0.60 0.53
Promedio 981 287 506 0.027 0.75 0.71
* Na= numero de alelos, Nea= numero efectivo ddoseNar= nuamero de alelos raros
(pi<0.05), Ho= heterocigosidad observada, He= hetevsitgd esperada o diversidad genética
de Nei (1973), PICPolimorfism Index Contemt Contenido de informacion polimorfica

Pese a que los parametros: numero de polimorfismo PIC promedio fueron
alelos, alelos raros, alelos Unicos y superiores en el germoplasma mejorado
namero efectivo de alelos por locus en (Figura 2).
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Figura 2: Comparacion de los indices de diversidad gendtitee el germoplasma acriollado y el
mejorado.

Las primeras tres dimensiones del distinguir grupos definidos por los tipos
ACoP (andlisis de coordenadas de material establecidos a priori:
principales) explican el 32.63% de la mejorados y acriollados (Figura 4).
variacion total, siendo las coordenadas 1

y 2 las de mayor porcentaje de varianza

con el 15.02% y 10.03%

respectivamente.

En la distribucion espacial generada en
el ACoP (Figura 3) no se pudieron
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Figura 3: Analisis de coordenadas principales a partir denkgriz de similitud calculada con el
coeficiente SM (Sokal & Michener, 1958), de 219 @gos de cebada con 16 marcadores SSR. Los
genotipos estan representados de acuerdo a sietigermoplasma
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Figura 4: Andlisis de coordenadas principales a partir denktriz de similitud calculada con el
coeficiente SM (Sokal & Michener, 1958) de 219 ggus de cebada con 16 marcadores SSR. a)
Germoplasma tipo A.1, b) germoplasma tipo A.2,e@ntpplasma tipo A.3, d) germoplasma tipo M.1y €e)
germoplasma tipo M.2.



Se someti6 tanto a la matriz de similitud
inicial como a la matriz resultante del
ACoP al andlisis de conglomerados
mediante el algoritmo UPGMA.

El dendrograma obtenido presenté un
valor para el coeficiente de correlacion
cofenética de 0.75 (Figura 5). También
se genero el plot del ACoP con los 10
clusters UPGMA a partir de los datos
resultantes de la ordinacion.

|
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Figura 5: Andlisis de conglomerados de 219

genotipos de cebada con 16 loci SSR en base a

la matriz de coordenadas principales. a)
Dendrograma obtenido con el algoritmo
UPGMA en el programa MULTBIPLOT y b)
Representacion en el ACoP de los clusters
obtenidos con el algoritmo UPGMA.

Se realizo el analisis molecular de
varianza que confirmo la inexistencia de
una significativa relaciéon de agrupacion
entre los genotipos de cebadas
acriolladas y mejoradas (Tabla 5).

El indice de fijacion FST confirmd que

la mayor diferenciacion genética se
obtuvo cuando fueron analizados los
clusters ordinales mas alejados del
origen y se evidencié incluso, una
diferenciacion menor a la revelada por
todos los clusters, cuando se analizaron
los grupos mas cercanos al origen
(Tabla 6)

Tabla 5: Andlisis molecular de varianza para 16
loci de los grupos, establecidos a priori, de
cebada acriollada y de mejoramiento.

Fuente de g.l. Componentes Porcentaje

variacion de varianza de
variacion

Entre

poblaciones 1 G LB

Enlas 217 5.909 98.02

poblaciones

Total 218 6.030

Tabla 6: Estimacion de Weir & Cockerham
(1984) de los promedios del indicerFde los
clusters ordinales en distintos casos.

Casos en estudio &
Clusters del 1 al 10. 0.452
Clusters 2,4,5,6,7y8 0.308
Clusters 1, 3,9y 10 0.764

Se efectud el analisis de biplot logistico
externo, BLE, sobre la base del ACoP
gue permitié identificar relaciones entre
individuos (genotipos de cebada) y
variables (alelos de los loci SSR) en el
espacio euclideo. Con el criterio de
correccion Bonferroni y un valor para
pseudo se establecieron 27 alelos de
157 alelos encontrados, pertenecientes a
14 de los 16 loci SSR (Tabla 7).

Se determind un set ndcleo de 51
genotipos de cebada mediante la
estrategia M y cuyos indices de
diversidad genética se muestran en la
tabla 8.



Tabla 7: Alelos significativos (R20.5, p<0.05)
resultantes del biplot logistico externo

No. Alelo
1 Bmac0040(202pb)
2 Bmac0127(124pb)
3 Bmac0134(162pb)
4 Bmac0209(179pb)
5 Bmac0213(150pb)
6 Bmac0213(160pb)
7 Bmac0213(170pb)
8 Bmac0303(136pb)
9 Bmac0316(134pb)
10 Bmac0316(136pb)
11 Bmac0316(160pb)
12 Bmag0007(192pb)
13 Bmag0007(198pb)
14  Bmag0125(107pb)
15 Bmag0125(109pb)
16 Bmag0125(113pb)
17 Bmag0384(114pb)
18 Bmag0384(116pb)
19 Bmag0384(118pb)
20 Bmag0303(110pb)
21 EBmac0501(125pb)
22 EBmMac0501(149pb)
23 EBmac0501(155pb)
24  EBmac0679(116pb)
25 EBmMac0679(144pb)
26  EBmac0679(148pb)
27  scssr02306(151pb)
Tabla 8: Cuadro comparativo de los de

diversidad genética para los 16 loci SSR en la
coleccion completa y el set core de cebada.

Set Coleccion

nacleo completa
No. de alelos por locus 9.75 9.81
No. de alelos efectivos por 567 286
locus
No. de alelos unicos por 1.75 _
locus
Heterocigosidad esperada 0.80 0.75

DISCUSION

Cuando se emplearon un mayor numero
de marcadores y accesiones de cebada
se reportaron valores para este indice
gue fueron desde 16.7 (Malysheva-Otto
et al., 2006), 10.65 (Yahiaoui, 2006)
hasta 8.0 (Malysheva-Ot&t al, 2007).
Mientras que, cuando se emplearon un
menor numero de marcadores y
accesiones Chegt al (2012) reportaron
6.0 alelos por locus. Un estudio que

puede ser comparable al presente, en
cuanto al numero de datos generados, es
el de Struss & Plieske (1998) que
analizaron 163 lineas de cebada con 15
loci SSR y reportaron 8.6 alelos por
locus.

El marcador Bmag0007 fue el mas
informativo de este estudio, de acuerdo
a su numero de alelos (14), al indice de
polimorfismo PIC (0.83) y de
diversidad genética de Nei (0.85),
mientras que este mismo locus SSR en
el estudio de Kolodinska-Brantestah

al. (2012) fue reportado el valor de 0.79
para el indice PIC de este marcador. Por
otro lado, el menos informativo,
Bmag0217 (PIC=0.48) segun Wamy

al. (2010) tuvo un indice PIC de 0.69.

Varios estudios han demostrado
cambios en la diversidad debido a
programas de mejoramiento y han
evidenciado una cierta disminucion de
la diversidad genética en los materiales
modernos (Russeit al, 2000; Matus &
Hayes, 2002; Koebnet al, 2003). Sin
embargo, en un meta-estudio de Wouw
et al (2010) no se encontr6 una
disminuciéon  significativa de la
diversidad genética en variedades
liberadas en el siglo XX de ocho
diferentes cultivos que incluyeron a la
cebada.

El estudio de Bellucaet al. (2013) hizo
una comparacion de la diversidad entre
poblaciones de variedades criollas y
cultivares de cebada italianas, vy
mostraron que la diversidad dentro de
las primeras es comparable a la
observada dentro de las segundas.

La alta variabilidad genética detectada,
tanto entre materiales acriollados vy
mejorados, podria hacer que se descarte
un enfoque de introgresion de genes
desde las variedades criollas hacia los
cultivares en futuros programas de
mejoramiento; como lo recomienda



Ram, Thiruvengadam, & Vinod (2007)
en el germoplasma de arroz.

CONCLUSION

A la luz de los resultados expuestos, se
puede afirmar que existe una gran
diversidad genética inherente a la
coleccion de cebada del INIAP; y este
estudio puede ser considerado un
insumo en actividades de

fitomejoramiento y de conservacion de
accesiones en el Banco de
Germoplasma.
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