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Resum

La col-lecci6 nuclear d'ordis espanyols és un recurs fitogenétic posat a punt
gracies a I’esfor¢ de la col-laboraci6 entre ’IRTA de Catalunya, I'ITA de Castella-Lle6
i la EEAD-CSIC de Saragossa. Es una representacio sistematizada de la diversitat
genctica existent en la col-leccid de referéncia guardada en el Centre de Recursos
Fitogenéticos de I’'INIA, que conserva més de 2.000 entrades de Hordeum, la majoria
d'ells ordis autoctons. Aquest treball presenta l'avaluacié de la diversitat genctica i
agronodmica d'aquesta col-leccio.
la diversitat genetica, d'aquesta col-leccid va ser evaluada mitjancant marcadors
moleculars, concretament seixanta-quatre microsatélites, distribuits en el set
cromosomes. En total, van ser examinats 225 genotips d'ordi. D'ells, 159 linies pures
procedents de varietats locals 1 16 varietats antigues de llarga tradicid a Espanya,
conformen la col-leccidé nuclear. A més a més, van ser avaluades altres 50 entrades
testimonis d'altres origens, majoritariament europees. El conjunt de microsatélites
empleat va detectar un alt grau de polimorfisme general. Aixi mateix, es van identificar
nombrosos alels especifics de grups de germoplasma, especialment en les entrades
espanyoles de 6 carreres.

Els analisis multivariants (cluster i coordenades principals) duts a terme sobre una
matriu de distancies genetiques, aixi com l'analisi de I'estructura de poblacio, realitzat
mitjangant el programa STRUCTURE, van separar clarament els genotips de 6 carreres
espanyols dels europeus. Les entrades de 2 carreres espanyoles es van separar menys de
les varietats de 2 carreres de primavera del conjunt de referéncia. Tots aquestes analisis
van apuntar a l'existéncia de dos grups principals d'entrades espanyoles. Aquests dos
grups van mostrar diferéncies en distribucié geografica i semblen tenir origens diferents.

L'associaci6 entre els alels de 73 marcadors analitzats i les parametres eco-
geografics del lloc de recol-leccid de les entrades de la col-leccid nuclear va mostrar que
la distribucié geografica d'alguns alels esta influenciada per aquests parametres, el que
suggereix que els patrons de diversitat observats poden haver estat causats en part per
forces adaptatives.

Les entrades de la col-leccid nuclear, juntament amb 26 varietats comercials, van
ser agrondmicament evaluades en deu assajos al llarg de tres anys i en un total de cinc
localitats. Aquesta avaluaci6 va posar de manifest la major variabilitat existent en les
entrades autoctones per a molts caracters, d'acord amb la notable diversitat detectada a
nivell molecular. A més a més, va permetre ressaltar, en general, la superioritat de les
varietats comercials enfront de les entrades de la col-leccid nuclear, perd va mostrar
també 1'estabilitat d'aquestes ultimes en condicions desfavorables.

Un analisi de “mapeo” per associacio a escala del genoma va ser dut a terme en la
totalitat de les entrades de la col-leccido nuclear 1 també en un dels grups genctics.
Aquest analisi va detectar un gran nombre d'associacions, que va disminuir drasticament
al tenir en compte 1'estructura de poblacions en I'analisi. La majoria de les associacions
més probables revelades van coincidir amb els QTLs detectats en poblacions
biparentales, o amb posicions de gens coneguts.
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Resumen

La coleccion nuclear de cebadas espafiolas es un recurso fitogenético puesto a
punto gracias a un esfuerzo de colaboracion entre el IRTA de Cataluna, el ITA de
Castilla-Leon y la EEAD-CSIC de Zaragoza. Es una representacion sistematizada de la
diversidad genética existente en la coleccion de referencia guardada en el Centro de
Recursos Fitogenéticos del INIA, que conserva mas de 2.000 entradas de Hordeum, la
mayoria de ellas cebadas autoctonas. Este trabajo presenta la evaluacion de la
diversidad genética y agronémica de esta coleccion.

La diversidad genética de esta coleccion fue evaluada mediante marcadores
moleculares, concretamente sesenta y cuatro microsatélites, distribuidos por los siete
cromosomas. En total, fueron examinados 225 genotipos de cebada. De ellos, 159 lineas
puras (148 de seis carreras y 11 de dos carreras) procedentes de variedades locales y 16
variedades antiguas de larga tradicion en Espafa, conforman la coleccion nuclear.
Ademas fueron evaluadas otras 50 entradas testigos de otros origenes, mayoritariamente
europeas. El conjunto de microsatélites empleado detect6 un alto grado de polimorfismo
general. Asimismo, se identificaron numerosos alelos especificos de grupos de
germoplasma, especialmente en las entradas espafiolas de 6 carreras.

Los analisis multivariantes (cluster y coordenadas principales) llevados a cabo
sobre una matriz de distancias genéticas, asi como el andlisis de la estructura de
poblacion, realizado mediante el programa STRUCTURE, separaron claramente los
genotipos de 6 carreras espanoles de los europeos. Las entradas de 2 carreras espafiolas
se separaron menos de las variedades de 2 carreras de primavera del conjunto de
referencia. Todos estos analisis apuntaron la existencia de dos grupos principales dentro
de las entradas espafiolas de seis carreras. Estos dos grupos mostraron diferencias en
distribucion geografica y parecen tener origenes distintos.

La asociacion entre los alelos de 73 marcadores analizados y los parametros eco-
geograficos del lugar de recoleccion de las entradas de la coleccion nuclear, mostré que
la distribucion geografica de algunos alelos esta influenciada por dichos pardmetros, lo
que sugiere que los patrones de diversidad observados pueden haber sido causados en
parte por fuerzas adaptativas.

La evaluacion agrondémica de las entradas autdctonas de la coleccion nuclear,
junto con 26 variedades comerciales fue llevada a cabo en diez ensayos, a lo largo de
tres afios, y en un total de cinco localidades. Esta evaluacion puso de manifiesto la
mayor variabilidad existente en las entradas autdctonas para muchos caracteres, en
consonancia con la notable diversidad detectada a nivel molecular. Esta evaluacion
permitio también resaltar en general la superioridad de las variedades comerciales frente
a las entradas de la coleccion nuclear, pero mostrd también la estabilidad de estas
ultimas en condiciones desfavorables.

Un andlisis de mapeo por asociacion a escala del genoma fue llevado a cabo en la
totalidad de las entradas de la coleccidon nuclear y también en uno de los grupos
genéticos. Este andlisis detectd un gran numero de asociaciones, que disminuyo
drasticamente al tener en cuenta la estructura de poblaciones en el anélisis. La mayoria
de las asociaciones mas probables reveladas coincidieron con QTLs detectados en
poblaciones biparentales, o con posiciones de genes conocidos.
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Summary

The Spanish barley core collection is a phytogenetic resource developed in
collaboration by the IRTA of Catalufia, the ITA of Castilla-Le6n, and the EEAD-CSIC
of Zaragoza. It represents, in a systematic manner, the genetic diversity of the collection
of over 2,000 accessions of Hordeum kept at the Center of Phytogenetic Resources of
the INIA, most of them native barleys. This work presents the evaluation of the genetic
and agronomical diversity of this collection.

The genetic diversity of this collection was evaluated by means of 64
microsatellites, distributed along the seven chromosomes. Altogether, 225 genotypes of
barley were examined. Out of them, 159 inbred lines coming from local landraces (148
6-row and 11 2-row), and 16 old varieties of long tradition in Spain, constitute the
nuclear collection. In addition, another 50 accessions of other origins, mainly European
cultivars, were evaluated. The set of microsatellites detected a high degree of overall
polymorphism. Also, numerous private alelles of each germplasm group were
identified, specially in the group of 6 row Spanish accessions.

Multivariate analyses (cluster and principal coordinate analysis) carried out on a
matrix of genetic distances, as well as an analysis of population structure (by means of
the software package STRUCTURE), clearly separated the Spanish 6-row genotypes
from the European ones. On the other hand, the Spanish set of 2-row accessions was
classified relatively closer to the 2-row spring European cultivars. These analyses
indicate the existence of two main groups among the Spanish 6-row accessions. These
two groups showed differences in geographic distribution and seem to have different
origins.

The association between the alelles of 73 markers, and the eco-geographic data of
the collection sites of the Spanish accessions, showed an influence of these parameters
on the geographic distribution of some alleles, suggesting that the patterns of
distribution of diversity observed could be partly caused by adaptive forces.

The landrace accessions of the core collection, along with 26 commercial
varieties, were evaluated for agronomic traits in ten field trials, carried out over three
years and five locations. This evaluation showed a great variability for most traits
among the Spanish landraces, in keeping with the diversity detected at the molecular
level. This evaluation revealed an overall superiority of the commercial varieties over
the landraces of the core collection, but the latter showed greater stability under
unfavourable conditions.

A genome-wide association mapping was carried out at two different levels: one
for the entire set of landraces of the core collection, and another one for the landraces of
the genetic group which showed a lesser amount of linkage disequilibrium. These
analyses detected many apparently significant associations, that were drastically
diminished when the structure of populations was considered in the analysis. Many of
the most likely associations detected agreed with locations of QTLs found in biparental
populations studies, or with positions of well-known genes.
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Résumé

La collection nucléaire espagnole est une ressource phytogénétique mise au point
grace a D’effort de collaboration entre I’'IRTA de Catalone, I'ITA de Castille-Leon, et la
EEAD-CSIC de Saragosse. C’est une représentation systématisée de la diversité
génétique existante au niveau de la collection de référence maintenu dans le Centre de
Ressources Phytogénétiques de L’INIA, que conserve plus de 2000 accessions de
Hordeum, la majorité d’entre-elles autochtones. Cette étude se base sur I’évaluation de
la diversité génétique y agronomique de cette collection.

La diversit¢ génétique de cette collection a été évaluée par marqueurs
moléculaires, concrétement soixante quatre microsatellites, distribué sur les sept
chromosomes. Au total, 225 génotypes d’orge ont été examinés. Entre eux, 159 lignées
pures provenant de variétés locales y 16 variétés anciennes de longue tradition en
Espagne. En outre, 50 autres accessions témoins de différente origine, en majorité
européenne ont ¢t¢ évaluées. L’ensemble des microsatellites utilisés ont détecté un
degré de polymorphisme général élevé. Egalement, beaucoup d’alléles spécifiques des
groupes de germplasme ont ¢té identifiés, spécialement au niveau des accessions
espagnoles 4 six rangs.

Les analyses multivariantes (cluster y coordonnées principales) réalisée a partir
d’une matrice de distances génétiques, ainsi que I’analyse de la structure de population,
effectuée par le programme STRUCTURE, ont clairement séparé les génotypes a 6
rangs espagnols des européens. Les accessions de 2 rangs espagnoles ont ét¢ moins
séparées des variétés printanieres de 2 rangs du lot de référence. Toutes ces analyses ont
signalé¢ l'existence de deux groupes principaux dans les génotypes a six rangs
espagnoles. Ces deux groupes ont montré des différences en distribution géographique
et paraissent avoir des origines différentes.

L'association entre les all¢les de 73 marqueurs analysés et les parameétres éco-
géographiques du lieu de collecte des accessions de la collection nucléaire, a montré que
que la distribution géographique de quelques all¢les est influencée par ces parameétres,
ce qui suggére que les patrons de diversité observés puissent avoir été causés en partie
par des forces adaptatives.

L'évaluation agronomique des accessions autochtones la collection nucléaire, et
26 variétés commerciales a ét¢ menée dans dix essais, au long de trois années, dans un
total de cinq localités. Cette évaluation a mis en évidence la grande variabilité existante
dans les génotypes autochtones pour beaucoup de caracteres, en accord avec la diversité
remarquable détectée au niveau moléculaire. Cette évaluation a également permis de
souligner en général la supériorité¢ des variétés commerciales face aux accessions de la
collection nucléaire, mais a montré aussi la stabilité de ces derni¢res dans des conditions
défavorables.

Une analyse de cartographie génétique par association, a 1’échelle du génome a
¢été effectuée en considérant la totalité des accessions de la collection nucléaire, y aussi
un des groupes génétiques. Cette analyse a détecté un grand nombre d'associations, qui
a diminu¢ fortement en tenant compte la structure de populations dans l'analyse. La
majorité des associations probables révélées ont coincidé avec des QTLs détectés dans
des populations biparentales, ou avec les positions de génes connus.
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Introduccion general






Capitulo 1

1. Introduccion
1-1. La especie Hordeum vulgare. L.
1-1-1. Origen y domesticacion

La cebada (H. vulgare. L.) fue una de las primeras especies domesticadas. Es
aparentemente originaria del suroeste de Asia. Restos arqueologicos de granos de
cebada encontrados en el Creciente Fértil indican que el cultivo fue domesticado hace
por lo menos 10.000 afios (Zohary y Hopf, 1993 en Yadun et al., 2000). Los primeros
tipos que aparecieron fueron los de 2 carreras. Algo mas tarde aparecieron los tipos de 6
carreras, aproximadamente hace 9.500 afos (Bothmer et al., 2003).

Existen diferentes teorias sobre la domesticacion de la cebada a partir de un
pariente silvestre. De Candolle (1959, en Bothmer et al., 2003) considerd que la cebada
cultivada de 2 carreras procede directamente de la especie silvestre H. vulgare ssp.
spontaneum, debido a la fuerte semejanza que existe entre ellas. Sin embargo no explico
la aparicion de las cebadas de 6 carreras. Debido a las grandes diferencias morfologicas
que existen entre las cebadas de 2 y 6 carreras, se creyd firmemente que los 2 tipos
representaban  eventos de domesticacion filogenéticamente separados. El
descubrimiento de formas de 6 carreras con un raquis fragil en el Oeste de China al
principio de la decada de los afios 1930 parecia resolver el problema (Bothmer et al.,
2003). /f\berg (1938) describio este material como H. agriocrithon, y fue asumido como
el ancestro de las cebadas de 6 carreras (Aberg 1940, en Bothmer et al., 2003). Sin
embargo, las opiniones mads recientes vuelven a defender la presencia de una sola linea
evolutiva que conduce a la cebada de 2 carreras, y teniendo como unico progenitor a H.
vulgare ssp. spontaneum (Bothmer et al., 2003).

El ancestro silvestre H. vulgare ssp. spontaneum C. Koch de la cebada cultivada
sobrevive en los habitats primarios del Creciente Fértil, desde Israel y Jordania, al sur
de Turquia, Kurdistan iraqui y suroeste de Iran (Harlan, 1968). De hecho, ocupa todavia
amplios espacios en dicha region (Zohary, 1964; Harlan y Zohary, 1966).

Aunque el Creciente Fértil sea frecuentemente citado en la bibliografia como
centro de origen de la cebada, diferentes estudios han propuesto la posible existencia de
otros centros de origen o de diversificacion tales como el Tibet, Etiopia y el oeste de la
cuenca Mediterranea.

Etiopia es uno de los centros de origen propuestos por Vavilov (1926, en Molina-

Cano et al., 2002), en parte por la amplia diversidad de los tipos morfolégicos de la
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cebada existentes en la region. Mas tarde se aceptard que es poco probable que la
cebada fuera domesticada en una zona donde no se ha encontrado ninglin ancestro no
cultivado (Vavilov, 1940 en Molina-Cano et al., 2002). Sin embargo, aun en fechas
relativamente recientes se reclamaba todavia el estatus de centro de origen para Etiopia
(Bekele, 1983). A proposito del Tibet, Takahashi (1955) demostré que las cebadas
espontaneas de esta region poseen caracteristicas morfologicas y bioquimicas distintas
de las del Oriente Proximo.

En cuanto al oeste del Mediterraneo, Molina-Cano et al. (1982) detectaron la
presencia de H. spontaneum C. Koch en el sur de Marruecos. Este hallazgo provoco un
debate cientifico sobre la posibilidad de que Marruecos pudiera ser otro centro
independiente de domesticacion o un centro de diversificacion (Molina-Cano et al.,

1999; Zohary, 1999).

1-1-2. Taxonomia y citologia

El genero Hordeum pertenece a la tribu de las Triticeae, familia Poaceae
(Gramineae), e incluye 32 especies conocidas, ampliamente distribuidas en todo el
mundo.

En la taxonomia moderna H. vulgare L., H. spontaneum C. Koch y H.

agriocrithon Aberg estan considerados como sub-especies de H. vulgare L. (Bothmer y

Jacobsen, 1985 en Badr et al., 2000).

El genero Hordeum contiene especies diploides (2n=2x=14), tetraploides
(2n=4x=28), y hexaploides (2n=6x=42), aunque la mayoria sean de la primera categoria
(Briggs, 1978). La especie H. vulgare L. es diploide.

El genoma de H. vulgare L. contiene alrededor de 5.5 pg de DNA por nucleo
haploide, lo que equivale aproximadamente a 5 x 10° pb (Arumuganathan y Earle,
1991). El genoma de la cebada ha sido muy bien caracterizado por métodos de genética
clasica y citogenética, que han proporcionado un catalogo de mas de 1000 genes
conocidos (von Wettstein-Knowles, 1992).

La cartografia comparativa entre el genoma de la cebada y otras especies de la
familia de Triticeae muestra que los cromosomas 1 a 7 de la cebada son homeologos de
los cromosomas 7H, 2H, 3H, 4H, 1H, 6H, 5H, respectivamente, de las otras especies de

esa familia (Linde-Laursen et al., 1997).
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1-1-3. Tipos de cebada:

Existen diferentes tipos de cebada, segin se consideren criterios morfolédgicos,
agronodmicos, genéticos o de uso final. Los criterios de clasificacion mas relevantes para
el presente trabajo son:

La morfologia. En las cebadas de dos carreras, en la triada de espiguillas
presentes en cada entrenudo del raquis, solo se desarrolla la espiguilla central, las
laterales abortan. Sin embargo en las cebadas de seis carreras se desarrollan las tres
espiguillas (Briggs, 1978).

La adaptacion agronomica. Existen cebadas de invierno o ciclo largo y cebadas
de primavera o ciclo corto. Las cebadas de invierno requieren vernalizacion para
florecer, por eso se siembran en otofio. Las cebadas de primavera no necesitan un
periodo de vernalizacion.

En latitudes altas y regiones montafiosas, la cebada se suele sembrar en primavera,
para escapar a los dafios causados por el frio del invierno. En estas regiones, se
requieren tipos de primavera para crecer y florecer normalmente. Los tipos de
primavera prevalecen también en altitudes bajas, donde las temperaturas son demasiado
altas para inducir vernalizacion en los tipos de invierno. En las regiones de latitudes
medias, incluyendo el norte de Africa, el sur de Europa, Nepal, China y Japon, los dos
tipos de cebadas (primavera e invierno) se siembran generalmente en otofio (Bothmer et

al., 2003).

1-2. Importancia econémica y distribucion geografica

La cebada es una de las especies cultivadas mas antiguas del mundo. Hoy en dia
es ampliamente cultivada y crece en condiciones ambientales muy diversas, incluyendo
latitudes y altitudes extremas (Ullrich, 2002). Puede ser cultivada desde el Ecuador
hasta Escandinavia, y desde las regiones mas himedas de Europa hasta los oasis del
Sahara y Asia (Briggs, 1978).

A nivel mundial, la cebada ocupa el cuarto lugar en importancia entre los cereales,
después del trigo, el arroz y el maiz. La superficie dedicada a su cultivo es de 57
millones de hectareas, o sea, el 8,4% de la superficie total cultivada con cereales (FAO,
2004).

En Espafa, la cebada se clasifica en el primer lugar entre los cereales desde el

punto de vista de produccion total, ocupando el 48% de la superficie total dedicada a los
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mismos. A nivel mundial, se considera como el sexto pais productor de cebada después
de Rusia, Canad4, Alemania, Ucrania y Francia (FAO, 2004).

La mayoria de la produccion de la cebada en Espafia se localiza en las regiones de
Castilla y Leon, Castilla-La Mancha y Aragén. En estas 3 comunidades se encuentran el

80% de las tierras dedicadas al cultivo de la cebada (Figura 1.1)

Castilla y Leon Castilla La Mancha
1,1% B Aragon M Cataluiia
Andalucia Navarra
1,2% B Murcia B Extremadura
Madrid

12,6%

28,6%

Figura 1.1 Distribucion por Comunidades Autonomas de la superficie dedicada al cultivo de la
cebada en Espana (Fuente: Anuario de Estadistica Agroalimentaria M.A.P.A., 2004.)

La superficie dedicada al cultivo de cebada de 2 carreras tiende a aumentar cada
vez mas, en comparacion con la dedicada a las cebadas de 6 carreras. Esto se debe
probablemente a la introduccion de un mayor numero de variedades de cebada de 2
carreras obtenidas en Europa, mas productivas y de mejor calidad.

El cultivo de cebada estd destinado a diferentes usos. Su utilizacion en la
alimentacion humana persiste en las regiones montanosas del Asia Central y del
Suroeste, asi como en los paises del norte de Africa y Etiopia (Bothmer et al., 2003). Su
uso en la alimentacion animal crece cada vez mas. Hoy en dia, se estima que el 85% de
la produccién mundial, estd destinada a este Ultimo proposito (Fischbeck, 2002). La
produccion de malta es el segundo uso mas importante de la cebada. Alrededor de 18
millones de toneladas de cebada se destinan cada afio a la fabricacion de cerveza
(Fischbeck, 2002). En Espatia, la cebada se cultiva principalmente para la produccion de

pienso.
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1-3. Mejora de la cebada

El acervo genético de este cultivo ha sufrido importantes cambios durante los
procesos de domesticacion y de mejora. Durante las Gltimas décadas, la mejora de la
cebada en Europa se ha centrado sobre diferentes aspectos como rendimiento, calidad
del grano y adaptacion a estreses bidticos y abidticos. Segin Fischbeck (1992), en
Europa Central y del Noroeste, la mejora del ultimo siglo se centré6 fundamentalmente
sobre la cebada de dos carreras de primavera. La mejora moderna comenzd con una
primera etapa de seleccion en variedades tradicionales. Posteriormente, a partir de la 3*
década del siglo XX, se hicieron cruzamientos entre variedades de alto rendimiento, que
procedian de zonas geograficas distintas. En una fase posterior, se llevaron a cabo
cruzamientos entre variedades que salieron del primer ciclo de cruzamientos. En los
ultimos anos de desarrollo de cultivares de cebada de primavera en Europa, ha habido
introgresion de germoplasma exotico para introducir genes de resistencia a
enfermedades, como el oidio y la roya. Para no afectar a la calidad maltera de las
variedades, este proceso de introgresion de genes, que ha empleado como donantes
variedades locales exdticas, se hizo con la precaucion de realizar cruzamientos
intermedios con un material mejorado. Esta estrategia de introgresion controlada ha
dado buenos resultados.

Las cebadas de invierno ocuparon poca superficie comparandolas con las de
primavera en Europa Central y del Oeste hasta la generalizacion de la mecanizacion, lo
que permiti6 la preparacion de grandes superficies para siembras precoces (Fischbeck,
1992). Eso explica el reducido nimero de variedades de invierno autdctonas
disponibles para la mejora. Las cebadas de invierno de hoy en dia, provienen de dos
fuentes de variedades tradicionales, unas originarias de los Paises Bajos y otras de
Canada, en particular la variedad Mammuth (Authammer, 1982). La escasez de fuentes
de germoplasma europeo de cebada de invierno llevdo a los mejoradores a hacer
cruzamientos con las cebadas de dos carreras de primavera. El empleo de material
exotico para la introduccion de genes de resistencia ha sido también importante en la
mejora de la cebada de invierno de seis carreras durante los ltimos ciclos de mejora. La
variedad Dura, que proviene de la recombinacién entre Ragusa (linea tradicional de
Croacia resistente al oidio) y Friesdrichswerther Berg, domind la produccion de cebada
de invierno durante dos décadas en Europa Central. Del mismo modo, tuvo gran

difusion la variedad Vogelsanger Gold, que deriva de un cruzamiento entre una linea de
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cebada de primavera resistente al oidio, retrocruzada con diferentes cebadas de invierno
de seis carreras, entre ellas Mammuth y Hauter. Las variedades Vogelsanger Gold y
Dura se encuentran en el pedigri de la mayoria de los cultivares recientes de cebada de
invierno de seis carreras. Por otra parte, el cultivar Hauter, cultivado durante un tiempo
en Francia, contribuyé al desarrollo de variedades de invierno de seis carreras en
Francia. Los cultivares Ager y Astrix, que provienen de un doble cruzamiento entre
Hauter y Bordia, asi como Kenia y Hatif de Grignon, ocupan un lugar importante en el
desarrollo de cultivares de cebada de invierno en la region Sur de Europa. Estas dos
variedades aparecen en el pedigri de casi todos los cultivares desarrollados en esta zona.
En general, se puede concluir que unas pocas variedades han dominado la mejora de la
cebada de invierno de seis carreras en Europa.

La mejora de cebadas de invierno de dos carreras se desarrolld especialmente
después de la Segunda Guerra Mundial, con el fin de desarrollar variedades de invierno
destinadas a la produccion de malta. El cultivar Malta fue un parental importante en los
cruzamientos para la seleccion de cultivares de cebadas de dos carreras de invierno.
Sonja e Igri, derivados ambos del cultivar Malta, ocuparon durante mucho tiempo
grandes superficies en Europa Central y del Oeste, sin llegar a un nivel de produccioén
de calidad maltera aceptable.

En resumen, en las tltimas décadas de la mejora de cebada en Europa, la base
genética empleada para la obtencion de nuevas variedades ha sido cada vez mads
estrecha. Hay unos pocos cultivares que se encuentran en la mayoria de los pedigries de
cultivares de cebadas modernas. Graner et al. (1994) confirmaron este hecho, al analizar
48 cultivares europeos con RFLPs, demostrando que estos cultivares incluyen en su

pedigri, por lo menos, uno de los 4 progenitores principales empleados en la mejora.

1-4. La importancia de la conservacion de los recursos fitogenéticos

El desarrollo de la agricultura mecanizada es una de las causas de la erosion
genética. Con la aparicion de las variedades modernas muy productivas, uniformes y
adaptadas a las técnicas agricolas modernas, los agricultores se deshicieron de las
variedades tradicionales. La consecuencia fue la desaparicion de un patrimonio genético
importante en muchos paises europeos. La FAO estima en un 75% la pérdida de la
diversidad genética de las plantas cultivadas desde el principio del siglo XX. Esto nos
hace depender cada vez mas de un niimero reducido de variedades cultivadas (FAO,

1993). Esta uniformidad genética, favorecida por la industrializacion de la agricultura,
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es una invitacion al desastre, por el aumento de la vulnerabilidad de los cultivos frente a
las enfermedades y plagas.

En el caso de la cebada, el reemplazo de las variedades originales empezd
gradualmente en el Reino Unido durante la primera mitad del siglo XIX, donde un stock
de semillas “mejoradas” fue seleccionado por los agricultores. Cuando su rendimiento
era mas alto o de mejor calidad, atraian el interés general y se distribuian ampliamente.
Durante la segunda mitad del siglo XIX, estas semillas alcanzaron el resto del
continente (Fischbeck, 2003). De este modo, las variedades tradicionales fueron
rapidamente sustituidas en casi toda Europa Central y del Noroeste. En las primeras
décadas del siglo XX, las variedades tradicionales desaparecieron, por el hecho de que
en esta época no se tomaron iniciativas para la conservacion de semillas de estas
variedades (Schachl, 1975). Solamente las variedades tradicionales cultivadas en las
regiones montafiosas, donde la agricultura intensiva fue menos aplicada, sufrieron
menor erosion. Aunque probablemente, estas variedades locales que restan no
representan la totalidad de la diversidad genética de las poblaciones originales
(Fischbeck, 2003). En Espaiia e Italia, la sustitucién de las variedades tradicionales se
retras6 hasta la segunda mitad del siglo XX, lo que produjo una ventaja adicional, pues
en esta €poca ya existia la preocupacion de prevenir la extincion de estas variedades,
por lo que muchas de ellas fueron recolectadas con objeto de guardarlas en bancos de
germoplasma (Fischbeck, 2003). En el Banco Nacional de Germoplasma espafiol se
encuentran 2.155 entradas de cebada, de las cuales el 91% son variedades tradicionales
espaiolas. Muchas de ellas fueron recogidas antes de 1942, o sea, antes de la
introduccion masiva de variedades foraneas. La recoleccion de estas variedades cubrio
la totalidad de las zonas geograficas del cultivo de la cebada en el pais (Igartua et al.,
1998).

Las regiones del WANA (West Asia, North Africa) y Etiopia fueron menos
afectadas por la agricultura intensiva. En esta parte del mundo, las variedades
tradicionales de cebada aun ocupan el 85% de la superficie cultivada (Fischbeck, 2003).
Las condiciones dificiles a las que estan sometidas estas regiones, son la principal razén
para la subsistencia de estas variedades. En efecto, los cultivares modernos
seleccionados para condiciones Optimas no se adaptan a la aridez del clima de estas
regiones, y presentan unos rendimientos peores que las variedades tradicionales locales.

Siria es uno de los paises que sufre el problema de adaptacion de las variedades

modernas. Para solucionar el problema, el ICARDA elaboré un programa de mejora
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basado en la seleccion de nuevas variedades a partir del material local adaptado.
Ceccarelli y Grando (1989) demostraron que la seleccion por el rendimiento en
condiciones de estrés hidrico no es eficiente para el germoplasma élite convencional.
Las lineas seleccionadas a partir de variedades tradicionales locales mostraron una
mayor estabilidad de produccion y un rendimiento superior a los de las variedades
modernas, en condiciones desfavorables (Ceccarelli et al., 1991). Este enfoque ha sido
aplicado con éxito, como lo demuestra la aceptacion de las variedades procedentes del
programa de mejora de ICARDA en la region WANA.

En Espafia, no es extrafio que los agricultores de la zonas semi-aridas prefieran
sembrar cultivares antiguos o incluso variedades tradicionales, en lugar de cultivares
modernos, por problemas de adaptacion de estos Gltimos (Lasa ef al., 2001). Aunque las
primeras no tienen una buena produccidon, son mas estables y aseguran al agricultor un
rendimiento minimo, en caso de estrés hidrico severo, lo que ocurre frecuentemente en
estas zonas. En Aragon, el 69,4% de la superficie dedicada al cultivo de la cebada de 6
carreras, estd ocupada por el cultivar Albacete (DGA, 2002), una variedad espafiola
derivada de una poblacion local, en la Estacion Experimental de Aula Dei. Siguiendo la
experiencia del ICARDA, un mayor empleo del germoplasma autdctono podria dar un
nuevo impulso a la seleccion de variedades adaptadas a las condiciones mediterraneas.
En este sentido, Tolbert ef al. (1979) pusieron de manifiesto la singularidad genética de
las cebadas del Oeste del mediterraneo, incluyendo las espanolas. Lo que sugiere la
posible existencia de caracteres de adaptacion en el material autdéctono que no fue
empleado en su totalidad en la mejora de la especie. Igartua et al. (1998) sugirieron que
las variedades tradicionales espafiolas, que evolucionaron independientemente durante
un periodo que pudo ser de hasta miles de afios bajo las condiciones mediterraneas,
serian probablemente una fuente de alelos para adaptaciéon a estas condiciones.
Comparando las variedades espafolas antiguas de 2 y 6 carreras con otro germoplasma
europeo, mediante andlisis de RFLPs, Casas ef al. (1998) confirmaron la singularidad de
algunas entradas espafiolas. Sin embargo, este germoplasma local fue durante mucho
tiempo infrautilizado en los programas de mejora, aunque demostré su valor en la
obtencion de nuevas variedades tales como Candela (Estacion Experimental de Aula
Dei del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, EEAD-CSIC) y Kika (Instituto
Técnico Agrondmico Provincial de Albacete, ITAP). La primera se obtuvo a partir del

cruzamiento del cultivar tradicional espafiol Pané con la variedad francesa Barbarrosa,
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mientras que la segunda se obtuvo del cruzamiento de la variedad espafiola Albacete
con la variedad inglesa Kym.

Una de las lineas de trabajo que se venia ejecutando en el programa de mejora de
cebada de la EEAD-CSIC era la evaluacion agronoémica de las entradas del Banco
Nacional de Germoplasma. Sin embargo la utilizacidon practica de un numero tan alto de
entradas es bastante complejo en un programa de mejora. Como solucion a este
problema, se creé una coleccion nuclear representativa de la diversidad genética
existente en la totalidad de las entradas del Banco de Germoplasma (Igartua et al., 1998)
con la colaboracion del IRTA de Catalunya y el ITA de Castilla y Léon.. La evaluacion

de esta coleccion nuclear permitiria su uso mas eficaz en programas de mejora.
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Capitulo 2

2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo se centra e la evaluacion de la coleccion

nuclear de cebadas espafiolas. Los objetivos especificos son:

— Caracterizacion de la diversidad genética de la coleccion nuclear espafiola
mediante marcadores moleculares, y su emplazamiento en el panorama de la

diversidad genética europea (Capitulo 3).

— Identificacion de relaciones entre patrones de variabilidad genética y

variabilidad geografica y climatica (Capitulo 4).

— Evaluacién del comportamiento de las entradas de la coleccion nuclear de
cebadas espafolas en zonas representativas del cultivo de cebada en Espana
(Capitulo 5).

— Analizar los factores genotipicos y ambientales que determinan el rendimiento

en condiciones espafiolas (Capitulo 5).

— Andlisis de asociacion o linkage disequilibrium mapping en las entradas de la
coleccion nuclear de cebadas espafiolas. Se analizard la asociacion de
marcadores moleculares con treinta caracteres agronémicos y morfoldgicos

(Capitulo 6).
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3-1. Introduccion

En muchos cultivos, la introduccion de la agricultura moderna provocéd el
reemplazo de las variedades tradicionales por cultivares mejorados de alto rendimiento.
Este fendmeno, a su vez, produjo una reduccion de la base genética de los cultivares,
especialmente en paises desarrollados (Briggs, 1978). No esta claro si éste ha sido el
caso de la cebada en Europa. Algunos autores (por ejemplo, Koebner et al., 2003) no
encontraron evidencia de erosidon genética como consecuencia de la mejora moderna de
la cebada en Europa. La mayoria de estudios en este sentido, sin embargo, si ofrecen
datos que sustentan esa hipdtesis (Graner, et al., 1994; Melchinger et al., 1994; Ellis et
al., 1997; Russell et al., 2000). Una de las causas que han llevado a esta erosion
genética pudo ser el limitado numero de variedades locales que se emplearon en las
primeras etapas de la mejora moderna de la cebada. Por tanto, es posible que la
diversidad genética presente en las variedades locales europeas originales no haya sido
explotada en su totalidad.

En Espaiia, el Centro Nacional de Recursos Fitogenéticos mantiene una coleccion
de més de 2000 entradas de cebada cultivada. La mayoria son variedades locales
recolectadas en la primera mitad del siglo XX (Lasa et al., 2001). Algunos de estos
materiales han sido empleados con éxito en programas de mejora, pero en menor
medida que las variedades de otros paises europeos no mediterraneos. La cebada ha sido
cultivada en Espafia desde tiempos prehistoricos. Dada su historia de adaptacion y
seleccion bajo condiciones mediterraneas, los materiales autdctonos espafioles pueden
albergar genes y alelos de adaptacion que probablemente no han entrado aun en
programas de mejora (Igartua et al., 1998).

La evaluacion de la utilidad de estos recursos genéticos para la obtencién de
variedades constituye un objetivo de investigacion en si mismo. Con este objeto, se
sintetizd una coleccidon nuclear de cebadas espafiolas, representativa de la variabilidad
guardada en el banco nacional (Igartua ef al., 1998).

A lo largo del tiempo, los métodos de deteccion y de analisis de la diversidad
genética han evolucionado gradualmente, desde los andlisis basados sobre caracteres
morfoldgicos, a las evaluaciones electroforéticas de variantes bioquimicas y, mas
recientemente, al analisis molecular de variantes de las secuencias del ADN.

En la cebada, los marcadores morfoldgicos han sido utilizados por Cross (1994)

para la identificacion de una coleccion de cebadas de primavera, y por Bahrman et al.

21



Capitulo 3

(1999), para el analisis de la diversidad de una coleccion de variedades antiguas
francesas. Los marcadores morfoldgicos tienen sus limites en los estudios de diversidad,
fundamentalmente por el nimero de caracteres disponible. Por eso, la mayoria de los
estudios recientes utilizan marcadores moleculares. Estos marcadores permiten una
caracterizacion de la diversidad mas potente y precisa. Los RFLPs son los primeros
marcadores moleculares que se emplearon para este fin. Diferentes autores utilizaron
estos marcadores para estudios de diversidad en cebada con éxito, como Saghai-Maroof
et al. (1994a) en la evaluacion de cultivares de cebada de calidad maltera, o Casas et al.
(1998), quienes emplearon los RFLPs para estudiar la diversidad genética de un
conjunto de variedades de cebada cultivadas en Espaiia.

El descubrimiento de las técnicas basadas sobre la PCR, hizo que los
investigadores se dirigieran mas a este tipo de marcadores, de uso mas facil. Los
RAPDs y los AFLPs, son los primeros métodos basados en esta técnica. Los dos se
manejaron mucho en estudios de diversidad en cebada. Manninen y Nissild (1997)
usaron RAPDs para la evaluacion de la diversidad de la cebada de seis carreras de
primavera. Baum et al. (1998) aplicaron los RAPDs en la identificacion de las cebadas
canadienses. Ellis et al. (1997) utilizaron AFLPs para evaluar la diversidad genética de
las cebadas europeas de primavera, y estimar la relacion de parentesco entre ellas.
También Hayes et al. (1997) usaron estos marcadores para la caracterizacion y
explotacion de la diversidad genética de las cebadas americanas y el estudio de los
caracteres cuantitativos presentes en ellas.

Recientemente, los investigadores recurren cada vez mas a los microsatélites, por
su facilidad de uso, el alto grado de polimorfismo que presentan y su fiabilidad.
Morgante y Olivieri (1993) los describieron como la herramienta mas eficaz para la
deteccion de la variacion genética inter e intra-especifica.

La eficacia de los microsatélites se ha demostrado en diferentes estudios de
diversidad genética, Struss y Plieske (1998) aplicaron estos marcadores para detectar la
diversidad existente en cebadas espontineas y cultivadas. Russell et al. (1997) usaron
microsatélites para evaluar la diversidad genética existente en algunas variedades
europeas de cebada. Pillen er al. (2000) y Maestri et al. (2002) estudiaron
respectivamente la variacion genética en cebadas cultivadas alemanas e italianas. Matus
y Hayes (2002) estudiaron la diversidad en tres grupos de germoplasma, incluyendo
variedades y descendencias de cruzamientos entre lineas élite de germoplasma

americano. De forma similar, Karakousis et al. (2003) identificaron variedades del
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germoplasma australiano, y Russell ef al. (2003) variedades locales de Siria y Jordania,
mediante microsatélites. Otros autores como Davila et al. (1999), Ivandic ef al. (2002)
usaron estos marcadores, para estudiar la diversidad en Hordeum vulgare ssp.
spontaneum.L.

El objetivo de este capitulo es la caracterizacion de la diversidad genética de la
coleccion nuclear de cebadas espafiolas mediante marcadores moleculares, y su
emplazamiento en el panorama de la diversidad genética europea. Por las ventajas que
muestran los microsatélites, particularmente su alta capacidad de deteccion de

polimorfismos, fueron elegidos para llevar a cabo este analisis.

3-2. Material y Métodos
3-2-1. Evaluacion de la diversidad por marcadores moleculares
3-2-1-1. Material vegetal

Se analizaron un total de 225 genotipos de cebadas de 2 y 6 carreras, de los cuales
159 son lineas puras de la coleccion nuclear espafiola de cebada (Igartua et al., 1998).
Estas lineas puras provienen de poblaciones locales, probablemente heterogéneas. Para
aislar lineas puras, se eligi6é una espiga de cada poblacion, a partir de la cual se hicieron
autofecundaciones durante cuatro generaciones en parcelas totalmente aisladas (Lasa et
al.,2001).

Los 225 genotipos estan divididos en grupos de germoplasma, segin la
informacion disponible a priori, resultando cuatro grupos segun los genotipos sean de 2
0 6 carreras, espaioles o de otras procedencias (Tabla 3.1).

Las lineas puras de la coleccion nuclear proceden de diferentes provincias del
territorio espafiol, agrupadas en regiones agro-ecologicas, definidas por Igartua et al.
(1998), segln las zonas de cultivo de la cebada y los rendimientos histéricos registrados
en las diferentes provincias del territorio espafiol durante 47 afios (1948-1994). El

numero de entradas por provincias esta representado en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.1. Distribucion de los 225 genotipos en 4 grupos de germoplasma.

e s N° de

Grupo Descripcion entradas
1 Seis carreras, origen espafiol 152

- Lineas puras de la coleccion nuclear 148

- Cultivares procedentes de poblaciones espafiolas 4
2 Seis carreras de otras procedencias (variedades de referencia) 33
Dos carreras, origen espafiol (lineas puras de la coleccion 1

nuclear)

4 Dos carreras de otras procedencias (variedades de referencia) 29
Total 225

El nombre, origen y pedigri de las variedades de referencia, asi como el de los 4
cultivares espafioles de 6 carreras estan representados en la Tabla 3.3.

El conjunto de variedades de referencia se introdujo en el estudio para servir de
base de comparacion de la diversidad genética entre el germoplasma espafiol y foraneo,
principalmente europeo.

Estos 225 genotipos se sembraron en invernadero. Se cosecharon hojas de las
plantulas 14 dias después de la siembra, para la extraccion del DNA. Esta extraccion se

hizo segln el protocolo descrito por Saghai-Maroof et al. (1984).
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Tabla 3.2. Distribucién geografica, por region agro-ecologica y por provincia de las
entradas de la coleccion nuclear.
Grupos Nimero de entradas
6 carreras 2 carreras

1- Zona de alto rendimiento
Alava
Barcelona
Cuenca
Gerona
Lérida
Navarra
Rioja
Tarragona

N W N D = g W
—

2- Zona del Centro y valle del Ebro
Albacete

Castellon
Guadalajara
Huesca
Madrid
Soria
Teruel
Toledo
Zaragoza

AN 0 A W NN W~

3- Zona de Castilla y Leén
Avila
Burgos
Leo6n
Palencia
Salamanca
Segovia
Valladolid
Zamora

W A W W W = W W

4- Zona Sur
Alicante
Almeria
Badajoz
Baleares
Caceres
Cadiz
Ciudad Real
Cordoba
Granada
Jaén
Huelva
Malaga
Murcia
Sevilla
Valencia

Wik 0 A B W A b W QWWRFJ WM

5- Tenerife

Total 148 11
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Tabla 3.3 Pedigri y origen de las variedades analizadas.

Numero de carreras

Pedigri

Nombres Origen
Variedades espafiolas
Albacete* Espaiia
Almunia* Espana
Pané* Espana
Candela Espafia
Variedades de referencia de 6 carreras
Ager* Francia
Barbarrosa* Francia
Dobla* Francia
Hatif de Grignon* Francia
Monlon* Francia
Asplund Suecia
Athenais Grecia
Athene Reino unido- Alemania
Banteng Holanda
Bordia Bélgica
Dea Alemania
Dura Alemania
Frisia Alemania
Gerbel Francia
Hauter Alemania-Francia
Herfordia Alemania
Juli Dinamarca
Maskin Noruega
Mirco Italia

() Wie) NiNe) NN e NN N e Mo Ne) e e e e NN AN N &N &

(o)}

AN N &N &

Seleccion a partir de una variedad local espafiola
Seleccion a partir de una variedad local espafiola
Seleccion a partir de una variedad local espafola
Barbarrosa x Pané

Bordia x Kenia x LBP 259/711

(Hauter x (Hatif de Grignon x Ares)) x Ager
Union x Nymphe

Variedad tradicional francesa

Breusted Schladener x Hatif de Grignon
Seleccion en una poblacion indefinida
Variedad tradicional griega

Herfordia x H204 (Hordeum sp nigrum)x Madru x Weissenhaus-Stamm
((Platen 23/49 x Vinesco)x Dea)) x Jumbo

(Lignée 66x Lignée 125)

((Ragusa x Peragis 12) x (Heils Franken x Friedrichswerther Berg)) x
(Ragusa x Mahnd. Viktoria) x (Bolivia x Ragusa))

(Friedrichswerther Berg x Ragusa) x Doria

Granat x Pyrthyjarven x Eckendorfer (WiG) x Kalkreuther

(Ager x Jumbo) x FDE 244/95 (Ager x Asterix x Mana)

((Ragusa x Peragis 12) x (Heils Franken x Friedrichswerther. Bergx
Tschermaks 2z)x (Ragusa x Mahndofer Viktoria x (Bolivia x Ragusa)
Peragis Stamm x Schladener I

Seleccion en una variedad primitiva danesa

Seleccion en una variedad local noruega

Seleccion en una variedad local italiana




Tabla 3.3. (Continuacion)

Nombres Origen Numero de carreras Pedigri
Variedades de referencia de 6 carreras
Olli Finlandia 6 Seleccion en una variedad local finlandesa
Plaisant Francia 6 Ager x Nymphe
Ragusa B Yugoslavia 6 Seleccion en una variedad local de Dalmacia
Senta Alemania 6 (Firlbecks 4Z1g x Ungarische) x Dea
Tapir Holanda 6 DSGW167 x Pella
Vega Svalof Suecia 6 Seleccion en una variedad local sueca
Vindicat Holanda 6 Seleccion en una variedad local holandesa
Vogelsanger Gold Alemania 6 (Isaria x H204 ( Hordeum. sp nigrum) x WG5
S-36 Siria 6 Seleccion ICARDA
S-45 Siria 6 Seleccion ICARDA
Morex EEUU 6 Cree x Bonanza
Steptoe EEUU 6 Washington sel. 3564 x Unitan
Mammuth Canada 6 Variedad local canadiense
Orria Espafia 6 Seleccidn a partir de material CIMMY T
Variedades de referencia de 2 carreras
Alexis Alemania 2 Br.1622 x Trumph
Angora Alemania 2 Br.301a x LBP 5907 (Carsten2z x Herfodia x LBP 409/250 (SG) x Isaria
Camelot Alemania 2 Aramir x (Magnif.105 X Universe)
Cameo Reino-Unido 2 RPB 713-77 x Kym
Clarine Francia 2 Igri x Mogador
Gaelic Francia 2 FDO 8109.136 x Marinka
Graphic Reino-Unido 2 Casino x Dandy
Alpha* Francia 2 Ager x (Ager x Ceres)
Beka* Francia 2 Bethge XIII x Kneifel
Hassan* Holanda 2 Delta x (Agio x Kenia 3 x var. Arabische)
Kym* Alemania 2 Georgie x Hanna




Tabla 3.3. (Continuacion)

Nombres

Origen

Numero de carreras

Pedigri

Variedades de referencia de 2carreras

Pallas*
Union*
Wisa*
Zaida*
Hispanic
Labea
Nevada
Tipper
Tremois
Triumph
Volga
Seira
Igri
Mogador
Albaicin
Logan
PC-4
S-7

Suecia
Alemania
Alemania
Espafia
Francia
Alemania
Reino-Unido
Reino-Unido
Francia
Alemania
Francia
Suecia
Alemania
Francia
Espafia
EEUU
Espania

Siria

[NOJ NS R (T O R (S R \C T (S 2L RN NS R S R (O R \C R (O I (ST (O RN (S R 9]

2

Mutante de Bonus

Weihenstephaner Melhtauresistente 11 x Firlbeck 621
(Weih. Melh. I x Breun IN 2511) x Isaria

Adora x Union

Mosar x (Flika x Lada)

Br.269cc x LBP 5907

R 26/73 E x Igri

Alpha x (Dayton x Jotun)

(Dram x Aramir) x Berar

Tschemnakuy Hana x Kargyn

(Tosca x Kiebitz x Marion x 3873D) x Athos x Aurea x 4923D x 7375D)
Seleccion a partir de una poblaciéon compuesta sueca
Malta x LBP 1427 x Ingrid

Alpha x Sonja

Triumph x Hassan

(ND7085 x Bowman sib) x ND7556

Desconocido

Seleccion ICARDA

Fuente: El pedigri de la mayoria de estas variedades ha sido extraido de Baumer y Cais (2000).

*Variedades introducidas en la coleccion nuclear espafiola
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3-2-1-2. Microsatélites analizados

La caracterizacion molecular de los 225 genotipos se hizo con microsatélites. Se
eligieron 64 SSRs distribuidos a lo largo del genoma (Tabla 3.4).

Los microsatélites marcados con un asterisco en la Tabla 3.4, pertenecen al
conjunto de los 48 descritos por Macaulay et al. (2001) como “genotyping set” para la
cebada.

Los cromosomas de cebada deben ser designados de acuerdo con la homeologia
con las otras especies Triticeae (Linde-Laursen et al., 1997). Esta recomendacion fue
seguida en este estudio.

Las distancias en ¢cM presentadas en la Tabla 3.4 pertenecen al mapa genético de
la poblacion derivada del cruzamiento del cultivar Lina x H. spontaneum Canada Park,
presentado por Ramsay et al. (2000).

Los microsatélites empleados en este estudio se seleccionaron a partir de
secuencias publicas. Del total, 19 estan ligados a genes. En la Tabla 3.5, se describe el

origen de estos microsatélites.
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Tabla 3.4. Descripcion de los 64 microsatélites analizados, incluyendo localizacion
cromosomica, motivo y tamafio en pb y fuente de referencia.

Microsatélite Cr cM Repeticion Tamaiio Fuente
Bmac399* 5 (1H) 25  (ac)21 145 Ramsay ef al., 2000
HvGLUEND 5 (1H) ®11 262 Pillen et al., 2000
Bmac032* 5(1H) 55 (ac)7t(ca)l5(at)9 215 Russell et al., 1997
HvALAAT 5(H) 57 (c)12(tc)9 183 Pillen et al., 2000
HvMO020 5(1H) 58 (ga)l9 151 Liu et al., 1996
Bmag211* 5(H) 62 (ct)16 174 Ramsay et al., 2000
Bmag382* 5(1H) 97 (ag)7aa(ag)7 109 Ramsay ef al., 2000
HvHVAT1* 5(IH) 112 (acc)s 151 Ramsay ef al., 2000
WMCI1E8* 5(1H) 164 (ac)24 197 Ramsay et al., 2000
Bmac134* 2 (2H) 5 (ac)28 148 Ramsay et al., 2000
HvMO036* 2 (2H) 17 (ga)l3 114 Liu et al., 1996
Bmag378* 2(2H) 44 (ag)l4 147 Ramsay ef al., 2000
Bmac132 2(2H) 50 (acl5) 187 Ramsay et al., 2000
HvBKASI 2(2H) 50 (c)l0(a)ll 197 Becker y Heun, 1995
Bmac093* 2 (2H) 50 (ac)24 151 Ramsay et al., 2000
Bmagl125* 2 (2H) 63 (ag)l9 134 Ramsay et al., 2000
HvMO054* 2(2H) 103 (ga)l4 159 Liu et al., 1996
HvLTPPB* 33H) 25 (ac)l0(at)5 221 Pillen et al., 2000
Bmag136* 3(BH) 50 (ag)6-(ag)l0-(ag)6 (ag)6 197 Ramsay ef al., 2000
Bmac067* 3(BH) 54 (ac)l8 171 Ramsay et al., 2000
Bmag006 3 (3H) 54 (ag)l7 174 Ramsay et al., 2000
Bmac209* 3 (3H) 55 (ac)l3 176 Ramsay et al., 2000
Bmag225* 3 (3H) 74 (ag)26 162 Ramsay et al., 2000
Hv13GEII 3 (3H) (at)s 175 Pillen et al., 2000
Bmag013* 3(BH) 141 (ct)21 155 Ramsay et al., 2000
HvMO062* 3(3H) 154 (ga)ll 251 Liu et al., 1996
Bmac029 3(3H) (ac)20 169 L. Ramsay (com. personal)
HvMO040* 4 (4H) 14 (ga)6(gt)d(ga)7 160 Liu et al., 1996
HvOLE 4 (4H) 21 (gect)4 198 Ramsay et al., 2000
Bmag353* 4(4H) 45 (ag)2l 119 Ramsay et al., 2000
HvMO003* 4(4H) 45 (at)29 188 Saghai-Maroof et al., 1994b
Bmag384* 4(4H) 49 (ag)l8 116 Ramsay et al., 2000
HvBTAI3 4 (4H) (gce)4 234 Pillen et al., 2000
EBmac701* 4(4H) 76 (ac)23 149 Ramsay et al., 2000
HvMLOHIA 4 (4H) 88 (ga)6 175 Ramsay et al., 2000
HvMO067* 4(4H) 118 (ga)ll 116 Liu et al., 1996
HvBAMY 4(4H) 123 (a)l7 132 Pillen et al., 2000
HdAMYB 4 (4H) (tg)10(g)16 219 Pillen et al., 2000
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Tabla 3.4. (Continuacion).

Microsatélite Cr cM Repeticion Tamaiio Fuente
Bmag337 7(5H) 35 (ag)22 145 Ramsay et al., 2000
Bmacl13* 7(5H) 41 (at)7(ac)l8 187 Ramsay ef al., 2000
Bmac096 7 (5H) 41 (at)6(ac)16 173 Ramsay ef al., 2000
EBmac970* 7 (5H) 54  (ac)8 112 Ramsay ef al., 2000
Bmag223* 7(5H) 69 (ag)l6 197 Ramsay et al., 2000
HvHEMH1 7 (5H) 18 194 Pillen et al., 2000
HvLEU* 7(5H) 150 (attt)4 166 Becker y Heun, 1995
HvDHN7 7 (5H) (ttg)5 177 Becker y Heun, 1995
Bmag222%* 7(5H) 162 (ac)9(ag)l7 179 Ramsay et al., 2000
Bmac316* 6 (6H) 6 (ac)l9 135 Ramsay ef al., 2000
Bmag500 6 (6H) 38 (ag)6bcg(ag)29 (agaggg)3(ag)6 150 Ramsay et al., 2000
Bmagl173* 6 (6H) 79  (ct)29 150 Ramsay et al., 2000
Bmac018* 6 (6H) 103 (ac)ll 138 Russell et al., 1997
Bmag009* 6 (6H) 103 (ag)l3 172 Ramsay et al., 2000
EBmac806* 6 (6H) 119 (ca)d4ga(ca)8,(ca)s 168 Ramsay et al., 2000
Bmac040* 6 (6H) 151 (ac)20 236 Russell et al., 1997
Bmag206* 1 (7H) 19  (gt)S(ag)l4 239 Ramsay et al., 2000
HvMO004 1 (7TH) 27 (at)9 198 Saghai-Maroof et al., 1994b
HvSS1 1 (7H) (120 240 Pillen et al., 2000
HvCMA* 1 (7H) 85 (at)9 141 Becker y Heun, 1995
Bmac064 1 (7H) 98 (ac)21 155 Russell et al., 1997
Bmag369 1 (7H) 100 (ct)16 191 Ramsay et al., 2000
Bmag120* 1 (7TH) 118 (ag)l5 230 Ramsay et al., 2000
Bmac156* 1(7H) 156 (ac)22(at)s 139 Ramsay et al., 2000
Bmagl135* 1 (7H) 165 (ag)l0gg(ag)l2 161 Ramsay et al., 2000
HvGLB2 1 (7TH) (gt)5(g)12 210 Pillen et al., 2000

Ademas de estos 64 microsatélites, se empled el STS MWG699. Este marcador
ligado al locus vrs1, que es el gen de determinacion de tipo de espiga 2 6 6 carreras, fue
propuesto por Tanno et al. (1999, 2002) como un marcador de la domesticacion de la
cebada cultivada. Estos autores propusieron que las cebadas de 6 carreras se subdividen
en dos grupos, segun el haplotipo presentado en ese marcador. Segin esos autores, el
primer haplotipo (A) esta ampliamente distribuido, mientras que el segundo (D) se

encuentra exclusivamente en la region Mediterranea.
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Tabla 3.5. Origen de los microsatélites.

Microsatélites Origen Descripcion “EMBL gene”

HvGLUEND Genbank Intrén; “1,3; 1,4 B-glucanase’

HvALAAT Genbank Extremo 3’ no codificante; ‘Alanine aminotransferase’
HvHVAI Genbank Ex6n; ‘Gene for abcisic acid’ (estrés hidrico)
HvBKASI Genbank Intrén;‘B-ketoacyl-hacer carrier protein synthasel
HvLTPPB Genbank Extremo 3’ no codificante; ‘Lipid transfer protein
HvI13GEIII Genbank ‘1,3-Glucan endohydrolase I1I’

HvOLE Genbank Extremo 3’ no codificante; ‘Olesin’

HvMO003 Genbank Intrén; ¢ Rubisco activase’

HvBTAI3 Genbank ‘a-amylase inhibitor’

HvMLOHI1A Genbank Extremo 5’ no codificante; ‘Mlo-hi gene’
HvBAMY Genbank Intrén; ‘B-amylase’

HJAMYB Genbank Intrén; ‘B-amylase’

HvHEMHI1 Genbank Extremo 3’ no codificante; ‘Ferrochelatase’
HvLEU Genbank Intrén; “Thiol protease aleurin’

HvDHN?7 Genbank Extremo 3’ no codificante; ‘gene for dehydrin-7°
HvMO004 Genbank ‘Starch synthase (waxy) ’

HvSS1 Genbank Intrén; ‘gene for sucrose synthase’

HvCMA Genbank Extremo 3’ no codificante; ‘a-amylase inhibitor’
HvGLB?2 Genbank 1,3-1,4- ‘B-D glucan 4-glucanohydrolase’

3-2-1-3. Condiciones de amplificaciones y electroforesis

Las secuencias de los cebadores y las condiciones de las amplificaciones estan
extraidas de Pillen et al. (2000), Ramsay et al. (2000) y Macaulay et al. (2001).

Las amplificaciones de las PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 15 pl:
Ix PCR Buffer [75SmM Tris-HCl (pH 9.0), 2 mM MgCl,, 50 mM KCIl, 20mM
(NH4),S0O4] (Biotools), 0.15 uM de cada cebador, 0.2 mM de dNTPs, 0.4 U de Tth
DNA Polymerase (Biotools) y 50 ng de DNA gendémico.

Las reacciones de PCR se realizaron con dos termocicladores: PCR Express
(Hybaid) y GeneAmp 2700 (Applied Biosystems).

Antes de la electroforesis, se procedid a la desnaturalizacion de las muestras,
después de anadirles un tampon de carga que contiene 95% formamida.

La deteccion del polimorfismo se realizo por electroforesis en geles de acrilamida
desnaturalizantes al 5 % (35 x 43 cm), para permitir la separacion de fragmentos que se
diferencien de 1 a 2 pares de bases.

Las electroforesis se corrieron en una cubeta Modelo S 2001 (Life Technologies),

a 65 W, en presencia de un tampon de electroforesis TBE 1X, durante un tiempo de 2 a
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3 horas, segun el tamafio del microsatélite analizado. El revelado de los geles se hizo
por tincidn en una solucion de nitrato de plata (Bassam et al., 1991).

La lectura de los geles obtenidos se efectud por densitometria mediante el aparato

Molecular Imager FX (BIO-RAD) y el programa Diversity Database. El tamafio de las
bandas en pb de cada microsatélite se determind haciendo referencia a la escala de peso
molecular (30-330 pb AFLP Ladder, Invitrogen). El numero de repeticiones del motivo
correspondiente a cada banda fue deducido a partir de su tamafio.
Doce microsatélites (Bmagl36, Bmag(013, Bmag384, Bmag353, EBmac701,
EBmac970, Bmac113, Bmag223, EBmac806, Bmag206, Bmag120 y Bmag135) fueron
analizados con el secuenciador automatico ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Para estos microsatélites, las amplificaciones se llevaron a cabo en un
volumen final de 10 pl: 1x PCR Buffer [10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 1.5 mM MgCI2, 50
mM KCI), 0.1 uM de cada cebador, 0.2 mM de dNTPs, 0.4 U de AmpliTaq Gold
(Applied Biosystems) y 50 ng de DNA gendémico.

Estos productos de PCR se corrieron junto con un marcador de peso molecular
GeneScan 500 [TAMRA] siguiendo las instrucciones del manual del ABI 310 (Applied
Biosystems). Los resultados fueron analizados con el programa GeneScan.

Para el STS MWG699 la amplificacion por PCR y la restriccion con el enzima
Tagql fueron realizados segin el procedimiento descrito por Komatsuda et al. (1998).
Las condiciones de electroforesis de este marcador estan descritas en Casas et al.

(2005).
3-2-1-4. Analisis estadisticos

a. Diversidad genética

El nivel de polimorfismo de cada locus fue calculado mediante el indice de

diversidad génica de Nei (1973):
HT = 1 - Z ]31.2

donde P; es la frecuencia del alelo i en el locus considerado.

b. Matriz de distancias

Las distancias genéticas entre individuos fueron calculadas segin el método
Manhattan o City block (Cain y Harrison, 1958), con el programa NTYSYS pc v. 2.1.
(Rohlf, 2000).
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1
M, :;Zk‘xkf _xk/‘

donde x;; y xj; son el niimero de repeticiones de los alelos i y j del locus &, y n es el
numero de loci analizados.

A partir de la matriz de distancias calculada, se construyé un dendrograma
(método UPGMA) con el programa MEGA version 3.0 (Kumar ef al., 2004). La misma
matriz fue empleada para la representacion de los 225 genotipos en coordenadas
principales. Este ultimo analisis fue realizado mediante el programa NTYSYS pc v. 2.1.
(Rohlf, 2000).

c. Analisis molecular de varianza

Se realiz6 un analisis molecular de varianza para comparar los grupos de
germoplasma establecidos a priori (Tabla 3.1), o sea, grupos de genotipos espafioles y
de referencia, respectivamente, para 2 y 6 carreras. Este analisis se efectudé mediante el
programa AMOVA (Arlequin software, Shneider et al., 2000).

El analisis se realizo basandose sobre dos modelos teoricos que explican la
evolucion del polimorfismo de los microsatélites.

El modelo llamado infinite alleles model (IAM) considera que el cambio en el
tamafio de los alelos puede ocurrir a saltos grandes o pequefos, con la misma
probabilidad. El indice de fijacion estadistico Fsr (Slatkin, 1995) calculado de acuerdo
con este modelo, refleja diferencias que existen entre clases de alelos sin tener en cuenta

la amplitud del tamafio real de la diferencia. El indice Fsr se define como:

2
O a

o’T’

donde 0%,y o se calculan a partir de la tabla del AMOVA (Tabla 3.6)

FST:

Tabla 3.6. Esquema del anélisis molecular de varianza.

Fuente de variacion Grados de libertad* Suma de cuadrados Cuadrado medio

esperado**
Entre grupos P-1 Entre grupos no’,+ o’
Dentro de grupos N-P Dentro de grupos o’
Total N-1 Total o 2T

* P: nimero total de grupos analizados
* N: niimero total de individuos
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El modelo conocido como stepwise mutation model o SMM (Ohta y Kimura,
1973), propone que los cambios en el tamafio de los microsatélites ocurren por
ganancias o pérdidas de un nimero pequefio de repeticiones del nucleotido (1 a 2
unidades). El indice de fijacion estadistico Rgr (Slatkin, 1995), calculado seglin los
postulados de este modelo, refleja las diferencias genéticas que existen entre
poblaciones de un modo proporcional a la diferencia en el nimero de repeticiones de

sus alelos. Este parametro se define como:

donde

2n-1 o 2n(d,~1)

S =
2nd, -1""  2nd -1 "

siendo 7 el numero de individuos de cada d; poblaciones.

S, es lamedia de la suma de cuadrados de diferencias en el tamafio de los alelos en

cada grupo, se calcula seglin la formula siguiente:

) _Z 2n(2n 2nn 2 )

s J=1 i<i
siendo a;; el tamafio del aleloi (i = 1, ..., 2n) enel grupoj (j = 1, ..., dy).
S, simboliza la diferencia cuadrada media entre todos los pares de alelos. Se calcula
segun la formula siguiente:

2
Sp = (2n)2ds(ds _l)zz( i lj

J<Jj'i<i

Empleando estos dos métodos, se calcularon indices de fijacion estadisticos (Fsry
Rst) locus por locus, para los grupos de germoplasma considerados (Tabla 3.1). El nivel
de significacion elegido fue de 0.0008, lo que corresponde a un nivel de 0.05 para 64

marcadores independientes, aplicando una correccion de Bonferroni.
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d. Analisis de la estructura genética

La posible estructura en poblaciones de la muestra de genotipos se investigd
mediante un analisis bayesiano de Monte Carlo con cadenas Markov (MCMC),
implementado en el programa STRUCTURE (Falush ef al., 2003), empleando la opcion
de “modelo de ligamiento”. Este método permite clasificar los genotipos en
poblaciones, mediante el procedimiento de minimizar el desequilibrio de ligamiento
dentro de las mismas.

Se hicieron 25 ejecuciones del programa, proporcionando cada vez un niimero
distinto de poblaciones (K), de 1 a 10. Para cada ejecucion del programa tanto el
numero de repeticiones de entrenamiento como el de repeticiones MCMC fue de
10.000. El nimero de poblaciones mas probable se decide segiin el valor del ‘/og-
likelihood’. Falush et al. (2003), explican que el nimero 6ptimo de poblaciones que
componen una muestra corresponde al valor del ‘log-likelihood’ mas alto, que se
distingue como un punto de inflexion de la curva producida por los distintos valores del
‘log-likelihood’ en funcion de los valores de K.

Para verificar que el nimero final de poblaciones elegidas fue el mas adecuado, se
hizo un andlisis molecular de varianza (AMOVA), para cada valor de K, comparando
las poblaciones 2 a 2, para cuantificar la contribucion a la varianza genética entre las

poblaciones y dentro de las mismas.

e. Evaluacion del desequilibrio de ligamiento

La evaluacion del desequilibrio de ligamiento entre pares de marcadores se estimo
en la totalidad del material examinado y en las poblaciones derivadas del andlisis de
STRUCTURE. Este analisis se llevo a cabo mediante el programa TASSEL (Zhang et
al., 2006). Los alelos raros presentes en frecuencias inferiores al 5%, en cada grupo
analizado, fueron considerados como datos perdidos, para reducir el efecto
desproporcionado de los alelos raros sobre el desequilibrio de ligamiento.

Este programa evalta el desequilibrio de ligamiento entre pares de loci empleando
los dos estadisticos mas comunes: #° y D’. Considerando un par de loci con los alelos A
y a en un locus, y By b en el segundo locus, con las frecuencias m4, 7, 73y 7
respectivamente. Las frecuencias de los haplotipos resultantes son 7wz, 74p, 7a8Y Tap. El
componente basico de todos los estadisticos para medir desequilibrio de ligamiento es la

diferencia entre las frecuencias haplotipicas observadas y esperadas.
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D= myp- 7y 7

2_ (Dab )2
I/' = -
TP UN
Alternativamente, D’ se calcula como sigue:
2
(D)

ID’[=—
min(z 7z, , 7,7 p)

porD,, <0;

(Dy)*

min(7z 7y, 7,7, )

D’ |= porD_, > 0.

En este estudio se eligi6 el estadistico 7 (cuadrado del coeficiente de correlacion)
como medida del desequilibrio de ligamiento, por ser el mas correcto. En este sentido
Flint-Garcia et al. (2003) comentan que la D’ considera solamente la historia de
recombinacion mientras que la /° tiene en cuenta al mismo tiempo la historia de
mutacién. Ademas, aunque ni la #° como la D’ son potentes con muestras pequefias o
con frecuencias alélicas bajas, estd ultima se ve relativamente mas afectada por el
tamafio de muestra (muestras demasiado pequefas), resultando en un comportamiento
altamente erratico cuando la comparacion ocurre entre loci que tienen alelos con
frecuencias bajas, como es nuestro caso.

El nivel de significacion del desequilibrio de ligamiento entre loci se examina con
el test exacto de Fisher, para loci bialélicos. Para pares de marcadores que tienen mas de
dos alelos en uno o ambos loci, la significacion del desequilibrio del ligamiento se
probo usando 100.000 permutaciones. Se eligio este nimero a la vista de la estabilidad
de los resultados después de ejecutar el programa con 1000, 10.000 50.000 y 100.000
permutaciones.

En cada uno de los grupos genotipicos analizados, se evalué ademas el nivel de
desequilibrio de ligamiento entre loci clasificados seglin su distancia de recombinacion.
Asi, se calculo el desequilibrio de ligamiento entre loci posiblemente ligados (se estimo
como tales los loci a menos de 10 cM segun la informacion de mapas disponible); loci
que estan en el mismo cromosoma pero a una distancia mayor que 10 ¢cM y, por ultimo,

entre loci presentes en diferentes cromosomas.
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3-3. Resultados
3-3-1. Polimorfismo

Los microsatélites empleados en este estudio detectaron una Unica banda por
genotipo, con unas pocas excepciones. De los genotipos autoctonos de la coleccion
nuclear, se encontraron bandas dobles en seis SSRs, en un sdlo genotipo en cada caso.
Esto confirma la homozigosidad de las entradas y la eficacia del procedimiento de
autofecundacion empleado para su obtencion. Para las variedades comerciales, se
registrd la presencia de doble banda en 13 casos en total, para 6 genotipos. En todos
estos casos, se repitid la PCR para verificar los resultados, y se anoto6 tan sélo la banda
mas intensa en la base de datos. Por otra parte se detectaron 3 duplicados en la
coleccion nuclear que fueron reemplazados por otras 3 entradas del banco de
germoplasma.

Se detectaron un total de 669 alelos en los 225 genotipos analizados, con un
tamafo variable de 71 a 287 pb. El numero de alelos por locus vario de 2 (HVHVAL,
WMCIES, HvBTAI3, HVLEU y HvCMA) a 38 (Bmac399), con una media de 10,45
alelos por locus (Tabla 3.7). Se registrd también la presencia de alelos nulos en cinco
microsatélites (HVLTPPB, HyDHN7, EBmac806, Bmag135, y HvGLB?2).

En general, los SSRs derivados de genes fueron menos polimorficos que los
provenientes de librerias gendémicas (6,53 y 12,09 alelos por locus de promedio,
respectivamente), con la excepcion entre los primeros de HvMO003 y HvMO004, que

detectaron 25 y 23 alelos respectivamente.

3-3-2. Comparacion de los grupos establecidos a priori
3-3-2-1. Polimorfismo e indice de diversidad

De los 699 alelos detectados, 228 fueron detectados unicamente en uno sélo de los
grupos de germoplasma establecidos a priori (seis carreras espafnioles, seis carreras de
referencia, dos carreras espafioles y dos carreras de referencia). El 80,7 % de estos
alelos especificos aparecieron en el grupo espaiol de 6 carreras. Muchos de ellos son
raros, presentes en frecuencias muy bajas, pero 9 de ellos se encontraron en mas del
10% de los individuos de dicho grupo. En el grupo espafiol de 2 carreras, se encontraron
solo 11 alelos especificos, mientras que en los grupos de referencia de 2 y 6 carreras, se

localizaron respectivamente 12 y 21 alelos especificos, todos ellos raros (Tabla 3.7).
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Tabla 3.7. Numero total de alelos detectados, rango de tamafno de los alelos de cada
locus; numero de alelos comunes y alelos especificos de los microsatélites, en cada uno
de los 4 grupos de germoplasma establecidos a priori. Los SSR estan listados en orden
dentro de cada cromosoma, del 1H al 7H.

Numero de alelos Numero de alelos especificos
6C 6C 2C 2C Tamaio 6C 6C 2C 2C
Locus Total Esp Ref Esp Ref (pb) Esp Ref Esp Ref
Bmac399 380 36 12 9 6 71-189 21 0 1 0
HvGLUEND 5 5 4 2 2 259-264 1 0 0 0
Bmac032 28 25 16 3 2 209-255 12 2 0 0
HvMO020 6 6 4 3 3 133-167 2 0 0 0
HvALAAT 7 7 6 2 2 197-205 1 0 0 0
Bmag211 10 8 6 3 4  166-192 4 2 0 0
Bmag382 5 3 4 2 3 93-111 0 1 0 0
HvHVAI1 2 1 2 2 2 133-136 0 0 0 0
WMCIES 2 2 2 2 2 191-238 0 0 0 0
Bmacl134 13 12 10 3 4  128-172 2 1 0 0
HvMO036 9 8 7 3 4 108-140 2 1 0 0
Bmag378 5 3 2 1 4 133-149 0 0 0 2
Bmac132 5 5 5 2 3 183-193 0 0 0 0
HvBKASI 4 3 3 3 3 181-200 0 0 0 0
Bmac093 5 5 4 1 4 153-161 0 0 0 0
Bmagl25 11 10 7 3 4 118-146 3 0 0 1
HvMO054 7 6 3 2 2 145-163 3 1 0 0
HvLTPPB 4 3 3 1 3 217-221 0 0 0 0
Bmagl36 5 5 4 2 3 195-203 0 0 0 0
Bmac067 14 13 10 5 6 149-223 4 0 0 0
Bmag006 19 18 9 4 3 162-206 9 1 0 0
Bmac209 12 9 8 7 3 178-202 1 1 1 0
Bmag225 15 14 9 6 7 132-172 3 0 0 0
Hv13GEIIL 3 3 3 3 2 169-175 0 0 0 0
Bmag013 20 18 7 7 6 129-185 7 0 1 1
HvMO062 5 5 4 3 3 231-261 1 0 0 0
Bmac029 8 8 2 4 2 149-181 3 0 0 0
HvMO040 7 4 4 5 4 142-162 0 1 1 0
HvOLE 4 4 4 2 2 190-210 0 0 0 0
Bmag353 18 17 9 8 4 90-138 6 1 0 0
HvMO003 25 21 11 8 6 160-218 10 1 1 1
Bmag384 7 4 4 3 106-118 1 0 1 0
HvBTAI3 2 2 1 1 2 228-234 0 0 0 0
EBmac701 13 12 6 5 6 115-159 4 0 0 1
HvMLOHI1A 3 2 2 2 2 175-183 0 0 1 0
HvMO067 5 4 4 3 3 106-118 0 0 0 1
HvBAMY 6 4 5 4 4 127-134 0 0 1 0
HJAMYB 13 12 8 7 7 186-221 2 0 0 0
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Tabla 3.7. (Continuacion.).

Numero de alelos Nuimero de alelos especificos
6C 6C 2C 2C Tamaio 6C 6C 2C 2C
Locus Total Esp Ref Esp Ref (pb) Esp Ref Esp Ref
Bmag337 12 11 6 4 5 125-153 4 0 1 0
Bmacl13 15 13 10 7 8 167-207 4 1 0 0
Bmac096 11 9 9 4 7  161-215 2 0 0 0
EBmac970 4 2 3 3 3 188-194 0 1 0 0
HvHEMHI1 3 2 3 2 3 194-200 0 0 0 0
Bmag223 22 21 14 6 11 121-179 5 0 0 1
HvLEU 2 2 2 2 2 167-171 0 0 0 0
HvDHN7 3 2 3 3 3 177-191 0 0 0 0
Bmag222 6 5 5 2 3 149-181 1 1 0 0
Bmac316 10 8 6 4 3 131-191 4 1 0 0
Bmag500 23 19 8 8 7 84-190 8 1 0 1
Bmagl73 15 12 7 6 8 122-158 1 0 1 1
Bmac018 5 3 3 2 138-146 2 0 0 0
Bmag009 5 5 4 3 4 172-180 1 0 0 0
EBmac806 7 6 7 3 6 160-174 0 0 0 0
Bmac040 24 21 9 7 10 174-252 5 1 0 0
Bmag206 22 21 9 5 7  233-287 9 0 0 1
HvMO004 23 21 10 7 5  194-280 12 0 0 0
HvSS1 5 5 4 2 3 238-250 1 0 0 0
HvCMA 2 1 2 2 2 133-141 0 0 0 0
Bmac(064 7 6 5 4 4 143-159 0 1 0 0
Bmag369 7 6 4 4 4 175-191 2 0 0 0
Bmag120 18 17 10 4 4 230-270 6 1 0 0
Bmacl56 30 26 14 8 9 107-205 14 0 1 0
Bmagl135 10 8 5 4 8 138-162 1 0 0 1
HvGLB2 8 8 7 5 6 210-220 0 0 0 0
Total 669 591 383 249 272 184 21 11 12

Aunque no se puede comparar el polimorfismo alélico entre los grupos, debido al
desequilibrio en el tamafio de muestra que existe entre ellos, se percibe una cierta tasa
de especificidad superior en las cebadas de la coleccion nuclear, principalmente en el
grupo de 6 carreras.

El indice de diversidad total (Ht) calculado para los 225 genotipos mostr6 valores
que variaron entre 0,08 (HVvHVAL) y 0,93 (HvMO003), con una media de 0,66 (Tabla
3.8).
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Tabla 3.8. Indices de diversidad: total (Hr), de los genotipos de 2 carreras (Hrac) y 6
carreras (Hrec) y de los 4 grupos de germoplasma establecidos a priori (2¢ Espafiolas,
2c¢ Referencia, 6¢ Espafiolas, y 6¢ Referencia).

Cr  Locus Hy Hy Hr2e  Hrac Hy o Hre.  Hreée
Espaiiolas  Referencia Espaiiolas  Referencia
IH Bmac399 0,77 0,73 0,64 0,73 0,77 0,77 0,71
IH HvGLUEND 0,65 0,29 0,30 0,29 0,66 0,64 0,66
IH Bmac032 0,91 0,41 0,43 0,40 0,92 0,90 0,88
IH HvMO020 0,68 0,51 0,43 0,35 0,63 0,57 0,69
IH HvALAAT 0,71 0,18 0,17 0,19 0,77 0,77 0,72
IH Bmag2ll 0,73 0,68 0,56 0,69 0,71 0,72 0,65
IH Bmag382 0,46 0,16 0,17 0,15 0,32 0,30 0,40
IH HvHVAI 0,08 0,35 0,30 0,37 0,01 0,00 0,06
IH WMCIES 0,45 0,35 0,30 0,37 0,37 0,31 0,50
2H  Bmacl34 0,83 0,45 0,31 0,48 0,80 0,75 0,81
2H  HvMO036 0,76 0,70 0,56 0,65 0,72 0,65 0,69
2H  Bmag378 0,42 0,38 0,00 0,49 0,42 0,46 0,06
2H  Bmacl32 0,49 0,43 0,17 0,49 0,37 0,39 0,27
2H  HvBKASI 0,48 0,48 0,53 0,45 0,47 0,50 0,28
2H  Bmac093 0,46 0,50 0,00 0,62 0,45 0,47 0,32
2H Bmagl25 0,80 0,69 0,66 0,58 0,81 0,78 0,77
2H  HvMO054 0,61 0,45 0,30 0,45 0,54 0,57 0,32
3H HvLTPPB 0,43 0,14 0,00 0,19 0,47 0,50 0,22
3H Bmagl36 0,68 0,47 0,46 0,47 0,68 0,62 0,37
3H Bmac067 0,87 0,74 0,74 0,65 0,87 0,86 0,73
3H Bmag006 0,90 0,65 0,61 0,51 0,90 0,89 0,72
3H Bmac209 0,81 0,70 0,84 0,55 0,79 0,77 0,82
3H Bmag225 0,82 0,78 0,66 0,69 0,77 0,74 0,83
3H HvI3GEII 0,44 0,37 0,60 0,07 0,44 0,46 0,35
3H Bmag013 0,86 0,80 0,83 0,74 0,86 0,88 0,63
3H HvMO062 0,60 0,50 0,56 0,42 0,62 0,60 0,59
3H Bmac029 0,47 0,27 0,55 0,13 0,51 0,55 0,22
4H  HvMO040 0,58 0,67 0,71 0,56 0,50 0,41 0,53
4H HvOLE 0,35 0,20 0,17 0,20 0,37 0,40 0,18
4H Bmag353 0,91 0,77 0,84 0,71 0,90 0,89 0,86
4H HvMO003 0,93 0,82 0,86 0,70 0,93 0,92 0,87
4H Bmag384 0,75 0,42 0,64 0,19 0,76 0,76 0,65
4H  HvBTAI3 0,17 0,18 0,00 0,24 0,17 0,20 0,00
4H  EBmac701 0,82 0,76 0,78 0,72 0,82 0,80 0,62
4H HvMLOHIA 0,19 0,49 0,30 0,49 0,10 0,03 0,37
4H  HvMO067 0,61 0,50 0,51 0,49 0,54 0,53 0,48
4H HvBAMY 0,72 0,71 0,61 0,68 0,67 0,59 0,52
4H HJAMYB 0,88 0,86 0,84 0,81 0,85 0,81 0,74
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Tabla 3.8. (Continuacion.).

Cr  Locus Hy Hy g Hr2e  Hrac Hy o Hre.  Hree
Espaiiolas  Referencia Espaiiolas Referencia
SH Bmag337 0,77 0,73 0,64 0,73 0,77 0,77 0,71
SH Bmacll3 0,76 0,81 0,79 0,72 0,74 0,74 0,71
SH Bmac096 0,83 0,80 0,71 0,76 0,82 0,78 0,81
SH EBmac970 0,52 0,55 0,34 0,51 0,51 0,49 0,54
5H HvHEMHI 0,42 0,51 0,17 0,53 0,39 0,31 0,60
SH Bmag223 0,92 0,87 0,78 0,86 0,91 0,90 0,89
5SH HvLEU 0,47 0,35 0,30 0,37 0,49 0,49 0,48
SH HvDHN7 0,46 0,57 0,64 0,49 0,40 0,43 0,12
SH Bmag222 0,60 0,52 0,46 0,44 0,58 0,58 0,59
6H Bmac316 0,72 0,65 0,68 0,61 0,71 0,65 0,62
6H Bmag500 0,89 0,85 0,84 0,81 0,88 0,88 0,82
6H Bmagl73 0,85 0,83 0,78 0,78 0,81 0,79 0,66
6H Bmac018 0,68 0,53 0,64 0,40 0,69 0,70 0,62
6H Bmag009 0,57 0,67 0,63 0,60 0,47 0,35 0,66
6H EBmac806 0,66 0,68 0,58 0,70 0,65 0,58 0,77
6H Bmac040 0,92 0,90 0,83 0,88 0,91 0,91 0,79
7H  Bmag206 0,86 0,80 0,78 0,68 0,87 0,88 0,76
7H  HvMO004 0,90 0,80 0,83 0,73 0,90 0,90 0,82
7H  HvSSI1 0,63 0,27 0,17 0,30 0,61 0,52 0,64
7H HvCMA 0,29 0,29 0,46 0,19 0,06 0,00 0,30
7H  Bmac064 0,59 0,59 0,58 0,40 0,54 0,49 0,57
7H  Bmag369 0,68 0,44 0,61 0,35 0,68 0,68 0,57
7H  Bmagl20 0,87 0,79 0,78 0,71 0,85 0,84 0,84
7H  Bmacl56 0,92 0,83 0,86 0,76 0,91 0,90 0,82
7H  Bmagl35 0,62 0,81 0,73 0,83 0,54 0,56 0,45
7H HvGLB2 0,84 0,82 0,71 0,81 0,82 0,84 0,70
Promedio 0,66 0,57 0,54 0,53 0,64 0,62 0,58

Comparando los grupos espafioles con los de referencia, se observa que existen

mas diferencias dentro del conjunto de cebadas de 6 carreras que del de 2 carreras

(Tabla 3.8). De hecho, para las cebadas de 6 carreras, los indices de diversidad

calculados para cada loci son en general mayores para las cebadas espafolas (0,62) que

para las de referencia (0,58). En el conjunto de cebadas de 2 carreras, no se noto esta

diferencia entre las cebadas espafiolas y las de referencia (promedios de 0,54 y 0,53,

respectivamente). Por otra parte se observo mayor diversidad en general en las cebadas

de 6 carreras (promedio general 0,64) que en las de 2 carreras (promedio 0,57).
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3-3-2-2. Analisis molecular de varianza

Se realiz6 un analisis molecular de varianza para comparar los grupos establecidos
a priori, para las cebadas de 2 y 6 carreras. Este analisis fue efectuado segun los dos
modelos tedricos del proceso de evolucion del polimorfismo de los microsatélites ‘74M’
y ‘SMM’ definidos en el apartado 3-2-1-4 (c). Los resultados de este analisis revelaron
diferencias altamente significativas entre los grupos comparados (2 carreras espanolas
vs 2 carreras de referencia, 6 carreras espafiolas vs 6 carreras de referencia). La
divergencia genética, expresada por los indices de fijacion estadisticos Fst (IAM) y Rgr
(SMM), entre los grupos espafoles y grupos de referencia fueron respectivamente de
10,4% y 21,4% para las cebadas de 6 carreras, mientras que se registraron las valores de
11,9% y 7,5% en la cebadas de 2 carreras (Tabla 3.9). Se observa que los indices de
fijacion estadisticos Fsr son parecidos para las cebadas de 2 y 6 carreras mientras que el
Rgr fue bastante mayor para las cebadas de 6 carreras.

El andlisis molecular de varianza locus por locus, realizado con los dos métodos
descritos, permitio identificar los microsatélites que discriminan mejor el germoplasma
espafiol del material de referencia. Los loci que presentan valores Fsr y Rgr altamente
significativos a la vez, para las cebadas de 6 carreras fueron: Bmac032, WMCIES,
Bmac134, Bmagl25, Bmagl36, HvMO040, Bmag353, EBmac701, HvBAMY,
HdAMYB, Bmag223, Bmac316, Bmag173, Bmag009, HvSS1 y Bmac156. Dentro del
grupo de cebadas de 2 carreras, los microsatélites que mejor separan las entradas
espafiolas de las variedades de referencia fueron Bmag225, Hv13GEIIl y Bmac(064
(Tabla 3.10).
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Tabla 3.9. Resultados del andlisis molecular de varianza (AMOVA), comparando los

grupos de genotipos establecidos a priori, basado sobre los modelos de evolucion de los
microsatélites IAM y SMM.

Modelo Gruposde Fuentede Gradosde Sumade Componentes de Porcentaje
germoplasma variacién  libertad cuadrados varianza de variacion
entre grupos 1 137,4 2,19 (%) 10,43
g 6 carreras dentro de
< espafolas 183 3.438,3 18,79  (c%) 89,57
= grupos
= versus )
2 6 carreras Total 184 3.575,7 20,98  (c%7)
g referencia Ilfdi(.:‘; de Fgr 10,43 Probabilidad 0,0000
2 fijacion (%)
= entre grupos 1 53,3 2,28 (c%) 11,93
= 2 carreras dentro de
£  espafiolas 38 641,1 16,87  (c%) 88,07
= grupos
R 1 39 6944 19,16 (o
= 2 carreras "'Fota ; X (c71)
referencia Indice de e
fijacién (%) Fsr 11,93  Probabilidad 0,0000
g entre grupos 1 18.886,7 326,23 (Gza) 21,43
= 6 carreras dentro d
@ espaiiolas fl‘; r(;’s © 183  218.903,5 1196,19 (c%) 78,57
> versus grup 5
”é 6 carreras Total 184 237.790,2 152242  (c77)
referencia Indice de .
; fifacion (%) Rgr 21,43 Probabilidad 0,0000
8 entre grupos 1 2.065,7 72,92 (c%) 7,47
E 2 carreras dentro de
° espafiolas 38 34.301,8 902,68 (sz) 92,53
2 grupos
g versus )
& 2 carreras Total 39 36.367,5 975,59  (o77)
@  referencia Indice de s
fijacién (%) Rsr 7,47  Probabilidad 0,0088
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Tabla 3.10. AMOVA (anélisis molecular de varianza) locus por locus, en orden
cromosomico (1H a 7H). Indices Fsry Rst que comparan la divergencia genética entre
los grupos de genotipos espaioles y de referencia.

6¢ espaiiolas vs 6¢ referencia 2c¢ espaiiolas vs 2¢ referencia
Locus FST RST FST RST
Bmac399 4,4 -1,6 4,1 -6,0
HvGLUEND 8,2 13,6 -6,7 -6,7
Bmac032 7,0 * 30,3* -4,5 -2,1
HvMO020 18,3* 4,7 46,3 * 55,0
HvALAAT -0,4 -0,4 -1,2 -5.4
Bmag?211 1,8 3,7 1,9 -6,6
Bmag382 -0,9 2,1 -0,9 -6,9
HvHVAI 6,4 6,4 -5,6 -5,6
WMCIES 22,2% 22,2% -5,6 -5,6
Bmac134 14,7* 32,9%* 1,8 -4,2
HvMO036 21,9% 6,2 16,5 -6,5
Bmag378 20,7 * 10,4 10,1 9,7
Bmac132 1,0 -1,8 10,7 -5.8
HvBKASI 5,5 11,8 -2,0 -1,3
Bmac093 2,6 12,8 18,1 -0,1
Bmagl25 10,1 * 38,1%* 21,6 30,0
HvMO054 6,9 1,6 12,6 10,2
HvLTPPB 10,9 16,5 -0,5 -6,1
Bmagl136 36,9* 36,1* -6,0 -5,1
Bmac067 9,0 3,1 13,6 8,6
Bmag006 10,7 * 15,2 28,4 6,9
Bmac209 1,2 1,6 14,5 -5,0
Bmag225 2,6 9,0 22,3 % 59,0%*
HvI3GEIIL 1,7 2,4 62,6* 63,3 *
Bmag013 7,8 * 1,7 2,9 20,0
HvMO062 6,9 4,2 14,7 17,3
Bmac029 7,8 -1,0 17,6 2,4
HvMO040 32,6* 36,9* 15,1 18,7
HvOLE 3,8 0,6 -1,0 -2,5
Bmag353 6,9 * 65,1* -0,2 16,8
HvMO003 3,0% 0,6 13,4 26,4
Bmag384 8,5 18,5 40,9 * -2,3
HvBTAI3 5.4 5.4 4,5 4,5
EBmac701 16,3* 31,5% 2,2 -0,1
HvMLOHIA 36,7 * 36,7 18,0 23,0
HvMO067 11,7 -0,1 -5,1 -6,7
HvBAMY 349* 22,2% 9,2 14,1
HJdAMYB 16,6 * 63,7 * 5,1 1,6
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Tabla 3.10. (Continuacion).

6¢ espaiiolas vs 6¢ referencia 2c¢ espaiiolas vs 2¢ referencia

Locus FST RST FST RST
Bmag337 2,2 16,6 0,0 6,7
Bmacl113 -0,4 -1,4 13,1 24.4
Bmac096 11,6* 0,6 8,7 3,1
EBmac970 2,7 8,0 26,3 30,4
Bmag223 3,9% 26,0* 3,4 9,2
HvHEMHI1 23,1* 8.4 27,2 22,7
HvLEU -1,7 -1,7 -5,6 -5,6
HvDHN7 15,0 15,6 9,6 28,8
Bmag222 0,6 13,1 26,6 -6,5
Bmac316 24,8 * 24,8 * -0,2 9,8
Bmag500 1,5 0,0 4,4 -5,8
Bmagl73 17,0* 30,5 * 6,9 7,3
Bmac018 1,9 2,3 20,2 -5,3
Bmag009 31,3* 55,6* 16,4 35,7
EBmac806 14,2 20,7 * -2,6 -6,4
Bmac040 5,3% -0,3 4,6 -1,6
Bmag206 2,7 2,0 18,9* 21,0
HvMO004 4,5% 0,7 5,3 37,9*
HvSS1 27,2% 32,6* -4.4 -4,6
HvCMA 37,4 37,4% 15,5 15,5
Bmac064 16,5* 2,7 42,4* 39,9*
Bmag369 7,0 6,8 3,9 -6,6
Bmag120 3,8 -1,0 12,1 28,5
Bmacl56 7,4%* 21,6 * 7,1 -6,6
Bmagl35 0,9 -1,8 -2,1 3,7
HvGLB2 2,4 2,9 3,9 30,0

* Fgry Rgr significativos al nivel de significacion de 0.0008.
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3-3-2-3. Analisis multivariantes
a. Analisis de cluster

A partir de una matriz de distancias calculada con el método de Manhattan para el
conjunto de los 225 genotipos analizados, se realizd un andlisis de cluster segin el
procedimiento UPGMA, que se representd con un dendrograma (Figura 3.1). Eligiendo

subjetivamente el punto de corte a la distancia de 1,6, se pueden distinguir 8 grupos:

- Grupo I: se encuentran 71 genotipos espafioles, entre ellos las variedades
Albacete, Pan¢ y Candela. La mayoria de las entradas de este grupo son del Sur
de Espafia y de la region del Valle del Ebro. Se observan también algunos

genotipos de la Meseta asi como las 3 entradas de las Islas Canarias.

- Grupo II: se agrupan 32 variedades locales de la coleccion nuclear, de los cuales
el 84% provienen de la Meseta. El resto de genotipos son del valle del Ebro, entre

ellos la variedad Almunia.

- Grupo III: agrupa solamente 4 entradas procedentes del Sur de Espafia, que

parecen distantes del resto de los genotipos de esta region.

- Grupo IV: en este grupo se observan 21 genotipos originarios de distintas

regiones del pais. La variedad francesa Ager se agrupa con estas entradas.

- Grupo V: retne 10 entradas de la coleccion nuclear y la variedad griega

Athenais.

- Grupo VI: se encuentran 3 variedades de 6 carreras, dos son materiales del
ICARDA y la otra es la variedad espafiola Orria, seleccionada a partir de
material CIMMYT. Se agrupa con estas entradas la variedad francesa de 2

carreras Hispanic.

- Grupo VII: en este grupo se juntan las variedades de 2 carreras de primavera con

9 entradas de 2 carreras de la coleccion nuclear.

- Grupo VIII: retine 52 genotipos, que se subdividen en dos sub-grupos. Por una
parte, se encuentran las variedades de 6 carreras de primavera junto con algunas
entradas de 6 carreras de la coleccion nuclear, y por otra parte se agrupan las
variedades de invierno de 2 y 6 carreras, con algunas otras entradas de 6 carreras

de la coleccidn nuclear.
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Se observa un agrupamiento de entradas del mismo origen geografico (Figura
3.1). Esto se aprecia particularmente en el grupo II, que retine muchas entradas de
Castilla-La Mancha (CLM) y Castilla y Le6én (CLE). También se percibe este fendémeno
en el grupo I, donde se observa un agrupamiento de muchas entradas de Andalucia,
como las 7 entradas presentes al final del grupo 1 (ANDO034, ANDI128, ANDO089,
ANDO092, ANDO18, ANDO75 y ANDO17). También se observan agrupamientos de
entradas de origenes geograficos distintos, como es el caso de algunas entradas de los

grupos I, IV y V (Figura 3.1).

b. Analisis de coordenadas principales

La matriz de distancias genéticas, calculada anteriormente, se examin6 también
mediante un andlisis de coordenadas principales. Este andlisis permite ilustrar mejor los
ejes principales de variabilidad entre los genotipos, reflejando su ordenacion en el
espacio (Figura 3.2). Las dos primeras coordenadas resultantes de ¢éste analisis
explicaron un porcentaje pequefio de la totalidad de la diversidad genética (18,9%). El
eje 1 explico el 12,7% de la variabilidad y separa principalmente el grupo de cebadas de
6 carreras espafiolas de los otros grupos establecidos a priori. El eje 2, que explico el
5,6% de la variabilidad, separa la mayoria de las cebadas de 2 carreras de las de 6
carreras de referencia, y divide las espafiolas de 6 carreras en dos grandes grupos. Las
entradas de 2 carreras espafiolas estdn mas proximas a las variedades de 2 carreras de
primavera del conjunto de referencia, mientras que algunas variedades de 2 carreras de
invierno, tales como Alpha, Mogador y Tipper (las dos situadas en torno a Alpha en la
Figura 3.2), se encuentran mas cercanas a las variedades de 6 carreras de invierno
(como Barbarrosa o Plaisant). Esto no es nada sorprendente por el hecho que estas
variedades tienen cultivares comunes en sus pedigries.

Por otra parte, se observa que la variedad griega Athenais se junta con las
espafiolas, manifestando asi su relacion relativamente proxima con el material
mediterraneo, en comparacion con el de otros paises europeos.

Veintinueve de las variedades analizadas en este estudio pertenecen a la coleccion
nuclear europea de cebada (http:/www.barley.ipk-gatersleben.de/ebdb.php3),
incluyendo las espafiolas Albacete y Candela. Estas variedades estan indicadas por su
nombre en la Figura 3.2, para servir de puntos de referencia para la interpretacion de los

resultados.
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Grupo I

Grupo I1

Grupo 111

Grupo IV

Grupo V

Grupo VI

Grupo VII

Grupo VIII

Figura 3.1. Dendrograma elaborado segtin el procedimiento UPGMA de los 225 genotipos analizados
(espafioles y referencia), empleando una matriz de distancias calculada segiin el método de Manhattan
(Cain y Harrison, 1958), con 64 microsatélites. Los grupos (ver texto) se diferencian por colores
distintos.

49






Taglr 0,8 B
A
Durga A
A VindicatA‘ 0.6 A
. A
. A Ragusa Lcandes M
o \&)gelsanger Goi%us Atandeia A
© A~ Pt R A 4 .
D
B A Barbarrogl A A A
antend o) ) A ‘
o A A Alpha© @ Maskin g A Ta AAA
A IAQPC?aisant 0.2 1 AL ARA A“A
Asplunild @ pobia e AOIi 4 A A AAthe“aiS N AA Albacete
q A
Igd  AOQRAngora [ ] ° A A o 4 A A A‘: A
[®) O O o A A Ager o A A4y, A
- - -0,5 0
1,5 1 Volga o , A r\ f x ’i
Uni@a 8 A ° AAA & Ad)
Palla® O Beka A o A0.2 - ﬂ A
o o © ) AA
© i A A AA AA
oWlsa A A
o_ ®A A A
Alexis A 24 A a A
[ J
° [ J
o
O Triumph 06 AA N AA A
A
-0,8 - ﬂ‘ A‘ A
-1

1,5

A Espaiiolas 6 carreras
A Europeas 6 carreras
® Espafiolas 2 carreras

o Europeas 2 carreras
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Tanto el dendrograma como el analisis de coordenadas principales permitieron ver
que los genotipos no se agrupan segln la distribucion establecida a priori. Se nota que
las entradas de 6 carreras espafiolas no constituyen un Unico grupo homogéneo.
También parece que los genotipos espafioles de 2 carreras no son tan distantes
genéticamente de las variedades de referencia. Por tanto, parece apropiado estudiar la

estructura de poblaciones que existe dentro del germoplasma analizado.

3-3-3. Estructura genética

La estructura genética del germoplasma analizado fue estudiada con el programa
STRUCTURE (Falush et al., 2003). Este andlisis clasificd los 225 genotipos en
diferentes poblaciones (o clusters) de individuos préximos genéticamente, minimizando
el desequilibrio de ligamiento dentro de los clusters. Ensayando un nimero K de
poblaciones de 1 a 10, el programa sugirié dividir los 225 genotipos en 4 poblaciones.
Este namero se eligio segun el valor del ‘log-likelihood’. En nuestro caso, el punto de
inflexion descrito por Falush er al. (2003), producido por la curva de los distintos
valores del ‘log-likelihood’ en funcién de los valores de K, no se manifest6 claramente.
Sin embargo se observo que las poblaciones obtenidas cada vez que se ejecutaba el
programa eran estables hasta K=4. A partir de este valor, los clusters variaban de una
ejecucion a otra. Por otra parte, el valor del ‘log-likelihood’ aumenta considerablemente
de K=1 a K=4, estabilizdndose posteriormente (Figura 3.3). Basandose sobre estos dos

criterios, se optd por un nimero de poblaciones de K=4.

-18000

LnP(D)

-23000

Figura 3.3. Evolucion del valor del ‘log-likelihood’ (LnP(D) en funcion del nimero
K de poblaciones (promedio de 25 repeticiones del andlisis para cada valor de K).
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Poblacion 1
Poblacion 2
Poblacién 3
Poblacion 4

Espaifiolas 6 carreras
Referencia 6 carreras
Espatfiolas 2 carreras
Referencia 2 carreras

Il
[

~
I
w

1l
IS

o
[]

7

II :
.[L

M Sub-poblacion 4-1
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Sub-poblacion 3-1
P C
B Sub-poblacion 3-2
B Sub-poblacién 3-3

B

Figura 3.4. Clasificacion de los 225 genotipos en diferentes poblaciones segin su
estructura genética a partir de la informacion procurada por 64 microsatélites,
analizados con el programa STRUCTURE. Los genotipos estan representados en
columnas. K es el numero de poblaciones (A) o sub-poblaciones (B y C). En los 3
primeros graficos de la Figura A, los genotipos estan representados por orden
ascendente segun los grupos de germoplasma al que pertenecen. En el grafico 4 Figura
A), los genotipos estan clasificados segin la probabilidad Q de pertenencia a una
poblacion. En la Figura B y C estan representados, respectivamente, las sub-poblaciones
de las poblaciones 3 y 4. En los 2 primeros graficos de la Figura B, asi como el primer
grafico de la Figura C, los genotipos estan representados por orden de niimero de
entrada En el tercer grafico de la Figura B asi como el segundo de la Figura C, los
genotipos estan clasificados segiin la probabilidad Q de pertenencia a una sub-
poblacion. Las poblaciones y sub-poblaciones estan simbolizados por diferentes colores.
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La primera separacion que ocurrié entre los 225 genotipos separd las entradas
espafiolas de 6 carreras del resto del material. (Figura 3.4A). La siguiente division
(K=3) sucedio dentro de las entradas espafiolas de 6 carreras (colores rojo y azul, Figura
3.4A). En la tercera etapa (K=4), se separaron las variedades de 6 carreras de referencia,
junto con algunas entradas de 6 carreras de la coleccion nuclear espanola, de las
entradas de 2 carreras (colores gris y verde en la Figura 3.4A). Se observa la agrupacion
de la mayoria de las entradas de 2 carreras de invierno con las variedades de referencia
de 6 carreras. Al final, se obtuvieron 4 poblaciones, con el 68% de los genotipos
asignados a uno de ellas con una probabilidad de pertenencia superior a 0,75. Los 225
genotipos se repartieron en las 4 poblaciones de la forma siguiente:

- Poblacién 1: contiene 55 genotipos de los que 31 son variedades de referencia de
6 carreras. Se agrupan con ellas 18 landraces de 6 carreras de la coleccion nuclear
y 6 variedades de invierno de 2 carreras.

- Poblacién 2: reune 34 entradas, entre ellas se encuentran todas las variedades de 2
carreras de primavera y 9 landraces de 2 carreras de la coleccion nuclear. Se
encuentran también en esta poblacion, 4 variedades de 2 carreras de invierno y 2
variedades de 6 carreras (Olli y Dobla).

- Poblacion 3: agrupa 50 landraces, 1a mayoria provenientes de la Meseta central de
Espana.

- Poblacién 4: contiene 86 entradas, originarias fundamentalmente del Sur del pais,

la costa mediterranea y el Valle del Ebro.

La posible existencia de sub-poblaciones en las poblaciones 3 y 4 se estudio
mediante el andlisis individual de cada una de ellas con el programa STRUCTURE,
como recomiendan Pritchard y Wen (2002). La poblacion 3 se subdividié en 3 sub-
poblaciones (Figura 3.4B). La sub-poblacion 1 retine 8 entradas (4 de Castilla y Ledn, 3
de Castilla-La Mancha y 1 del Valle del Ebro); en la sub-poblacion 2 se encuentran 12
entradas, la mayoria de Castilla y Leon. En la sub-poblacion 3 se agrupan 30 genotipos,
siendo el 60% de los genotipos originarios de Castilla-La Mancha.

La poblacion 4 se subdividié en 2 sub-poblaciones de 24 y 62 entradas
respectivamente (Figura 3.4C). La sub-poblacion 4-1 se compone mayoritariamente de
entradas procedentes del Valle del Ebro, mientras que la sub-poblacion 4-2 agrupa

entradas originarias del Sur de Espafia.
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3-3-4. Analisis molecular de varianza

La divergencia genética entre las poblaciones encontradas en el apartado3-3-3 fue
estimada con un andlisis molecular de varianza (AMOVA), realizado segun los dos
modelos del proceso de evolucion de los microsatélites /AM y SMM. Los indices de
fijacion Fsr y Rgr resultado de este analisis son altamente significativos. Fueron
particularmente altos cuando la comparacion implicaba la poblacion 2 (genotipos de 2
carreras de referencia y espafioles) con las poblaciones 3 y 4, que contienen las entradas

de 6 carreras espanolas (Tabla 3.11).

Tabla 3.11. indices de Fijacién Fsry Rsr de la comparacién entre poblaciones y sub-poblaciones
derivados del analisis con el programa STRUCTURE.

FST lIST
Poblaciones 1 2 3 4 Poblaciones 1 2 3 4
1 - 1 -
2 13,0 - 2 12,6 -
3 14,0 233 - 3 20,9 32,0 -
4 11,9 23,0 11,8 - 4 19,9 32,8 10,5 -
Sub-poblaciones 3-1 3-2  3-3 Sub-poblaciones 3-1 3-2 3-3
31 - 31 -
3-2 51,3 - 3-2 70,0 -
3-3 254 21,5 - 3-3 25,7 29,8 -
Sub-poblaciones 4-1  4-2 Sub-poblaciones 4-1  4-2
4-1 - 4-1 -
4-2 8,3 - 4-2 7,3 -

La diferencia entre las poblaciones 1 y 2 no fue tan acentuada. Por otra parte, los
genotipos de la poblacion 1 parecen relativamente mas divergentes de los genotipos de
la poblacion 3 (Meseta) que de los de la poblacion 4 (Sur y Valle del Ebro).

Por otro lado, cuando se comparan poblaciones que contienen genotipos de
referencia entre si (poblacion 1 y poblacion 2) o poblaciones espaiolas entre si
(poblaciones 3 y 4), se observa que los valores de Fsr son relativamente mas altos que
los de Rgt. Sin embargo, cuando la comparacion implica las poblaciones 1 y 2 con las
poblaciones 3 y 4, los valores del indice Rgr son més altos que los del Fgr.

La estimaciéon de la divergencia genética entre las sub-poblaciones de las

poblaciones 3 y 4, respectivamente manifestd valores Fst y Rgr significativos. Estos
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valores fueron mas altos entre las 3 sub-poblaciones de la poblacidon 3 en comparacion

con los valores registrados entre las sub-poblaciones 4-1y 4-2.

3-3-5. Distribucion del STS MWG699

El analisis de los 225 genotipos con el STS MWG699, propuesto por Tanno et al.
(1999, 2002) como marcador de domesticacion de la cebada, presenta tres haplotipos A,
D y K. Este ultimo solo se encuentra en genotipos de 2 carreras. Los otros dos
haplotipos estan ampliamente distribuidos en la coleccion nuclear espafiola (Casas et
al., 2005). La distribucion de los haplotipos de este marcador en las poblaciones y sub-

poblaciones de genotipos definidos en este estudio se presentan en la Tabla 3.12.

Tabla 3.12. Distribucion de los haplotipos del STS MWG699 dentro de las
poblaciones y sub-poblaciones

Poblaciones y sub- o . Haplotipos
poblacior?es N de genotipos A D K
1 55 23 26 6
2 34 4 2 28
3 50 9 40 1
3-1 8 8 0 0
3-2 12 0 12 0
3-3 30 1 28 1
4 86 51 35 0
4-1 24 4 20 0
4-2 62 47 15 0
Total 225 87 103 35

Los haplotipos A y D se distribuyen de forma relativamente similar en la
poblacion 1, constituido en su mayoria por las variedades de referencia de 6 carreras.
Los 6 genotipos del haplotipo K presentes en esta poblacion corresponden a las entradas
de 2 carreras. El haplotipo K parece ser el mas frecuente, en general, en las entradas de
2 carreras. De hecho en la poblacion 2, el 82% de los genotipos son de este tipo. En las
poblaciones 3 y 4, se observa una distribucion interesante de los haplotipos A y D. La
frecuencia del haplotipo A estd reducida en la poblacion 3 (9 entradas), mientras que el
haplotipo D es muy frecuente. Curiosamente en la sub-division de la poblacion 3, las
entradas con el haplotipo A se separan del resto de los genotipos para constituir la sub-
poblacién 3-1, con la excepcidon de una landrace que se agrupa con las entradas de la

sub-poblacion 3-3. En la poblacion 4, el haplotipo A es relativamente mas frecuente que
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el D (59% y 41% respectivamente). Estos haplotipos se distribuyen de forma distinta en
las dos sub-poblaciones de la poblacion 4. El haplotipo D caracteriza casi todas las
entradas de la sub-poblacién 4-1 (genotipos del Valle del Ebro) mientras que las

entradas de la sub-poblacion 4-2 (Sur) son principalmente de tipo A (Tabla 3.12)

3-3-6. Desequilibrio de ligamiento

El desequilibrio de ligamiento entre pares de loci fue evaluado en la totalidad del
material analizado y en las 4 poblaciones derivadas de STRUCTURE, mediante el
programa TASSEL (Zhang et al., 2006)

Este andlisis revelo la existencia de desequilibrio de ligamiento en la totalidad de
los 225 genotipos considerados, asi como en las distintas poblaciones analizadas, pero
con unas tasas variables. En la totalidad de los genotipos se detectaron unos valores de
# que varian en su mayoria (98,5% de los casos) entre 0 y 0,1. Aunque los valores de
detectados son pequefios, su probabilidad de significacion en la mayoria de los casos
(66%) es altamente significativa (Figura 3.5A), indicando la presencia de un

desequilibrio de ligamiento importante entre los pares de loci
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Figura 3.5A. Evaluacion del desequilibrio de ligamiento entre pares de loci, en los 225 genotipos
analizados: 1-Representacion de la variacién de #° (cuadrado del coeficiente de correlacién entre alelos)
en funcion de las distancias genéticas entre pares de loci (izquierda); 2- Evolucion de la probabilidad de
significacion (-log p) de los valores de 7 con respecto a las distancias genéticas entre loci (derecha).
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Figura 3.5B. Evaluacion del desequilibrio de ligamiento entre pares de loci, en las 4 poblaciones
obtenidas por STRUCTURE: 1-Representacion de la variacion de ° (cuadrado del coeficiente de
correlacion entre alelos) en funcién de las distancias genéticas entre pares de loci (izquierda); 2-
Evolucion de la probabilidad de significacion (-log p) de los valores de 7 con respecto a las distancias

genéticas entre loci (derecha)
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En las poblaciones 1, 2 y 3, los valores de 7 son relativamente mas altos que los
observados en la totalidad de los genotipos. Estos valores tienden a disminuir al
aumentar la distancia genética entre los pares de marcadores aunque se observaron
también valores de 7 altos entre pares de loci no ligados. Este fenomeno se aprecia
particularmente en la poblacion 3, que es la que mayor desequilibrio de ligamiento
present6. Por el contrario, la poblacion 4 muestra valores de /° muy bajos, que no
superan el valor 0,2, tanto entre loci ligados como no ligados. Esta poblacion es la que
menos desequilibrio de ligamiento exhibid. En las Figuras 3.5A y 3.5B se presentan las
variaciones de la 7 en funcion de la distancia genética entre los pares de marcadores
considerados, asi como las probabilidades de significacion (-log p) de estos valores.

Se calcularon los promedios de los valores de r° entre pares de loci que se
encuentran a diferentes distancias genéticas: inferior a 10 ¢cM, superior a 10 cM dentro

del mismo cromosoma y entre loci no ligados (localizados en distintos cromosomas).
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0,12
010 (- -

’ W 225 genotipos
L O e s | I @ Poblacion 1
0.06 @ Poblacion 2

[ Poblacion 3
0,04 B Poblacion 4

0,02

0,00

no ligados

Figura 3.6. Promedios de los valores de r°, segun las 3 clases de distancias definidas
(0-10 cM, >10 cM, no ligados), en los 225 genotipos analizados y las diferentes
poblaciones.

Este analisis permitié ver claramente que el desequilibrio de ligamiento se
concentra, en general, entre los pares de loci que estdn a una distancia inferior o igual a

10 cM (Figura 3.6). Més alla de esta distancia se observa una disminucion considerable
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de los valores de #°. Por otra parte, se nota también que los valores de 7 entre pares de
loci del mismo cromosoma, presentes a una distancia superior a 10 ¢cM, son parecidos a
los valores observados entre pares de loci de distintos cromosomas.

El analisis de varianza realizado para comparar por un lado las poblaciones entre
si, y por otro las distintas clases de distancias (0-10 cM, >10 c¢cM y loci no ligados),
permitid ver que las diferencias son altamente significativas tanto entre poblaciones
como entre clases (Tabla 3.13). Las diferencias entre poblaciones se deben
esencialmente al contraste de la poblacion 4 frente a las demas, lo que explica el 80% de
la varianza. Las diferencias observadas entre clases corresponden fundamentalmente al
contraste de la clase 1 (distancias <10 cM) frente a las otras dos. Esto representa el 93%

de la varianza observada entre las clases.

Tabla 3.13. Comparacion mediante andalisis de varianza y contrastes entre poblaciones y
clases de distancias y interaccion entre las dos variables.

Suma de

Fuente de variacion Gl F  Significacién
cuadrados

Clase 2 0,243 48,07 <0,0001

Poblacion 3 0,553 72,95 <0,0001

Clase*Poblacion 6 0,081 5,33 <0,0001
Contrastes

Poblacion 1 vs poblaciones 2-3-4 1 0,005 1,91 0,1670

Poblacion 2 vs poblaciones 1-3-4 1 0,100 39,51 <0,0001

Poblacion 3 vs poblaciones 1-2-4 1 0,176 69,74 <0,0001

Poblacion 4 vs poblaciones 1-2-3 1 0,446 176,28 <0,0001

Clase 1 vs clases 2-3 1 0,227 89,76 <0,0001

Clase 2 vs clase 3 1 0,002 0,79 0,3738

23) * i
(Clase .1 vs clases 2-3) * (Poblacién 4 vs 1 0.068 26.96 <0,0001
poblaciones 1-2-3)

Error 6595 16,673

Los pares de marcadores en desequilibrio de ligamiento, en los 225 genotipos y en

cada poblacion, estan representados en el anexo 1 (Figuras 1, 2, 3,4y 5).
3-4. Discusion

3-4-1. Polimorfismo e indices de diversidad

Con los 64 microsatélites empleados se pudieron identificar los 225 genotipos
estudiados. Fueron detectados un total de 669 alelos, con una media de 10,45 alelos por
locus. Empleando marcadores comunes, otros autores revelaron un numero de alelos por
locus més bajos en muestras pequefias (20-40 genotipos) de Hordeum vulgare (Russell

et al., 1997; Macaulay et al., 2001; Karakousis et al., 2003; Sjakste et al., 2003). La
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media encontrada en este trabajo es similar a la observada en poblaciones de H.
spontaneum (Ivandic et al., 2002; Baek et al., 2003) y en estudios con mayor tamafio de
muestra (100-150 individuos) de H. vulgare (Russell et al., 2000; Matus and Hayes,
2002).

Los microsatélites derivados de genes resultaron ser menos polimoérficos que los
que provienen de librerias gendémicas, con la excepcion de HvMO003 y HvMO004, que
detectaron cada uno mas de 20 alelos. Esto concuerda con los resultados de Matus y
Hayes (2002), quienes encontraron que los SSRs derivados de genes son menos
polimérficos que los derivados de librerias gendmicas. Sin embargo no son menos
informativos en la descripcion de la diversidad en este estudio.

Los indices de diversidad calculados para cada microsatélite, mostraron valores
altos, parecidos a los encontrados por Struss y Plieske (1998), en una coleccion mundial
de cebadas. La alta diversidad observada en el germoplasma estudiado, se concentra
especialmente en las cebadas de 6 carreras espafiolas, donde se encuentra el mayor
numero de alelos detectados (591 del total de 669). Se observd ademas que el indice de
diversidad aumenta al aumentar el nimero de alelos detectados por locus. Se encontrod
un coeficiente de correlacion de 0,78 entre estos dos pardmetros. También, Huang et al.
(2002) encontraron un coeficiente de correlacion significativo entre valores de
diversidad y nimero de alelos detectados por diferentes loci.

El examen de la distribucion de los alelos en los 4 grupos considerados puso de
manifiesto la presencia de alelos especificos en cada grupo, principalmente en las
cebadas de 6 carreras espanolas (184 alelos). Este alto nimero de alelos especificos, en
el germoplasma espafiol de 6 carreras, sugiere una posible pérdida de alelos durante la
creacion de variedades élite, como consecuencia de una fuerte presion de seleccion, o
que estos alelos nunca han estado presentes en los genotipos progenitores empleados
para la creacion de dichas variedades. En este contexto, Russell er al. (2000)
interpretaron la depresion de la variabilidad genética en los recientes cultivares como
resultante de una fuerte seleccion. Allard (1996) apoyaba esta idea, pero indicando
también que la reduccion de la variabilidad alélica seria debida sobre todo a una
seleccion purificante por la eliminacion de alelos indeseables, mas que a una erosion de
la variabilidad genética util.

Por otra parte, la presencia de alelos especificos tanto en las variedades de

referencia que no se encuentran en la coleccion nuclear como en las espafiolas, apunta la
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posibilidad de que los dos grupos de germoplasma tengan origenes distintos, o se hayan

separado en una época relativamente lejana.

3-4-2. Analisis molecular de varianza

El analisis molecular de varianza permitid ver que existe una divergencia genética
entre el germoplasma espainol y el de referencia, tanto para las cebadas de 6 carreras
como para las de 2 carreras. Considerando el modelo ‘infinite allele model’, la
diferencia entre los grupos de referencia y los grupos espafioles es similar para las
cebadas de 2 y 6 carreras. Los indices estadisticos de fijacion (Fsr) que resultaron de
este analisis son parecidos a los encontrados por Maestri et al. (2002) y Koebner et al.
(2003) en la comparacion entre cebadas de invierno y primavera. Sin embargo, el indice
estadistico de fijacion Rgr, derivado del modelo ‘stepwise mutation model’, que es el
modelo de evolucion més apropiado para los microsatélites, muestra que la divergencia
que existe entre el germoplasma espafiol y el de referencia es mucho mas importante
entre los grupos de cebadas de 6 carreras que entre los grupos de 2 carreras. Esto se
debe al hecho de que en las cebadas de 6 carreras, ademas de las diferencias que existen
en las frecuencias de los alelos en los dos grupos (espafiol y referencia), existe una
diferencia de tamafio importante entre los alelos mas frecuentes en los dos grupos. Este
fendbmeno no se aprecia tanto entre los grupos de 2 carreras. Esto sugiere que el
germoplasma espafiol de 6 carreras es mas distante genéticamente del germoplasma de
referencia, en comparacion con el de dos carreras.

El andlisis molecular de varianza locus por locus permitid6 destacar los
microsatélites que diferencian los grupos espafioles de los de referencia. Los loci que
diferencian entre los grupos de 2 carreras son distintos de los que separan los grupos de
6 carreras. Se observd también en algunos loci la presencia de valores altamente
significativos de Fgr, pero con un Rgr no significativo (ej. HvM036 o Bmag378, en los
grupos de 6 carreras). Esto se debe al motivo explicado anteriormente, que la diferencia
de tamano entre los alelos frecuentes en un grupo o en el otro es pequefia. Ivandic ef al.
(2002) también encontraron resultados distintos para los indices Fsr y Rgr al analizar
microsatélites que diferenciaban grupos de genotipos de H. spontaneum del Creciente
Fértil. Estos autores recomendaron emplear el método SMM para los microsatélites que
presentan un numero de alelos limitado mientras que el método IAM seria mas
adecuado para marcadores muy polimorficos. Sin embargo, sugirieron que el uso de los

dos métodos era la forma mas acertada de buscar SSRs informativos.
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3-4-3. Analisis multivariantes

El dendrograma elaborado a partir de la matriz de distancias permitié ver que los
genotipos estudiados no se agrupan segun la division establecida a priori (entradas
espafiolas y entradas de referencia, de otros origenes). Las entradas espanolas de 6
carreras de la coleccion nuclear se repartieron aparentemente en 5 grupos, mientras que
las de 2 carreras se juntaron con las variedades de dos carreras de referencia.

Dentro de los grupos de 6 carreras espanoles, se perciben agrupamientos de
individuos que provienen de la misma zona geografica. Esto no es sorprendente, porque
dos individuos que provienen de la misma regidon, o de zonas proximas tienen mas
probabilidades de ser proximos genéticamente. También se observaron agrupaciones
entre entradas de zonas geograficas alejadas. Dentro de este grupo de germoplasma, la
division mas importante ocurre entre las entradas del grupo I (predominantemente del
Sur de Espafia) y las entradas del grupo II (predominantemente de la zona central, de las
Mesetas). Los genotipos del Valle del Ebro parecen intermedios entre los dos grupos,
dividiéndose entre los grupos I y II. Por otra parte, en el grupo VIII, se observd la
agrupacion de algunas entradas de 6 carreras espafiolas con las variedades de 6 carreras
de referencia. Estas se subdividen en dos sub-grupos, separando las variedades de
primavera de las de invierno. Junto a estas ultimas se encuentran también las variedades
de dos carreras de invierno.

Curiosamente, las entradas espafiolas de 2 y algunas de las de 6 carreras, que se
agrupan respectivamente con variedades de 2 y de 6 carreras, parecen estar cercanas al
material de primavera de referencia.

El andlisis en coordenadas principales confirm6 los resultados obtenidos con el
dendrograma. Se observo una separacion evidente de los genotipos de 6 carreras
espaioles de los otros grupos establecidos a priori, con la excepciéon de algunos
genotipos que se juntaron con las variedades de 6 carreras. Los genotipos de este primer
grupo formaron una nube de puntos muy dispersos, lo que revela la gran diversidad que
existe en este grupo. Las entradas de 2 carreras espafiolas no parecen distintas de las
variedades de referencia, tal como se pensaba. Se nota también que las variedades de 2
carreras de invierno estan mas proximas genéticamente a las variedades de 6 carreras;
de hecho en el dendrograma se apartaban de las variedades de primavera. Esto no es
sorprendente, por el hecho que muchas de estas variedades tienen cultivares comunes en

su pedigri.
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3-4-4. Estructura genética

El analisis de los 225 genotipos con el programa STRUCTURE permitié ver la
posible estructura de poblaciones que existe en el germoplasma estudiado. Este
programa se propone subdividir la muestra en poblaciones en las que se alcance el
equilibrio de Hardy-Weinberg y se minimice el desequilibrio de ligamiento. El primer
criterio no tiene aplicacion en una muestra de lineas puras de una especie autégama,
pero el segundo es plenamente aplicable. Se trata de un nuevo algoritmo de analisis de
cluster, basado en criterios de genética de poblaciones, y con la ventaja de que ofrece
criterios con un cierto grado de objetividad, por lo que la agrupacion final no depende
solo del criterio del investigador.

Este andlisis confirm6 en gran manera los resultados obtenidos por el
dendrograma y por el analisis de coordenadas principales, en lo referente a la separacion
de las entradas de 6 carreras espafiolas de las variedades de referencia, y al
agrupamiento de los genotipos de 2 carreras espafioles con las variedades de 2 carreras
de referencia. Es interesante destacar que, después de la separacion de las entradas
espaiolas de 6 carreras del resto de los genotipos analizados (al nivel K=2), la segunda
particion sucede dentro de este mismo grupo (K=3), desgajando la mayoria de los
genotipos de la zona central (Mesetas) de los del resto de Espafa (principalmente Sur,
costa mediterranea y Valle del Ebro). Curiosamente, ésta division ocurre antes de que
ocurra ninguna separacion en el otro gran grupo, que reune a casi todas las variedades
comerciales, de dos y seis carreras, de primavera y de invierno. La tltima division
considerada (K=4) establece la division entre variedades de dos carreras de primavera y
variedades de seis carreras y de invierno de dos carreras. Por otro lado, se observo la
posible existencia de sub-poblaciones dentro de las dos principales poblaciones
espaiolas de 6 carreras. La subdivision observada en la poblacion 3 (fundamentalmente,
de las Mesetas) parecia seguir un gradiente geografico. Asi, se observo la
predominancia de genotipos originarios de Castilla y Ledén en una sub-poblacion y
genotipos de Castilla-La Mancha en otra sub-poblacion. Por otra parte, en la poblacion
4, se obtuvieron dos sub-poblaciones, separando los genotipos del Valle del Ebro de los
del Sur.

La divergencia genética entre las poblaciones creadas por STRUCTURE fue
confirmada por el andlisis molecular de varianza. Esta diferencia resultdé mayor

comparando las poblaciones de las entradas espafiolas (3 y 4) con las poblaciones de las
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variedades de referencia (1 y 2). La divergencia genética entre la poblacion 2 (genotipos
de 2 carreras) y las poblaciones 3 y 4 (genotipos de 6 carreras espafoles) esta basada
tanto sobre diferencias en clases de alelos que existen en los dos grupos de
germoplasma (2 y 6 carreras) como en diferencias de tamafio grandes entre estas clases
de alelos. Sin embargo la divergencia entre las poblaciones 1 (variedades de referencia
de 6 carreras) y 2 (genotipos de 2 carreras) se debe exclusivamente a diferencias entre
clases de alelos.

La comparacion de los grupos espafioles entre si reveld que la divergencia
genética que existe entre estos grupos es cierta. Los valores de Fsr y Rsr que resultaron
de este analisis son similares a los observados por Russell et al. (2003) en la
comparacion de landraces de Jordania y Siria.

Aunque la poblacion 3 parece mds homogénea en cuanto a su constitucion
geografica, la divergencia genética entre sus sub-poblaciones es mayor que la que existe
entre los dos sub-poblaciones 4-1 (Valle del Ebro) y 4-2 (Sur).

Los agrupamientos de genotipos que provienen de regiones geograficas similares
en una misma poblacion y/o sub-poblacion pueden estar relacionados con caracteres de
adaptacion.

La separacion del material espafiol en dos poblaciones mayoritarias, se presenta
antes que la de los grandes grupos de germoplasma de cebada (2/6 -carreras,
invierno/primavera), lo que hace pensar que esa divergencia es mas remota en el
tiempo. De hecho la distribucion de los haplotipos A y D del STS MWG699 en los
grupos de entradas de 6 carreras espafiolas no es aleatoria. La dominancia del tipo A en
el grupo del Sur y del tipo D en los grupos de la Meseta y del Valle del Ebro es
remarcable. En su estudio, Tanno et al. (2002) mostraron que el STS MWG699 divide
los genotipos de 6 carreras en dos grupos distintos que corresponden a los haplotipos A
y D. El haplotipo A estd ampliamente distribuido mientras que el D se encuentra
solamente en la region Mediterranea. Asimismo indicaron que el haplotipo A se
encuentra en genotipos de H. spontaneum originarios de Turkmenistan mientras que el
haplotipo D se localiza también en algunas cebadas cultivadas de 2 carreras del norte de
Africa y entradas de H. spontaneum de Marruecos. Casas et al. (2005) comentan la
amplia distribucion del haplotipo D en la coleccion nuclear espafiola, y su presencia en
genotipos del Sur y Centro de Europa, sin embargo no se observa en genotipos
escandinavos. Todo esto sugiere la posible existencia de origenes distintos en las

cebadas espafiolas y que luego su distribucion en la peninsula ibérica se hizo segin su
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adaptacion a las condiciones agro-ecologicas. En este sentido, Moralejo et al. (1994),
tambien sugirieron la posible existencia de dos origenes distintos en cebadas espafiolas

de 2 carreras.

3-4-5. Desequilibrio de ligamiento

En la estimacion del desequilibrio de ligamiento en los 225 genotipos, se
detectaron valores de 7 mas bajos que en tres de las poblaciones, pero con significacion
mas alta (Figuras 3.5 y 3.6). Esta no es una situacién andmala, pues también ha sido
descrita en estudios de lineas puras de Arabidopsis (otra planta autdgama) por Nordborg
et al. (2002) y por Schmid et al. (2006), y en trigo duro por Maccaferri et al. (2005).
Los parametros de medida de desequilibrio de ligamiento estan influenciados por el
tamafio de muestra y se ven especialmente afectados por tamafios de muestra pequefios
(Flint-Garcia et al., 2003), asi que no es posible comparar directamente los valores de
estos pardmetros para muestras de tamafios distintos. En cualquier caso, el programa
STRUCTURE trabaja buscando grupos de genotipos dentro de los cuales se minimice el
desequilibrio de ligamiento, por lo que las poblaciones resultantes de este analisis
deberian mostrar menor desequilibrio de ligamiento que la muestra total. Aunque la
significacion de los parametros de desequilibrio de ligamiento es superior para la
muestra total que para las cuatro poblaciones, la comparacion directa es impracticable,
pues la significacion de 7 (y de cualquier otra medida de desequilibrio de ligamiento)
depende del tamafio de la muestra (Ardlie et al., 2002).

Los niveles de desequilibrio de ligamiento observados en las diferentes
poblaciones no fueron semejantes. Las poblaciones 1 y 2 mostraron tasas de
desequilibrio de ligamiento aparentemente mayores que las de la poblacion 4 y algo
menores que las de la poblacién 3. Las poblaciones 1 y 2 estan constituidas en su
mayoria por cultivares, mientras que las poblaciones 3 y 4 estdin compuestas muy
mayoritariamente por landraces. Caldwell et al. (2006) compararon medidas de
desequilibrio de ligamiento en tres grupos de germoplasma de la cebada: cultivares,
landraces, y cebada silvestre. Encontraron que el desequilibrio de ligamiento (+°) era
consistentemente superior en los cultivares frente a los otros dos grupos. Esta
observacion concuerda con lo observado para la comparacion de las poblaciones 1y 2
frente a la 4. La estructura que persiste en la poblacion 3 (ver los elevados valores de los
indices de fijacion Fsr y Rgt entre las sub-poblaciones 3-1, 3-2 y 3-3 en la Tabla 3.11)

puede ser una de las razones del alto desequilibrio de ligamiento observado en ella. De

67



Capitulo 3

hecho, en la poblaciéon 4 también se observd una estructura subyacente, aunque la
divergencia entre las sub-poblaciones 4-1 y 4-2 no fue tan acentuada como las que se
observaron entre las sub-poblaciones 3-1, 3-2 y 3-3. Aparte de la estructura de
poblacion, el alto desequilibrio de ligamiento observado en la poblacién 3 podria ser el
resultado de un efecto fundador o de “cuello de botella”, que hubiera ocurrido
probablemente en los ancestros de esta poblacion. Por el contrario, en la poblacion 4
parecio no haber restricciones a la panmixia (dentro de lo limitado de los cruzamientos
de una especie fundamentalmente autdgama), lo que permitié romper el desequilibrio de
ligamiento entre loci ligeramente o no ligados.

Caldwell et al. (2006) afirman que los distintos niveles de desequilibrio de
ligamiento que encontraron para los diferentes grupos de germoplasma de cebada
fueron probablemente debidos a las diferentes historias de las poblaciones, asociadas
con la ocurrencia de cuellos de botella y seleccion en el germoplasma domesticado. En
nuestro caso, los distintos niveles de desequilibrio de ligamiento pueden deberse a
fendmenos de mezcla incompleta de poblaciones de distintos origenes, o de efecto
fundador en la poblacion 3, y a distintas historias filogenéticas en general entre las
poblaciones. Asi, uno de los factores que mas afectan al desequilibrio de ligamiento es
la recombinacion. Cabe pensar que haya habido més meiosis efectivas, y por tanto
mayor recombinacidn, en la larga historia de seleccion y adaptacion de las landraces
que en los programas de mejora que han llevado a la formacién de los cultivares
modernos. Aunque es imposible afirmarlo con seguridad.

’ al aumentar la

En las poblaciones se observa una cierta disminuciéon de r
distancia entre loci comparados (Figura 3.5B). Este fendmeno no fue observado en la
muestra total (Figura 3.5A). Maccaferri et al. (2005) describieron una situacion similar
en un estudio de una coleccién de trigo duro.

El nivel del desequilibrio de ligamiento en las poblaciones, parece ser mas alto
entre pares de loci que se encuentran a una distancia menor que 10 cM. A partir de esta
distancia, el valor de /° tendia a disminuir, de modo que los valores para marcadores del
mismo cromosoma a mas de 10 cM fueron similares a los observados entre loci en
distintos cromosomas. De todos modos, el nimero de valores considerados para loci
cercanos (a menos de 10 cM) es relativamente escaso por lo que no se puede establecer

con certeza la relacion entre el desequilibrio de ligamiento y la distancia. Kraakman et

al. (2004), con un nimero mayor de marcadores analizados, si que encontraron un
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umbral de aproximadamente 10 cM a partir del cual disminuye el desequilibrio de
ligamiento en variedades de cebada.

En el presente estudio, se observaron también tanto casos de desequilibrio de
ligamiento significativos entre pares de loci no ligados, como casos de equilibrio entre
pares de loci estrechamente ligados. Estos resultados parecen coincidir con los
obtenidos por Nordborg et al. (2002), en Arabidopsis, y Kraakman et al. (2004), en un
estudio de una coleccion de 146 variedades de cebada de primavera europeas de 2
carreras con 236 AFLPs.

La cebada cultivada parece tener un desequilibrio de ligamiento mas extendido
que otras especies. Kraft et al. (2000) indicaron que el desequilibrio de ligamiento, en
lineas de remolacha, se reduce a una distancia inferior a 3 cM. En maiz, el desequilibrio
de ligamiento disminuye a partir de 1500 pb (Remington et al., 2001). Garris et al.
(2003) mostraron que el desequilibrio de ligamiento en arroz disminuye a partir de 100
kb. En Arabidopsis, el analisis del desequilibrio de ligamiento en la region del gen de
floracion FRIGIDA, mostrd que éste disminuye a partir de 250 kb, equivalente a 1 cM
(Nordborg et al., 2002). Sin embargo, la evaluacion del desequilibrio de ligamiento
alrededor del locus RPM1 (resistencia a una enfermedad), en poblaciones fundadoras
recolectadas recientemente, reveld que éste se extiende a unas distancias de 50-100 cM.
Este desequilibrio de ligamiento elevado fue explicado por los autores como
consecuencia del numero limitado de recombinaciones que ocurrid entre estas
poblaciones durante los tltimos 200 afios.

La comparacion de la extension del desequilibrio de ligamiento entre diferentes
especies parece indicar que en las plantas alogamas, el desequilibrio de ligamiento
decac mas rapidamente que en las autdogamas. Allard (1988), describio que en
poblaciones autdogamas se observan asociaciones multilocus estadisticamente
significativas entre muchos loci polimorficos, mientras que estas asociaciones se limitan
a loci estrechamente ligados en poblaciones alégamas. La explicacion que daba este
autor es que las asociaciones desarrolladas entre loci poco o no ligados se rompieron en

cada generacion, como consecuencia de la recombinacion en plantas aldgamas.
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4-1. Introduccion

La cebada, Hordeum vulgare L., es uno de los principales cereales desde el
punto de vista de producciéon mundial, y es cultivada en todas las areas templadas del
mundo (Bothmer et al., 1995). Muestra una gran capacidad de adaptacion a un rango
amplio de condiciones climaticas, por lo que probablemente cuenta con una dotacion
genética flexible y diversa para caracteres de adaptacion.

La cebada silvestre, Hordeum vulgare ssp. spontaneum C. Koch, es el ancestro
de la cebada cultivada H. vulgare ssp vulgare. En el Creciente Fértil, se encuentran
poblaciones de esta especie en habitats muy diversos, con distintas situaciones de
disponibilidad de agua (de pantanos a desiertos) y temperatura (desde cerca de 0° hasta
30°C). Varios estudios de diversidad genética llevados a cabo con esta especie (Baek et
al., 2003; Baum et al., 1997; Chalmers et al., 1992; Huang et al., 2002; Ivandic ef al.,
2002, 2003; Kalendar et al., 2000; Liviero et al., 2002; Morrell et al., 2005; Nevo 1992;
Nevo et al., 1979, 1986, 1997, 1998, 2005; Owuor et al., 1997, 2003; Saghai Maroof et
al., 1990; Supronova et al., 2004; Turpeinen et al., 2001), han identificado lineas de
divergencia en la diversidad genética (de isoenzimas y marcadores de ADN) a escalas
micro y macroadaptativa.

A lo largo del tiempo, el proceso de domesticacion de la cebada a partir de los
centros de origen llevo a la apariciéon de variedades locales, también adaptadas a un
rango amplio de ambientes. Estas variedades locales ocupan cinco millones de hectareas
de zonas marginales con alta incidencia de estrés hidrico (Ceccarelli, 1994). Russell et
al. (2003) estudiaron la diversidad existente en una coleccion de variedades locales de
cebada provenientes de cinco regiones ecogeograficas diferentes de Siria y Jordania con
microsatélites nucleares y cloroplasticos. Estos autores encontraron que las cinco
regiones difieren considerablemente entre si en composicion y grado de variabilidad
genética. Zhang et al. (1993) propusieron la hipdtesis de que este grado de
diferenciacion entre regiones geograficas y taxones (H. vulgare y H. vulgare ssp
spontaneum) indicaria que la domesticacion y la adaptacion subsiguiente han ocurrido
no como un proceso de seleccion de alelos en loci individuales, sino que esos procesos
habrian reorganizado el genoma en haplotipos multilocus adaptados a los distintos
ambientes. En este mismo sentido, Allard (1999) indico6 que es esperable que la

autogamia sea especialmente eficaz en la reorganizacion de alelos favorables en

77



Capitulo 4

haplotipos que permitan un comportamiento favorable en respuesta al ambiente, aunque
los alelos se encuentren en cromosomas distintos.

La cebada ha sido cultivada en Espafia desde tiempos prehistoricos. Dada su
historia de adaptacion y seleccion bajo condiciones climéaticas locales, es 16gico pensar
que pueda poseer genes de adaptacion. La caracterizacion molecular de la coleccion
nuclear espafiola ha mostrado la existencia de un polimorfismo importante y la
presencia de muchos alelos especificos no encontrados en los genotipos europeos. La
busqueda de una posible estructura de poblacion en estas entradas permitid ver que el
polimorfismo detectado no esta distribuido de forma aleatoria. La separacion bastante
clara de los genotipos de la Meseta de los del Sur, Levante y Valle del Ebro sugiere una
adaptacion a las condiciones climaticas.

El objetivo de este capitulo es averiguar si existe una relacion entre el
polimorfismo observado en las entradas de la coleccidon nuclear y las condiciones eco-
geograficas del sitio de origen, y ver si estas condiciones influyeron en la separacion de

estas entradas en los grupos mayoritarios.

4-2. Material y Métodos
4-2-1. Material vegetal

Tan solo las 159 lineas puras procedentes de /andraces de la coleccion nuclear de
cebadas espafiolas, definidas en el capitulo anterior, fueron analizadas en este estudio.
Este conjunto esta constituido por 11 entradas de 2 carreras y 148 entradas de 6 carreras.

La procedencia de estos genotipos esta definida en la Tabla 3.2 del capitulo 3.

4-2-2. Marcadores moleculares

Un conjunto de setenta y tres marcadores moleculares fueron empleados en este
analisis: 68 microsatélites, 3 STS y 2 genes candidatos.

De los 68 microsatélites, 64 estan descritos en el apartado 3-2-1-2 del capitulo 3.
Los 4 marcadores nuevos introducidos en este capitulo son scssr10477 (antes
denominado Ctig5280, cromosoma 1H) y scssr07759 (antes denominado Ctig7981,
cromosoma 2H), incluidos en el trabajo de Moralejo et al. (2004), EBmac640, descrito
por Ramsay et al. (2000), en el cromosoma 2H y Hv635P2.4 descrito por Francia et al.
(2004) en el cromosoma SH. Los tres STSs utilizados fueron MWG699 (Casas et al.,
2005) y los marcadores MWGS518 y MWGSS58. Estos tltimos se obtuvieron a partir de
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las sondas de RFLPs, amplificando y secuenciando los fragmentos de los genotipos
Beka y Mogador, parentales de una poblacion de mapeo. En ambos casos, se identifico
un polimorfismo de tipo SNP dentro de la diana de un enzima de restriccion, por lo que
se pudieron convertir en marcadores de tipo CAPS: MWG518/Nhel y MWG858/Mspl
(datos no publicados). Se detectaron 2 alelos distintos para cada marcador. Se han
incluido también los marcadores HvZCCT y HvBMSA, candidatos a genes de
vernalizacion. La secuencia de los cebadores utilizados y el procedimiento seguido para
amplificar estan descritos por von Zitzewitz et al. (2005). El cluster de genes HvZCCT
se amplifico con los cebadores HvZCCT.01F y HvZCCT.02R, dando lugar a dos alelos,
uno nulo, por ausencia de producto y otro de 1400 pb. El intrén 1 del gen HYBMSA se
amplificé con los cebadores HvBMS5.55F y HYBMS5.56R produciendo 4 alelos distintos:
4850 pb, 1200 pb, 150 pb y otro nulo. El alelo nulo, como consecuencia de una delecion
en el intrén, se amplificd con los cebadores HvBM5.42F y HVBMS5.43R, generando un
producto de 1900 pb. Para simplificar, en el texto se utilizara la clasificacion en cuatro
alelos obtenida con los cebadores 55F/56R.

La introduccion de estos 8 nuevos marcadores en este capitulo se debe a su
localizacién en regiones gendmicas de gran importancia en el desarrollo del ciclo
vegetativo de la cebada. En el cromosoma 1H, scssr10477 y MWGS518 se localizan en la
zona del gen de respuesta a fotoperiodo corto (Ppd-H2). MWGS858 y scssr07759
flanquean la zona del gen de respuesta a fotoperiodo largo (Ppd-HI) del cromosoma
2H. En este mismo cromosoma, el microsatélite EBmac640 se situa en la zona del gen
de precocidad Eam6 (early maturity), de importancia capital en la determinacion de la
fecha de floracion en condiciones mediterraneas (Boyd et al., 2003). Por otra parte,
HvZCCT y HvBMS5A, son marcadores candidatos de los genes de respuesta a
vernalizacion Vrn-H2 (4H) y Vrn-HI (5H), respectivamente. El microsatélite
Hv635P2.4, es también un marcador flanqueante al gen de respuesta a vernalizacion del
cromosoma SH.

Las amplificaciones y la electroforesis se realizaron de acuerdo al protocolo

descrito en cada caso.

4-2-3.Variables geograficas y climaticas

Las entradas de la coleccion nuclear disponen de datos de pasaporte. Estos
incluyen principalmente las coordenadas geogréficas del sitio de recoleccion, latitud,

longitud y altitud. Estas entradas fueron clasificadas en grupos de tipos potencialmente
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distintos segun una clasificacion agro-ecoldgica de zonas de cultivo de la cebada. Para
ello, se hizo un analisis de cluster de los valores de rendimiento historicos durante 47
afos (1948-1994) de las provincias espafiolas (Igartua ef al., 1998).

Los datos climaticos correspondientes a los sitios de recoleccion de cada entrada
fueron extraidos a partir de la base de datos SIGA (Sistema de Informacion Geografica
de Agricultura), del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion.
(http://www.mapa.es/es/sig/pags/siga/intro.htm). Los datos climaticos de la base de
datos fueron elaborados entre 1960 y 1996, sobre 4186 localidades del pais, y
suministrados por el Instituto Nacional de Meteorologia.

Para 77 entradas se encontraron estaciones climdticas que se ajustan a las
coordenadas geograficas de la localidad de recoleccion. Para el resto de las entradas, se
eligio la estacion climatica mas proxima con caracteristicas geograficas similares. Para
34 entradas, se tomaron datos climéaticos de estaciones que se encuentran a una distancia
menor de 10 km, para otras 35 entradas, de estaciones que se encuentran dentro de un
radio de 20 km del sitio de recoleccion y para otras 13, de estaciones que se localizan a
mas de 20 km de la zona de la recoleccion.

Los datos climaticos recogidos de este modo fueron:

- Pluviometria mensual y anual

- Evapotranspiracion mensual y anual

- Temperaturas mensuales y promedio de temperatura anual

- Indice de Turc

- Clasificacion de Papadakis

El indice de Turc se define como la productividad agrondémica de una region,
basada en correlaciones entre factores climaticos y la produccion sobre un periodo de
tiempo largo. Se expresa en toneladas de materia seca por hectirea de una planta
adaptada bajo condiciones de cultivo estandar (Ruimy et al., 1996).

La clasificacion de Papadakis es una clasificacion climatica internacional que
clasifica los climas segun los factores que afectan a la produccion de un cultivo,
principalmente la temperatura y la humedad (Papadakis, 1975).

A partir de los datos mensuales de pluviometria, temperatura y
evapotranspiracion, se calcularon las pluviometrias, temperaturas y evapotranspiracion
de otofio (octubre, noviembre y diciembre), invierno (enero, febrero y marzo) y
primavera (abril, mayo y junio), respectivamente. Del mismo modo se calcul6 una

nueva variable: la relacion entre pluviometria y evapotranspiraciéon, a la que
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Capitulo 4

denominaremos ratio. El ratio es el cociente entre la precipitacion registrada en una
zona considerada en un periodo dado y la evapotranspiracion registrada en el mismo
periodo.

En la Tabla 4.1 se enumeran las variables geograficas y climaticas analizadas en

este estudio.

Tabla 4.1 Variables geograficas y climaticas analizadas.

Variables Codigo
Region agro-ecologica Ragroec
Latitud LAT
Altitud ALT
Pluviometria de otofio PLVoto
Pluviometria de invierno PLVinv
Pluviometria de primavera PLVpri
Pluviometria total PLVtot
Evapotranspiracion de otoio ETPoto
Evapotranspiracion de invierno ETPinv
Evapotranspiracion de primavera ETPpri
Evapotranspiracion total ETPtot
Ratio de otofio RAToto
Ratio de invierno RATinv
Ratio de primavera RATpri
Temperatura de otofio TMPoto
Temperatura de invierno TMPinv
Temperatura de primavera TMPpri
Indice de Turc Turc
Clasificacion de Papadakis Ppkis

4-2-4. Analisis estadisticos

Las variables climaticas calculadas anteriormente, junto con las variables de
pluviometria total, temperatura anual, evapotranspiracion anual, altitud y latitud fueron
analizadas mediante componentes principales, para reducir el numero de variables a
introducir en los andlisis de regresiones con los marcadores, y evitar la redundancia de
informacion. Este analisis se llevo a cabo mediante el procedimiento proc princomp
(SAS 1988).

La asociacion entre los marcadores moleculares y las variables geograficas y
climaticas fue evaluada mediante un andlisis de regresion para las variables
cuantitativas y analisis de varianza para las variables cualitativas (regién agro-ecoldgica

y clasificacion de Papadakis). Solamente los alelos presentes en una frecuencia igual o
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superior a 5% en las entradas, fueron considerados en el analisis. La informacion de los
marcadores se codifico creando una variable por cada alelo, expresando mediante un
“1” la presencia de un alelo en un individuo, y con un “0” su ausencia en el resto de
variables. Por ejemplo, un marcador con dos alelos quedaba plenamente descrito con
dos variables.

Estos andlisis se llevaron a cabo mediante el procedimiento proc glm (SAS
1988). Los alelos fueron introducidos en el modelo como variables dependientes
mientras que las variables climaticas y geograficas se consideraron como variables
independientes. El nivel de significacion elegido para el modelo fue de 0,01.

La distribucion de alelos de algunos loci que mostraron coeficientes de
determinacion relativamente elevados en los analisis de regresion con algunas de las
variables geograficas o climdticas analizadas, fue representada graficamente sobre
mapas climaticos mediante el programa DIVA-GIS (Hijmans et al., 2005). Estas
representaciones graficas fueron realizadas empleando los datos climaticos y

geograficos de la base de datos de dicho programa.

4-3. Resultados

En este capitulo se analiza la relacion de la distribucion alélica de una serie de
marcadores moleculares con la climatologia y otros factores geograficos. El andlisis de
diversidad de 64 marcadores estd presentado en la Tabla 3.7 del capitulo 3. Como se
indica en el apartado de Material y Métodos, se han incluido ocho marcadores nuevos
en los andlisis de asociacion (capitulos 4 y 6). Como referencia, y para facilitar la
interpretacion de los andlisis de asociacion, se incluyen en el anexo 2 los resultados del

analisis de diversidad de estos nuevos marcadores.

4-3-1. Analisis en componentes principales de las variables geograficas y climaticas

Las relaciones entre las variables climdticas y geograficas continuas fueron
analizadas mediante un analisis de componentes principales, pues se sospechaba de la
existencia de multicolinearidad entre estas variables. Los dos primeros ejes resultantes
de éste analisis explicaron un 80,5% de la variacion. Tan sélo el primer eje del andlisis
ya explicé un 53% de la variacion. Este eje muestra una agrupacion de las variables de
temperatura y evapotranspiracion a un lado, opuestas a las variables de pluviometria de

primavera y ratio, y a las variables geograficas latitud y altitud (Figura 4.1). El eje 2,
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Capitulo 4

explico un 27,5% de la variacion, y estd dominado por el contraste entre las variables de
pluviometria, indice de productividad de Turc y ratio frente a la altitud y latitud.

Este analisis refleja las variaciones geograficas y climaticas existentes en la
Peninsula Ibérica. La agrupacion de la altitud y latitud en un mismo cuadrante denota la
existencia de una correlacion positiva entre estas variables. Al estar excluida del analisis
toda la zona costera del Cantabrico, las zonas de mayor altitud corresponden en general
a las zonas de mayor latitud (zona de la Meseta Central), y éstas se caracterizan por
temperaturas mas bajas y una evapotranspiracion mas moderada, contrariamente a las
zonas de altitud baja (en este estudio, fundamentalmente el sur de Espafa y la costa
mediterranea). Estas Ultimas se caracterizan por pluviometrias mas elevadas que las
zonas de altitudes altas. Las ratios son también mas elevadas en las zonas de baja
altitud, debido a las temperaturas relativamente mas altas de estas zonas, que provocan

mayor evapotranspiracion.

0,5
Plvtot . @ Plvoto
° Plvinv 9,4 |
@® Turc
@® Ratiooto 0,3 -
@ Ratioinv
Ratiopri g ®Plvpri 0,2 1 ETPoto
ETPinv ‘
Tminv @ Tmoto
0,1 4
ETPt°t~ Tmtot
® Tmpri
‘ ; ; ; 0 ; ; ® ETPpri ‘
-0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,1 0,2 0,3 0,4
@Altitud 0.1 1
@® Latitud
0,2 1
-0,3 -
-0,4 1
-0,5 4

Figura 4.1. Analisis en componentes principales de las variables climaticas y geograficas descritas en el

texto, correspondientes a las zonas de recoleccion de las 159 landraces de la coleccion nuclear.
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Este analisis permitid6 ver que las diferentes variables de pluviometria,
temperatura, evapotranspiracion y ratio correspondientes a las 3 estaciones (otono,
invierno y primavera), presentan respectivamente una correlacion positiva entre si. Esta
correlacion es mas elevada entre las variables correspondientes a los datos de otofio e
invierno (Figura 4.1). Los datos de primavera son los mas distintos de las tres estaciones
para todas las variables, especialmente para la pluviometria. Los datos climaticos que
corresponden a los totales anuales se sitian siempre entre las variables climaticas de
invierno y primavera. Por todo lo cual, se eligieron los valores de invierno y primavera
como los mdas representativos para llevar a cabo los analisis de relacion de la
distribucion de los marcadores con las variables climaticas. La inclusion de las variables
correspondientes al otofio y los totales anuales en los analisis de regresion con los
marcadores solo provocaria una redundancia de informacion.

En consecuencia, de todas las variables geograficas y climaticas disponibles se
consideraron 13 en los andlisis de regresion con los marcadores moleculares: latitud,
altitud, region agro-ecoldgica, pluviometria, evapotranspiracion, temperatura y ratio de

invierno y de primavera, indice de Turc y la clasificacion de Papadakis.

4-3-2. Regresiones entre alelos y variables geograficas y climaticas

Los 73 marcadores analizados detectaron un total de 651 alelos en las 159
entradas. Solamente 304 estuvieron presentes en una frecuencia igual o superior al 5%,
el limite que se fijo para que fueran considerados en los andlisis de regresion. Ciento
ochenta y seis de estos alelos (61,2%) no mostraron asociacién con ninguna de las 13
variables geograficas y climaticas, mientras que ciento dieciocho de estos alelos
(38,8%) mostraron por los menos una asociacion con alguna de las variables analizadas
(Tabla 4.2). En total, fueron detectadas doscientas setenta y nueve asociaciones. El
numero de asociaciones detectadas por locus vari6 entre 0 y 12 (Tabla 4.2).

Los loci HYGLUEND, Bmac134, scssr07759, Bmag378, MWG699, HvLTPPB,
Bmag136, Bmag006, HvM062, HvM003, HvBTAI3, HvM067, Bmac113, HYBMS5A, y
Bmag369 son los que mas asociaciones presentaron con las variables analizadas. Trece
loci no mostraron ninguna asociacion y quince loci mostraron asociacién con una unica
variable.

A continuacidn se presentan los resultados detallados de las asociaciones con cada

una de las variables.
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Region agro-ecologica

Cincuenta y siete alelos, que se distribuyen entre 37 loci, mostraron asociacion
con la variable region agro-ecoldgica. Estos revelaron unos coeficientes de
determinacion que variaron entre 0,08 y 0,28. Los alelos de los loci HVALAAT,
scssr07759, MWG699, HYBMSA y Bmagl36 son los que presentaron una asociacion
relativamente mas intensa con esta variable. Los valores R’ mas altos, 0,27 y 0,28,

correspondieron a los alelos 4 de scssr07759 y de HYBMSA, respectivamente.

Latitud

Los andlisis de regresion detectaron la asociacion de 34 alelos, que pertenecen a
26 loci, con esta variable. Los coeficientes de determinacion que presentaron estos
alelos variaron entre 0,04 y 0,19. Los coeficientes mas altos correspondieron al alelo 2
de HYGLUEND (0,13), el alelo 3 de HVLTPPB (0,19) y HYMO062 (0,16) y el alelo 4 de
HvBMS5A (0,13).

Altitud

Veintinueve alelos mostraron asociacion con la altitud. Estos se distribuyeron
entre 22 loci. La mayoria de estos alelos presentaron coeficientes de determinacion que
oscilaron entre 0,05 y 0,08. Los alelos que presentaron coeficientes relativamente mas
altos, entre 0,10 y 0,15, corresponden a los loci MWG699, HvMO062, HvBTAI3,
Bmac113, HvBMS5A y Bmac316 (Tabla 4.3). La representacion de la distribucion de los
alelos A y D de MWG699 con el programa DIVA-GIS (Hijmans et al., 2005) muestra
claramente la presencia del alelo A en zonas costeras (alelo de color negro, Figura 4.2A)
mientras que el alelo D abunda en las regiones de mayor altitud (alelo de color azul,
Figura 4.2A) Lo mismo se observa con los alelos 6 y 9 del microsatélite Bmac316. El
primero se encuentra en mayor frecuencia en las zonas de altitudes elevadas (alelo de
color azul, Figura 4.2B) mientras que el segundo se distribuye mas en regiones de

altitudes bajas (alelo de color negro, Figura 4.2B)
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Tabla 4.2. Numero de alelos detectados en las 159 landraces de la coleccion nuclear, y resultado global
de los analisis de regresion de los alelos frecuentes frente a las 13 variables climaticas y geograficas
analizadas. El valor del indice Fgr entre los dos grupos principales de entradas se ofrece a efectos
comparativos.

Locus N.  Alelos frecuentes N.° de alelos no N.° de alelos N.° Fst Grupos
alelos >5%) significativos significativos asociaciones 3y4
Bmac399 38 6 3 3 3 0,04
HvGLUEND 5 3 0 3 10 0,45
Bmac032 26 8 7 1 5 0,00
HvMO020 6 3 1 2 6 0,23
HvALAAT 7 6 3 3 7 0,13
Bmag211 8 4 2 2 2 0,03
scssr10477 3 3 1 2 4 0,01
MWG518 2 2 1 1 1 0,08
Bmag382 3 2 2 0 0 -0,02
HvHVAL1 2 1 0 1 1 -
WMCIE8 2 2 2 0 0 0,04
Bmac134 12 9 4 5 12 0,27
HvMO036 8 4 3 1 0,09
MWGS58 2 2 0 2 4 0,00
scssr07759 5 3 1 2 10 0,12
Bmag378 3 2 0 2 9 0,20
EBmac640 5 2 1 1 1 -0,01
Bmac132 5 3 2 1 1 -0,01
HvBKASI 3 3 1 2 3 -0,01
Bmac093 5 3 2 1 1 0,03
MWG699 3 3 0 3 11 0,24
Bmag125 10 4 2 2 7 0,15
HvMO054 6 4 4 0 0 0,03
HvLTPPB 3 3 1 2 8 0,11
Bmagl136 5 4 1 3 9 0,48
Bmac067 14 6 4 2 2 0,13
Bmag006 17 7 2 5 8 0,16
Bmac209 11 6 5 1 1 0,02
Bmag225 15 5 3 2 7 0,04
Hv13GEIl 3 3 0 3 2 0,19
Bmag013 19 7 5 2 4 0,09
HvMO062 3 1 2 11 0,35
Bmac029 8 3 3 0 0 0,03
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Tabla 4.2. (Continuacion)

Locus N.° Alelos frecuentes N.° de alelos no N.° de alelos N.° Fst Grupos

alelos >5%) significativos significativos asociaciones 3y4
HvM040 6 2 0 2 6 0,28
HvOLE 3 0 3 4 0,08
Bmag353 17 7 4 3 0,09
HvMO003 22 11 9 2 11 0,09
Bmag384 5 4 1 2 0,09
HvBTAI3 2 0 2 10 0,16
EBmac701 12 5 4 1 4 0,00
HvMLOHI1A 1 1 0 0 0,01
HvMO067 3 0 3 8 0,32
HvZCCT 2 0 2 5 0,01
HvBAMY 4 2 2 1 0,19
HJAMYB 12 5 5 0 0 0,05
Bmag337 12 6 4 2 2 0,01
Bmacl13 14 5 3 2 8 0,29
Bmac096 9 5 5 0 0 0,03
EBmac970 3 2 1 1 1 0,07
Bmag223 20 7 6 1 1 0,03
HvHEMH1 2 2 0 2 1 0,21
HvVLEU 2 2 2 0 0 0,00
Hv635P24 8 6 4 2 4 -0,01
HvBMS5A 4 4 2 2 9 0,44
HvDHN7 3 2 2 0 0 0,00
Bmag222 5 3 3 0 0 0,03
Bmac316 8 5 2 3 9 0,22
Bmag500 20 5 4 1 1 0,00
Bmag173 13 4 4 0 0 0,04
Bmac018 5 4 1 3 3 0,21
Bmag009 4 2 2 2 0,05
EBmac806 2 0 2 3 0,19
Bmac040 22 8 7 1 1 0,01
Bmag206 21 8 7 1 2 0,03
HvMO004 23 7 7 0 0 0,05
HvSS1 4 3 1 6 0,00
HvCMA 1 0 1 3 -
Bmac064 2 2 0 0 0,17
Bmag369 3 1 2 9 0,30
Bmag120 17 9 7 2 2 0,04
Bmac156 28 5 3 2 5 0,02
Bmagl135 8 4 3 1 1 0,22
HvGLB2 8 6 5 1 1 0,01
Total 651 304 186 118 279
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Pluviometria de invierno

Se detectaron asociaciones entre la pluviometria de invierno y 23 alelos, que se
distribuyeron entre 18 loci. Los coeficientes de determinacidon de estos alelos variaron
entre 0,04 y 0,11 (Tabla 4.3). El alelo 16 de Bmac399 y el alelo 6 de Bmag369 son los
que mostraron una asociacion relativamente mas fuerte con esta variable, con unos
coeficientes de determinacion de 0,10 y 0,11, respectivamente. La Figura 4.2C muestra
claramente que las landraces que tienen el alelo 16 de Bmac399 se localizan

preferentemente en las zonas de mayor pluviometria invernal.

Pluviometria de primavera

Dieciocho alelos, que pertenecen a 15 loci mostraron asociacion con la
pluviometria de primavera. Los valores de los coeficientes de determinacion de estos
alelos variaron entre 0,04 y 0,12 (Tabla 4.3). El alelo 5 del locus Bmac134 y el alelo 3
de HVMO062 son los que mostraron una asociacion relativamente mas fuerte con esta
variable, con unos valores R’ de 0,12 y 0,10, respectivamente. La Figura 4.2D muestra
la distribucion de las entradas que tienen el alelo 5 de Bmac134, que aparece con mayor

frecuencia en zonas de mayor pluviometria primaveral.

Evapotranspiracion de invierno

Los analisis de regresion detectaron la asociacion de 38 alelos, que pertenecen a
25 loci, con esta variable. Los coeficientes de determinacion de estos alelos oscilaron
entre 0,04 y 0,28 (Tabla 4.3). Alelos de los loct HYGLUEND, HVALAAT, HVBTAI3 y
HvBMS5A son los que mostraron una asociacion relativamente mas fuerte con esta

variable, con unos valores R’ entre 0,18 y 0,28.
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Tabla 4.3. Coeficientes de determinacion de los analisis de regresion entre alelos (variables dependientes) y variables geograficas y climaticas (variables
independientes).

Tamaiio N. de

Cr Alelos (ob) entradas Ragroec LAT ALT PLVinv PLVpri ETPinv ETPpri RATinv RATpri TMPinv TMPpri TURC Ppkis
Bmac399-8 131 9 0,26%**
Bmac399-16 141 23 0,10%** 0,08***
Bmac399-25 151 8 0,05%*

HvGLUEND-2 260 68 0,18*** 0,13*** 0,06%* 0,06%** 0,18%*** 0,06** 0,06** 0,20%** 0,13%*** 0,23***
HvGLUEND-4 262 61 0,07*** 0,06%*

HvGLUEND-5 264 24 0,09%* 0,04%* 0,06%** 0,04%*

Bmac032-5 217 13 0,04%* 0,05%* 0,04%* 0,06%** 0,06%*

HvM20-3 151 53 0,12%** 0,06%** 0,05%* 0,05%** 0,05%* 0,06%*

1 HvM20-4 153 86 0,04%** 0,10%**
HvALAAT-2 198 14 0,23%%** 0,16*** 0,05%* 0,18%*** 0,12%%* 0,04%* 0,23%%*
HvALAAT-3 199 27 0,09%*

HvALAAT-5 202 66 0,17%** 0,05%* 0,07%* 0,07%*** 0,15%*
Bmag211-7 186 42 0,10%*

Bmag211-8 188 10 0,15%*
scssr10477-1 126 131 0,05%* 0,04%*

scssr10477-5 nulo 18 0,05%* 0,05%* 0,07%** 0,07%*

MWG518-1 36 0,09%*

HvHVAI-1 151 157 0,05%* 0,14%***

Bmac134-2 130 70 0,06%*

Bmac134-5 148 11 0,05%* 0,12%** 0,04%* 0,07** 0,08%** 0,06%**

Bmac134-9 158 11 0,05%* 0,05%%* 0,05%* 0,08%*** 0,07** 0,21%**
Bmac134-10 162 8 0,14%*
Bmac134-13 172 10 0,15%** 0,08%** 0,05%*

HVM36-7 136 16 0,1 1%**

MWG858-1 51 0,08*** 0,05%* 0,08%*** 0,06%**

MWG858-2 108 0,08%** 0,05%* 0,08%** 0,06%**

scssr07759-4 213 39 0,27%** 0,09%** 0,08%** 0,07%** 0,10%** 0,08%*** 0,15%** 0,12%** 0,05%* 0,22%*
scssr07759-5 221 108 0,16%** 0,07** 0,06%* 0,08%*** 0,06%* 0,05%* 0,13%**

oH Bmag378-2 137 51 0,14%** 0,06%** 0,05%* 0,08*** 0,10%** 0,19%**
Bmag378-3 139 107 0,15%** 0,06%* 0,06%** 0,05%* 0,05%%* 0,08%** 0,09%** 0,11%** 0,20%***
EBmac640-1 174 125 0,05%*

Bmac132-3 189 31 0,10%**

HvBKASI-3 199 105 0,05%*

HvBKASI-4 200 32 0,09%* 0,06%**

Bmac093-1 153 12 0,13%**

MWG699-A 63 0,22%** 0,09%** 0,10%** 0,05%* 0,11%** 0,12%** 0,05%* 0,07*** 0,21 %**
MWG699-D 87 0,14%%* 0,06%* 0,05%* 0,06%* 0,06%** 0,10%** 0,16%**
MWG699-K 9 0,07*** 0,05%* 0,05%*

Bmagl25-5 134 39 0,06%* 0,04%** 0,06%* 0,06%** 0,05%* 0,07***

Bmag125-7 138 43 0,06%** 0,06%*

#* P<0,01; *** P <0,001.



Tabla 4.3. (continuacion.)

Tamaio

N. de

Cr Alelos (ob) entradas Ragroec LAT ALT PLVinv PLVpri ETPinv ETPpri RATinv RATpri TMPinv TMPpri TURC Ppkis
HvLTPPB-2 219 106 0,14%** 0,14%** 0,07** 0,14%** 0,05%* 0,14%** 0,08*** 0,16%**
HvLTPPB-3 221 41 0,17%** 0,19%** 0,08%*** 0,14%** 0,06%* 0,14%** 0,08%** 0,16%**
Bmag136-2 197 24 0,05%*

Bmag136-4 201 86 0,20%** 0,10%** 0,08%*** 0,05%* 0,11%** 0,13%** 0,09%** 0,05%* 0,15%*
Bmag136-5 203 31 0,05%*

Bmac067-2 151 23 0,08%**

Bmac067-12 181 9 0,04**

Bmag006-2 164 23 0,11%** 0,06%* 0,09%** 0,10%** 0,06%** 0,17***
Bmag006-5 172 18 0,05%*

Bmag006-10 182 26 0,05%* 0,04** 0,13%*

oo Bmag006-15 196 16 0,05%*

Bmag006-17 200 23 0,10%*

Bmac209-1 178 10 0,12%**

Bmag225-6 146 24 0,10%* 0,06%** 0,05%* 0,06%*

Bmag225-7 148 14 0,06** 0,08*** 0,25%**

HvI3GEIII-1 169 44 0,12%**

Hv13GEIII-2 173 11 0,04%*

Hv13GEII-3 175 104 0,12%**

Bmag013-5 149 22 0,05%* 0,04%*

Bmag013-8 155 36 0,05%* 0,05%* 0,05%* 0,06%*

HvM62-3 251 24 0,16%** 0,16%** 0,10%** 0,15%* 0,07%** 0,14%** 0,06%* 0,14%*

HvM62-4 255 86 0,16%** 0,06** 0,10%** 0,12%** 0,09%*** 0,15%** 0,11%** 0,07** 0,20%**

HvM40-2 144 37 0,10%* 0,07*** 0,05*

HvM40-6 152 109 0,10%* 0,09%** 0,06%** 0,05%* 0,06%* 0,06%*

HvOLE-1 190 26 0,05%** 0,12%*

HvOLE-3 202 122 0,05%* 0,14%*

HvOLE-4 210 10 0,06%**

Bmag353-9 120 33 0,07**

Bmag353-11 124 16 0,16%**

Bmag353-14 130 19 0,10%*

HvMO03-11 188 14 0,06%* 0,08%** 0,05%*

HvMO03-12 190 11 0,16%** 0,11%** 0,08*** 0,05%* 0,13%** 0,10%** 0,05%* 0,18%**
4H  Bmag384-5 114 40 0,06%* 0,06%**

HvBTAI3-1 228 17 0,14%** 0,10%*** 0,15%** 0,06%* 0,18%** 0,1 1%** 0,07%** 0,21%** 0,15%** 0,23%**

HvBTAI3-2 234 142 0,14%** 0,10%** 0,15%** 0,06%** 0,18%** 0,11%** 0,07%** 0,21%** 0,15%** 0,23%**

EBmac701-10 149 25 0,05%%* 0,05%* 0,05%* 0,05%**

HvM67-3 112 60 0,06%** 0,06%** 0,05%* 0,13%**

HvM67-4 116 87 0,09%** 0,06%*

HvM67-5 118 9 0,07*** 0,06%*

HVZCCT-1 1400 147 0,07*** 0,06%** 0,06%* 0,05%* 0,05%*

HvZCCT-2 nulo 12 0,07*** 0,06%* 0,06%* 0,05%* 0,05%*

HVBAMY-1 127 15 0,08%**

HVBAMY-3 131 86 0,05%*




Tabla.4 3. (continuacion.)

Tamaiio

N. de

Cr Alelos (ob) entradas Ragroec LAT ALT PLVinv PLVpri ETPinv ETPpri RATinv RATpri TMPinv TMPpri TURC Ppkis
Bmag337-2 127 19 0,06%*
Bmag337-3 129 61 0,13%**
Bmacl13-3 181 65 0,13%** 0,13%*** 0,07%** 0,08%* 0,11%** 0,10%** 0,14%*
Bmacl13-11 197 10 0,05%**
EBmac970-2 190 87 0,05%*
SH Bmag223-12 157 35 0,13%**
HvHEMHI-2 196 129 0,10%*
HvHEMHI-3 200 30 0,10%*
Hv635P24-3 192 48 0,05%* 0,05%*
Hv635P24-5 194 24 0,07%** 0,07**
HvBMS5A-2 4850 94 0,16%*** 0,07** 0,08%*** 0,05%%* 0,17*** 0,12%** 0,12%** 0,19%**
HvBMS5A-4 1200 51 0,28*** 0,14%** 0,13*** 0,28%*** 0,23%*** 0,08*** 0,14%** 0,29%**
Bmac316-3 163 8 0,04%* 0,04%*
Bmac316-6 167 86 0,15%** 0,10%** 0,08*** 0,07** 0,07*** 0,06%* 0,21%**
Bmac316-9 175 27 0,16%*** 0,05%* 0,08*** 0,05%* 0,08*** 0,10%** 0,10%** 0,04** 0,24%**
Bmag500-11 158 16 0,06%**
Bmac018-2 140 53 0,11%* 0,06%* 0,06%*
6H Bmac018-3 142 55 0,05%*
Bmac018-4 144 42 0,10%*
Bmag009-1 172 11 0,05%*
Bmag009-3 176 12 0,05%*
EBmac806-5 172 60 0,12%** 0,05%*
EBmac806-7 nulo 82 0,13%*** 0,05%* 0,04%*
Bmac040-11 218 9 0,05%*
Bmag206-8 253 13 0,10%* 0,06%**
HvSSI1-1 238 38 0,11%* 0,05%* 0,04%* 0,04%* 0,06%* 0,12%*
HvCMA-1 133 152 0,04%* 0,08%** 0,04**
Bmag369-4 185 32 0,14%** 0,05%* 0,07%*** 0,08%*** 0,05%* 0,05%*
Bmag369-6 187 53 0,10%* 0,05%* 0,07*** 0,1 1%** 0,07*** 0,08%** 0,17%** 0,19%**
7H Bmagl120-7 244 9 0,13%*
Bmag120-15 264 21 0,05%*
Bmac156-6 135 15 0,10%* 0,05%* 0,18%**
Bmac156-11 143 26 0,07*** 0,06%*
Bmag135-10 nulo 96 0,09%*
HvGLB2-4 214 25 0,09%*
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Evapotranspiracion de primavera

Dieciséis alelos que se distribuyen entre 11 loci mostraron asociacion con esta
variable, con unos coeficientes de determinacion que variaron entre 0,04 y 0,11 (Tabla
4.3). Los alelos del locus HVBTAI3 son los que presentaron una asociacion

relativamente mas intensa con esta variable.

Ratio de invierno

Doce alelos de 11 loci mostraron asociacion con esta variable. Los coeficientes de
determinacion fueron bajos, variando en su mayoria entre 0,04 y 0,09 (Tabla 4.3). El

alelo 1 del locus HYHVAL es el inico que mostrd un R’ relativamente mas alto, de 0,14.

Ratio de Primavera

Quince alelos, de 12 loci mostraron asociacion con esta variable. Los coeficientes
de determinacién que mostraron estos alelos variaron entre 0,04 y 0,08 (Tabla 4.3). Este
ultimo valor corresponde al alelo 5 del locus Bmac134 y al alelo 7 del locus Bmag225.

Los alelos 5 de Bmac134, 11 de HYM003 y 1y 2 de HvZCCT son los tnicos que

mostraron a la vez asociacion con la ratio de invierno y primavera.

Temperatura de invierno

Los analisis de regresion detectaron la asociacion de 51 alelos con la temperatura
de invierno. Estos alelos se distribuyen entre 32 loci. Los coeficientes de determinacion
que mostraron estos alelos variaron entre 0,04 y 0,23 (Tabla 4.3). El alelo 2 de
HvGLUEND, los 2 alelos de HVBTAI3 y el alelo 4 de HvBMS5A fueron los que
presentaron una asociaciéon mas fuerte con esta variable, con unos valores R’ de 0,20,
0,21 y 0,23 respectivamente. La representacion grafica de la distribucion de los alelos
del locus HYBMS5A, en la Peninsula Ibérica muestra claramente la abundancia del alelo
4 (alelo de color negro, Figura 4.3B) en las zonas de temperaturas relativamente altas
mientras que el alelo 2 (alelo de color azul, Figura 4.3B) tiende a extenderse en las
regiones de temperaturas mas bajas. También se representaron la distribucion de los
alelos 3 y 4 del locus HYMO062, que presentaron unos valores R’ de 0,14 y 0,15
respectivamente. El alelo 4 (alelo de color azul, Figura 4.3A) es mas frecuente en las
zonas de bajas temperaturas mientras que el alelo 3 (alelo de color negro, Figura 4.3A)

se encuentra mas en las regiones de temperaturas relativamente mas altas.
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Figura 4.2. Representacion de la distribucion de los alelos: A): MWG699-A (negro), MWG699-D (azul); B) Bmac316-6 (azul), Bmac316-9 (negro) segun las variaciones de altitud y la representacion de la
distribucion de los alelos: C) Bmac399-16 (negro), D) Bmac134-5 (negro) segun las variaciones respectivamente da la pluviometria de invierno (enero) y de primavera (abril). Los alelos de color gris en las
Figuras A, B, C y D, son los que no presentaron asociacion con la variable considerada o son alelos raros que no entraron en el analisis
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Figura 4.3. Representacion de la distribucion de los alelos: A): HYM062-3 (negro), HYM062-4 (azul), B) HYBM5A-2 (azul) HYBM5A-4 (negro) segun las variaciones de temperaturas de invierno (enero) y la
representacion de la distribucion de los alelos: C) scssr07759-4 (negro), scsst07759-5 (azul), D) HVLTPPB-3 (negro) y HVLTPPB-2 (azul) segin las variaciones de temperaturas de primavera (abril). Los alelos de
color gris en las figuras A, C y D, son los que no presentaron asociacion con la variable considerada o son alelos raros que no entraron en el analisis
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Temperatura de primavera

Treinta y ocho alelos, que se distribuyen entre 26 loci, mostraron asociacion con
la temperatura de primavera. Estos mostraron coeficientes de determinacion que
oscilaron entre 0,04 y 0,15 (Tabla 4.2). Este tltimo valor corresponde a los alelos 1y 2
del locus HVBTAI3. El alelo 2 de HYGLUEND vy el alelo 4 de scssr07759 también
mostraron coeficientes de determinacion relativamente altos, de 0,13 y 0,12
respectivamente. La distribucion de los alelos 4 y 5 del locus scssr07759 fue
representada con respecto a las variaciones de la temperatura de primavera en la
Peninsula Ibérica. La Figura 4.3C muestra la abundancia del alelo 4 (color negro) en las
zonas de altas temperaturas, mientras que el alelo 5 (color azul) es més frecuente en
zonas de temperaturas relativamente mas bajas. También se representaron las
distribuciones de los alelos 2 y 3 del locus HvLTPPB, que mostraron un R’ de 0,08. La
Figura 4.3D muestra claramente la abundancia del alelo 3 (color negro) en las zonas de
altas temperaturas, contrariamente al alelo 2 (color azul) que tiende a estar mas presente
en regiones de temperaturas relativamente mas bajas.

De los alelos que mostraron asociacién con temperatura de invierno y primavera,

34 fueron comunes entre las dos variables.

Indice de Turc

Los anélisis de regresion mostraron la asociacion de 30 alelos con el indice de
Turc, distribuidos en 20 loci. Los valores de los coeficientes de determinacion variaron
entre 0,04 y 0,17 (Tabla 4.2). Los alelos 2 y 4 de HYBMS5A vy el alelo 6 de Bmag369
fueron los que presentaron valores R’ relativamente mas altos, de 0,12, 0,14 y 0,17,
respectivamente. El alelo 2 de HYBMS5A se distribuye en zonas donde el indice de Turc
es mas bajo contrariamente el alelo 4. También el alelo 6 de Bmag369 estd mas presente

en regiones de mas alta productividad.

Clasificacion de Papadakis

Treinta ocho alelos distribuidos entre 26 loci presentaron asociacion con la
clasificacion de Papadakis. Estos mostraron unos coeficientes de determinacion que
variaron de 0,12 a 0,29 (Tabla 4.3). Los alelos 7 de Bmag225, 8 de Bmac399 y 4 de
HvBMS5A son los que mostraron valores R’ mas altos, de 0,25, 0,26 y 0,29,

respectivamente. En la Figura 4.4A, se representan la distribucion de los alelos 2 y 4 del
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locus HYBMS5A; la superposicion de la Figura 4.4A sobre la Figura 4.4B, mostraria que
el alelo 4 (color negro) esta mas distribuido en las zonas de clima tipo mediterraneo
maritimo a mediterraneo subtropical mientras que el alelo 2 (color azul) se extiende mas
en las regiones caracterizadas por un clima mediterrdneo templado, mediterraneo

templado fresco a mediterraneo continental.

4-3-3. Relacion entre nimero de asociaciones detectadas por loci y los Fsr locus por

locus de comparacion entre los grupos 3 y 4 determinados por STRUCTURE

Las distribuciones de los alelos segun las variaciones climaticas o geograficas
parecen seguir la distribucion de los grupos o poblaciones 3 y 4, definidos por similitud
genética en el apartado 3-3-3 del capitulo 3. Para comprobarlo, se compararon los
resultados de la regresion entre marcadores moleculares y caracteres climaticos y
geograficos, con los de un andlisis molecular de varianza locus por locus para los
grupos 3 y 4. El andlisis molecular de varianza (AMOVA, Arlequin software, Shneider
et al., 2000) produce un indice, Fst, que indica la divergencia entre poblaciones para
cada locus. La comparacion entre los indices estadisticos Fsr resultantes de este analisis
y el nimero de asociaciones detectados por locus con variables climaticas y geograficas
permitié ver que, en la mayoria de los casos, los loci que presentaron un Fst mayor son
los que detectan también un nimero mayor de asociaciones con las variables climaticas
y geograficas (Tabla 4.2). De hecho el coeficiente de correlacion entre los Fsr y el

numero de asociaciones es de 0,64.
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Figura 4.4. A) Representacion de la distribucion de los alelos 2 (color azul) y 4 (color negro) del locus HyBMSA en la
Peninsula Ibérica, que presentaron asociacion con la clasificacion climatica de Papadakis. Los puntos de color gris
representan los alelos no asociados. B) Diferentes tipos de clima que se encuentran en la Peninsula Ibérica segiin la
clasificacion climatica de Papadakis.
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4-4. Discusion

Diferentes estudios llevados a cabo en H. spontaneum han mostrado que la
diversidad encontrada en esta especie no esta distribuida de forma aleatoria, sino que se
encuentra influida por pardmetros eco-geograficos (Baek et al., 2003, Chalmers et al.,
1992, Huang et al., 2002, Ivandic et al., 2002, Kalendar et al., 2000, Liviero et al.,
2002, Morrell et al., 2005, Nevo et al., 2005, Supronova et al., 2004 y Turpeinen et al.,
2001). En el presente estudio, los analisis de regresion y de varianza realizados entre los
marcadores moleculares y las variables climaticas y geograficas sugieren también que la
diversidad genética encontrada en la coleccidbn nuclear espafola tampoco esta
distribuida de forma aleatoria en la Peninsula Ibérica.

El nimero maés alto de asociaciones entre marcadores y caracteres geograficos y
climaticos ocurrié con la variable region agro-ecoldgica. Esto se explicaria por el hecho
de que esta variable integra la informacién de diferentes factores ambientales
(climaticos, edaficos y geograficos). Aunque los coeficientes de determinacion que
mostraron los analisis con esta variable (y con la clasificacion climatica de Papadakis),
fueron altos en comparacion con los demas factores analizados, estos no son
directamente comparables, por haberse realizado con dos procedimientos distintos
(regresion para las variables continuas y analisis de varianza para las discretas). La
clasificacion climatica de Papadakis integra también diferentes pardmetros climaticos,
lo que explicaria la similitud de los coeficientes de determinacion observados entre esta
variable y la variable region agro-ecologica, aunque el numero de asociaciones
detectadas entre los alelos y la variable clasificacion climatica de Papadakis es menor
que el observado con la variable region agro-ecologica.

En cuanto a las demés variables climaticas y geograficas sencillas, se observaron
muchas mas asociaciones con las temperaturas que con las pluviometrias, las
evapotranspiraciones o las ratios descritas. También se observaron (excepto para las
ratios) un mayor numero de asociaciones significativas para las variables de invierno
que para las de primavera. De modo general, las variables con mas asociaciones fueron
también las que presentaron valores de R’ mas elevados para alelos individuales.

En general, estos resultados parecen indicar que la distribucion de la diversidad
genética es el resultado de procesos de adaptacion a una variedad de factores
ambientales, que aparecen mejor descritos en clasificaciones integradoras como la de

regiones agro-ecoldgicas o climas. El factor individual que mas parece haber influido en
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la distribucion de la diversidad genética es la temperatura, especialmente la invernal.
Las asociaciones con altitud y latitud pueden ser en realidad reflejo de las asociaciones
con temperatura (de hecho, el 81 % de las asociaciones de marcadores con latitud y
altitud y con la temperatura de invierno son comunes). Esto se deberia a la correlacion
negativa existente entre temperaturas y altitud y latitud en estos datos.

El alelo 4 (1200 pb) del locus HYBMS5SA fue el que mostré el coeficiente de
determinacion mas alto con la variable temperatura de invierno. Este alelo es mas
frecuente en el sur de la Peninsula Ibérica, y se ha encontrado también en las variedades
espafiolas de invierno Albacete y Pané (von Zitzewitz et al., 2005). Aunque estas
variedades estan clasificadas agrondmicamente como de invierno, sus requerimientos de
vernalizacion son menores que los genotipos europeos tipicos de invierno, como Igri.
Esto explicaria la abundancia de este alelo en los genotipos de la coleccion nuclear
provenientes de regiones donde las temperaturas de invierno no son muy bajas (Figura
4.3B). El alelo 2 (4850 pb) del locus HYBMS5A también revel6 una asociacioén con la
temperatura de invierno. Este alelo es mdas frecuente en genotipos de zonas
caracterizadas por temperaturas invernales bajas. Fu et al. (2005) y von Zitzewitz et al.
(2005) describieron que los genotipos de primavera presentaban grandes deleciones en
el primer intron del locus HYBMSA. Los genotipos de invierno se caracterizaban por la
presencia de un fragmento de 5,2 kb, mientras que en los genotipos de primavera bien
se amplificaba un producto de 150 pb (Harrington o Morex), o bien se observaba un
genotipo nulo, que podia ser la consecuencia de una delecion mayor. Al analizar la
coleccion nuclear no se ha encontrado el alelo de 5,2 kb, sino que aparece un alelo
ligeramente menor, de 4850 pb. Por el tamafio que tiene este alelo, se podria especular
que se trata de genotipos de invierno, por lo cual se explicaria su abundancia en las
entradas provenientes de regiones de bajas temperaturas invernales de la Peninsula
Ibérica. Este alelo mostrd asociacion con 8 de las variables analizadas y se caracterizo
por valores R’ relativamente altos. El locus HVBTAI3, que es el gen inhibidor de a-
amilasa, también mostré muchas asociaciones con las variables geograficas y climaticas
analizadas, y presentd valores R’ relativamente altos. Esto parece indicar que el
ambiente influye en la actividad de este gen. Algo similar fue observado por Chalmers
et al. (1992) con la enzima B-amilasa en poblaciones de H. spontaneum de Israel. Estos
autores encontraron 7 isoformas de esta enzima, una de ellas restringida a localidades
desérticas. El 78% de la variacion de la frecuencia de esta isoforma fue explicada por la

pluviometria y temperatura del sitio de origen.
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Aparte de los loci HYBMS5A y HvBTAI3, los alelos de los loci HYGLUEND,
Bmacl134, scssr07759, Bmag378, MWG699, HvLTPPB, Bmagl36, Bmag006,
HvMO062, HvM003, HvMO067, Bmac113, Bmac316 y Bmag369 son los que mostraron
un numero importante de asociaciones con las variables analizadas (8 a 12). También se
observaron asociaciones para alelos de otros loci, pero con menos variables. Algunas de
las asociaciones encontradas en este estudio coinciden con las observadas en otros
trabajos. Turpeinen et al. (2001) mostraron que la diversidad encontrada por los
microsatélites en H. spontaneum de Israel estd asociada a factores ecoldgicos. Estos
autores establecieron correlaciones entre la temperatura y el locus HvMO036; la
evaporacion y los loci HVBKASI, HvM062, HvM067, BMS90 y HvMO014, o la
humedad y los loci HYBKASI, HvM062, HvyM067 y HvMO014. También encontraron
correlaciones entre la latitud y los microsatélites HvM036 y HvMO14. Ivandic et al.
(2002), encontraron asociaciones entre la temperatura y los loci Bmag211, WMCIES,
EBmac970, EBmac806, HvM036, Bmag378, HvLTPPB, Bmac029, HvLDEX vy
Bmac273; la disponibilidad de agua y los loci Bmag211, Bmag378, Bmac029,
Bmac273, Bmag120, HvM040 y HvMO003 y por tltimo entre localidades geograficas y
los loci Bmac399, HvM054, Bmag009 y Bmac040. Baek et al. (2003) encontraron
correlaciones entre los loci BMS64, HvBKASI, HvCSG, HvM062, HYM067 y HYMO068
y la altitud, que a su vez esta correlacionada con la temperatura, en poblaciones de H.
spontaneum de Jordania. También, encontraron asociaciones entre los loci HvMO036 y
HvMO006 y las variables temperatura, disponibilidad de agua y latitud. En el presente
estudio, los loci HYM062 y HvMO067 mostraron asociacion con la evapotranspiracion,
temperatura y altitud, lo que coincide con las correlaciones observadas por Turpeinen et
al. (2001) y Baek et al. (2003). También se observo en este estudio la asociacion del
locus HYMO0O03 (intrén, ‘Rubisco activase’) con la pluviometria, lo cual concuerda con
los resultados de Forster et al. (1997) e Ivandic ef al. (2002). Otros resultados
encontrados en el presente estudio, analogos a los encontrados por Ivandic ef al. (2002),
son las asociaciones del locus Bmag378 con la pluviometria y temperatura y la del locus
HvLTPPB con esta ultima. Por otra parte, la asociacion observada entre el locus
Bmag369 y la altitud concuerda con la correlacion encontrada por Baek ef al. (2003)
entre el locus BMS64 (otra denominacion de Bmac064), marcador contiguo a
Bmag369, y dicha variable.

La mayoria de los loci que mostraron muchas asociaciones con las variables

climaticas y geograficas coinciden con loci que presentaron valores de Fsr altos, al
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comparar los grupos genéticos 3 y 4 deducidos con el programa STRUCTURE (Tabla
4.2). Esto parece indicar que la adaptacion a los factores eco-geograficos seria una de
las principales causas de la estructura de poblacién observada en las entradas de la
coleccion nuclear espafiola. Otras investigaciones llevadas a cabo con cebada han
mostrado también una relacidon entre distribucion de la diversidad genética y factores
ambientales. En este sentido, Huang et al. (2002), analizando 54 genotipos de H.
spontaneum originarios de 4 micro-habitats, afirmaron que la frecuencia alélica fue
significativamente diferente entre los 4 micro-habitats. Estos autores comentaron que la
distribucion de los alelos aparecia estructurada segun factores de estrés ecologico
(climaticos y edaficos). Por otra parte, Russell et al. (2003) estudiaron la diversidad
existente en una coleccion de landraces de cebada provenientes de diferentes regiones
eco-geograficas de Siria y Jordania con microsatélites nucleares y cloroplasticos. Estos
autores mostraron que los alelos frecuentes de los loci Bmac399, HvM020, Bmac134,
Bmagl125, Bmag013, HvOLE, HvM003, HvM067, Bmac113, Bmac316, Bmac018 y
Bmac156 fueron distintos de una poblacion a otra. Igualmente, al analizar 25 genotipos
de H. spontaneum originarios de todo el rango geografico de la cebada silvestre con 18
genes nucleares, Morrell et al. (2005) encontraron que 11 de los 18 loci demostraron
una estructura de la diversidad haplotipica dependiente de la geografia.

La aparicion de una estructura de poblacion asociada a un gradiente eco-
geografico no implica que todos los marcadores que presentan correlaciones con
variables climaticas o geograficas indiquen la presencia de QTLs de adaptacion en las
zonas vecinas. Cualquier marcador cuyos alelos tengan una distribucion desigualada
entre las poblaciones aparecera asociado con las variables eco-geograficas. Este podria
ser el caso de algunos de los loci que mostraron una asociacion con las variables
climaticas y geograficas en la coleccion nuclear. Este fenomeno ya ha sido observado
por Zhang et al. (1990). Estos autores compararon 101 entradas de H. spontaneum
procedentes de 10 colecciones representativas de cinco habitats de la especie en Israel y
observaron que las cinco regiones difieren considerablemente entre si en composicion y
grado de variabilidad genética. Para explicar este fendmeno, los autores propusieron la
hipotesis de que este grado de diferenciacion entre regiones geograficas y taxones (H.
vulgare y H. vulgare ssp. spontaneum) indicaria que la domesticacion y la adaptacion
subsiguiente han ocurrido no como un proceso de seleccion de alelos en loci
individuales, sino que esos procesos habrian reorganizado el genoma en haplotipos

multilocus adaptados a los distintos ambientes. En este mismo sentido, Allard (1999)
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indicd que es esperable que la autogamia sea especialmente eficaz en la reorganizacion
de alelos favorables en haplotipos que permitan un comportamiento favorable en
respuesta al ambiente, aunque los alelos se encuentren en cromosomas distintos. Los
resultados encontrados en este estudio de la coleccion nuclear espanola concuerdan con
estas hipotesis.

La hipotesis de la existencia de origenes distintos en las cebadas espafiolas fue
propuesta en el apartado 3-4-4 del capitulo 3, por la distribucién que presentaban los
haplotipos A y D del STS MWG699 en los grupos genéticos 3 y 4. La aparicion de
numerosas asociaciones entre los tipos A 'y D del STS MWG699 con las variables
climaticas y geograficas parece apoyar esta hipotesis. Un posible doble origen de las dos
principales poblaciones espafiolas de cebada explicaria en parte la aparicion de
diferentes loci asociados a las variables geograficas y climaticas consideradas, como
consecuencia de un proceso de domesticacion y adaptacion divergente de los dos grupos
3 y 4. La distribucién desequilibrada observada entre los tipos A y D del STS MWG699
(Figura 4.2A) y los alelos 2 y 4 del locus HYBMSA, gen candidato de respuesta a la
vernalizacion (Figura 4.3B), parece apoyar esta idea. Una gran proporcion de los
genotipos de tipo D de MWG699, tienen el alelo 2 (4850 pb) del locus HYBMSA (72
entradas de 87), mientras que las entradas que tienen el tipo A de MWG699, presentan
es su mayoria el alelo 4 (1200 pb) de HYBMS5A (42 entradas de 63). Esto sugiere que
durante el proceso de domesticacion de la cebada, el requerimiento de vernalizacion que
presentan los genotipos fue uno de los factores principales que influyd en su

distribucidén en la Peninsula Ibérica.
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5-1. Introduccion

En Europa occidental se ha producido una sustitucion varietal practicamente total
en la cebada. A lo largo del siglo XX, las variedades locales se fueron sustituyendo
paulatinamente por variedades mejoradas. Las viejas variedades locales (landraces) se
guardan casi exclusivamente en los bancos de germoplasma. Sin embargo, ha habido
algunas excepciones a este hecho. En las zonas marginales, donde las condiciones
climaticas son dificiles, algunas variedades tradicionales de cebada o cultivares
primitivos siguen siendo cultivadas hoy en dia. La inestabilidad de las variedades
modernas en estas zonas es la principal razén del mantenimiento del cultivo de las
variedades tradicionales. Aunque estas ultimas no suelen proporcionar rendimientos
altos, si suelen ser variedades mas estables, asegurando un rendimiento minimo cada
ano.

En los paises de la region WANA (West Asia, North Africa), las variedades
tradicionales ocupan el 85% de la superficie destinada el cultivo de cebada (Fischbeck,
2003).

Espana también sufre del problema de la inestabilidad de los rendimientos de las
variedades modernas en las zonas menos favorables. El cultivar tradicional Albacete
sigue siendo ampliamente cultivado, principalmente en las zonas semi-aridas como
Aragodn, donde ocupd el 69% de la superficie dedicada a la cebada de seis carreras en
2002 (DGA, 2002).

La mayor estabilidad de las variedades tradicionales locales, bajo condiciones
ambientales desfavorables, es un fendmeno ampliamente descrito por diferentes autores
(van Oosterom et al., 1993, Voltas et al., 1999; Lasa et al., 2001). Sin embargo, sus
rendimientos suelen ser bajos en condiciones 6ptimas, comparados con los rendimientos
de las variedades modernas.

Seria conveniente disefiar nuevas estrategias de seleccion para explotar los
recursos de estas variedades locales y conseguir nuevas variedades mas productivas y
adaptadas a condiciones dificiles. Ceccarelli et al. (1987) defendieron que la mejora de
genotipos de cebada para condiciones extremas se debe realizar precisamente en estas
condiciones desfavorables. La hipdtesis de estos autores se completa con las
afirmaciones de que no existe una adaptacion amplia para diferentes ambientes macro-
agro-ecologicos, y que la seleccion para potencial de rendimiento alto no incrementa el

rendimiento en condiciones desfavorables (Ceccarelli, 1989). También Ceccarelli y
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Grando (1989) explicaron que no es eficiente utilizar material €lite convencional para la
seleccion en condiciones de estrés hidrico, siendo conveniente el empleo de material
adaptado.

La singularidad genética de las cebadas espafolas fue descrita por Tolbert et al.
(1979), Igartua et al. (1998) y Lasa et al. (2001). Esta singularidad puede estar
relacionada con caracteres de adaptacion. Por lo tanto, la coleccion nuclear de cebadas
espainolas, representativa de la diversidad de germoplasma espafiol, podria ser una base
material para la seleccion de nuevas variedades adaptadas a las condiciones dificiles de
las regiones mediterraneas, o para la identificacion de caracteres de adaptacion
favorables. La evaluacion del potencial agronomico ha de realizarse necesariamente en
varios ambientes, ya que la interaccion genotipo por ambiente (GxE) en la zona
mediterrdnea es un factor de importancia capital. Los objetivos principales de este
estudio han sido: 1) evaluar el comportamiento de las entradas de la coleccion nuclear
de cebadas espafiolas en diferentes localidades, en zonas representativas del cultivo de
cebada en Espafia; y 2) analizar las relaciones entre los demas caracteres fenotipicos y el
rendimiento, asi como el efecto de las condiciones climéticas sobre estos caracteres y su

consecuencia sobre el rendimiento.

5-2. Material y Métodos
5-2-1. Material vegetal

Un total de ciento ochenta y dos genotipos fueron evaluados en los ensayos de
campo. La distribucion de estos genotipos fue la siguiente:

— 145 lineas puras, de espiga de 6 carreras, pertenecientes a la coleccion nuclear
espafiola. Inicialmente, la coleccion incluia 148 genotipos de este tipo de espiga,
pero tres de ellos fueron eliminados, pues resultaron ser duplicados tras la
caracterizacion molecular. Esos tres genotipos se evaluaron en los ensayos de
campo, pero sus resultados no fueron tenidos en cuenta;

— 11 lineas puras, de espiga de 2 carreras, de la coleccion nuclear espafiola;

— 16 cultivares antiguos de amplio uso en Espafia, 8 de dos carreras (Alpha, Beka,
Hassan, Kym, Pallas, Union, Wisa y Zaida) y 8 de seis carreras (Ager, Albacete,
Almunia, Barbarrosa, Dobla, Hatif de Grignon, Monlon y Pané), incluidas en la

coleccion nuclear;
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— 10 cultivares modernos, empleados como testigos (Candela, Gaelic, Graphic,

Nevada, Orria, Plaisant, Seira, Steptoe, Tipper y Volga).

La procedencia de las lineas puras de la coleccion nuclear estd recogida en la
Tabla 3.2 del capitulo 3. Asimismo, el pedigri de las variedades esta descrito en la Tabla
3.3 del capitulo 3.

A lo largo de este trabajo denominaremos landraces a las lineas puras procedentes
de poblaciones autdctonas que componen la coleccion nuclear. Se ha preferido este
término a la denominacion alternativa de entradas autdctonas, pues ésta incluiria
también a tres de los dieciséis cultivares antiguos incluidos en la coleccion nuclear, que

son autoctonos.

5-2-2. Diseiio experimental y localidades

La evaluacion de los genotipos se llevd a cabo en tres comunidades autonomas:
Aragoén, Castilla y Ledn y Catalufia, donde se estudiaron en diferentes ambientes. Se
dispone de un total de 10 ensayos, clasificados como sigue:

- Catalufa: los ensayos se realizaron en 3 localidades de la provincia de Lleida,

que son Artesa de Segre (2002, 2004), Bell-lloc d'Urgell (2002) y Foradada

(2003), y se llevaron a cabo bajo la responsabilidad del IRTA- UdL.

- Castilla y Ledn: los ensayos se llevaron a cabo en la localidad de Macotera

(Salamanca), en los afios 2002 y 2003, bajo la responsabilidad del ITA-JCyL de

Valladolid.

- Aragodn: se dispone de 4 ensayos llevados a cabo en las localidades de Zuera, en

la finca del Vedado (2003) y Sadaba (2002, 2003 y 2004). Estos ensayos fueron

realizados por parte de la EEAD-CSIC.

Ademas de estos ensayos, se sembraron también experimentos en el Vedado de
Zuera (2002 y 2004), y Macotera (2004), pero no llegaron a ser cosechados por distintas
contingencias climaticas o agrondmicas.

Las coordenadas geograficas, asi como los principales datos climéticos de estas
localidades durante los afios de los ensayos, se presentan en la Tabla 5.1.

Los datos climaticos se consiguieron del Instituto Nacional de Meteorologia, a
partir de estaciones climaticas presentes en la misma localidad del ensayo, como es el
caso de Artesa de Segre, Zuera (El Vedado) y Sadaba, o de estaciones presentes en
localidades proximas para los otros ensayos, siempre a una distancia inferior a los 20

km. En estos casos, a la hora de la eleccion de la estacion meteorologica, se tuvo en
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cuenta la similitud geografica con la localidad del ensayo y la ausencia de barreras
montafiosas importantes entre las estaciones y las localidades de ensayo.

Las estaciones elegidas fueron:

- Artesa de Segre: estacion Artesa de Segre, codigo 9650;

- Bell-lloc d’Urgell: estacion Mollerusa “Granja”, codigo 9729;

- Macotera: estacion Pedraza de Alba, codigo 2863;

- Sadaba: estacion de Sadaba, codigo 9330;

- Zuera (El Vedado): estacion de Zuera (El Vedado), cédigo 9495.

Se obtuvieron datos diarios de pluviometria y temperaturas (minimas, maximas y
medias), de cada localidad para los afios de ensayos. A partir de estos datos, se calculod
la pluviometria mensual y los promedios mensuales para temperaturas. De la misma
forma, se calculd la pluviometria y los promedios de temperaturas para los periodos de
otono (octubre, noviembre, diciembre), invierno (enero, febrero, marzo) y primavera
(abril, mayo, junio). La evapotranspiracion potencial (ETP) diaria fue calculada,
basandose sobre los datos diarios de pluviometria y de temperaturas maximas y
minimas, empleando el método de Hargreaves (Hargreaves et al., 1985). La
evapotranspiracion mensual se calculé sumando los valores diarios. También se calcul6
la ETP de otofio, invierno y de primavera sumando los datos mensuales
correspondientes a cada periodo. La ratio entre pluviometria y ETP de cada periodo se
obtuvo dividiendo esas dos variables.

La parcela ocupada por cada ensayo tenia un tamafio considerable que, en las
condiciones de la mayoria de las localidades, supondria unas condiciones de suelo muy
heterogéneas. Para mitigar el efecto de esa heterogeneidad sobre el experimento, se
decidi6é subdividirlo en cuatro sub-ensayos, en cada localidad. En cada sub-ensayo se
sembraron 44 entradas de la coleccion nuclear y 10 testigos, resultando un total de 54
entradas por sub-ensayo. Como s6lo habia 175 entradas en la coleccion nuclear (y el
disefio adoptado requeria 176), en uno de los sub-ensayos fue necesario rellenar una
parcela con un testigo adicional. Tanto las lineas puras de 2 carreras como las
variedades antiguas de 2 y 6 carreras fueron distribuidas de forma igualada en los sub-
ensayos. La divisidon en sub-ensayos también se hizo atendiendo al origen geografico de
las entradas. Asi, las entradas de una misma provincia se dispusieron en sub-ensayos
distintos, excepto en los casos en que el nimero de entradas por provincia era mayor
que 4, en los que necesariamente se repetian entradas de esas provincias en algiin sub-

ensayo. También se atendi6 a la distribucion por comunidades auténomas, de modo que
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cada sub-ensayo fuera una representacion lo mas fiel posible de la diversidad geografica
presente en la coleccion nuclear.

El disefio experimental adoptado en cada ambiente, para cada sub-ensayo, fue un
alfa-latice con 3 repeticiones. Los bloques incompletos se dispusieron en las dos
direcciones, fila (k=9) y columna (k=6). Cada genotipo se sembrd en una parcela de 6
surcos de 6 m de longitud, espaciados 0,2 m, con una dosis de 350 semillas m>. Cada
sub-ensayo tenia una anchura de 27 parcelas, sembradas en seis hileras, con un pasillo
de 1 m entre hileras. Asi cada sub-ensayo formaba un cuadrado casi exacto. La
disposicion de los sub-ensayos en el campo fue en cuadrantes, conformando una parcela
cuadrada de aproximadamente 81 m de lado (Figura 5.1). Las repeticiones se
dispusieron en perpendicular a las hileras. Al no corresponder las repeticiones entre sub-
ensayos (la repeticion I del sub-ensayo 1 no se corresponde con la del sub-ensayo 4, por
ejemplo), este factor estaba jerarquizado a los sub-ensayos en los anélisis. Las siembras
se realizaron en otofio durante, los meses de noviembre o diciembre (Tabla 5.1),
mientras que las cosechas se efectuaron entre los meses de junio y julio de cada

campana.
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Tabla 5.1. Coordenadas geograficas y caracteristicas climaticas de las localidades experimentales, y fechas de siembra de los diferentes ensayos.

Comunidad Altitud Afio del Coédigo  Temperatura media (°C) Temperatura minima (°C) Temperatura maxima (°C)
i Localidad Latitud Longitud
Auténoma (m)  ensayo ensayo otofio invierno primavera otofio invierno primavera otofio invierno primavera
2002  ARTO02 7,10 7,13 16,13 1,40 0,70 8,63 12,77 13,57 23,57
Artesa de Segre 41°53'  01°02' 320
2004  ART04 9,30 5,67 16,00 4,97 0,20 9,30 13,67 11,77 22,67
Cataluiia
Bell-lloc d'Urgell  41°38'  00°47° 210 2002 BEL02 8,33 7,97 16,83 3,43 2,60 9,43 13,13 13,37 24,23
Foradada 41°52' 1°00' 455 2003 FORO3 9,80 5,83 18,07 4,43 -0,63 10,30 15,13 12,33 25,80
2002  VLDO02 8,97 9,07 15,97 3,07 3,67 8,73 15,10 14,47 23,17
Castilla y Leén Macotera 40°49'  05°17' 892
2003  VLDO3 11,73 6,33 14,70 6,83 -3,40 5,17 16,57 16,50 23,60
2002 SAD02 8,93 8,57 16,20 2,97 2,97 9,13 14,87 14,07 23,20
Sadaba 42°16'  01°16' 440 2003 SADO3 11,17 6,73 17,37 6,43 1,63 10,37 15,87 11,83 24,33
Aragén
2004  SADO4 9,33 6,00 15,50 4,93 0,93 8,70 13,77 11,03 22,23
Zuera (El Vedado) 41°52"  00°39' 298 2003  VEDO3 11,07 7,13 18,10 6,53 2,17 11,33 15,60 12,07 24,80

Fuente: elaboracion propia a partir de datos del Instituto Nacional de Meteorologia



Tabla 5.1. (Continuacion.)

: Pluviométria (mm) ETP' Ratio*
go?umdad Localidad Aiio del ensayo F.e Ch?) de
utonoma siembra otofio invierno primavera total otofio invierno primavera otofio invierno primavera
2002 31/10/2001 100,00 67,00 202,00 369,00 129,50 153,80 434,80 0,77 0,44 0,46
Artesa de Segre
2004 18/12/2003  129.80 126,00 167,00 422,80 113,30 133,40 410,00 1,15 0,94 0,41
Cataluia
Bell-lloc d'Urgell 2002 07/11/2001 8220 54,40 152,30 288,90 12720 147,10 442,20 0,65 0,37 0,34
Foradada 2003 07/11/2002 165,00 178,00 34,80 377,80 133,40 147,40 467,20 1,24 1,21 0,07
2002 08/11/2001 111,10 106,60 136,70 354,40 140,20 154,40 430,70 0,79 0,69 0,32
Castilla y Leon Macotera
2003 11/11/2002 199,30 169,00 71,60 439,90 136,90 141,90 418,70 1,46 1,19 0,17
2002 28/11/2001 66,10 5890 162,20 287,20 135,80 14930 421,50 0,49 0,39 0,38
Sadaba 2003 27/11/2002 146,50 189,10 77,00 412,60 127,60 132,60 436,90 1,15 1,43 0,18
Aragén
2004 23/12/2003 158,90 115,60 129,50 404,00 113,90 126,40 409,10 1,40 0,91 0,32
Zuera (El Vedado) 2003 08/11/2003 138,00 127,00 106,00 371,00 12540 133,90 438,70 1,10 0,95 0,24

" ETP: evapotranspiracion total calculada segin el método de Hargreaves
2 Ratio: pluviometria dividido por la ETP

Fuente: elaboracion propia a partir de datos del Instituto Nacional de Meteorologia
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Figura 5.1. Esquema de los ensayos de campo, mostrando la
disposicion de los sub-ensayos y las repeticiones.

5-2-3. Caracteres estudiados
5-2-3-1. Espigado (ESP)

La fecha de espigado de cada genotipo se registré cuando el 50% de los tallos de
la parcela presentaban las aristas emergidas al menos 2 cm de la vaina de la hoja

bandera. El carécter se expresé en dias transcurridos desde el 1 de enero.

5-2-3-2. Altura (ALT)

Se midio la altura de los genotipos en la fase de maduracion. Eligiendo una planta
representativa de la parcela, se midi6 su altura en cm a partir del nudo de ahijamiento

hasta el punto de insercion de la hoja bandera.
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5-2-3-3. Encamado (ENC)

Se evaluo en los ensayos en los que ocurrié6 de modo acusado. Para este caracter,
se atribuyeron valores de forma subjetiva a las parcelas, basandose sobre una escala del
IPGRI (1994), que varia de 1 a 9. Los niveles se definen como sigue:

— 1. Muy bajo
. Muy bajo a bajo
. Bajo
. Bajo a intermedio
. Intermedio
. Intermedio a alto
. Alto

. Alto a muy alto

[
O 0 N N v A~ WN

. Muy alto

5-2-3-4. Rendimiento (RDT)

Tras la cosecha con cosechadora, se determiné el peso de cada parcela. A partir de
estos datos se calculd el rendimiento de cada parcela en q ha™.

Los resultados de rendimiento se han dividido en otras dos nuevas variables,
segun el rendimiento promedio en distintos ambientes. Asi, se definié el rendimiento en
ambientes de baja y alta productividad. Los valores del ensayo ARTO02 no se incluyeron
en el analisis de este caracter, ante las irregularidades que se produjeron en la cosecha

de ese experimento, inducidas por el alto encamado

5-2-3-5. Peso hectolitrico (PHL)

Es el peso de 100 litros de semillas, expresado en kilogramos, determinado

mediante el empleo de un analizador de granos (modelo Dickey-John).

5-2-3-6. Peso de 1000 granos (PMG)

Tras la cosecha se contaron 1000 semillas de cada genotipo, mediante un contador

de grano. Luego se determin6 su peso expresado en gramos.
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Cada caracter no fue estimado en todos los ensayos, aunque si se obtuvieron datos
suficientemente representativos en la mayoria de ellos. La Tabla 5.2 resume los

caracteres medidos en cada ensayo.

Tabla 5.2. Caracteres agrondmicos registrados en cada ensayo.

\% ALT ESP ENC RDT PHL PMG
Ensayo

ARTO02 X X X X X
BELO02 X X X X X
SADO02 X X

VLDO02 X X X X X
FORO03 X X X X X
VLDO03 X X X X X X
SADO3 X X X

VEDO3 X X X X X X
ARTO04 X X X X
SADO04 X X X

5-2-3-7. Componentes de rendimiento

Los componentes de rendimiento se evaluaron solamente en el ensayo del
VEDO3, que presentd unas buenas condiciones de produccion. Esta evaluacion se hizo
solo en las dos repeticiones centrales de cada sub-ensayo, quitando las repeticiones de
los lados. En cada parcela se eligié un surco, en el cual se cosecharon a mano las
espigas de 1 m lineal. De estas plantas, se determiné:

- nimero de espigas m™ (ESM);
- numero de granos por espiga (GRE);
- niimero de granos m~ (GRM);

- peso de 1000 granos (PMQG).

5-2-3-8. Enfermedades

La evaluacion de la incidencia de enfermedades foliares fue realizada en

condiciones naturales, en los ensayos donde hubo ataques generalizados. Se atribuyeron
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valores a las parcelas de forma subjetiva, basandose sobre una escala de susceptibilidad
elaborada por el IPGRI (1994), cuyos niveles varian de 1 a 9, de forma siguiente:

— 1. Susceptibilidad no visible a muy baja

— 3.Baja

— 5. Intermedia

— 7. Elevada

— 9. Muy elevada

Las principales enfermedades observadas fueron el moteado de las hojas (MOT),
provocado por el hongo Pyrenophora teres, manifestada principalmente en los ensayos
ARTO02 y FORO3; y el oidio (OID), producido por el hongo Blumeria graminis, y que se
revelo especialmente en los ensayos BEL02 y SADO02.

Anteriormente a estos ensayos, las lineas puras de la coleccion nuclear fueron
evaluadas en varias localidades, en parcelas de menor tamafio. Dos de estos ensayos se
llevaron a cabo en Gerona y Valladolid, en el afio 2000. Cada genotipo fue sembrado en
una parcela de 6 surcos, de 3 m de longitud, espaciados de 0,25 cm, con una Unica
repeticion (Lasa et al., 2001). En este estudio se emplearon los datos de incidencia de
enfermedades registradas en estas dos localidades. En Gerona, se observaron sintomas
de oidio y roya (RYA) provocada por el hongo Puccinia hordei, mientras que en

Valladolid so6lo se notaron sintomas de oidio.

5-2-3-9. Calidad maltera

La evaluacion de la calidad maltera de las entradas se llevo a cabo en la malteria
DAMM de Bell-lloc en la provincia de Lleida, bajo la responsabilidad del Dr. Molina-
Cano (IRTA-UdL).

Esta evaluacion se realizo a partir de muestras cogidas del ensayo de FOR03 que
presentd una calidad suficiente para ofrecer unos resultados vélidos.

Los caracteres elegidos para la determinacion de la calidad maltera se basaron
sobre aspectos fisicos y bioquimicos del grano:

— Calibre de los granos: este caracter se midi6 mediante dos variables, que
fueron el porcentaje de granos que pasaban por una criba de 2,2 mm, y el

porcentaje de granos que no pasaban por una criba de 2,5 mm).
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— Porcentaje de materia seca en el extracto de malta: es un indicador esencial
de la calidad maltera y se mide como el porcentaje de elementos solubles
procedentes de la malta que se incorporan al mosto.

— Proteina total en malta: es el porcentaje de proteina total en harina de

malta.

5-2-4. Analisis estadisticos
5-2-4-1. Analisis de cada ensayo

Como se ha descrito antes, cada ensayo de campo se componia de cuatro sub-
ensayos. La combinacion de los datos de estos sub-ensayos se realizd de la siguiente
manera:

Para cada uno de los sub-ensayos, se hizo un analisis siguiendo el disefio
experimental en alfa-latice con el procedimiento proc mixed (SAS, 1988); éste permitid
estimar el valor medio de cada genotipo en cada sub-ensayo, para cada uno de los
caracteres estudiados. A partir de los valores de los 10 testigos comunes incluidos en
cada sub-ensayo (ver apartado 5-2-1), se verifico la homogeneidad de los cuatro sub-
ensayos de cada localidad mediante un analisis de varianza (proc glm, SAS, 1988)
seguido por una separacion de medias de los 4 sub-ensayos (método Scheffe), siguiendo
un disefio de bloques al azar, con tres repeticiones, con el factor repeticion jerarquizado
dentro de sub-ensayos. Cuando las medias de los testigos fueron significativamente
diferentes para alguno de los caracteres estudiados, se procedi6 a corregir los valores
estimados de los genotipos, para dicho caracter. El coeficiente de correccion se calculd
dividiendo el promedio general de los genotipos (testigos no incluidos) por el promedio
del sub-ensayo (testigos no incluidos). Los datos corregidos se obtuvieron multiplicando
el correspondiente coeficiente por el valor de los genotipos incluidos en cada sub-
ensayo. Esta correccion resultaba mas conservadora que la calculada basandose en los
10 testigos comunes, que aparentemente tendia a sobrecorregir los datos.

Una vez que se corrigieron los datos, se cre6 una nueva base de datos con un
unico valor para cada caracter por genotipo y ambiente, mediante el procedimiento proc
means (SAS, 1988).

Los andlisis que se describen en el siguiente apartado se basaron sobre esta nueva

base de datos.
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5-2-4-2. Analisis combinado de los ensayos
a. Estudio descriptivo de las variables

Se calcularon los parametros estadisticos (minimo, maximo, promedio Yy
desviacion estandar) para todas las variables analizadas, separando las 156 lineas
espaiolas de las variedades comerciales. Estos célculos se hicieron para cada uno de los
ensayos donde fue medido cada caracter.

Basdndose sobre la media general de cada genotipo, se representaron las
distribuciones de valores (en porcentajes) de cada caracter para las variedades
comerciales y las 156 landraces, mediante histogramas. Las clases de los histogramas
presentados son de una amplitud de 0,5 desviaciones tipicas para los caracteres
cuantitativos continuos, y de una unidad para los caracteres discretos (enfermedades,

encamado).

b. Analisis de varianza (interaccion genotipo x ambiente)

Para cada caracter analizado, se ha realizado un analisis de varianza teniendo en
cuenta el nimero de ensayos en los que se habia medido. En una primera etapa, se
analizaron los factores genotipo y ensayo asi como la interaccion genotipo X ensayo.

En una segunda etapa se dividio el factor genotipo en siete grupos, separando por
un lado las lineas puras de la coleccion nuclear, de acuerdo a su clasificacion en grupos
genéticos, segun la informacion molecular del apartado 3-3-3 del capitulo 3, y por otro
lado las variedades.

La composicion de estos siete grupos es como sigue:

— Grupo 1: 17 entradas de seis carreras de la coleccion nuclear.

— Grupo 2: 9 entradas de dos carreras de la coleccion nuclear.

— Grupo 3: 48 entradas de la coleccion nuclear, (47 de seis carreras), que
proceden en su mayoria de la Meseta.

— Grupo 4: 82 entradas de la coleccién nuclear, procedentes del sur de la
peninsula, de la vertiente mediterranea y del valle del Ebro.

— Grupo 5: 8 variedades antiguas de dos carreras (Alpha, Beka, Hassan,
Kym, Pallas, Union, Wisa y Zaida).

— Grupo 6: 8 variedades antiguas de seis carreras (Ager, Albacete, Almunia,

Barbarrosa, Dobla, Hatif, Monlon y Pané).
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— Grupo 7: los 10 cultivares, la mayoria modernos, introducidos como
testigos en los ensayos de campo (Candela, Gaelic, Graphic, Nevada,

Orria, Plaisant, Seira, Steptoe, Tipper y Volga).

Un analisis de varianza permitié estimar la variabilidad “entre” y “dentro de”
estos grupos, asi como la interaccion genotipo por ensayo “entre grupos” y “dentro de”
grupos.

El factor genotipo se ha tomado como aleatorio, pues las entradas suponen una
muestra representativa de todas las cebadas espafiolas, y de las variedades cultivadas en
Espana. El factor ambiente, sin embargo, por el numero limitado de ensayos, se ha
considerado como fijo. Este numero es suficiente para una evaluacion agrondémica
adecuada, pero insuficiente para considerarlo una muestra representativa de todos los
ambientes posibles.

El cuadrado medio del error general de la tabla del anélisis de varianza combinado
fue calculado a partir de los analisis de cada ensayo, como el promedio de los errores de
los diferentes sub-ensayos. Como el andlisis combinado se realizd con las medias
ajustadas de los genotipos, los valores de la suma de cuadrados se corrigieron
multiplicandolos por el nimero de repeticiones.

Para las variables medidas en un Unico ensayo (componentes de rendimiento,
datos de calidad maltera, y la enfermedad de la roya) se analiz6 solamente la varianza
entre esos grupos, tomando como error del andlisis la varianza dentro de los grupos.

Cuando el analisis de varianza detectaba diferencias significativas entre grupos, se
procedié a una separacion de medias de grupos con el método LSD, para una

probabilidad de a=0,01.

¢. AMMI (Additive Main effects and Multiplicative Interaction)

Con objeto de describir mejor la interaccion genotipo por ambiente observada
para el caracter rendimiento, se realizo un analisis AMMI. Este analisis se basa sobre la
utilizacion de componentes principales y un modelo que incorpora componentes
aditivos y multiplicativos (Gauch, 1988, 1992).

La férmula general del modelo AMMI para la estimacion del valor del genotipo i
en el ambiente j es:

k
E(Yy)=u+gi+e+ Zcikdjk

k=1
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donde:

A es la media general;

g:: es el efecto de genotipo;

e;: el efecto del ambiente;

cik y djx son valores multiplicativos genotipicos y ambientales, respectivamente.

Este andlisis se realizd con el programa SAS (SAS, 1988), basandose sobre un
modelo de programa para el andlisis AMMI del modulo de estadistica del curso de
mejora genética vegetal del [AMZ 2000-2001 (Romagosa, 2001).

El nimero (K) de términos AMMI necesarios para una descripcion adecuada de la
interaccion genotipo por ambiente, se evalu6 con el método de Gollob (1968). El
cuadrado medio de cada término se obtiene a partir de los “eigenvalues” (suma de
cuadrados) dividido por los grados de libertad, calculados segiin el procedimiento
propuesto por Gollob (1968): gl= G + E - 1- 2n (G, nimero de genotipos; E: nimero de
ambientes y n, nimero de ejes retenidos). Se calcula la ratio de la varianza (cuadrado
medio / error general estimado), cuya significacion se determina segiin una distribucion
de F.

Para una mejor interpretacion del analisis AMMI, se procedid6 a una
representacion grafica bidimensional descriptiva de los resultados. Las posiciones de los
puntos de genotipos, asi como las coordenadas de los ambientes resultan de los valores
multiplicativos estimados respectivamente para los genotipos y los ambientes.

La representacion grafica del AMMI2 (modelo con dos factores multiplicativos)
fue enriquecida con informacion de otras variables genotipicas y ambientales externas al
analisis AMMI. Esto se llevd a cabo mediante las regresiones de las covariables
genotipicas y ambientales sobre los valores genotipicos y ambientales (respectivamente)
de los ejes 1 y 2 del AMMI. Los coeficientes de regresion (al, a2) con relacion al origen
(0,0), definen la direccion de las variaciones de la covariables en la grafica, y permiten
la proyeccion del vector de la covariable en el biplot. Solo se representaron en el

AMMI, las covariables que presentaron coeficientes de determinacion (R’) elevados.

d. Regresion factorial

Las covariables genotipicas y ambientales pueden ser introducidas en el analisis
de varianza, y especialmente de la interaccion genotipo por ambiente (GxE), de un
modo mads directo, mediante regresion factorial. La formula general del modelo de la

regresion factorial (van Eeuwijk, 1995) es :
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k
E(Yy)=u+g+e+ zxik Tk

k=1

donde x, es el valor de la variable k genotipica o fenotipica del genotipo i, y 7,
el valor de una variable ambiental k para el ensayo ;.

En una primera fase, las regresiones factoriales fueron realizadas para
descomponer al factor genotipo con las variables genotipicas. En una segunda fase se
procedié a la descomposicion de la interaccion GxE, empleando las covariables
genotipicas y ambientales, y la interaccion entre ellas.

En los dos casos, este analisis se realizd de forma secuencial, introduciendo en
una primera etapa una variable cada vez. En una segunda ronda, se conservaba en el
modelo la variable mas explicativa, segin la suma de cuadrados de tipo I, y se
introducia una segunda variable, etc. De esta forma se realizaron diferentes rondas de
analisis, empleando todas las combinaciones entre las covariables, hasta llegar al

modelo mas parsimonioso.

5-3. Resultados
5-3-1. Analisis de cada ensayo

La verificacion de la homogeneidad de los 4 sub-ensayos de cada ambiente se
verifico mediante un analisis de varianza sobre los valores de los testigos, lo que
permitid corregir los datos de los genotipos en los diferentes sub-ensayos, cuando esto
fue necesario. En la Tabla 5.3 se presentan los promedios y desviaciones estandar de las
variedades testigo asi como los coeficientes de correccion (C) calculados para las
variables agronomicas (rendimiento, espigado, altura, encamado, peso hectolitrico y
peso de mil granos), en los casos en que fue necesario. Para algunas variables, no se
pudo verificar la homogeneidad de la parcela por disponer solamente de datos de una
repeticion, como fue el caso del espigado y la altura de planta en el ensayo VLDO03, del
peso hectolitrico en los ensayos ART04, SAD03, SAD04 y VEDO3, y del peso de mil
granos en los ensayos ART02, BEL02, FOR03 y SADO04. En los casos donde no hubo
correcciones, fue debido a que no se observaron diferencias significativas entre sub-
ensayos para las variedades testigo. Las correcciones se aplicaron a los promedios de los
valores genotipicos calculados de acuerdo con el andlisis de alfa-latice en dos
direcciones seguido en cada sub-ensayo. Como se puede ver por el valor de los

coeficientes C de las Tablas 5.3 y 5.4, las correcciones fueron muy moderadas.
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Para las variables de componentes de rendimiento, evaluadas en el ensayo
VEDO3, sdlo se corrigieron los valores de la variable granos por espiga. En las otras
variables no se observaron diferencias significativas en los promedios de los testigos de
los 4 sub-ensayos (Tabla 5.4). Tampoco se observaron diferencias significativas en los
promedios de los testigos para las enfermedades observadas en los ensayos ARTO2,

BEL02, SAD02 y FOR03 (Tabla 5.5).
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Tabla 5.3. Descripcion de los 10 ensayos empleados en este estudio: promedios y desviaciones estandar de las variables agrondmicas (rendimiento, espigado, altura,
encamado, peso hectolitrico y peso de mil granos) de las variedades testigo por ensayo y sub-ensayo. C: coeficiente de correccion de los sub-ensayos.

Variables
Ensayo Sub-ensayo ponioado (dias) Altura (cm) Encamado Rendimiento (q ha™)  Peso hectolitrico (kg hI'')  Peso 1000 granos (g)
Media SD C Media SD C Media SD C Media SD C Media SD C Media SD C

1 1204 44 681 113 09604 3032 213 10122 689 27 374 40
ARTO2 2 1203 38 700 115 09643 2971 188 09655 689 29 383 39

3 1205 39 _ 653 90 10206  _ 2773 208 10189 696 2,5  _ 390 30

4 120,7 3,5 _ 63,4 7,9 1,0618 _ o 26,62 2,66 1,0051 69,0 2,7 _ 392 33 B

1 1076 41 o L1 03 _ 3813 39 69,5 2,7 09924 357 50

2 1084 38 o L1 03 _ 3639 412 669 31 10146 353 52
BEL02

3 107.8 40 o 1,0 01 _ 3875 438 69,7 3,6 09820 40,7 38

4 1068 53 L LI 03 _ 3776 301 680 3,8 10118 364 37

1 460 65 09969 20,10 2,14 1,018 _ _ _ -

2 443 6,4 11,0287 19,18 1,71 1,0382
SADO02 - - - - - - - - - - -

3 _ _ _ 48,5 5,9 10,9447 _ _ 21,00 2,07 0,9564 _ _ _ B B B

4 _ _ _ 447 6,4 11,0351 _ L 19,80 2,19 1,0065 _ _ _ _ _ _

1 119,6 29 _ 63,8 11,8 _ _ L 43,57 2,81 0,9974 72,4 2,7 09929 45,1 2,9 _

2 1207 58 653 119 4373 275 1,000 70,6 2,6 10009 447 29
VLD02

3 1194 27 644 117 4418 335 09744 720 23 09883 449 32

4 1204 33 643 101 3789 294 1,0305 700 2,5 10185 442 28

1 1147 25 o 1,0 08 _ 2018 255 10144 703 15 10115 356 3,9 10197

2 1145 24 1,4 1,2 24,12 3,64 0,9023 69,9 1,8  1,0083 356 3,5 0,9969
FORO03 - - - - -

3 115,3 3,1 _ _ _ _ 1,3 08 _ 16,70 2,63 1,0723 70,1 2,2 11,0031 36,3 3,1 11,0023

4 1144 3,5 1,1 0,1 17,37 1,40 1,0317 68,1 1,4 09779 38,1 2,2 0,9818




Tabla 5.3. (Continuacion.).

Variables
Ensayo Sub-ensayo ggpisado (dias) Altura (cm) Encamado Rendimiento (q ha™)  Peso hectolitrico (kg hl')  Peso 1000 granos (g)
Media SD C Media SD C Media SD C Media SD C Media SD C Media SD C
1 119,3 5,1 _ 59,0 143 _ 09 0,7 21,41 3,07 1,0237 68,3 2,7  1,0144 39,2 3,2 1,0125
VLDO3 2 1194 39 _ 59,5 144 _ 09 06 19,21 3,46 1,0987 69,5 2,4 09778 379 40 1,0213
3 119,1 6,1 _ 59,7 6,5 _ 1,0 05 23,85 3,18 10,9849 67,5 2,2 1,0171 40,1 4,2 0,9820
4 118,1 4,0 67,4 16,0 _ 09 08 27,45 4,23 0,9065 69,9 2,3 09918 40,4 3,9 09853
1 608 95 09558 1937 3,05 09332 67,5 22 S
2 580 83 1,0035 1694 300 10475 678 22 o
SADO03
3 563 97 1,0040 1674 353 09871 685 19 S
4 569 84 1,0403 1624 341 10409 681 2.1 B ~ B ~
1 1092 39 641 126 14 06 3012 375 693 3,0 B 40,1 32
2 109,1 4,0 _ 62,5 11,5 _ 1,2 09 28,00 3,75 _ 69,6 2,3 _ 39,8 4,0
VEDO03 - -
3 1109 29 _ 63,1 14,5 _ 1,3 04 30,20 3,41 _ 69,4 29 _ 39,0 46 _
4 10,0 32 61,0 121 L1 02 2972 290 694 26 392 29
1 12 27 B L 4384 518 09960 714 26 B 414 46
2 1172 26 L 4050 3,68 10236 697 43 396 51
ART04
3 17,1 24 B o 4170 3,08 1,0004 714 23 B 396 43
4 172 30 L 4046 392 09803 682 34 373 41
1 L L 3768 493 10104 673 36  _ o
2 3580 5,17 1,0240 69,5 25
SAD04 - - - - - - - - - - - - -
3 _ _ _ _ _ _ _ L 41,15 5,28 0,9510 69,0 2,3 _ _ _ _
4 38,33 5,17 1,0187 69,4 3,0
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Tabla 5.4. Promedio y desviacion estandar de las variables de componentes de rendimiento (espigas m~,
numero de granos m~, granos por espiga y peso de mil granos), de las variedades testigo, por sub-ensayo; C:
coeficiente de correccion de los sub-ensayos.

Variables
Sub-ensayo Espigas m> Granos m™ Granos por espiga Peso 1000 granos (g)
Media SD C Media SD C  Media SD C Media SD C
1 3223 70,0 7446,5 2096,3 234 5,8 1,0546 40,1 32
2 3343 114,77 _ 8080,3 3241,6 _ 23,6 5,9 1,0434 398 40
3 3343 1204 78865 19573 254 86 09694 390 46
4 303,3 69,0 7624,0 1729,6 26,2 7,9 09416 39,2 29

Tabla 5.5. Promedios y desviacion estandar de las enfermedades (moteado de las hojas
y oidio) de los testigos observados en los sub-ensayos de los ensayos de Artesa2002,
Bell-lloc 2002, Sadaba 2002 y Foradada 2003).

Variables
Ensayo Sub-ensayo  Moteado de las hojas Oidio
Media SD C Media SD C
1 2,9 1,3 _ _ _ _
ARTO02 2 3,0 L5 - - - -
3 3,0 1,3 _ _ _ _
4 3,2 1,1 B _ . _
1 _ _ _ 2,1 1,3 _
2 1,9 0,8
BEL02 - - - -
3 _ _ _ 2,0 1,3 _
4 _ _ _ 2,2 2,0 _
1 _ _ _ 3,1 1,0 _
2 28 09
SADO02 - - - -
3 B _ B 3,5 0,8 _
4 _ _ _ 2,4 1,1 _
1 7,6 1,8 _ _ _ _
FORO03 2 73 1.6 - - - -
3 7,8 0,8 _ _ _ _
4 7,7 1,1
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5-3-2. Comparacion entre las landraces y las variedades comerciales

Las landraces de la coleccion nuclear (156, tras la eliminacion de los tres
duplicados) y las variedades comerciales (26, de las cuales 16 estan incluidas en la
coleccion nuclear y los 10 testigos) fueron comparadas mediante un analisis estadistico
descriptivo (Tabla 5.6). Esta comparacion permite una valoracién global de las
caracteristicas agronomicas de la coleccion nuclear en contraste con cultivares
mejorados. A este respecto es conveniente resatar las posibles desviaciones derivadas de
la diferente incidencia de materiales de dos carreras en ambos grupos, el 54% de las

comerciales frente al 7% de las landraces.

5-3-2-1. Espigado

Los ensayos de BEL02 y VEDO3 fueron los de espigado mas precoz, mientras que
los més retrasados fueron los de VLDO02 y VLDO03 (Tabla 5.6).

En todos estos ensayos, se observo que las landraces espigaron mas tarde que las
variedades comerciales (Tabla 5.6). Esta diferencia oscil6 entre los 2,3 dias de ARTO02 y
los 5,8 dias de BELO2. Por otra parte, las diferencias entre los rangos de fechas de
espigado en las variedades comerciales variaron entre 9,7 (ART04) y 19 dias (VLDO03).
Para las landraces, sin embargo, el rango de variacion del espigado fue muy superior,
oscilando entre 17,5 (ART04) y 26 dias (VLDO03). En el histograma A de la Figura 5.2,
se representa la distribucion de los dias de espigado (promedio de todos los ambientes)
segin los explicado en el apartado 5-2-4-2.a, para los dos grupos considerados
(landraces y variedades comerciales). Se observa que la mayoria de las variedades
comerciales espigaron como promedio entre 114 y 116 dias a partir del 1 de enero. Para

las variedades autoctonas, la moda se situd hacia los 118 dias desde el 1 de enero.

5-3-2-2. Altura de planta

La altura de planta fue maxima en los ensayos VLD02 y VLDO3, y los valores
menores se registraron en el ensayo SADO02. En todos los ensayos, las landraces
mostraron unas alturas mayores que las variedades comerciales. Las diferencias en
promedio entre estos dos grupos variaron de 9,1 cm (VLDO02) a 25,3 cm (VLDO03). Las
variaciones entre los distintos ambientes para este caracter fueron muy grandes. Para las
variedades comerciales, los promedios de altura variaron de 50,1 cm (SADO02) a 74,0

cm (ARTO02). Para las landraces, las alturas variaron de 61,8 cm (SADO02) a 92,3 cm
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(VLDO3). El histograma B de la Figura 5.2 ilustra la distribucion de los individuos de
cada uno de los dos grupos considerados, en funcién de las clases de altura calculadas.
Se observa que mas del 40% de las variedades no llegaron a 64 cm de promedio,

mientras que la altura de la mayoria de las landraces estaba entre 79 y 83 cm.
5-3-2-3. Encamado

El encamado aparecié en algin grado en la mayoria de los ensayos. Se tomaron
valoraciones en cuatro ensayos en los que este caracter se manifestd de modo acusado.
En todos los casos, las landraces fueron las mas afectadas. Aunque se observaron
algunos valores maximos de encamado en las variedades comerciales, estos fueron muy
escasos. De hecho los promedios para este grupo no superaron la valoracién de 2. Sin
embargo, en las lineas puras de la coleccion nuclear, los promedios fueron mas altos,
con un maximo de 6,5 en el ensayo BEL02. Considerando el promedio de los genotipos
en los cuatro ensayos, se observa que casi el 70% de las variedades comerciales tienen
un valor de encamado de 1, pero que la mayoria de las landraces se situan entre los

valores de 4 a 7 (histograma C, Figura 5.2).
5-3-2-4. Rendimiento

Considerando todos los genotipos analizados, los rendimientos promedio de los
ensayos fluctuaron entre los 17,0 q ha”' de FOR03 y los 38,7 q ha™' de VLDO2 .

En siete de los ensayos, las variedades comerciales mostraron unos rendimientos
mayores que las landraces. Esto se notd especialmente en el ensayo ART04, donde las
variedades comerciales superaron a las landraces en 11,98 q ha™' de promedio. En los
otros 6 ensayos, estas diferencias variaron entre 1,93 (SADO02) y 6,85 q ha™ (ARTO02).
En los ensayos VLDO03, SADO3 y VEDO3, las lineas puras de la coleccion nuclear
fueron, en promedio, mas productivas que las variedades comerciales, con ventajas de
3,35, 2,49 y 1,19 q ha!, respectivamente. El histograma D de la Figura 5.2 muestra la
distribucion de rendimientos de los genotipos de los dos grupos considerados. Las dos
distribuciones presentaron las mayores frecuencias en la misma clase de rendimiento
(con el punto central en 27,2 q ha™), pero la distribucién de las variedades comerciales
esta fuertemente sesgada hacia la izquierda, mientras que la de las /andraces se acerca
mas a una distribuciéon normal. O sea, que hay muchas mas variedades comerciales

entre los genotipos que presentaron mejores rendimientos medios. En cualquier caso, es
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destacable que un nimero pequeno de landraces presentd rendimientos comparables a
las variedades cultivadas (excepto a las tres o cuatro mejores variedades).

Con objeto de ver como se comportaron los genotipos de estos dos grupos en
diferentes condiciones ambientales, se procedid a la division de la variable rendimiento
en dos nuevas variables, segun el potencial de rendimiento observado en los distintos
ensayos. Este potencial de rendimiento se midié como el rendimiento promedio de los
testigos exclusivamente. Se consider6 que el rendimiento promedio de todos los
genotipos del ensayo no era una buena estimacion del potencial de rendimiento de un
ambiente, pues estaba desvirtuado en aquellos ensayos donde ocurrié un encamado
notable. Los testigos son mucho menos propensos al encamado y, por tanto, su
promedio es una mejor aproximacion al rendimiento potencial de un ambiente que el
promedio general. Los ensayos SADO02, FORO03, SADO3, VEDO3 y VLDO03
(rendimientos promedio de variedades testigo entre 16,12 y 27,71 q ha™) se definieron
como de rendimiento en condiciones de baja productividad. De forma similar, los
ensayos de BEL02, VLDO02, ART04 y SADO04 (rendimientos promedio de variedades
testigo entre 32,53 y 40,75 q ha') constituyeron la muestra de rendimiento en
condiciones de alta productividad.

En el histograma E de la Figura 5.2, donde se representa la distribucion del
rendimiento de los genotipos de los dos grupos en ambientes de alta productividad, se
observé una clara superioridad de las variedades comerciales. De hecho, mas del 80%
de ellas se concentran en las tres clases de mayor rendimiento, por sélo un 10% de las
landraces. Sin embargo, en los ambientes de baja productividad, la distribucion de las
landraces y de las variedades comerciales fue mucho mas igualada, incluso con una

ligera superioridad de las primeras (Figura 5.2, histograma F).

5-3-2-5. Peso hectolitrico

Los promedios de las variedades comerciales fueron de 68,0 kg hl' (SAD03) a
71,7 kg hI"' (VLDO02), mientras que los promedios de las landraces oscilaron entre 62,4
kg hl'' (ART02) y 65,6 kg hI' (VLD02, VLDO03). Las diferencias entre los dos grupos
se destacaron mas en los ensayos ART02 y ARTO04, en los cuales las variedades
superaron a las landraces en 7,0 y 7,1 kg hl™', respectivamente. El histograma G de la
Figura 5.2 muestra la distribucion de los genotipos de estos dos grupos. Las dos
distribuciones estan muy separadas, con mas del 70% de las variedades con valores

superiores a 69 kg hl”, mientras que el 75% de las landraces presentaron un peso

133



Capitulo 5

hectolitrico inferior a 65 kg hl™'. Sin embargo, la distribuciéon de los valores de las
landraces fue muy amplia, mostrando desde valores de peso hectolitrico muy bajos

hasta valores elevados, similares a los de las mejores variedades comerciales.

5-3-2-6. Peso de mil granos

Los pesos de mil granos mas bajos se observaron en el ensayo FOR03, mientras
que los valores mas altos se registraron en el ensayo VLDO02. Las landraces presentaron
consistentemente unos promedios de peso de 1000 granos mas altos que las variedades
comerciales. Esto se notd particularmente en el ensayo VEDO3, donde el peso de 1000
granos de las landraces fue en promedio 4,8 g mas alto que el de las variedades
comerciales. Este resultado fue inesperado, pues los genotipos de dos carreras suelen
tener mayor peso individual de grano que los de seis carreras, y la proporcion de
genotipos de dos carreras es mucho mayor en las variedades comerciales que en las
landraces.

Considerando todos los ensayos donde se evalud este caracter, se observd que el
70% de las variedades comerciales tienen un peso de 1000 granos que oscil6 ente 35,2 y
42,6 g. Sin embargo el 80% de las landraces presentd valores superiores, entre 37,7 y

47,7 g (histograma A de la Figura 5.3).
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Tabla 5.6. Parametros estadisticos (Media, Sd: desviaciéon estandar, Min: minimo, Max: maximo) de las variables agronémicas (rendimiento, espigado, altura, encamado, peso
hectolitrico y peso de mil granos) observados en los dos grupos estudiados: landraces y variedades comerciales, en los diferentes ensayos.

Variables
Ensayo Grupos Espigado (dias) Altura (cm) Encamado Rendimiento (q ha™) Peso hectolitrico (kg hl™) Peso de 1000 granos (g)
Media Sd  Min Max Media Sd Min Max Media Sd  Min Max Media Sd  Min Max Media Sd Min Max Media Sd Min Max
ARTO2 Landraces 1214 52 111,0 1325 84,7 6,5 669 989 - - - - 20,93 3,17 13,65 29,48 624 29 568 73,7 39,8 51 26,8 524
V.comerciales 119,1 4,0 110,5 126,0 74,0 10,1 56,8 96,5 - - - - 27,78 2,74 18,35 32,11 69,4 35 61,9 74,6 40,0 49 30,1 503
BELO2 Landraces 112,147 974 1217 - - - - 6,5 1,3 1,0 87 28,50 4,95 16,36 43,97 63,5 3,0 56,8 72,9 39,8 50 272 559
V. comerciales 1063 4,6 979 114,11 - - - - 1,7 1,8 1,0 80 35,23 436 26,65 43,17 68,7 3,5 60,5 76,2 37,9 49 30,0 51,8
Landraces - - - - 61,8 5,0 46,9 81,7 - - - - 17,01 2,81 6,08 24,54 - - - - - - - -
SADO02
V. comerciales - - - - 50,1 7,3 384 64,1 - - - - 18,94 2,44 13,59 23,78 - - - - - - - -
VLDO2 Landraces 124,0 5,1 113,6 1374 89,5 6,7 664 1190 - - - - 38,36 591 20,35 51,02 65,6 3,0 563 734 46,2 3,7 357 539
V. comerciales 1192 3,2 1127 128,6 70,8 12,4 51,8 942 - - - - 40,75 4,81 28,14 47,51 71,1 3,5 603 753 444 33 37,6 50,5
OR03 Landraces 116,8 3,5 106,7 130,0 - - - - 52 27 1,0 90 16,69 233 9,75 21,75 63,6 2,6 554 722 379 3,6 284 454
FOR!
V. comerciales 114,1 2,6 1084 118,6 - - - - 2,0 1,8 1,0 80 19,18 2,52 14,05 24,28 69,3 33 62,9 763 36,9 3,7 299 452
VLD Landraces 1234 6,2 1090 1350 92,3 114 56,0 116,0 5225 1,0 90 25,82 4,00 9,97 3538 65,6 2,3 58,0 71,6 440 50 309 543
03
V. comerciales 117,6 4,4 108,0 127,0 67,0 14,1 48,0 95,0 1,3 1,2 1,0 70 22,47 3,13 15,72 28,25 69,3 24 63,7 73,1 40,3 53 32,7 535
SADO3 Landraces - - - - 76,2 6,1 585 958 - - - - 18,61 3,31 6,92 26,57 62,9 2,5 550 709 - - - -
V. comerciales - - - - 61,9 83 49,8 785 - - - - 16,12 3,28 8,77 21,29 68,0 2,8 61,0 735 - - - -
VEDO3 Landraces 1132 44 1023 1231 81,8 6,7 643 1027 40 20 1,0 90 28,90 3,58 17,35 36,12 64,8 3,0 57,5 75,1 45,1 51 305 56,6
V.comerciales 1095 3,5 104,6 116,0 67,6 11,5 50,8 89,2 20 20 10 83 27,71 3,31 20,68 34,25 69,4 35 61,8 754 40,3 52 31,0 539
ARTO4 Landraces 120,0 4,0 112,0 1295 - - - - - - - - 26,45 3,13 16,22 35,16 63,5 32 555 725 39,6 43 30,2 532
V. comerciales 116,6 2,5 1123 1220 - - - - - - - - 38,43 597 2343 4746 70,6 44 624 79,7 384 42 268 48,1
Landraces - - - - - - - - - - - - 3494 448 1851 46,53 63,0 34 542 735 40,6 49 27,8 53,6
SAD04

V. comerciales - - - - - - - - - - - - 37,05 4,84 24,55 4431 69,3 3,5 58,1 742 383 52 30,6 49,6
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Figura 5.2. Distribucién de los valores (en porcentajes) de los caracteres: espigado, altura, encamado,
rendimiento, rendimiento en ambiente de alta productividad, rendimiento en ambiente de baja productividad
y peso hectolitrico, para las variedades comerciales y landraces. Cada clase de los histogramas es de una
amplitud de 0,5 desviaciones tipicas a partir de la media para las variables cuantitativas y de 1 unidad para la
variable encamado
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5-3-2-7. Componentes de rendimiento

Espigas m™: el nimero de espigas m™ fue més alto en las variedades comerciales
en comparacion con las landraces. Estas Ultimas presentaron un promedio de 255
espigas m™, mientras que el promedio de las variedades comerciales fue de 319 (Tabla
5.7). La representacién en histograma de la distribucion de los genotipos de los dos
grupos en funcion del nimero de espigas confirma este hecho. El 70% de las landraces
mostraron un numero de espigas m™ entre 189 y 301. Sin embargo, la mayoria de las
variedades comerciales mostraron un numero de espigas m™ que oscild entre 301 y 396
(histograma B, Figura 5.3).

Granos m%:

segun el histograma C de la Figura 5.3, la distribucion de los
genotipos de los dos grupos fue parecida. Aunque las landraces presentaron un
promedio relativamente mas bajo que las variedades comerciales (Tabla 5.7), debido a

un cierto namero de /andraces con valores muy bajos (histograma C, Figura 5.3).

Granos por espiga: aunque el promedio de esta variable fue parecido en los dos
grupos, las landraces superaban ligeramente a las variedades comerciales. De hecho, en
las primeras el nimero de granos por espiga variaba de 15 a 65, mientras que las
variedades comerciales presentaron valores entre 16 y 41 (Tabla 5.7). El histograma D
de la Figura 5.3, ilustra la distribucion de los genotipos de ambos grupos. Se observa
que el 60% de las variedades presentan valores entre 17 y 24, Sin embargo la mayoria
de las landraces se distribuyen entre 24 y 30. Este caracter estd muy probablemente
influido por la desproporcion de genotipos de dos y seis carreras entre landraces y

variedades comerciales.
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Tabla 5.7. Parametros estadisticos (Media, Sd: desviacion estandar, Min: minimo,
Max: maximo) de las variables de componentes de rendimiento (espigas m?,
granos m’, granos por espiga y peso de mil granos) observados en los dos grupos
estudiados: landraces y variedades comerciales, en el ensayo VEDO3.

Variables Landraces V. comerciales
Media 255,0 319,0
. 5 Sd 69,0 87,0
Espigas m Min 113,0 180,0
Max 483.0 490,0
Media 6813,0 7536,0
5 Sd 1861,0 2099,0
Granos m Min 2973,0 44930
Max 11610,0 12500,0
Media 27,0 24,0
Sd 6,0 7,0
Granos por espiga Min 15,0 16,0
Max 64,0 41,0
Media 45,1 40,3
Peso 1000 granos (g) f/ilin S(S)’é 3?’(2)
Max 56,6 53,9
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Figura 5.3. Distribucion de los valores (en porcentajes) de los caracteres: peso de mil granos, espigas m?~,
granos m™, granos por espiga, susceptibilidad a oidio, moteado de las hojas y roya para las variedades
comerciales y landraces. Cada clase de los histogramas es de una amplitud de 0,5 desviaciones tipicas a
partir de la media para las variables cuantitativas y de 1 unidad para las variables reaccion a oidio, moteado

de las hoias v rova.
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5-3-2-8. Enfermedades

Oidio: los ataques de oidio fueron aparentemente mas fuertes en los ensayos del
2000 de Gerona y Valladolid en comparacion a los ensayos BEL02 y SADO2. En estos
dos ultimos, se observa que los promedios de los dos grupos comparados, son parecidos
(Tabla 5.8). Sin embargo, el histograma E de la Figura 5.3 muestra que las /andraces
son en general mas susceptibles que las variedades comerciales. Mas del 90% de estas
ultimas, se encuentran en valores entre 2 y 4. Contrariamente, la mayoria de landraces

se sitlian entre los valores 4 y 7 de la escala de evaluacion (histograma E, Figura 5.3).

Tabla 5.8. Parametros estadisticos (Media, Sd: desviacién estdndar, Min: minimo, Max: maximo) de las
variables de enfermedades (oidio, moteado de las hojas y roya) observados en los dos grupos estudiados:
landraces y variedades comerciales, en los diferentes ensayos.

Ensavo  Grupos Oidio Moteado de las hojas Roya
y P Media Sd Min Max Media Sd Min Max Media Sd Min Max
Landraces - - - - 35 09 13 64 - - - -
ART02 V. comerciales - - - - 33 12 1,3 57 - - - -
Landraces 39 1,6 03 17,5 - - - -
BELO2 V. comerciales 3,1 14 08 54 - - - _
Landraces 3,1 09 1,0 5,0 - - - - - - - -
SADO2 V. comerciales 3,0 0.8 1,8 5,0 - - - - - - - -
Landraces - - - - 81 0,8 43 92 - - - -
FORO3 V. comerciales - - - - 79 1,1 51 972 - - - -
GERO00 Landraces' 63 2,8 1,0 9,0 - - - - 70 20 1,0 9,0
V. comerciales - - - - - - - - - - - -
VLDO00 Landraces 59 1,6 1,0 8,0 - - - - - - - -

V. comerciales - - - - - - - - _ - - _

Moteado de las hojas: el hongo Pyrenophora teres provocd dafios en los ensayos
ARTO02 y FORO3. El ataque fue aparentemente mas acentuado en éste ultimo ambiente.
Los promedios anotados para las landraces y variedades comerciales en el ensayo
FORO3 fueron, respectivamente, de 8,1 y 7,9 (Tabla 5.8). La susceptibilidad de las
landraces asi como las variedades comerciales parece ser similar. En el histograma F de
la Figura 5.3 no se aprecian diferencias en la distribucion de los genotipos de los dos
grupos.

Roya: el hongo Puccinia hordei se manifestd particularmente en el ensayo de
Gerona de 2000, donde fueron evaluadas Unicamente las landraces. Estas se revelaron

muy susceptibles a esta enfermedad. El promedio observado fue de 7 (Tabla 5.8) y
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aproximadamente el 70% de los genotipos presentaron unos valores muy altos, entre 7 y

9, segun la escala de evaluacion (histograma G, Figura 5.3).

5-3-2-9. Calidad maltera

Calibre de los granos: las variedades comerciales se destacan por el tamafio
grande del grano contrariamente a las landraces, que presentaron granos mas pequenos.
La media del porcentaje de granos que no pasaron por una criba de 2,5 mm en las
landraces fue menor que en las variedades comerciales (Tabla 5.9). También este
caracter pudo verse afectado por el desequilibrio entre genotipos de dos y seis carreras.

Los histogramas A y B de la Figura 5.4 muestran como se distribuyeron los
genotipos de ambos grupos, en funcion del porcentaje de granos que pasaron la criba de
2,2 mm y del porcentaje de granos que no pasaron la criba de 2,5 mm. En el primero, se
observa que la mayoria de las variedades comerciales tienen un porcentaje de granos
que pasan la criba de 2,2 mm, que se sitia entre valores de 1,5 y 2,3, mientras que mas
del 40% de las landraces presentan valores superiores a 2,3. El histograma B confirma
claramente la superioridad de las variedades comerciales para estos caracteres, pues su
porcentaje de granos retenidos por la criba de 2,5 mm fue de 85% en mas de la mitad de
los genotipos, valor muy superior al de las landraces.

Porcentaje de materia seca en el extracto de malta: el porcentaje promedio de
materia seca en el extracto de malta fue ligeramente mdas alto en las variedades
comerciales (79,3%) en comparacion con las landraces (73,4%). El 90% de estas
ultimas se situd entre 74 y 78%, mientras que la mayoria de las variedades comerciales

presentaron un porcentaje de 78% (histograma C, Figura 5.4).
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Tabla 5.9. Parametros estadisticos (Media, Sd: desviacion estandar, Min: minimo, Max: maximo) de las
variables de calidad maltera (calibre <2,2 mm, calibre >2,5mm, materia seca en el extracto de malta y
proteina total en la malta) observados en los dos grupos estudiados: landraces y variedades comerciales,
en el ensayo de Foradada 2003.

Variables Landraces Variedades comerciales
Media 4.1 23
Calibre <2,2 mm (%) Sd 3.3 1,3
Min 0,8 0,4
Max 20,5 5,7
Media 69,3 79,3
Calibre >2,5 mm (%) Sd 14,8 9,6
Min 17,3 56,5
Max 91,3 91,9
Media 73,4 78,7
Materia seca (%) Sd 9,5 2,1
Min 35,5 74,8
Max 81,5 82,2
Media 11,5 11,1
Proteina (%) Sd 1,1 1,4
Min 9,4 9.3
Max 14,9 12,8

Proteina total en malta: los porcentajes de proteina en la harina de malta fueron
parecidos entre las /landraces y las variedades comerciales. Los porcentajes promedio
observados fueron respectivamente de 11,5 y 11,1. Sin embargo el 20% de las

variedades presentaron unos porcentajes inferiores a 9,4 (Figura 5.4, histograma D).
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Figura 5.4. Distribucion de los valores (en porcentajes) de los caracteres calibre 2,2 mm, calibre superior a
2,5 mm, materia seca en extracto y proteina total en la harina de malta, para las variedades comerciales y
landraces. Cada clase de los histogramas es de una amplitud de 0,5 desviaciones tipicas a partir de la media.

5-3-3. Analisis combinado de los ensayos

Este analisis se ha llevado a cabo para todos los caracteres estudiados en varios
ambientes, con objeto de evaluar la importancia relativa de los factores genotipo y
ensayo, asi como la interaccion entre ellos. También se evalud la varianza dentro y entre
los siete grupos de genotipos definidos en el apartado 5-2-4-2.b, de este capitulo, asi

como la interaccidon genotipo por ensayo entre y dentro de grupos.

5-3-3-1. Caracteres agronomicos

Los efectos ensayo y genotipo, asi como la interaccion genotipo x ensayo (GxE),
fueron altamente significativos (P <0,01) para las variables espigado, altura, encamado,

rendimiento, peso hectolitrico y peso de mil granos (Tablas 5.10a y 5.11a).
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La division del factor genotipo en grupos mostrd que el valor de los cuadrados
medios entre grupos para todos estos caracteres fue mucho mayor que el cuadrado
medio dentro de grupos, aunque ambos componentes fueron significativos. Lo mismo se
puede decir en cuanto a la interaccion

La separacion de medias de los grupos permiti6 identificar 4 a 6 valores distintos,
segun el caracter analizado. En general, las mayores diferencias se produjeron entre los
grupos de variedades comerciales (numeros 5 a 7) y los de landraces (nimeros 1 a 4).
Pero también se observaron diferencias significativas en todos los caracteres entre los
grupos de landraces, demostrando que los grupos definidos mediante marcadores
moleculares muestran también respuestas agrondmicas diferenciales.

Para la variable espigado, se distinguieron 4 promedios distintos entre los 7
grupos (Tabla 5.10b). El espigado fue mas tardio en las landraces, particularmente en el
grupo 1. Los genotipos mas tempranos fueron las variedades comerciales antiguas de 2
carreras (grupo 5).

Para el caracter altura de planta, se diferenciaron 5 promedios distintos. La altura
mas baja (59,8 cm) se observo en el grupo 7 (variedades testigo) seguido por el grupo
de variedades antiguas de 2 carreras (grupo 5). Con la excepcion del grupo 2
(fundamentalmente, genotipos de 2 carreras), las landraces presentaron unos promedios
de altura superiores a 80 cm (Tabla 5.10b).

Se detectaron 4 niveles de promedios en los grupos para la variable encamado.
Las variedades testigo (grupo 7) asi como las variedades antiguas de 2 carreras (grupo
5) practicamente no se encamaron. Contrariamente, el encamado fue muy acusado en
los dos grupos principales de cebadas de seis carreras autoctonas (3 y 4). Las variedades
comerciales antiguas de 6 carreras (grupo 6), asi como los grupos 1y 2 de las landraces

presentaron valores intermedios (Tabla 5.10b).

Tabla 5.10a. Cuadrados medios de los andlisis de varianza para las variables espigado (dias desde el 1 de
enero), altura de planta (cm) y encamado (valoracion visual) evaluados en los diferentes ensayos de
campo.

Fuente Espigado Altura Encamado
gl CM gl CM gl CM
Ensayo (E) 6 10528,0 ** 5 53550,9 ** 3 414,5 **
Genotipo (G) 181 360,5 ** 181 1047,2 ** 181 41,2 **
entre grupos 6 28677 ** 6 19626,3 ** 6 676,7 **
dentro de grupos 175 274,5 ** 175 410,2 ** 175 19,4 **
GXE 1086 12,9 ** 905 99,0 ** 543 9,8 **
GXE entre grupos 36 52,4 ** 30 638,7 ** 18 27,7 **
GXE dentro de grupos 1050 11,5 ** 875 80,3 ** 525 9,2 **
Error 2002 2,8 1820 21,1 1456 2,6

** Significativo al nivel P <0,01.
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Tabla 5.10b. Separacion de medias de los grupos analizados, para las variables espigado (dias desde
1 de enero), altura de planta (cm) y encamado.

Grupos Espigado Altura Encamado
Promedio* Promedio Promedio
1 1229 A 85,4 A 4,0 B
2 118,5 B 73,7 C 3,6 BC
3 118,8 B 81,4 B 55 A
4 116,9 C 80,8 B 55 A
5 112,5 E 63,0 D 1,4 D
6 114,2 D 74,1 C 3,0 C
7 114,7 D 59,8 E 1,1 D

*medias seguidas por la misma letra no son significativamente distintas para P <0,05.

La separacion de medias del rendimiento distinguid 4 niveles de rendimiento entre
los grupos. Los testigos (grupo 7) mostraron el promedio mas alto. El rendimiento mas
bajo fue observado para el grupo 1. El rendimiento promedio de las variedades
comerciales antiguas de 6 carreras fue mas alto que el de las de 2 carreras (grupo 6 vs.
grupo 5). Lo mismo ocurrié entre los principales grupos de /andraces de la coleccion
nuclear (grupos 3 y 4 vs. grupo 2, Tabla 5.11Db).

Para el peso hectolitrico se distinguieron 6 niveles de promedios distintos. El
mejor peso hectolitrico fue observado en las variedades de 2 carreras (grupo 5), seguido
por los testigos y el grupo 2 de las landraces, que contiene entradas de 2 carreras. Los
grupos 3 y 4 presentaron unos pesos hectolitricos muy bajos (Tabla 5.11b). Las entradas
de 6 carreras mostraron unos pesos de mil granos muy altos. Este fue todavia mayor en
las landraces que en las variedades comerciales. Los grupos 2, 5 y 7 presentaron
promedios de peso de mil granos menores y similares entre ellos. El grupo 1 presento el

peso de mil granos claramente mas bajo (Tabla 5.11b).

Tabla 5.11a. Cuadrados medios de los analisis de varianza para las variables rendimiento (q ha™), peso
hectolitrico (kg hl™") y peso de mil granos (g), evaluados en los diferentes ensayos de campo.

Fuente Rendimiento Peso hectolitrico Peso mil granos
gl CM gl CM gl CM
Ensayo (E) 8 331164 ** 8 451,3 ** 7 28702 **
Genotipo (G) 181 162,1 ** 181 175,8 ** 181 229,1 **
entre grupos 6 1868,0 ** 6 3733,1 ** 6 22939 **
dentro de grupos 175 103,6 ** 175 53,8 ** 175 1583 **
GXE 1448 43,5 ** 1448 83 ** 1265 14,4 **
GXE entre grupos 48 451,4 ** 48 38,7 ** 42 62,0 **
GXE dentro de grupos 1400 29,5 ** 1400 7,3 ** 1223 12,8 **
Error 3276 8,1 912 3,6 1274 4,5

** Significativo al nivel P <0,01.
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Tabla 5.11b. Separacion de medias de los grupos analizados, para las variables rendimiento (q ha™), peso
hectolitrico (kg hl™) y peso de mil granos (g).

Grupos Rendimiento Peso hectolitrico Peso mil granos
Promedio* Promedio Promedio
1 23,27 D 65,5 D 35,8 D
2 24,01 D 69,3 B 38,5 C
3 25,96 C 62,7 F 42,6 A
4 27,08 BC 63,6 E 42,6 A
5 26,75 C 72,1 A 38,7 C
6 28,27 B 67,0 C 41,0 B
7 29,90 A 69,3 B 39,1 C

*medias seguidas por la misma letra no son significativamente distintas para P <0,05.

El analisis de varianza de la variable rendimiento se realiz6 para los ambientes de
productividad baja y alta, definidos en el apartado 5-3-2-4. Los efectos genotipo, ensayo
y la interaccion GxE fueron altamente significativos en los dos tipos de ambientes. Al
analizar la varianza entre y dentro de los grupos de genotipos, se observo que ésta fue
mayor entre grupos que dentro de grupos. Sin embargo esta varianza fue significativa en
los dos casos (Tabla 5.12a).

También se analiz6 la varianza del efecto GXE entre y dentro de grupos. Esta
interaccion se reveld significativa entre y dentro de grupos, en los dos tipos de
ambientes.

La separacion de medias diferencio 5 niveles entre los grupos en los ambientes de
alta productividad. Los testigos se destacaron con un rendimiento mas alto, seguidos por
las variedades de 2 y 6 carreras. En este tipo de ambientes, los promedios de las
landraces fueron bajos. Dentro de las landraces, el grupo 4 fue el que presentd mayor
rendimiento. En los ambientes de baja productividad, la separacion de medias,
diferencié solamente dos clases de grupos. Las landraces de los grupos 3 y 4
presentaron rendimientos similares a los testigos y a las variedades de 6 carreras (grupo
7y 6, respectivamente). Las variedades de 2 carreras (grupo 5) mostraron rendimientos
relativamente bajos en los dos tipos de ambientes. Sin embargo, mostraron una
tendencia similar a los grupos de entradas de seis carreras. El grupo 5 (variedades de
dos carreras de la coleccidon nuclear) fue significativamente mejor que el 2 (compuesto
solo por landraces de dos carreras) en los ambientes de alta productividad, mientras que

en los de baja productividad, estos dos grupos presentaron producciones similares

(Tabla 5.12b).
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Tabla 5.12a. Cuadrados medios de los analisis de varianza para la variable rendimiento (q ha™"), evaluada
en los diferentes ensayos de los 2 ambientes de alta y baja productividad.

Rendimiento
F Ambientes de alta Ambientes de baja
uente - . .
productividad productividad
gl CM gl CM
Ensayo (E) 3 13341,3 ** 4 15690,5 **
Genotipo (G) 181 171,9 ** 181 66,2 **
entre grupos 6 2367,9 ** 6 636,3 **
dentro de grupos 175 96,6 ** 175 46,6 **
GXE 543 57,6 ** 724 24,7 **
GXE entre grupos 18 561,2 ** 24 197,8 **
GXE dentro de grupos 525 40,3 ** 700 18,8 **
Error 1456 10,01 1820 6,6

** Significativo al nivel P <0,01.

Tabla 5.12b. Separacion de medias de los grupos analizados, para la variable rendimiento
(q ha™), en ambientes de alta y baja productividad.

Grupos Alta productividad Baja productividad
Promedio* Promedio
1 28,8 E 18,86 B
2 30,4 DE 18,90 B
3 31,4 D 21,63 A
4 33,3 C 22,08 A
5 36,5 B 18,97 B
6 36,6 B 21,59 A
7 40.0 A 21,84 A

*medias seguidas por la misma letra no son significativamente distintas para P <0,05.

En cuanto a los componentes de rendimiento, evaluados en el ensayo VEDO3, las
diferencias entre grupos fueron altamente significativas para las variables espigas m™~,
granos por espiga, peso de mil granos y no significativa para la variable granos m™
(Tabla 5.13a).

La separacion de medias distinguid 3 grupos que se solapan para la variable
espigas m™. Un factor que influye notablemente en las variables espigas m™ y granos
por espiga es el tipo de espiga de los genotipos. Esto se tratard con mas detalle en un
apartado posterior. El grupo con landraces de 2 carreras presentd un nimero mas alto
de espigas m™~. En cuanto a los grupos de seis carreras, el grupo 1, es el que menor
nimero de granos por espiga presentd, seguido por el grupo 3. En cuanto a la variable
granos por espiga se diferenciaron 4 grupos. Los grupos 2 y 5 presentaron promedios
igualados, con un bajo numero de granos por espiga. El nimero mas alto de granos por
espiga correspondi6 al grupo 1. Las entradas de 6 carreras de los grupos 3 y 4 mostraron

unos promedios altos, que no se diferenciaron de los testigos y de las variedades

comerciales antiguas de 6 carreras (Tabla 5.13b). La separacion de medias para la
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variable peso de mil granos, evaluada separadamente para este ensayo, mostrd 4 grupos
que se solapan (Tabla 5.13b). Los pesos de mil granos més altos se registraron en los
dos grupos de landraces 3 y 4, mientras que el grupo 1, junto con las variedades de 2

carreras (grupo 5) mostraron los promedios mas bajos.

Tabla 5.13a. Cuadrado medios de los analisis de varianza para las variables espigas m?, granos m?~, y
granos por espiga y peso de mil granos evaluados en el ensayo del Vedado 2003.

. 2 2 Granos por Peso mil
Fuente gl Espigas m Granos m espiga granosf
CM CM CM CM
Grupos 6 81506 ** 8054221 ns 584 ** 636 **
Error 175 8865 7249772 64 37

ns: no significativo; **: significativo al nivel P <0,01.
1 se analiz6 el peso de mil granos del ensayo VEDO3, por mostrar la variacion de los componentes de
rendimiento en el mismo ensayo.

Tabla 5.13b. Separacién de medias de los grupos analizados, para las variables espigas m?, granos m?, y
granos por espiga evaluados en el ensayo del Vedado 2003.

Grupos Espigas m> Granos m” Granos por espiga Peso mil granos

Promedio* Promedio Promedio Promedio

1 213 C 6844 A 324 A 38.5 D

2 340 A 6297 A 18,7 D 394 CD

3 246 C 6506 A 26,3 B 47.3 A

4 259 BC 7043 A 27,8 AB 459 AB

5 374 A 7236 A 19,1 CD 38.9 D

6 259 BC 7558 A 28,5 AB 42.6 BC

7 323 AB 7759 A 24.6 BC 39.5 CD

*medias seguidas por la misma letra no son significativamente distintas para P <0,05.

5-3-3-2. Enfermedades

El andlisis de varianza para el oidio y el moteado de las hojas revelo la existencia
de diferencias significativas entre ensayos y genotipos. La interaccion GxE fue también
significativa. Se observd que las diferencias entre genotipos estdn mas concentradas
entre grupos que dentro de grupos. Asimismo, la interaccidon genotipo por ambiente se
debe mas a la interaccion entre grupos que dentro de grupos (Tabla 5.14a).

La separacion de medias de los grupos analizados reveld que los genotipos del
grupo 3 son los mas susceptibles al oidio. Por otro lado, las variedades son mas
resistentes en general, particularmente el grupo de testigos y las variedades de 2
carreras. En cuanto al moteado de las hojas, las variedades de 6 carreras son
relativamente las mas afectadas, seguidas por el grupo 3 de la coleccion nuclear. En el

resto de los genotipos la susceptibilidad es practicamente la misma (Tabla 5.14b).
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Para la roya, el andlisis de varianza sugiere que existen diferencias significativas
entre los 4 grupos de genotipos de la coleccion nuclear (Tabla 5.14a). La separacion de

medias mostrd que el grupo 4 es relativamente menos susceptible que los otros 3 grupos
(Tabla 5.14b).

Tabla 5.14a. Cuadrado medios de los andlisis de varianza para las variables oidio, moteado de las hojas y roya
evaluadas en los diferentes ensayos.

Fuente Oidio Moteado de las hojas Roya
gl CM gl CM Gl CM
Ensayo (E) 3 619,3  ** 1 57427  **
Genotipo (G) 181 10,4  ** 181 32 **
entre grupos 6 127,3 *x 6 13,2 ** 3 44,0  **
dentro de grupos 175 6,4  ** 175 2,8  ** 152 3,47
GXE 491 2,7  ** 181 1,5  **
GXE entre grupos 12 10,4  ** 6 3,2 k%
GXE dentro de grupos 479 2,6 ** 175 1,4  **
Error 284 1,7 728 0,8

** Significativo al nivel P <0,01.
tante la ausencia de repeticiones para esta variable, se empled como error el cuadrado medio de la varianza entre
grupos

Tabla 5.14b. Separacion de medias de los grupos analizados, para las variables oidio, moteado de las
hojas y roya.

Grupos Oidio Moteado de las hojas Roya
Promedio* Promedio Promedio

1 4,6 B 5,7 BCD 7,4 AB
2 4,5 B 49 E 8,1 A
3 5,9 A 5,9 AB 8,2 A
4 472 B 5,8 BC 6,2 B
5 2,9 C 5,2 DE
6 3,9 B 6,3 A
7 2,5 C 5,3 CDE

*medias seguidas por la misma letra no son significativamente distintas para P <0,05.

5-3-3-3. Calidad maltera

Estas variables fueron evaluadas para los genotipos de la coleccion nuclear, o sea,
excluyendo los testigos (grupo 7). Para estimarlas, se junt6 la semilla de las tres
repeticiones del ensayo FORO03 en una tnica muestra. Por tanto, no disponemos de una
verdadera estimacion del error y no puede evaluarse la significacion de las diferencias
entre genotipos. Como alternativa, se evalud la significacion de la diferencia entre
grupos, empleando como error el cuadrado medio de las diferencias dentro de grupos.
La diferencia entre grupos fue altamente significativa para las variables calibre de

granos (Calibre menor que 2,2 mm y Calibre mayor que 2,5 mm) y porcentaje de
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proteina total en harina de malta. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre

grupos para el porcentaje de materia seca en el extracto de malta (Tabla 5.15a).

Tabla 5.15a. Cuadrado medios de los analisis de varianza para las variables calibre <2,2 mm, calibre >
2,5 mm, materia seca en el extracto de malta, proteina total en harina de malta evaluados en el ensayo
de FORO3.

Fuente Calibre <2,2 Calibre >2,5 MS Proteina
gl CM CM CM

Grupos 5 67,5 ** 1350,3 ** 181,3 ns 7,9 **

Error 166 8,8 179,9 81,8 1,2

ns: no significativo; **: significativo al nivel P <0,01.

Tabla 5.15b. Separacion de medias de los grupos analizados, para las variables calibre <2,2 mm,
calibre >2,5 mm, materia seca en el extracto de malta, proteina total en harina de malta evaluados en el
ensayo de Foradada 2003.

Grupos Calibre <2,2 Calibre >2,5 Materia seca Proteina

Promedio* Promedio Promedio Promedio

1 8,0 A 53,4 C 76,5 A 11,3 AB

2 3,9 B 66,4 BC 78,2 A 12,0 A

3 34 B 73,2 AB 73,2 A 10,9 AB

4 3,7 B 70,6 AB 72,3 A 11,9 A

5 2,0 B 81,5 A 79,9 A 11,8 A

6 2,6 B 77,1 AB 77,5 A 10,5 B

*medias seguidas por la misma letra no son significativamente distintas para P <0,05.

La separacion de medias de los caracteres que se revelaron significativos mostro
que las diferencias para la variable calibre menor que 2,2 mm ocurre entre el grupo 1y
el resto de los grupos. El grupo 1 es el que tiene mas granos de tamafio pequefo. Sin
embargo, para el caracter calibre mayor que 2,5 mm, el grupo 5 (variedades antiguas de
dos carreras) se revelé6 como el grupo de genotipos que tienen mayores granos. Las
variedades comerciales de 6 carreras y los grupos 3 y 4 de la coleccion nuclear
presentaron porcentajes de granos grandes menores que el grupo 5, pero con diferencias
no significativas. En cuanto al porcentaje de proteina total en harina de malta, la
separacion de medias diferencidé dos grupos que se solapan. Las diferencias
significativas ocurrieron entre el grupo 6 y los grupos 2, 4 y 5. Estos ultimos

presentaron valores relativamente altos en comparacion a los demas (Tabla 5.15b).

5-3-4. Comparacion entre genotipos de 2 y 6 carreras

Se realiz6 una comparacidn entre genotipos de 2 y 6 carreras mediante un analisis

estadistico descriptivo, y separando las variedades comerciales de las landraces. Este
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analisis se realizo para ayudar en la interpretacion de algunos de los caracteres
agronomicos, que podrian mostrar una expresion diferencial segtn el tipo de espiga. Por
tanto, es probable que algunas de las diferencias observadas entre los siete grupos de
genotipos definidos en el apartado 5-2-4-2.b, se debieran al hecho de que algunos de
estos grupos contengan solamente entradas de 2 6 6 carreras y otros una mezcla de los
dos tipos, especialmente el grupo de las variedades testigo (grupo 7), que agrupa 6
variedades de dos carreras y 4 de seis carreras. Para esta comparacion se consideraron
un total de 4 grupos de germoplasma tal como estan definidos en la Tabla 5.16.

Los caracteres considerados en esta comparacion son el rendimiento, el peso

hectolitrico, los componentes de rendimiento, y el calibre de los granos.

Rendimiento: los genotipos de 6 carreras presentaron unos rendimientos mayores
que los de 2 carreras, tanto en la comparacion de landraces como entre las variedades
comerciales. Estas diferencias son mas acusadas entre las landraces, donde la
separacion de medias distingui6 dos grupos distintos, mientras que las variedades
comerciales presentaron un solapamiento entre los dos grupos (2 y 6 carreras) (Tabla

5.16).

Peso hectolitrico: los genotipos de 2 carreras presentan unos promedios
claramente mayores que los de 6 carreras, tanto para /andraces como para variedades

comerciales.

Peso de mil granos: los genotipos de 6 carreras presentaron pesos de 1000 granos
mayores que los de 2 carreras. Las landraces de 2 carreras mostraron valores muy
cercanos a las variedades comerciales de 6 carreras. (Tabla 5.16).

Espigas m™: los genotipos de 2 carreras mostraron un numero de espigas m™
mayor que los de 6 carreras. Las variedades comerciales de 2 carreras presentaron el
mayor niimero de espigas m™, pero no se diferenciaron significativamente de las
landraces de 2 carreras. Lo mismo se observé entre landraces y variedades comerciales

de 6 carreras (Tabla 5.16).
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Tabla 5.16. Parametros estadisticos (Media, Sd: desviacion estandar) de las variables rendimiento (q ha™), peso hectolitrico (kg hl™), peso de mil granos (g), espigas
m?, granos m, granos por espiga, calibre <2,2 mm y calibre >2,5 mm ), en los grupos landraces y variedades comerciales, segun el tipo de espiga 2 6 6 carreras,
considerando el numero de ensayos en los que fue tomado cada caracter.

Variables
Tipo Grupos N. entradas Rendimiento (q ha™) Peso hectolitrico (kg hl™) Peso de 1000 granos (g)
Media* Sd Media Sd Media Sd
2 carreras Landraces 11 23,9 2,3 C 68,7 2,5 B 39,4 4,1 AB
V. comerciales 14 27,9 2,1 AB 71,3 1,7 A 39,0 2.8 B
6 carreras Landraces 145 26,3 2,3 B 63,5 1,7 D 41,8 3,8 A
V. comerciales 12 29,1 2,1 A 67,2 2,4 C 40,2 5,3 AB
N. ensayos 9 9 8
Variables
Tipo Grupos N. entradas Espigas m” Granos m” Granos por espiga
Media Sd Media Sd Media Sd
2 carreras Landraces 11 336,0 94,0 A 6364,0 1894,0 B 19,0 2,0 B
V. comerciales 14 367,0 75,0 A 7184,0 1542,0 AB 19,0 1,0 B
6 carreras Landraces 145 249,0 63,0 B 6847,0 1861,0 AB 28,0 6,0 A
V. comerciales 12 264,0 67,0 B 7948,0 2619,0 A 30,0 7,0 A
N. ensayos 1 1
Variables
Tipo Grupos N. entradas Calibre <2,2 (%) Calibre >2,5 (%)
Media Sd Media Sd
2 carreras Landraces 11 42 2,6 A 65,0 17,2 B
V. comerciales 8 2,0 0,6 A 81,5 6,7 A
6 carreras Landraces 145 4,1 34 A 69,6 14,6 AB
V. comerciales 8 2,6 1,8 A 77,1 11,9 A
N. ensayos 1 1

*medias seguidas por la misma letra no son significativamente distintas para P <0,05.
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Granos m™: las entradas de 6 carreras presentaron un numero de granos m™
relativamente mayor que los de 2 carreras. Las diferencias se observaron principalmente
entre las landraces de 2 carreras y las variedades comerciales de 6 carreras. (Tabla

5.13b).

Granos por espiga: el nimero de granos por espiga fue claramente mayor en las
entradas de 6 carreras que en las de 2 carreras. Entre grupos de genotipos del mismo tipo
de espiga, no se observaron diferencias entre landraces y variedades comerciales (Tabla

5.16).

Calibre del grano : no se observaron diferencias significativas entre grupos de 2 y
6 carreras para el porcentaje de granos que pasan la criba de 2,2 mm. Tampoco se notaron
diferencias significativas entre genotipos de 2 y 6 carreras, ni entre landraces y
variedades comerciales, para el porcentaje de granos que no pasan la criba de 2,5 mm. El
porcentaje mas bajo se observo en las landraces de 2 carreras, que se diferenciaron

significativamente de las variedades comerciales de 6 carreras (Tabla 5.16).

5-3-5. Analisis de los factores G y GXE del rendimiento
5-3-5-1. AMMI

El andlisis de la variable rendimiento mostré una interaccion GxE notable. Esta
interaccion fue analizada mediante el modelo de efectos principales aditivos e interaccion
multiplicativa (AMMI). Esta interaccion fue descompuesta en ejes principales, cuya
significacion fue comprobada con un analisis de varianza. Este mostré que los 3 primeros
ejes de componentes principales eran significativos, explicando un 48,0%, 28,0% y
15,5% de la suma de cuadrados de la interaccion GxE, con unos grados de libertad
respectivos de 188, 186 y 184 (Tabla 5.17). El residuo dejado por el modelo no es
significativo. En realidad la mayor parte de la interaccion (75,94%) esta explicada por los
dos primeros términos multiplicativos. Existe la posibilidad de que el modelo AMMI3
sobre ajuste (over-fit) los datos, ya que una parte del ruido total de la interaccion esta
retenida por el modelo AMMI. Para comprobarlo, se calculd la proporcion de ruido
retenida en la interaccion a partir del error, seglin el método propuesto por Gauch (1992),

multiplicando el CM del error por los grados de libertad de la interaccion. En este caso la
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cantidad de ruido contenida en la interaccion fue de (8,1 x 1448 =11728,8), lo que
representa el 19% de la suma de cuadrados de GxE. Esto implica que lo que queda
realmente de la suma de cuadrados de la interaccion, eliminado el error es el 81% de la
suma de cuadrados de GxE. Este porcentaje es ligeramente mayor que el porcentaje
explicado por los dos primeros ejes del AMMI. Lo que nos permite confirmar que el
AMMI2 es mas parsimonioso para describir adecuadamente la interaccion excluyendo el

ruido contenido en el modelo.

Tabla 5.17. Analisis de varianza del AMMI para rendimiento

Fuente gl SC CM F

Ensayo (E) 8 264931 33116,4 4076,6  **

Genotipo (G) 181 29340 162,1 3,7 **

GxE 1448 62942 43,5 54  **
AMMII 188 30205 160,7 19,8  **
AMMI2 186 17594 94,6 11,6 **
AMMI3 184 9751 53,0 6,5 **
Residuo 890 5392 6,1 0,7 ns

Error 3276 8,1

ns: no significativo, **: significativo al nivel P <0,01

Para interpretar correctamente la interaccion GxE, se realizaron dos
representaciones graficas distintas. En el primer grafico se presenta el modelo AMMII,
con los valores medios de la variable rendimiento de cada genotipo y ensayo en el eje X,
frente a sus correspondientes valores en el primer eje principal (eje Y), que explico el
48,0 % de la interaccion (Figura 5.5). En la segunda grafica se presentan los valores de
los genotipos y los ensayos sobre los dos primeros componentes principales, que
explicaron un 76,0 % de la interaccion (Figura 5.6).

En la Figura 5.5, se observa que los ensayos ART04 y BELO2 tienen valores
negativos elevados en el primer componente principal (eje Y), en contraste con unos
elevados valores positivos de los dos ensayos de Macotera (VLD02, VLDO03). Esto indica
que las diferencias en las respuestas de los genotipos a las condiciones contrastantes
encontradas en estas parejas de ensayos son probablemente las principales causas de la
aparicion de esa interaccion. Por su ubicacion con respecto al eje X, las variedades testigo
(grupo 7) son las que mayor rendimiento presentan, seguidas por algunas variedades de 6
carreras del grupo 6 y algunas entradas de la coleccion nuclear del grupo 4. Todas estas
entradas presentan una interaccion de signo negativo en el primer componente principal.

Estas entradas parecen estar mejor adaptadas relativamente a los ensayos ART04, BEL02
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y SADO04, que también presentan signos negativos en ese primer componente principal.
Una mayoria de las entradas del grupo 4 presentan signo negativo en el primer
componente principal. Sin embargo, la mayoria de las entradas del grupo 3 presenta signo
positivo en ese eje y tienden a ser relativamente mas productivas en los ensayos de
VLDO02 y VLDO03, que presentan los valores positivos mas acusados en el primer
componente principal.

La representacion de los ensayos sobre los dos primeros ejes de componentes
principales (modelo AMMI2, Figura 5.6), permitid ver mejor las agrupaciones de
genotipos y ensayos. En cuanto a los ensayos, se pueden distinguir cinco grupos: SAD03
y VEDO3, ART04 y BEL02, VLDO03, VLDO02, todos ellos con una importante
contribucion a la interaccion GXE explicada por los dos primeros componentes
principales, y un quinto grupo formado por SAD02, FOR03 y SAD04, que contribuyeron
poco a esta interaccion. Los testigos, asi como las variedades comerciales de 2 y 6
carreras incluidas en la coleccion nuclear, presentaron signos negativos en el eje Y
(componente principal 2), al igual que BEL0O2 y ART04. De hecho, las variedades
comerciales presentaban el mayor diferencial con las landraces justo en estos ensayos
(Tabla 5.6). Se observa también que el grupo 3, compuesto sobre todo por entradas de la
Meseta, tienden a tener una adaptacion mejor en los ensayos de esa misma region
geografica (VLD02, VLDO03).

Las regresiones de las variables genotipicas y climaticas sobre los valores
correspondientes de los genotipos y ensayos en los ejes 1 y 2 permitieron determinar las
variables posiblemente mas relacionadas con ellos. Estas fueron incorporadas a la grafica
del AMMI2. El criterio de seleccion de estas variables fue el coeficiente de
determinacion R’ de la regresién de cada variable sobre los dos componentes principales.
El umbral arbitrario fijado para este coeficiente fue de 0,25 para las variables genotipicas
y 0,40 para las variables climaticas.

El conjunto de las covariables ambientales fue analizado mediante un anélisis de
componentes principales para revelar las relaciones y redundancias que existen entre ellas
(no mostrado). En el caso de covariables claramente redundantes, sélo se incluy6 en el
grafico del AMMLI, la covariable cuyo coeficiente de determinacion fue mas alto.

Las variables genotipicas que parecen tener una influencia sobre las variaciones del
rendimiento son, principalmente: altura de planta (R’=0,56), encamado (R2=0,36),
espigado (R’=0,26), peso hectolitrico (R’=0,51), oidio (R’=0,43) y roya (R’=0,29). La

informacion proporcionada por estas variables coincide con lo que ya hemos visto en el
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analisis descriptivo. Se observa que las variedades comerciales y testigos espigan
relativamente mas temprano, presentan unas alturas de planta bajas, se encaman poco,
son mas resistentes al oidio y presentan granos de peso hectolitrico alto, contrariamente a
las landraces. Dentro de estas ultimas, las entradas de la Meseta (grupo 3) parecen ser las
mas altas y tardias. También son las que presentan un mayor encamado y una
susceptibilidad alta a las enfermedades (oidio y roya), mientras que algunas entradas del
grupo 4 parecen presentar reacciones opuestas.

Las variables climaticas que mas probablemente influyeron en el comportamiento
diferencial de los genotipos en los ensayos fueron particularmente las temperaturas
maximas de otofio (R’=0,83), las temperaturas maximas de invierno (R’=0,50), la
evapotranspiracion de otofio (R’=0,51) y la ratio entre precipitacién y evapotranspiracion
de primavera (R’=0,41). De hecho los ensayos SADO03, VED03 y VLDO3 se
caracterizaron por unas temperaturas altas en otofio, y una ratio de primavera baja
contrariamente a los ensayos BEL0O2 y ARTO04. Por otra parte las temperaturas maximas
de invierno fueron relativamente altas en los ensayos VLD02 y VLDO03, y bajas en

SADO4.
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5-3-5-2. Analisis de regresion factorial

Las variables genotipicas fueron utilizadas en un analisis de regresion factorial,
para profundizar en la explicacion del factor principal “Genotipo”. Este andlisis
permitié identificar las covariables mas explicativas. En la Tabla 5.18, se exponen los
resultados del modelo seleccionado. Este incluye 5 variables genotipicas (ESP, PMG,
ALT, GRM, ESM) que explican el 34,9% del efecto del genotipo, con solo el 2,8% de
los grados de libertad. Sélo la covariable espigado explico el 17% del efecto del
genotipo con un unico grado de libertad. Las desviaciones que corresponden al resto de
la suma de cuadrados del genotipo, no explicadas por las covariables, fueron también

significativas.

Tabla 5.18. Regresion factorial para el factor principal “Genotipo”, incluyendo covariables
genotipicas.

Fuente gl SC CM F

Ensayo 8 264931,1 33116.4 4076,6 *ok

Genotipo 181 29339,6 162,1 3,7 *ok
ESP 1 5098,5 5098.5 117,3 *ok
PMG 1 1041,0 1041,0 23,9 ok
ALT 1 21282 2128,2 48,9 *ok
GRM 1 12472 12472 28,7 *k
ESM 1 726,5 726,5 16,7 *ok
Desviaciones 176 19098.2 108,5 2,5 **

GxE 1448 629421 43,5 5,4 *k

Error 3276 8,1

**: Significativo al nivel P<0,01.

Las mismas variables genotipicas y las variables climaticas definidas en el
capitulo de Material y Métodos fueron empleadas en un analisis de regresion factorial,
para evaluar su contribucion a la suma de cuadrados de la interaccion GxE. Este andlisis
se realiz6 en diferentes etapas. En una primera fase se analizaron las covariables
genotipicas, luego en una segunda etapa se emplearon las covariables climaticas. Y
como ultima etapa, se evalud la interaccion entre los dos tipos de covariables. El orden
de introduccion de las covariables se hizo de la siguiente manera: primero se corrieron
los modelos con una covariable, y se eligia la covariable mas explicativa (segin la R?)
para guardarla en el modelo. A continuacidon se calculaban los modelos con dos
covariables, la primera la elegida en el paso anterior, y la segunda cada una del resto de

covariables. De la misma forma que antes, se escogia la segunda covariable mas
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explicativa para incluirla de forma permanente en el modelo, e introducir una tercera
etc. De este modo se realizaron todas las rondas necesarias del andlisis hasta incluir
todas las covariables significativas. Este proceso se repitid con las covariables
genotipicas y las climaticas y, en una ultima fase combinando los dos tipos de
covariables, hasta conseguir el modelo mas parsimonioso.

Los resultados del andlisis de la regresion factorial de las covariables genotipicas
X ensayo permitio determinar las principales covariables explicativas de la interaccion
GxE. Estas fueron, por orden de importancia: PHL, ESP, OID, ALT y ENC, las cuales
explicaron el 45% de la interaccion GxE, con el 2,8% de grados de libertad de esta
ultima (Tabla 5.19). Las desviaciones no explicadas por el modelo fueron también

significativas.

Tabla 5.19. Reparticion de la interaccion GXE, mediante analisis de regresion factorial con las
covariables genotipicas.

Fuente gl SC CM F

GxE 1448 62942,1 43,5 5,4 *ok
PHL*Ensayo 8 11307,8 1413,5 174,0 *k
ESP*Ensayo 8 7043,7 880,5 108,4 ok
OID*Ensayo 8 5758,5 719,8 88,6 *ok
ALT*Ensayo 8 2670,7 333,8 41,1 *ok
ENC*Ensayo 8 1422.,8 177,8 21,9 *ok
Desviaciones 1408 34738,6 24,7 3,0 **

Error 3276 8.1

**: Significativo al nivel P <0,01

En cuanto a las regresiones factoriales con las covariables climaticas, se
detectaron principalmente dos covariables que contribuyen explicativamente en la
interaccion GxE: las temperaturas maximas de otofio e invierno (TMax oto,
TMax inv). La TMax_oto parece ser la covariable climatica que mas influye en el
comportamiento de los genotipos, como ya se mostrd en la grafica del modelo AMMI2.
La interacciéon TMax oto x genotipo se llevo el 33,8% de la suma de cuadrados del
GxE (Tabla 5.20), con la variable TMax_inv en un segundo lugar. La interaccién de
estas dos covariables con el factor Genotipo, explico el 45,7% de la interaccion GXE
con un 25% de sus grados de libertad (Tabla 5.20). Este modelo es menos parsimonioso

que el anterior y que el AMMII.
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Tabla 5.20. Reparticion de la interaccion GxE, mediante andlisis de regresion factorial con las

covariables ambientales.

Fuente gl SC CM F

GxE 1448 62942,1 43,5 5,4 *ok
Genotipo*TMax_oto 181 21253,2 117,4 14,5 ok
Genotipo*TMax_inv 181 7485,4 41,4 5,1 **
Desviaciones 1086 34203,4 31,5 39 **

Error 3276 8,1

**: Significativo al nivel P <0,01

Tabla 5.21. Reparticion de la interaccion GxE, mediante andlisis de regresion factorial con las
covariables genotipicas y ambientales.

Fuente gl SC CM F
GxE 1448 62942.1 43,5 5,4 *ok
OID*ensayo 8 10977,6 1372,2 168,9 *ok
OID*TMax_oto 1 8049,2 8049,2 990,8 *x
Desviaciones 7 2928.5 418,4 51,5 *%
ESP*ensayo 8 6903,5 862.,9 106,2 *ok
ESP*TMax_oto 1 5203,8 5203,8 640,6 *ok
Desviaciones 7 1699,7 242.8 29,9 **
ENC*ensayo 8 6539,3 817,4 100,6 *ok
Residuo 1424 38521,6 27,1 33 *ok
Error 3276 8,1

**: Significativo al nivel P <0,01

La tercera ectapa de las regresiones factoriales consisti6 en combinar las

covariables genotipicas con las climaticas. El mejor modelo conseguido con este

analisis, permiti6 explicar el 31,5% de la interaccion GxE con solamente 10 grados de

libertad, que representan el 0,7% de los grados de libertad del GXE. Este modelo incluye

las interacciones entre oidio*TMax_oto, ESP*TMax_oto y ENC*ensayo (Tabla. 5.21).

Aunque este modelo es menos explicativo que los anteriores y que el AMMI, se

considera como el modelo mas parsimonioso, pues explica una cantidad de la suma de

cuadrados de GXE por grado de libertad notablemente superior a los demas modelos.

5-3-6. Clasificacion de los genotipos

Con objeto de describir los mejores genotipos, y de facilitar la bisqueda de

posibles parentales para cruzamientos, se procedio a su clasificacion de acuerdo con:

- rendimiento medio en todos los ensayos;

- rendimiento medio en ambiente de alta productividad;
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- rendimiento medio en ambiente de baja productividad;

- indice agrondémico, calculado basandose sobre las clasificaciones (o rankings)
de las variables rendimiento, espigado, altura de planta, encamado y peso
hectolitrico.

Para calcular éste indice, se asignaron coeficientes a las clasificaciones de las
variables consideradas, segiin su importancia relativa en el programa nacional publico
de mejora de cebada y para este tipo de material, que fue como sigue:

Indice agronémico = (ranking rendimiento * 0,4) + (ranking espigado * 0,1)+
(ranking altura * 0,1) + (ranking peso hectolitrico * 0,2) + (ranking encamado * 0,2).

Los rankings de los genotipos fueron asignados de forma descendente para las
variables rendimiento y peso hectolitrico y de forma ascendente para las variables
espigado, altura y encamado. En la Tabla 5.22, se presentan los 25 mejores genotipos
segun el caracter considerado.

En cuanto a los promedios de rendimiento en la totalidad de los ensayos, se
observa la superioridad de algunas variedades como Orria, Graphic, Steptoe, Candela y
Barbarrosa superiores a todas las landraces. Por otra parte, se observd la presencia de
14 entradas de la coleccion nuclear entre los 25 mejores genotipos. Doce de estas
entradas pertenecen al grupo 4 (entradas fundamentalmente del Sur y del Valle del
Ebro), lo que reafirma la superioridad general de este grupo, ya apuntada en los analisis
combinados de ensayos (apartado 5-3-3-1). Ninguna entrada de los grupos 2 (landraces
de 2 carreras), y solo una entrada de los grupos 1 y 3, entraron entre estas primeras
clasificadas. La mejor entrada del grupo 2 fue la 148, que se quedo en la posicion 57 (en
cuanto a rendimiento total). Las mejores landraces resultaron ser las entradas 91 y 42,

que se situaron respectivamente en los puestos 6 y 7 (Tabla 5.22).
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Tabla 5.22. Clasificacion de los genotipos segtn el promedio de rendimiento en los 9 ensayos (sin
ARTO02), promedio de rendimiento en ambiente de alta productividad, promedio de rendimiento en
ambiente de baja productividad e indice agronémico. Los numeros corresponden a las entradas de
la coleccion nuclear, entre paréntesis se indica a que grupo genético pertenecen. Las variedades
comerciales aparecen en negro, y los testigos ademas estan escritos en cursiva.

Rendimiento en

Rendimiento en

Clasificacion Ren(ti(i)il;ilento ambientes de alta ambientes de baja ag:::;fneico
productividad productividad
1 Orria Orria 73 (G4) Graphic
2 Graphic Graphic 81 (G4 Barbarrosa
3 Steptoe Steptoe 16 (G4) Gaelic
4 Candela Gaelic 27 (G3) Orria
5 Barbarrosa Barbarrosa 91 (G4 Candela
6 91 (G4) Candela 38 (G4) Volga
7 42 (G4 Nevada 18 (G4 Nevada
8 Gaelic Volga 75 (G4) Alpha
9 Monlén Zaida 42 (G4 Hassan
10 Nevada Kym Orria Tipper
11 27 (G3) Dobla 106 (G1) Monlén
12 81 (G4 Ager 76 (G 4) Steptoe
13 18 (G4) Alpha 39 (G4) Ager
14 Volga Monlén 31 (G3) Dobla
15 125 (G4) Hassan 79 (G3) Zaida
16 73 (G4) Tipper 51 (G3) Plaisant
17 98 (G4 91 (G4 49 (G4 Pané
18 Pané Pané 14 (G4 Kym
19 16 (G4) 145 (G4) 92 (G4 Union
20 Ager Seira 109 (G4) Seira
21 38 (G4 42 (G4 Steptoe 98 (G4
22 110 (G4) 98 (G4 146 (G3) 148 (G2)
23 14 (G4 116 (G4) 11 (G3) Beka
24 52 (G4) 4 (G 25 (G4 8 (G3)
25 4 (G 125 (G4) 125 (G4) 145 (G4

En ambientes de alta productividad, la superioridad de las variedades comerciales

fue muy destacada, pues ocuparon los 16 primeros puestos. Las variedades Orria,
Graphic y Steptoe ocuparon los primeros lugares. S6lo 7 landraces entraron en la lista
de los 25 mejores genotipos, 6 de ellas del grupo 4. Las entradas 91, 145 y 42 resultaron
ser las mas productivas en estas condiciones, entrando respectivamente en los puestos

17, 19 y 21 de la clasificacion. El unico genotipo del grupo 1 (entrada 4), que se
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encuentra en esta lista, se coloco en el puesto 24. Las entradas 148 y 27, que pertenecen
respectivamente a los grupos 2 y 3, son las mas productivas de su grupo, ocupando
respectivamente los puestos 73 y 33 en la clasificacion.

En condiciones de baja productividad la situaciéon fue muy distinta. Solo las
variedades Orria y Steptoe entraron en la lista ocupando respectivamente las posiciones
10 y 21. Las entradas del grupo 4 fueron dominantes en esta lista (16 de las 25), del
mismo modo que los cultivares dominaban la clasificacion en los ambientes de alta
productividad. Del grupo 3 se encontraron 6 genotipos, de los cuales el 27 fue el mejor,
situdndose en el puesto 4. La entrada 106 es la tinica del grupo 1, que se encuentra en la
lista, en la posicion 11. Se observa que ninguna entrada del grupo 2 esta presente. La
entrada 148, que pertenece a este grupo, resultd ser las mas productiva en estas
condiciones, al igual que en los ambientes de alta productividad, clasificandose en el
puesto 40.

La clasificacion de los genotipos segun el indice agronémico calculado, confirmo la
superioridad de las variedades comerciales, ocupando los 20 primeros puestos de la
lista. So6lo 4 landraces, de los grupos 2, 3 y 4, entraron en la lista de los mejores
genotipos, mientras que el mejor genotipo del grupo 1 (entrada 4), se clasificé en el
puesto 47. Es también digno de destacar que las 10 variedades comerciales empleadas
como testigos estan entre las 25 primeras por el indice agrondmico, mientras que de las
16 variedades mas antiguas, que forman parte de la coleccion nuclear, estan incluidas 11
de las 16. De este modo se pone de manifiesto la superioridad general de las variedades
mas modernas (las empleadas como testigos, en general) sobre las antiguas, aunque hay
excepciones notables, como los cultivares veteranos Barbarrosa y Alpha, aln

ampliamente empleados por los agricultores en la actualidad.

5-4. Discusion

Esta serie de ensayos de campo se componia inicialmente de 15 ensayos, de los
cuales 5 no pudieron llevarse a término por distintas circunstancias, lo cual no es
extraordinario en este tipo de ambientes mediterraneos, expuestos a numerosas
vicisitudes climaticas.

El disefo experimental empleado, con la divisién en cuatro sub-ensayos por cada
ensayo de campo, se justifica por la reconocida heterogeneidad de las parcelas de
experimentacion en al menos dos de las localidades empleadas. El sistema de correccion

estd basado en el “disefio enriquecido”, y se ha empleado una correccion leve, solo en
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los casos donde las diferencias entre los testigos en los sub-ensayos fueron
significativas. Asi, éstas solo fueron necesarias en 17 de las 50 ocasiones posibles
(Tablas 5.3 a 5.5). Como se esperaba por el conocimiento previo, los ensayos en la
localidad de Sadaba precisaron el mayor nimero de correcciones (4, de un total de 5
variables medidas). Sin embargo, la localidad de El Vedado, cuyas parcelas son
habitualmente muy heterogéneas, no precis6 mas que de una correccion sobre 9
variables medidas en el Uinico afio en que fue cosechado el experimento (2003). Aunque
pudo influir el hecho de que este afio fue particularmente favorable en esa zona, en la
que los rendimientos raramente exceden los 20,00 q ha™.

Los parametros estadisticos de las variables analizadas, calculados para los dos
conjuntos de genotipos (landraces y variedades comerciales) resaltaron el
comportamiento distinto de los dos grupos principales de genotipos. También, se
observaron diferencias importantes entre los promedios de los distintos ensayos.

La distribucion de clases de las variables reveld la amplia diversidad que existe
entre los genotipos de las landraces de la coleccion nuclear en comparacion con las
variedades comerciales (Figuras 5.2 — 5.4), aunque hay que tener en cuenta el menor
tamafio de muestra de estas ultimas. También se notd la presencia de muchos caracteres
indeseables, en porcentajes relativamente altos de entradas de la coleccion nuclear, tales
como una excesiva altura del tallo que favorece el encamado, una mayor susceptibilidad
a enfermedades y un bajo rendimiento. La mayor altura y encamado en las landraces
era un resultado esperado, pues se trata de caracteres muy seleccionados en los procesos
de mejora de cereales de invierno, por lo que es logico que las variedades actuales
presenten valores menores para ambos parametros. No era esperable, sin embargo, la
mayor longitud del ciclo de desarrollo de las landraces. La diferencia encontrada, de
aproximadamente 4 dias en promedio de fecha de espigado a favor de las variedades
comerciales, es importante y es dificil que sea casual. En principio, las landraces
deberian mostrar una adaptacion 6ptima al medio, y especialmente en cuanto a longitud
del ciclo, siendo un carécter facilmente manipulable y de alta heredabilidad. Deberia
existir alguna explicacion que justificara este desplazamiento en la preferencia de los
agricultores hacia variedades mas tempranas (recordemos que todas las variedades
comerciales contempladas en este estudio son o han sido ampliamente cultivadas en
Espafia, o son productos recientes de programas de mejora locales). Una hipdtesis
posible es que las landraces proceden, practicamente en su totalidad, de una época

anterior a la mecanizacion del campo, que ocurri6 relativamente tarde en Espafia, con
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posterioridad a la Guerra Civil. En esa época las cosechas se realizaban a mano o con
tecnologias artesanales, a lo largo de periodos largos de tiempo. Por el contrario, la
cosecha mecénica de las variedades actuales es extremadamente rapida. Por tanto, las
variedades empleadas antes de la mecanizacion del campo debian ser necesariamente
mas tardias que las actuales, para evitar pérdidas excesivas de rendimiento por el
“descabezamiento” (caida de las espigas al suelo) de las plantas que permanecieran
demasiado tiempo en el campo tras la madurez fisiologica (JM Lasa, com. pers.). Por el
contrario, el tiempo minimo hasta el espigado en /landraces y variedades comerciales es
muy similar, indicando probablemente la longitud de ciclo minima que debe tener una
variedad para evitar las heladas primaverales y aprovechar las lluvias de primavera,
tipicas del clima mediterraneo espanol.

La diferencia en altura de planta entre landraces y variedades comerciales es muy
sustancial, en torno a los 15 cm a favor de las primeras (Tabla 5.6). Esto sugiere una
muy escasa presencia de alelos de enanismo en las landraces, cuya altura se situa, en
general, muy por encima del formato actual de cultivar de cebada. Este hecho deberia
ser corregido convenientemente cuando estos materiales se empleen en programas de
mejora. También hay que tener en cuenta que las landraces proceden de una época
anterior a la generalizacidon del uso de fertilizantes quimicos por lo que, probablemente
alcancen mayor desarrollo vegetativo y mayor altura en las condiciones experimentales
actuales que en los ambientes agricolas a los que estaban adaptadas. Por tanto, no es
extraio que muestren un encamado acusado (Tabla 5.6), que podria estar motivado en
parte por ese desarrollo extraordinario en respuesta a condiciones de fertilizacion
modernas.

Las distribuciones de las landraces y de las variedades comerciales (Figura 5.2 -
5.4) ponen de manifiesto la mayor variabilidad existente en las primeras para muchos
caracteres, exceptuando el rendimiento, el peso de mil granos, el namero de granos m?>,
el numero de granos por espiga y la resistencia al moteado de las hojas. Parece que la
coleccion nuclear contiene una gran diversidad en caracteres agrondmicos de todo tipo,
en consonancia con la notable diversidad detectada a nivel molecular (capitulo 3 de este
trabajo). En cuanto a los caracteres de calidad maltera, las landraces tienen en general
unos valores bastante pobres para todos ellos (Tabla 5.9 y Figura 5.4). Sin embargo,
algunos genotipos extremos llegan a mostrar valores interesantes de extracto o proteina,
por lo que no es descartable que puedan existir fuentes de calidad maltera en la

coleccion nuclear.
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El andlisis de varianza de las variables consideradas permitio ver la existencia de
diferencias significativas entre los genotipos estudiados. Dividiendo éstos en 7 grupos,
como esta definido en el apartado 5-2-4-2.b, se detectd que las diferencias son mayores
entre grupos que dentro de grupos. Estas diferencias entre grupos se deben en la
mayoria de los casos, principalmente a las diferencias que existen entre los grupos
definidos genéticamente en la coleccion nuclear (1 a 4) con los grupos de la variedades
comerciales (5 a 7). La principal causa de estas diferencias se puede deber a la presencia
de una combinacidn de caracteres agrondmicos deseables en las variedades comerciales,
como resultado del proceso de mejora. Un ejemplo son las variables como espigado,
rendimiento, peso hectolitrico y resistencia al encamado. Las Tablas 5.10b y 5.11b,
muestran claramente la superioridad de las variedades comerciales frente a las
landraces. Los grupos 5 a 7, se caracterizaron por un espigado precoz, un rendimiento
alto, una resistencia al encamado importante y un peso hectolitrico mayor.
Contrariamente los grupos 1 a 4, que fueron mas tardios en espigar, presentaron
rendimientos y pesos hectolitricos relativamente mas bajos, y un fuerte encamado.
También se observaron diferencias entre grupos del mismo lote (landraces o variedades
comerciales) para algunos caracteres. En alguno de estos casos, las diferencias son
consecuencia de la comparacion de grupos de genotipos de diferente tipo de espiga (2 y
6 carreras). Este seria el caso de las variables peso hectolitrico, nimero de espigas m?o
nimero de granos por espiga. Las cebadas de 2 carreras se caracterizan por un grano
redondeado y siempre presentan un peso hectolitrico mayor. También para los
componentes de rendimiento, los genotipos de 2 carreras siempre muestran un numero
de espigas m™ mas alto, que compensa el menor numero de granos por espiga. Por otra
parte, se observaron diferencias entre los grupos 3 y 4, que representan la mayoria de las
landraces de 6 carreras, para algunos caracteres como espigado, rendimiento,
resistencia a oidio y roya. Las entradas del grupo 4 espigaron antes, presentaron unos
promedios de rendimiento mds altos y mayor resistencia al oidio y la roya que las del
grupo 3. El hecho de que la mayoria de las entradas del grupo 4 sean originarias de
zonas caracterizadas por temperaturas relativamente altas y pluviometria escasa en
primavera podria explicar su precocidad. Como adaptacion a su ambiente, estas entradas
aceleran su ritmo de desarrollo para escapar al estrés hidrico caracteristico de las zonas
mediterrdneas en esta época. También la humedad alta caracteristica de las zonas
costeras, favorece el crecimiento de los hongos. Para adaptarse, algunas entradas del

grupo 4 pudieron desarrollar una resistencia a las enfermedades en respuesta a la
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presion ejercida por los patdogenos, contrariamente a lo ocurrido en los ambientes mas
secos de la Meseta de los que son originarias las entradas del grupo 3.

Los ensayos fueron llevados a cabo en localidades de caracteristicas geograficas y
climaticas distintas, lo que se reflejé en el comportamiento de los genotipos. Esto se
tradujo en una interaccion GxE significativa para todas las variables medidas en estos
ensayos. Esta interaccion GXE fue mayor entre los 7 grupos definidos que dentro de
grupos. La adaptacion especifica de los grupos a ambientes distintos parece ser una de
las causas de la interaccion GxE. Esto se ilustra en el andlisis de la variable rendimiento
con el AMMII1, donde destaco el mejor comportamiento de las variedades comerciales
en los ambientes de alta productividad, SAD04 y VLDO02, aunque muestren una
interaccion negativa con este ultimé. Estas variedades parecen mejor adaptadas a los
ensayos de BEL02 y ARTO04. Por el contrario, en los ensayos de VLD02 y VLDO3, las
entradas del grupo 3 (mayoritariamente de la Meseta) expresan mejor su potencial
genético. Diferentes autores han encontrado que la comparacion entre grupos de
germoplasma es una de las explicaciones de la aparicion de la interaccion GxE, como
por ejemplo Dofing et al. (1992), al evaluar el rendimiento de genotipos de cebada del
sub-artico y de ambientes templados en las dos zonas de origen. También, Ceccarelli y
Grando (1991) describieron una interaccion similar al comparar genotipos locales de
Oriente Medio con variedades modernas.

El modelo AMMII, puso también de relieve la superioridad de los testigos en
comparacion con las variedades comerciales incluidas en la coleccion nuclear, lo que de
nuevo refleja el efecto de la mejora en las variedades modernas. Por otra parte, se
observo que las entradas del grupo 1 presentaron los peores promedios de rendimiento,
debido probablemente a su espigado tardio. De hecho, se observd una correlacion
negativa general entre la fecha de espigado y el rendimiento (» = -0.41, P<0,0001). El
espigado tardio de estas entradas hace que sufran mas las altas temperaturas y el estrés
hidrico que suelen ocurrir en la fase final del cultivo, en condiciones mediterraneas.
Villegas et al. (2000) comentaron que el factor mas importante que confiere a un cultivo
la aptitud de desarrollarse mejor bajo condiciones de estrés hidrico, es su ajuste
fenologico. Sobre este mismo tema, Slafer ef al. (2005) explican que los cambios en el
desarrollo fenoldgico permiten escapar al cultivo del estrés, evitando estar expuesto a
ello durante el ciclo del cultivo o evitando la coincidencia de las fases sensibles del
cultivo con los periodos de mas probable ocurrencia del estrés. Una de las fases mas

sensibles del cultivo de cebada es el periodo de llenado del grano. El espigado tardio
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hace que los genotipos llenen sus granos en un periodo en el cual las condiciones
climaticas son desfavorables. Por lo tanto, se obtienen unas espigas con granos
pequefios. Esto es consistente con el bajo peso de mil granos observado en las entradas
del grupo 1, muy tardias, lo que se traduce en un bajo rendimiento en este grupo. En
apoyo de esta hipotesis se puede decir que se observd una correlacion negativa general
entre el espigado y el peso de mil granos (» =-0,26, P =0,003). Stone y Nicolas (1994)
comentaron que las temperaturas maximas altas en las fases post-floracion, tienen un
efecto adverso sobre el rendimiento, provocando una bajada en el peso del grano.
También, Brancourt-Hulmel (1999) relaciond la caida de los rendimientos de variedades
tardias de trigo, por haber estado sometidas a ambientes desfavorables durante el
llenado de grano.

Viendo las fechas de espigado tardias de las entradas del grupo 1 y la alta biomasa
que producen, se puede pensar que estos genotipos pudieran estar destinados
preferentemente a un uso mixto o forrajero.

La informacion aportada por el modelo AMMI2, permitié una mejor separacion
de los grupos de la coleccion nuclear frente a las variedades comerciales, y la clara
disociacion de los dos principales grupos de esta coleccion. Las entradas del grupo 3
presentaron una mejor adaptacion en los ensayos de Castilla y Leon, mientras que los
genotipos del grupo 4 tienden a tener mejor comportamiento en los ensayos del Valle
del Ebro. La superioridad de los testigos y de los grupos de variedades comerciales se
destaco particularmente en los ensayos catalanes. La inclusion de la informacion
aportada por los vectores de las variables genotipicas permitio adelantar hipotesis sobre
causas de la interaccion GxE. La altura excesiva del tallo, el fuerte encamado, junto con
la susceptibilidad a enfermedades (oidio y roya) y el espigado tardio que caracterizan
las entradas de la colecciébn nuclear, son las principales variables genotipicas
relacionadas con la interaccion GXE entre grupos. Estos resultados coinciden con los de
Brancourt-Hulmel (1999), que comentd que la precocidad del espigado, junto con la
susceptibilidad al oidio y el encamado son las covariables genotipicas que tuvieron
mayor efecto en la interaccion GxE, en ensayos de trigo de invierno.

Por otra parte, la variable peso hectolitrico, que explica el 50% de la variacion
GxE y presenta una direccion contraria a los vectores de espigado, altura, encamado y
oidio, indica fundamentalmente la presencia de granos de calibre mayor en las
variedades comerciales. Esta variable no se puede considerar como responsable de los

altos rendimientos de estas variedades, sino como una consecuencia resultante de las
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caracteristicas genotipicas deseables que poseen estas ultimas. En efecto, por ser mas
tempranas, estas variedades se benefician de un periodo de llenado del grano mas largo
que las lineas de la coleccion nuclear. Ademas, la baja altura que caracteriza estas
variedades les procura una resistencia al encamado, que muchas veces ocurre en el
periodo de llenado de los granos.

La posicion de los vectores de las variables oidio y roya con respecto a las
entradas de los grupos 3 y 4, parece indicar que la susceptibilidad de los genotipos del
grupo 3 (Meseta) es mayor que la de los del grupo 4 (Sur y Valle del Ebro). Asimismo,
se aprecia la presencia de algunos genotipos resistentes en las entradas del grupo 4. Esto
se podria explicar por el hecho de que las entradas provenientes de las zonas costeras
(Sur y Valle del Ebro) estuvieron siempre expuestas a estas enfermedades, conduciendo
a la seleccion a favor de la resistencia en algunas de ellas. Por el contrario, a mayor
altitud, la incidencia de las enfermedades es menor. El efecto del clima sobre el
comportamiento de los genotipos, en los diferentes ensayos se manifiesta
principalmente para las variables R _pri, Tmax oto, ETP oto y Tmax inv.

La direccion del vector de la R_pri, indica que los ensayos de BELO2 y ART04
tuvieron mas agua disponible en las fases finales del ciclo de cultivo, lo que explicaria
la mejor adaptacion de las variedades comerciales en ambos ensayos. Al haber sido
seleccionados esencialmente en ambientes favorables, estos cultivares pueden expresar
mejor su rendimiento potencial cuando las condiciones son buenas. Por otra parte, el
bajo rendimiento de las landraces en estos ensayos podria ser en parte consecuencia del
encamado. En este tema, Brancourt-Hulmel (1999) comenta que el encamado tiene un
efecto importante sobre el rendimiento. En los ensayos de SAD03, VEDO3 y VLDO03,
donde hubo un estrés hidrico en las fases finales del cultivo (Tabla 5.1), las landraces
superaron relativamente a los rendimientos de las variedades comerciales. Garcia del
Moral et al. (2003) comentaron que, en ambientes de baja productividad por falta de
agua disponible al final del ciclo del cultivo, los genotipos precoces rinden mejor que
los tardios. Este no fue el caso en este estudio, ya que las variedades comerciales fueron
mas tempranas. Este fenomeno parece indicar que el material local pudiera ser mas
tolerante a la sequia. En este mismo sentido, Voltas et al. (1999) comentaron que
variedades de seis carreras de alto rendimiento con amplia adaptacion, como
Barbarrosa, Orria y Plaisant, sufren en condiciones de estrés hidrico terminal, mientras
que el cultivar espafiol Albacete no se ve afectado en el mismo grado por estas

condiciones. van QOosterom et al. (1993), indicaron que en ambientes de baja
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productividad, causada por estrés hidrico y térmico, las variedades insensibles a las
fluctuaciones ambientales aseguran una mejor estabilidad de rendimiento.

Por otra parte los vectores de las temperaturas méaximas de otoflo e invierno
presentan respectivamente angulos agudos con los vectores de las variables oidio y
roya. Esto parece indicar que la incidencia de las enfermedades fue favorecida por las
altas temperaturas de estas épocas. Manners (1986) comenta que el patdogeno puede
estar latente durante un periodo largo cuando la temperatura sea desfavorable y volver
rapidamente a la actividad cuando vuelvan las condiciones Optimas. Si el patdégeno se
vuelve inactivo, por las temperaturas desfavorables, la epidemia se retrasa, pero si
muere a causa de ellas, dicha epidemia no se produce. Esto, nos lleva a pensar que al
tener temperaturas favorables durante todo el ciclo del cultivo, la actividad del patégeno
no se ve afectada y su ataque se ve multiplicado.

Las regresiones factoriales sugieren que las principales diferencias de rendimiento
entre genotipos se deben principalmente al espigado, la altura y los componentes de
rendimiento (PMG, ESM, GRM), de entre las variables que fueron medidas. Sin
embargo, el espigado parece tener mas efecto en estas diferencias, ya que explica el
17,4% de la variacion genotipica del rendimiento con solamente 1 grado de libertad, lo
que corresponde a un 0.006% de los grados de libertad del genotipo. Esto indica la
importancia de este cardcter en la seleccion para rendimiento. Las desviaciones que
corresponden al resto de la suma de cuadrados del genotipo, no explicadas por las
covariables genotipicas, fueron también significativas. Esto significa que hay
diferencias genotipicas importantes que no han sido explicadas por las covariables
estudiadas. Pero no es sorprendente, pues las variables estudiadas no componen un
panorama completo de las posibles causas que afectan al rendimiento.

Por otra parte, las regresiones factoriales indicaron que tanto las variables
genotipicas como las climaticas fueron importantes en la explicacion del GxE. Sin
embargo, estas primeras fueron mas explicativas (45% del GXE con 40 gl) que las
climaticas (45,7% con 362 gl).

Tanto las regresiones de las variables genotipicas y climaticas sobre los ejes del
AMMI como la regresion factorial apuntan a las mismas variables como relacionadas
con la interaccion GxXE del rendimiento. Sin embargo, en la regresion factorial no
aparecieron ni la roya, ni la evapotranspiracion de otofio, ni la ratio de primavera, que si

se revelaban en el grafico del AMMI2. Este se puede deber al hecho de la existencia de
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multicolinearidad entre las variables, y a que la regresiéon factorial no incorpora
variables que estén claramente correlacionadas.

El modelo mas parsimonioso se alcanzo al integrar la interaccidn entre variables
genotipicas y ambientales. Este modelo, sin ser una descripcion completa de las causas
de la aparicion de la interaccion GXE del rendimiento, si que permite avanzar algunas
hipdtesis sobre estas causas. Este modelo, que incluye la interaccion Tmax_oto x oidio,
Tmax_oto x espigado, y encamado x ensayo, llegé a explicar 31,5% del GXE con menos
del 1% de los grados de libertad de esta interaccién, aunque deja un residuo
significativo importante. Las interacciones Tmax oto x oidio y encamado x ensayo,
podrian tener una explicacion légica en este estudio, ya que la susceptibilidad al
encamado y la incidencia del oidio ayudado por temperaturas Optimas, son los
principales factores que provocan diferencias de rendimiento en los diferentes ensayos,
para las lineas puras de la coleccion nuclear. Sin embargo, no encontramos una
explicacion a la interaccion espigado x Tmax_oto.

La clasificacion de los 182 genotipos segun el rendimiento medio en la totalidad
de los ensayos y en el rendimiento medio en ambientes de alta productividad mostr6 la
superioridad agrondémica general de las variedades comerciales frente a las landraces.
Dentro de estas ultimas, se distinguieron algunas entradas, particularmente del grupo 4,
con unos rendimientos relativamente aceptables. Sin embargo en ambientes de baja
productividad, las /andraces, también especialmente algunas del grupo 4, se destacaron
con unos rendimientos relativamente mas altos que las variedades comerciales. Esto
coincide con las afirmaciones de Voltas et al. (1999) y Lasa et al. (2001) en cuanto a la
estabilidad de las variedades tradicionales locales bajo condiciones ambientales
desfavorables y sus rendimientos bajos en condiciones Optimas, comparados con los
rendimientos de las variedades modernas. Similarmente, Ceccarelli et al. (1991)
afirmaron que landraces colectadas en regiones aridas (Steppe) de Siria mostraron un
promedio de rendimiento dos veces mas altos que las variedades modernas, cuando
estas fueron cultivadas en una zona desfavorable. Ceccarelli et al. (1992) y Ceccarelli
(1996) indicaron que variedades de alto potencial de rendimiento bajo condiciones
Optimas no son rentables en malas condiciones y viceversa.

Las variedades Orria y Steptoe son las Unicas que se clasificaron entre los 25
mejores genotipos en ambientes da baja productividad. Estas dos variedades se
clasificaron como las mejores variedades de 6 carreras en condiciones Optimas. La

estabilidad de estas variedades se deberia probablemente al hecho que la variedad Orria
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fue obtenida recientemente en Espafa, y que Steptoe es una variedad americana, con
parte de sus ancestros mediterrdneos y que fue ampliamente cultivada en Espafia
durante el siglo pasado. Esto concuerda con las afirmaciones de Ceccarelli ef al. (1987)
que recomendaron llevar la mejora de genotipos de cebada para condiciones extremas,
en las mismas condiciones, y Ceccarelli y Grando (1989) que defendieron el uso de un
material adaptado para la seleccion en condiciones de estrés hidrico.

La superioridad de las variedades comerciales se confirm6 con la clasificacion
segun el indice agronémico. Este indice es totalmente subjetivo, pero mide de algun
modo la aceptabilidad de las entradas desde el punto de vista agrondmico. Aunque las
landraces han mostrado caracteristicas muy interesantes a lo largo de todo este estudio,
este indice revela que, en su formato actual no pueden competir con los cultivares, por

lo que su aprovechamiento debe realizarse a través de programas de mejora.
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6-1. Introduccion

El andlisis de QTLs es un enfoque util para descubrir y diseccionar caracteres
complejos e identificar alelos favorables (Paterson et al., 1988). La identificacién de
marcadores moleculares estrechamente ligados a QTLs de interés agronomico es el
primer paso para poder desarrollar una seleccion asistida por marcadores.

Habitualmente, la busqueda de QTLs en plantas se ha llevado a cabo en
poblaciones con un pedigri conocido, tales como generaciones F, BCi, lineas doble
haploides o RILs, procedentes de cruces de dos parentales. Sin embargo, este enfoque
presenta varias limitaciones. Por un lado, estas poblaciones son el producto de unos
pocos ciclos de recombinaciones meioticas, lo que limita la resoluciéon de los mapas
genéticos que proporcionan (Varshney et al., 2005). Por otra parte, estas poblaciones
permiten el estudio simultdneo de solamente 2 alelos por locus (Flint-Garcia et al.,
2003), lo que no es representativo del germoplasma de la especie. Por eso, los QTLs
detectados en un cruzamiento no son directamente extrapolables a otros materiales. Por
eso, se han buscado otras alternativas que soslayen estas limitaciones.

La busqueda de asociacion entre caracteres fenotipicos y marcadores moleculares
en una poblacion natural por el método de linkage disequilibrium mapping podria ser un
procedimiento complementario al método del mapeo con poblaciones de origen
biparental. Este método estd basado en la asociacion no aleatoria de los alelos de
distintos loci, causada por la historia de mutacion y recombinacion que comparten
(Buckler y Thornsberry, 2002; Rafalski, 2002). Los métodos de asociacion evaliian si
ciertos alelos dentro de una poblacién aparecen en determinados fenotipos con una
frecuencia mayor que la esperada.

El linkage disequilibrium mapping, también conocido como andlisis de
asociacion, ha sido utilizado extensivamente en la diseccion del control genético de
enfermedades en humanos y en la genética de animales. Recientemente ha sido
extendido a plantas para la identificacion de asociaciones entre caracteres y marcadores
moleculares. En uno de los primeros estudios de este tipo, Virk ef al. (1996) emplearon
regresiones lineales multiples para explicar 6 caracteres con marcadores moleculares en
arroz. Beer et al. (1997) usaron el método de linkage disequilibrium mapping en 64
landraces y cultivares de avena, para los que consiguieron encontrar asociaciones entre
30 caracteres cuantitativos y marcadores moleculares. Thornsberry et al. (2001),

encontraron polimorfismos en el locus Dwarf8, asociados con variacion en el tiempo a
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la floraciéon en el maiz. También en esta especie, Wilson et al. (2004), encontraron
asociaciones entre caracteres de composicion del grano (proteina, almidon, etc.) y genes
candidatos. Gebhardt et al. (2004) emplearon el linkage disequilibrium mapping para
buscar asociaciones entre marcadores y la resistencia a enfermedades y duracion del
ciclo en la patata. En la cebada, Igartua et al. (1999), examinaron la asociacion entre
RFLPs, localizados en las zonas del genoma responsables de la respuesta a fotoperiodo
y vernalizacion, y el caracter espigado. Kraakman et al. (2004), evaluaron asociaciones
entre AFLPs y caracteres como rendimiento, estabilidad y adaptabilidad. Sket et al.
(2005) usaron este método, para identificar genes de floracién en poblaciones naturales
de Lolium perenne (L.).

Este método aumenta considerablemente la resolucion del mapeo en comparacion
con las poblaciones estdndar de mapeo. Ademds, muchas especies de plantas presentan
altos niveles de diversidad, por los cuales el método de asociacion seria mas adecuado
para evaluar los numerosos alelos existentes (Flint-Garcia et al., 2003). En una
completa revision sobre este método, Gupta et al. (2005), también resaltaron que el
mapeo por desequilibrio de ligamiento es mas problematico metodologicamente, pero
también ofrece una mayor recompensa, porque permite una localizacion mas precisa de
la posicion de los QTL que controlan el caracter de interés. Comparando el analisis de
ligamiento clasico en poblaciones biparentales (/inkage analysis) y el linkage
disequilibrium mapping para la deteccion de QTL, se ha demostrado que el linkage
analysis es mas util para la busqueda de QTLs a lo largo de todo el genoma, mientras
que el linkage disequilibrium mapping proporciona una localizacion mas precisa de un
QTL. De hecho, la utilidad del mapeo por asociacion en los cultivos vendra determinada
por la estructura genética de las poblaciones y, sobre todo, por la extension del
desequilibrio de ligamiento. Si éste decae rapidamente en distancias de unos miles de
pares de bases, el mapeo de todo el genoma requeriria un nimero de marcadores
irrealizable, y el método serviria para analizar asociaciones de polimorfismos en
regiones concretas del genoma con genes candidato. Si el desequilibrio de ligamiento no
decae hasta distancias considerables, incluso en el rango de centiMorgans, el mapeo al
nivel de todo el genoma es posible pero, en cualquier caso, con un nimero suficiente de
marcadores (Nordborg ef al., 2002, Flint-Garcia et al., 2005, Varshney et al., 2005).

El riesgo mas obvio de este método es la identificacion de falsos positivos
(Turpeinen et al., 2003). Sin embargo, Sackville Hamilton et al. (2002) proponen que

una seleccion cuidadosa de la poblacion a analizar podria reducir estos riesgos. Entre las
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medidas que proponen para efectuar esa seleccidon estan el incluir poblaciones con el
mismo fenotipo y provenientes de diferentes origenes geograficos, junto con seleccion
de poblaciones de fenotipos divergentes originarios de la misma zona geogréfica, y
repetir este proceso para diferentes localidades. Sket et al. (2005) comentaron que estas
etapas pueden ayudar en la reduccion de falsos positivos, pero no puedan eliminar la
estructura de poblacioén que es la causa mas frecuente de la deteccion de asociaciones
espurias. Se han desarrollado diversos programas estadisticos que permiten detectar la
estructura de poblaciones y realizar los andlisis de asociacion eliminando el efecto de
esa estructura (Devlin y Roeder, 1999; Pritchard et al. 2000), lo que podria solucionar
este problema. Sin embargo, hace falta evaluar el comportamiento de estos métodos en
situaciones reales.

En este sentido, Remington et al. (2001), comentaron que asociaciones
encontradas entre caracteres fenotipicos y microsatélites en maiz, debidas el efecto de la
estructura de poblacidn, desaparecieron al centrar los andlisis en una sub-poblacion.
Pero ciertas asociaciones entre los microsatélites y el cardcter floracion mostraron altos
niveles de significacion dentro de las sub-poblaciones.

El objetivo de este estudio es el andlisis de asociacion o linkage disequilibrium
mapping en las entradas de la coleccidon nuclear espafiola de cebada. Se analiza la
asociacion de marcadores moleculares con treinta caracteres agrondmicos y
morfologicos. Algunos de estos caracteres son de herencia simple con genes de
localizacién conocida, por lo que podran emplearse como testigos para comprobar la
bondad del método. También se evalua el efecto de la estructura de la poblacion,

descrita en el capitulo 3, sobre la deteccion de asociaciones.

6-2. Material y Métodos
6-2-1. Material vegetal

En este capitulo nos centramos sobre el estudio de ciento cincuenta y seis lineas
puras de la coleccion nuclear (de un total de 159, excluidos los tres duplicados descritos
en al capitulo 3). Estas se dividen en 11 entradas de 2 carreras y 145 entradas de 6
carreras. La procedencia de estos genotipos esta descrita en la Tabla 3.2 del capitulo 3.
Se han excluido de este estudio los cultivares de la coleccion nuclear y otros cultivares
de referencia. Los motivos son, por un lado que uno de los objetivos de este estudio es

identificar lo mejor posible variabilidad genética presente en la coleccion nuclear, que
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pueda ser empleada posteriormente en programas de mejora. Por otro lado, el conjunto
total de genotipos analizados en el capitulo 3 es una representacion desequilibrada del
germoplasma de la cebada, y genéticamente muy heterogénea, como quedd de
manifiesto en el capitulo 3. Por tanto, cabe esperar que los genotipos de la coleccion
nuclear, muy mayoritarios, pesen mas en los resultados de los analisis de asociacion. El
gran desequilibrio que existe entre landraces y cultivares afectaria fuertemente a los
analisis. Por tanto, con objeto de conseguir unos resultados mas claros y representativos,

se decidi6 acometer esta parte del trabajo solo con las landraces de la coleccion nuclear.

6-2-2. Marcadores moleculares

Un conjunto de setenta y tres marcadores moleculares fueron empleados en este
analisis. Sesenta y cinco de estos marcadores estan descritos en el apartado 3-1-2-2 del
capitulo 3, mientras que los otros ocho estan descritos en el apartado 4-2-2 del capitulo
4.

6-2-3. Caracteres estudiados

Las 156 landraces analizadas en este estudio fueron evaluadas en 10 ambientes.
Los datos de los caracteres agrondmicos, de incidencia a enfermedades y de calidad
maltera, registrados en estos ensayos, fueron utilizados en este estudio. Las condiciones
experimentales asi como los detalles sobre estos caracteres estan descritos en el capitulo
5.

Una serie de caracteres morfoldgicos descriptivos fueron también incluidos en
este estudio. Estos caracteres, catorce en total, fueron tomados por personal del
laboratorio de mejora de cebada de la Estacion Experimental de Aula Dei, siguiendo las

normas del IPGRI (1994), y se describen a continuacion:

Pigmentacion del tallo y de la auricula

Estos dos caracteres fueron observados en un total de 5 plantas por entrada, en el
campo. Se distinguieron dos clases de pigmentacion:
1- Verde.
2- Purpura.
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Vellosidad de la vaina basal

Este caracter fue evaluado en 3 plantas por entrada, cultivadas en condiciones de
invernadero. Este caracter presenta 2 clases que son:
1- Ausencia.

2- Presencia.

Glumas y aristas de la gluma

1- Longitud de la gluma y de la arista mas corta que el grano.
2- Longitud de la gluma y de la arista igual que el grano.

3- Gluma y arista mas larga que el grano.

Tipo de Lemma

1- Lemma lisa no dentada.
2- Lemma dentada.

3- Lemma vellosa.

Forma de las aristas de la lemma

1- Sin aristas.

2- Aristas cortas.

3- Aristas largas.

4- Arista en forma de capucha sésil.

5- Arista en forma de capucha alargada.

Barbas de las aristas de la lemma

3- Arista lisa (pocas barbas al extremo de la arista).
5- Arista intermedia (barbas cortas en la mitad superior de la arista).

7- Arista rugosa.

Color de la gluma

1- Blanca.
2- Amarilla.
3- Marroén.

4- Negra.
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Color de las aristas

1- Blancas.
2- Amarrillas.
3- Marrones.
4- Rojas.

5- Negras.

Longitud de los pelos de la raquilla

1- Pelos cortos.

2- Pelos largos.

Longitud y densidad de espiga

Estos dos caracteres fueron evaluados eligiendo 5 espigas representativas de cada
entrada. La longitud de espiga se clasifico segin 5 categorias, de acuerdo con la
distribucion de valores observada:

1- Espigas inferiores a 4,90 cm.
2- Espigas entre 4,90 y 6,46 cm.
3- Espigas de 6,46 a 8,02 cm.

4- Espigas de 8,02 cm a 9,58 cm.

5- Espigas superiores a 9,58 cm.

Para la densidad de espiga se consideran 3 clases que son:
3- Laxa.
5- Semidensa.

7- Densa.

Espiguillas por espiga

El niimero de tripletes de espiguillas por espiga fue evaluado eligiendo 5 espigas
representativas de cada entrada. Se determinaron 5 clases, segun la variacion del
numero de tripletes.

1- Menos de 14 tripletes.
2- Entre 14 y 16 tripletes.
3- Entre 17 y 19 tripletes.
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4- Entre 20 y 22 tripletes.

5- Mas de 22 tripletes.

Tipo de espiga

2- Dos carreras.

6- Seis carreras.

Los detalles de la distribucion de estos caracteres morfologicos en las entradas de

la coleccion nuclear, no se presentardn en los resultados, por no ser el objetivo de este

estudio. La Tabla 6.1 resume los caracteres analizados en este trabajo.

Tabla 6.1 Caracteres analizados

Caracteres
agronémicos

Rendimiento (RDT)
Espigado (ESP)
Encamado (ENC)

Altura de planta (ALT)
Peso hectolitrico (PHL)
Peso de mil granos (PMQG)
Espigas m™~ (ESM)
Granos m” (GRM)
Granos por espiga (GRE)

Enfermedades

Roya (RYA)
Moteado de las hojas (MOT)
Oidio (OID)

Calidad maltera

Porcentaje de granos de calibre inferior a 2,2 mm (CA1)
Porcentaje de granos de calibre superior a 2,5 mm (CA2)
Porcentaje de proteina total en harina de malta (PRT)
Porcentaje de materia seca en el extracto de malta (MLT)

Caracteres
morfolégicos

Pigmentacion del tallo (PIT)
Pigmentacion de la auricula (PTIA)
Vellosidad de la vaina basal (VVB)
Glumas y aristas de la gluma (GAG)
Tipo de lemma (TLM)

Forma de las aristas de la lemma (FAL)
Barbas de las aristas de la lemma (BAL)
Color de la gluma (COG)

Color de las aristas (COA)

Longitud de los pelos de la raquilla (LPR)
Longitud de Espiga (LES)

Densidad de espiga (DES)

Espiguillas por espiga (EES)

Tipo de espiga (TES)
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6-2-4. Analisis de asociacion

La asociacion entre los marcadores moleculares y los caracteres estudiados se
realizd mediante andlisis de regresion entre los caracteres y los marcadores para las
landraces de la coleccion nuclear. Este se llevd a cabo de dos maneras distintas,
teniendo en cuenta o no la estructura poblacional. Ademés se efectud otro andlisis
considerando sdélo los individuos pertenecientes a una de las poblaciones (el grupo 4),
en la que el desequilibrio de ligamiento fue minimo. A partir de ahora se emplearan los
términos “grupo” o “poblacion” como sindnimos.

En primer lugar, se evalud la asociacion de cada uno de los marcadores
individualmente con cada uno de los caracteres estudiados. Aquellos marcadores que
resultaron asociados significativamente con cada caracter se analizaron posteriormente
en modelos multilocus. El motivo de realizar estos ultimos analisis es identificar s6lo
aquellas regiones que puedan estar mas cerca de verdaderos QTLs, minimizando los
falsos positivos que pudieran derivar de la presencia de desequilibrio de ligamiento
entre marcadores no ligados, un problema similar al de la multicolinearidad en regresion
multiple. De este modo es esperable que se cometan mas errores de tipo 2 (no deteccion
de asociaciones verdaderas) pero, para el propodsito de este estudio, son mas tolerables
los errores de tipo 2 que los de tipo 1 (deteccion de asociaciones no verdaderas).

A continuacion se explican estos distintos modelos de regresion con mas detalle.

6-2-4-1. Regresion marcador a marcador

Se evaluaron las asociaciones entre cada marcador y el cardcter considerado
mediante un andlisis de regresion multiple, en el cual el cardcter fenotipico era la
variable dependiente y todos los alelos de cada marcador eran las variables
independientes. En cada andlisis se excluyeron los alelos presentes con una frecuencia
inferior al 5%, o sea, presentes en menos de 8 individuos en el conjunto de las 156
landraces, o en menos de 4 individuos en el caso del grupo 4, como recomendaron
Wilson et al. (2004). La informacion de los marcadores se codifico creando una variable
para cada alelo, expresando mediante un “1” la presencia de un alelo en un individuo, y
con un “0” su ausencia en el resto de variables. Por ejemplo, un marcador con dos alelos
quedaba plenamente descrito con dos variables.

Los distintos modelos fueron calculados a partir de diferentes andlisis de

regresion, siguiendo el proceso que se detalla a continuacion:
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1)

2)

3)

4)

Analisis sin tener en cuenta la estructura poblacional que, aplicado a las 156
landraces, proporciona directamente el modelo SG y aplicado a las entradas
del grupo 4 da como resultado el modelo G4.

caracter = alelos del marcador
Anélisis de regresion con el modelo completo

caracter = grupos + alelos del marcador
Andlisis de regresion entre el cardcter y los grupos, que permite estimar la
variacion del cardcter debida a la estructura de poblacion.

caracter = grupos
Calculo de la variacion debida a exclusivamente al marcador (modelo CG),
restando la suma de cuadrados del modelo (3) de la del modelo (2). Para ello,
y para cada marcador, se calcul6 la suma de cuadrados explicada por los alelos
del mismo, como diferencia de la suma de cuadrados del modelo completo y
la explicada por los clusters. A partir de la suma de cuadrados que
corresponde a los alelos, se calculd el cuadrado medio dividiendo por los
grados de libertad correspondientes al nimero de alelos del marcador, menos
uno. Posteriormente se calcul6 una F, como cociente entre el cuadrado medio
de los alelos y el cuadrado medio del error del modelo completo. La
significacion de la F fue evaluada con el test de distribucion de probabilidad F.
Se eligieron dos niveles de significacion de 0,0007 y 0,0014, que
corresponden a una correccion de Bonferroni para un nivel a igual a 0,05 y 0,1

respectivamente, para una comparacion multiple de 73 marcadores.

En los modelos que tienen en cuenta la estructura poblacional, la probabilidad de

pertenencia de cada individuo a cada poblacion o grupo (matriz Q proporcionada por el
analisis de STRUCTURE, ver capitulo 3) se incluyé en el andlisis como cuatro
variables independientes en el modelo, previamente a la introduccion de la informacion

de los marcadores.

Todos estos analisis se llevaron a cabo mediante el programa SAS con el

procedimiento proc reg (SAS, 1988)

Los coeficientes de determinacion ajustados de los loci, calculados para cada

modelo (SG, CG, G4), fueron comparados mediante un analisis de varianza (para cada

caracter), con el procedimiento proc glm (SAS, 1988).
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6-2-4-2. Analisis multilocus

Los loci que presentaron asociaciones significativas para un cardcter fueron
analizados en modelos multilocus. Este andlisis se realizd para ver si existen efectos
aditivos entre los alelos de los diferentes loci, y por otra parte determinar cudl es la
combinacion de loci que explica mejor el caracter analizado.

Para ello, una vez identificados los loci que presentaban asociacion en el analisis
marcador a marcador, se analizaron todas las combinaciones posibles entre esos loci,
introduciendo desde 2 a n loci en el modelo, siendo n el nimero total de loci
significativos. La asociacion entre los marcadores y el caracter se evalu6 mediante el
procedimiento proc mixed, método ML (Maximum likelihood) del programa SAS (SAS,
1988), considerando los loci como factor fijo y los grupos como factor aleatorio.

La eleccion del mejor modelo se llevd a cabo atendiendo a los siguientes criterios
de informacidn o ajuste (information criteria): AIC (Akaike, 1974), AICC (Hurvich y
Tsai, 1989), HQIC (Hannan y Quinn, 1979), BIC (Schwarz, 1978) y CAIC (Bozdogan,
1987).

Para cada caracter se fueron evaluando de forma sucesiva distintos modelos,
incluyendo combinaciones de todos los loci significativos en el andlisis marcador a
marcador. En cada ronda de analisis (de 2 a n loci en el modelo) se eligié aquel modelo
en el que todos los marcadores incluidos fueran significativos y que presentaba los
valores mas bajos de la mayoria de los criterios de informacion.

Este analisis multilocus fue también ejecutado, considerando solamente las
entradas de la poblacion 4. En este caso, los Unicos factores que se introducen en el
modelo son los loci, que se consideraron como factores fijos. Se repitido el mismo
proceso descrito anteriormente para la eleccion del modelo més explicativo del caracter.

Para el modelo més explicativo de cada caracter, se procedio a una separacion de
medias de los alelos de cada locus incluido en el modelo. Este analisis, se realizd
mediante la opcidn Ismeans / pdiff del programa SAS (SAS, 1988).

Se calcul6 un coeficiente de determinacion R’ aproximado, para el modelo elegido
de cada caracter. Este analisis se llevd a cabo mediante el procedimiento proc glm del
programa SAS (SAS, 1988). En el andlisis de las 156 landraces, se dedujo el coeficiente
de determinacion de los loci del modelo, restando del modelo completo (grupos + loci),

la parte correspondiente a los grupos.
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6-3. Resultados
6-3-1. Analisis de regresion locus por locus

Este andlisis permitid detectar un cierto nimero de asociaciones entre las variables
estudiadas y los marcadores analizados. Este nimero vari6 segun el cardcter analizado y
el modelo de analisis utilizado. Sobre 2190 comparaciones posibles (30 variables y 73
marcadores) se detectaron 311 asociaciones positivas, o sea el 14,2% con el modelo SG
(sin tener en cuenta la estructura de poblacion). El nimero de asociaciones positivas se
redujo a 65 casos (2,9%) al considerar la estructura de poblacion (modelo CG). Por otro
lado, considerando unicamente la poblacién 4 (modelo G4) el numero de casos de
asociaciones positivas descendi6 a 45, o sea el 2,1% del total de las comparaciones
(Tabla 6.2). Comparando los loci con asociaciones positivas entre los distintos modelos
de analisis, se observd que habia 48 loci comunes entre los modelos SG y CG. El
modelo G4 tuvo 22 y 20 loci en comun con los modelos SG y CG, respectivamente. La
comparacion entre los 3 modelos mostrd 15 asociaciones que fueron detectadas en todos
los casos.

Para los caracteres donde se detectaron asociaciones con los loci, se calcularon los
promedios de los coeficientes de determinacion ajustados de los distintos modelos. El
analisis de varianza llevado a cabo para comparar estos promedios de los diferentes
modelos permitié ver que, en la mayoria de los casos, estos son mucho mas altos en el
modelo donde no se tiene en cuenta la estructura de poblacion (SG), que en los modelos
realizados teniendo en cuenta esta estructura (CG), o en el modelo del grupo 4 (G4),
como se muestra en las Figuras 6.1 y 6.2. Este fenomeno fue mas evidente para los
caracteres agrondmicos que los morfoldgicos. Por otra parte, el modelo G4 mostré un
promedio relativamente mas alto que el modelo CG, para todas las variables analizadas

(Figuras 6.1y 6.2)
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Tabla 6.2. Numero de loci que presentaron asociaciones positivas con las variables estudiadas, segun el modelo de
analisis empleado (sin grupos, con grupos o grupo 4); nimero de loci comunes entre los diferentes modelos.

Comunes Comunes Comunes Comunes

Variables 5G ce G4 SG-CG  SG-G4  CG-G4 SG-CG-G4
Rendimiento 21 9 2 5 1 1 1
Espigado 17 12 16 8 9 10 6
Encamado 14 2 1 2 0 0 0
Altura 8 0 0 0 0 0 0
Peso hectolitrico 34 0 1 0 1 0 0
Peso de mil granos 19 2 2 2 2 2 2
Espigas m™ 3 0 0 0 0 0 0
Granos m™ 0 0 1 0 0 0 0
Granos por espiga 6 0 0 0 0 0 0
Roya 21 4 4 3 4 3 3
Moteado de la hojas 2 0 0 0 0 0 0
Oidio 14 0 0 0 0 0 0
Calibre <2,2 mm 9 2 5 2 2 1 1
Calibre >2,5 mm 9 0 0 0 0 0 0
Proteina 9 0 1 0 0 0 0
Extracto de malta 1 0 0 0 0 0 0
Pigmentacion del tallo 3 3 0 2 0 0 0
Pigmentacion de la auricula 2 0 4 0 0 0 0
Vellosidad de la vaina basal 13 4 0 2 0 0 0
Glumas y aristas de la gluma 9 4 0 3 0 0 0
Tipo de lemma 18 3 0 2 0 0 0
fe(;rrlﬁz; de las aristas de la 0 0 0 0 0 0 0
lBezrirr]lr)rzli: de las aristas de la 0 0 0 0 0 0 0
Color de la gluma 0 0 0 0 0 0 0
Color de las aristas 0 0 0 0 0 0 0
;Zrilgﬂigd de los pelos de la 1 5 3 4 5 2 )
Longitud de espiga 32 5 3 3 1 1 0
Densidad de espiga 3 2 1 2 0 0 0
Espiguillas por espiga 1 0 1 0 0 0 0
Tipo de espiga 32 8 0 8 0 0 0
Total 311 65 45 48 22 20 15
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Figura 6.1. Promedios de los coeficientes de determinacion ajustados resultantes de los analisis de regresion entre los 73 marcadores y las
variables agrondmicas, de tolerancia a enfermedades y calidad maltera segtiin los 3 modelos SG, CG y G4. Solo se representaron los promedios
de las variables que mostraron alguna asociacion significativa en los modelos CG y G4.
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morfologicas segun los 3 modelos SG, CG y G4. Solo se representaron los promedios de las variables que mostraron alguna asociacion significativa en
los modelos CG y G4.
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6-3-1-1. Asociaciones con caracteres agronémicos

Se detectaron asociaciones con 6 variables agrondémicas: rendimiento, espigado,
encamado, peso hectolitrico, peso de mil granos y granos m™. Para las variables altura
de planta, numero de espigas m™ y granos por espiga, se detectaron asociaciones sélo en
el modelo SG, o sea, sin incluir la estructura de poblacion. Estas desaparecieron al
introducir en el andlisis la estructura de poblacidn, o al considerar el modelo G4 (Tabla

6.3). A continuacion se detallan las asociaciones encontradas para cada caracter.
Rendimiento

Veintiuna asociaciones positivas fueron detectadas entre esta variable y los 73 loci
analizados con los modelos realizados sin tener en cuenta la estructura de poblacion
(SG). Estas se redujeron a 9, al tener en cuenta dicha estructura (CG). Cinco de ellas son
comunes entre los dos modelos. Los 9 loci se distribuyen en 6 cromosomas de la forma
siguiente: en los cromosomas 1H, SH, 6H y 7H se detectd una asociacion positiva en
cada cromosoma, que corresponden respectivamente a los loci WMCIES, HVBMS5A,
Bmag009 y HYCMA. En el cromosoma 2H, 2 loci, Bmac134 y scssr07759 se mostraron
significativos y en el cromosoma 4H, 3 loci, Bmag353, EBmac701 y HVBAMY,
revelaron asociaciones positivas. Sin embargo, ninguna asociacion fue detectada en el
cromosoma 3H (Tabla 6.3). Los loci Bmac134, EBmac701 y HYBMS5A fueron los més
explicativos para este caracter, con unos coeficientes de determinacion de 0,129, 0,135
y 0,133, respectivamente.

Por otro lado, en el modelo G4 so6lo se encontraron dos asociaciones que
corresponden a los loci scssr07759 (2H) y Bmac018 (6H) (Tabla 6.3). Los coeficientes
de determinacion de estos dos loci fueron respectivamente de 0,233 y 0,190. El locus
scssr07759, es el tnico marcador significativo comun entre los diferentes modelos.

La comparacion de los promedios de los coeficientes de determinacion de los 73
loci mostré que el modelo SG explicod en general un porcentaje de varianza mayor que
los otros dos (Figura 6.1). La diferencia encontrada entre los promedios de los 2
modelos sin y con grupos corresponde a la parte explicada por la estructura de

poblacion.
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Espigado

El niimero de loci asociados a este caracter varié de 12 (CG) a 17 (SG). Ocho loci
fueron comunes entre los dos modelos (Tabla 6.2). Los doce loci encontrados asociados
al espigado en las 156 landraces se distribuyeron en los 7 cromosomas como sigue:
Bmac032 (1H), HvM020 (1H), Bmac134 (2H), scssr07759 (2H), EBmac640 (2H),
HvLTPPB (3H), HvYM062 (3H), Bmac029 (3H), HYBAMY (4H), Bmag223 (5H),
Bmac018 (6H) y Bmag369 (7H).

Los loci HVLTPPB, scssr07759, Bmac032 y Bmag369 resultaron ser los mas
explicativos, con unos coeficientes de determinacion respectivos de 0,153, 0,160, 0,133
y 0,134.

Por otro lado, al considerar solamente las entradas del grupo 4, se detectaron 16
asociaciones que correspondieron a los loci siguientes: HVGLUEND (1H), Bmac134
(2H), MWGS858 (2H), scssr07759 (2H), EBmac640 (2H), MWG699 (2H), HVLTPPB
(3H), Hv13GEIIl (3H), HYM062 (3H), Bmac029 (3H), EBmac701 (4H), HYBAMY
(4H), Bmag337 (5H), Bmag223 (5H), Bmac018 (6H) y Bmag369 (7H). En este caso,
los marcadores mas explicativos fueron EBmac701, Bmac134 y scssr07759, con unos
coeficientes de determinacion notables (0,335, 0,319 y 0,287, respectivamente). El
nimero de marcadores comunes entre este modelo y los modelos SG y CG fueron,
respectivamente, 9 y 10. Mientras que solo 6 loci significativos fueron comunes entre
los 3 modelos.

El andlisis de varianza de los promedios de los coeficientes de determinacion
ajustados de los loci, calculados para cada modelo, revelod diferencias significativas
entre los promedios de los 3 modelos (Figura 6.1). Curiosamente, el promedio

correspondiente al modelo G4 result6 ser el més alto.
Encamado

Al no incluir la estructura de poblacion en los analisis, 14 loci mostraron
asociaciones positivas con este cardcter. Estas se redujeron a dos loci al quitar esta
estructura. Estos dos loci son Bmac032 (1H) y Bmag006 (3H). Los coeficientes de
determinacion de estos dos loci fueron respectivamente de 0,126 y 0,154.

En el grupo 4, el locus Bmac064 fue el Unico que mostré una asociacion
significativa con este cardcter, y no se habia revelado significativo con el modelo sin

grupos (Tabla 6.3). Su R’ fue bastante elevado (0,193).
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Los coeficientes de determinacion de los modelos CG y G4 fueron similarmente

bajos, y significativamente menores que los del modelo SG (Figura 6.1).
Peso hectolitrico

Para esta variable se detectaron 34 asociaciones al hacer los andlisis sin tener en
cuenta la estructura de poblacion (SG), pero estas asociaciones desaparecieron por
completo en el modelo CG. Sin embargo, los andlisis llevados a cabo solamente con el
grupo 4, revelaron la asociacion del locus EBmac701 (4H) con este caracter, con un
coeficiente de determinacion de 0,321. Este locus también habia resultado significativo
con el modelo SG (Tabla 6.3).

Como en el caracter anterior, los promedios de los coeficientes de determinacion

de los modelos CG y G4 fueron similares, e inferiores al del modelo SG (Figura 6.1).
Peso de mil granos

Los analisis con el modelo SG mostraron 19 asociaciones, que se redujeron a 2 al
incluir la estructura de poblacion. Estos dos loci fueron MWG699 (2H) y HVBMSA
(5H). Los dos se revelaron significativos en los modelos SG y G4 (Tabla 6.3). Los
coeficientes de determinacion de estos dos loci fueron respectivamente de 0,103 y 0,106
en las 156 landraces y de 0,172 y 0,187 en el modelo G4.

La comparacion de los promedios de los coeficientes de determinacion de los 3
modelos presentd diferencias significativas, siendo mayor el promedio del modelo SG

(Figura 6.1).
Granos m™

Unicamente el microsatélite HHAMYB (4H) present6 una asociacion positiva con
esta variable, en el andlisis del modelo G4 (Tabla 6.3). De hecho, el promedio de los
coeficientes de determinacion para esta variable, fue mas alto en este modelo que en los
otros dos, que no se diferenciaron entre si (Figura 6.1). El locus HHAMYB present6 un

coeficiente de determinacion de 0,229.
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6-3-1-2. Asociaciones con tolerancia a enfermedades

Los andlisis de regresion entre los marcadores y los datos de incidencia de
enfermedades en campo revelaron asociaciones positivas, sobre todo en el modelo SG.
El nimero de asociaciones con ese modelo fue de 2, 14 y 21 para moteado de las hojas,
oidio y roya, respectivamente. Sin embargo, al incluir la estructura de poblacion, estas
asociaciones desaparecieron en el caso del oidio y del moteado de las hojas, mientras
que en el caso de la roya, s6lo 4 loci mostraron una asociacioén positiva. Lo mismo
ocurrio en el modelo G4 (Tabla 6.3). Los loci que se revelaron significativos para la
roya en el modelo CG fueron Bmac399 (1H), HvBTAI3 (4H), Bmag337 (5H) y
HvBMS5A (5H), con unos coeficientes de determinacion respectivos de 0,165, 0,085,
0,115 y 0,170. El locus Bmag337 no mostré una asociacion significativa en el modelo
SG (Tabla 6.3). En el modelo G4 fueron significativos cuatro marcadores que ya
aparecian en el modelo SG, y tres de ellos en el modelo CG. Estos fueron Bmac399
(1H), MWG699 (2H), HVBTAI3 (4H) y HYBMS5A (5H). En este altimo modelo, estos 4
loci presentaron coeficientes de determinacion de 0,361, 0128, 0160 y 0,200,
respectivamente.

La comparacion de los promedios de los coeficientes de determinacion de los 3
modelos present6 diferencias significativas. El promedio del modelo G4 fue mayor que

el promedio del modelo CG (Figura 6.1).

Tabla 6.3. Asociaciones positivas de los loci con las variables estudiadas, segiin el modelo
de analisis empleado (A: sin estructura de poblacion o SG; B: considerando la estructura de
poblacion o CG; C: grupo 4 6 G4); * y X corresponden respectivamente a un nivel de
significacion o de 0,05 6 de 0,1, empleando la correccion de Bonferroni para 73 tests

independientes.
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6-3-1-3. Asociaciones con calidad maltera

Los analisis de regresion entre marcadores y los datos de calidad maltera
permitieron detectar asociaciones con las 4 variables estudiadas en el modelo SG. Sin
embargo, al analizar estas variables, teniendo en cuenta la estructura de poblacion, o
analizando inicamente la poblacion 4, solamente dos variables presentaron asociaciones
positivas con los loci. Estas variables fueron el calibre inferior a 2,2 mm y el contenido

de proteina del grano.
Calibre inferior a 2,2 mm

Nueve loci mostraron una asociacion significativa con esta variable en el modelo
SG, que se redujeron a 2 en el modelo CG. Estos 2 loci fueron Bmacl134 (2H) y
Bmagl25 (2H), y presentaron respectivamente coeficientes de determinacion bastante
elevados, de 0,182 y 0,125. Cinco loci mostraron asociaciones significativas en el
modelo G4. Tres de estos loci no se revelaron significativos en el modelo SG y
unicamente uno de los 5 loci (Bmag125) fue comun para los tres modelos (Tabla 6.3).
Los 5 loci se distribuyen en s6lo 2 cromosomas: scssrt07759 (2H), Bmagl25 (2H),
HvMO054 (2H), Bmag225 (3H) y Hv13GEIII (3H) y explicaron respectivamente 0,186,
0,255, 0,189, 0,240 y 0,256 de este caracter.

Los promedios de los coeficientes de determinacion de los 3 modelos se
diferenciaron significativamente. El modelo G4 present6 un promedio mayor que los

otros dos modelos (Figura 6.1).
Proteina

Nueve loci mostraron asociaciones con esta variable en el modelo SG. Estas
desaparecieron al incluir en el andlisis la estructura de poblacion (Tabla 6.2). En el
modelo G4 se detect la asociaciéon del locus Bmac067 con esta variable (R=0,232).
Este marcador no se revel6 significativo en el modelo SG (Tabla 6.3).

Los promedios de los coeficientes de determinacion de los 3 modelos presentaron
diferencias significativas; el promedio mas alto se registré en el modelo SG (Figura

6.1).
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6-3-1-4. Asociaciones con variables morfologicas

Para facilitar la interpretacion de los andlisis de asociacion con las variables
morfologicas, se incluyen en la Tabla 6.4 los resultados del polimorfismo fenotipico
observado en las 159 entradas de la coleccion nuclear, aunque solo se utilizaron los

datos de 156 en los analisis.

Tabla 6.4. Distribucion fenotipica de las variables morfologicas en las 159 landraces, de
acuerdo con la escala aplicada en la descripcion de cada caracter.

Carsct Escala
aracter 1 2 3 4 5 6 1 8 9
Pigmentacion del tallo 60 99
Pigmentacion de la auricula 60 99
Vellosidad vaina basal 79 80
Glumas y aristas de la gluma 52 94 13
Tipo de lemma 5 20 134
Aristas de la lemma 159
Barbas de las aristas de la lemma 4 27 128
Color de la gluma 19 140
Color de las aristas 19 140
Longitud de los pelos de la raquilla 90 69
Longitud de espiga 8 37 86 19 9
Densidad de espiga 71 71 17
Espiguillas por espiga 5 38 77 27 11
Tipo de espiga 11 148

Los andlisis de regresion con las 14 variables morfologicas estudiadas,
permitieron detectar asociaciones con 10 de ellas. Para el caracter aristas de la lemma
no se observo polimorfismo en las 159 landraces, por lo cual no se puede detectar
ninguna asociacion. Los caracteres barbas de las aristas de la lemma, color de la gluma
y color de las aristas presentaron polimorfismo pero no se detecté ninguna asociacién

con los marcadores, en ningun modelo (Tabla 6.3).
Pigmentacion del tallo

Tres loci se revelaron significativos en los modelos SG y CG, siendo comunes dos
de ellos entre los dos modelos. Sin embargo, en el modelo G4 no se detectd ninguna
asociacion (Tabla 6.3). Los loci con asociaciones positivas en el modelo CG fueron
MWG699 (2H), Bmag013 (3H) y HAAMYB (4H), y presentaron coeficientes de
determinacion de 0,068, 0,188 y 0,160, respectivamente.
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La comparacion de los promedios de los coeficientes de determinacion de los 3

modelos no mostr6 diferencias significativas (Figura 6.2).

Pigmentacion de la auricula

Los analisis de regresion sin la estructura de poblacion detectaron dos loci con
asociaciones positivas. En el modelo CG, sin embargo, ningiin marcador revelé una
asociacion significativa (Tabla 6.2). El analisis en el G4 detectdé 4 asociaciones:
HvBKASI (2H), Hv13GEIIl (3H), Bmac029 (3H) y Bmag223 (5H), todos ellos
distintos de los detectados para el modelo SG. Los coeficientes de determinacion de
estos loci fueron respectivamente de 0,192, 0,265, 0,187 y 0,265.

Los promedios de los coeficientes de determinacion de los modelos SG y CG no
presentaron diferencias significativas, pero ambos presentaron promedios menores al

modelo G4 (Figura 6.2).

Vellosidad de la vaina basal

Trece loci mostraron asociaciones positivas con este caracter, en el SG. Estas se
redujeron a 4 al incluir la estructura de poblacion. Los loci involucrados fueron
Bmac399 (1H), Bmag337 (5H), Bmag500 (6H) y EBmac806 (6H), con coeficientes de
determinacion de 0,123, 0,107, 0,122 y 0,106, respectivamente. No hubo asociaciones
significativas para el modelo G4.

El modelo SG presentd6 un promedio de los coeficientes de determinacion
significativamente mas alto que los otros dos modelos, CG y G4, que no difieren entre

ellos. (Figura 6.2).

Glumas y aristas de la gluma

Al no incluir la estructura de poblacion en los andlisis de regresion, se detectaron
9 asociaciones. Sin embargo, solamente 4 marcadores mostraron asociaciones positivas
con la inclusion de los grupos en el analisis (modelo CG). Tres de ellos aparecieron en
los dos modelos (Tabla 6.2). Los 4 loci que manifestaron asociacion con este caracter
fueron Bmac399 (1H), MWG699 (2H), Bmag500 (6H) y Bmag369 (7H), y mostraron
respectivamente coeficientes de determinacion de 0,120, 0,092, 0,122 y 0,075. Ninguna

asociacion fue detectada en el modelo G4 (Tabla 6.3).
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El modelo SG presentd no so6lo el que mas asociaciones, sino que, en conjunto el
promedio de los coeficientes de determinacion de este modelo fue superior al de los

otros dos modelos (Figura 6.2).

Tipo de lemma

Dieciocho loci mostraron asociaciones con este caracter en el modelo SG. Al
incluir en el andlisis la estructura de poblacion, el nimero de asociaciones bajo
drasticamente, a sélo tres, que fueron scssr07759 (2H), HYBAMY (4H) y HVBMSA
(5H). Los coeficientes de determinacion de estos loci fueron respectivamente de 0,125,
0,096 y 0,144. Como en el caracter anterior, no se detectaron asociaciones para esta
variable con el modelo G4 (Tabla 6.3).

El promedio de los coeficientes de determinacion del modelo SG fue
significativamente mayor que el de los otros dos modelos, que resultaron similares

(Figura 6.2).

Longitud de los pelos de la raquilla

Los andlisis mostraron 10 asociaciones con el modelo SG. Al considerar la
estructura de poblacion en los analisis, solamente 5 loci mostraron una asociacion
positiva. Estos fueron MWG699 (2H), HvMO054 (2H), Bmac067 (3H), Bmac113 (5H) y
Bmag223 (5H). Los coeficientes de determinacion correspondientes a estos loci fueron
respectivamente de 0,086, 0,203, 0,161, 0,136 y 0,467. En el grupo 4, tres loci revelaron
una asociacion con este caracter: HvM020 (1H), HvMO054 (2H) y Bmag223 (5H), y
presentaron coeficientes de determinacion de 0,325, 0,307 y 0,671. Los loci HYM054 y
Bmac113 no presentaron una asociacion con la variable en el modelo SG.

La comparacion de los promedios de los coeficientes de determinacion de los 3

modelos no mostrd diferencias significativas (Figura 6.2).

Longitud de espiga

Los andlisis de regresion realizados sin tener en cuenta la estructura de poblacion
mostraron 32 asociaciones con la longitud de la espiga. Con la inclusion de los grupos
en los analisis, solamente 5 loci presentaron una asociacion positiva. Estos fueron:
Bmac399 (1H), EBmac701 (4H), Bmac040 (6H), HvM004 (7H) y Bmagl20 (7H).
Estos loci presentaron coeficientes de determinacion de 0,143, 0,137, 0,134, 0,126 y
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0,148, respectivamente. En el grupo 4, los loci HYGLUEND (1H), HvM036 (2H) y
Bmac040 (6H) son los unicos que presentaron una asociacion con este caracter, con
coeficientes de determinacion de 0,185, 0,187 y 0,307, respectivamente. Los
coeficientes de determinacion de los modelos CG y G4 no se diferenciaron
significativamente, pero los dos presentaron promedios significativamente inferiores al

promedio del modelo SG (Figura 6.2).
Densidad de espiga

Tres loci mostraron una asociacion con este caracter en el modelo SG. Con la
introduccion de la estructura de poblacion en el andlisis, solamente dos de los tres loci
siguieron revelando una asociacion significativa. Estos fueron Bmac399 (1H) y
Bmag120 (7H), con coeficientes de determinacion de 0,176 y 0,200. En el modelo G4,
el locus Bmac040 (6H) fue el unico que presentd una asociacidon positiva, con un
coeficiente R’ de 0,289.

La comparacion de los promedios de los coeficientes de determinacion de los 3

modelos no revelo ninguna diferencia significativa (Figura 6.2).
Espiguillas por espiga

Un tnico locus presentd una asociacion con este caracter en el modelo SG. Al
incluir la estructura de poblacion en los andlisis, no se encontrd ninguna (Tabla 6.3). Sin
embargo, en el modelo G4, el locus Bmac018 (6H) mostré una asociacién con este
carécter, con un coeficiente R’ de 0,184.

La comparacion de los promedios de los coeficientes de determinacion de los 3

modelos no reveld ninguna diferencia significativa (Figura 6.3).
Tipo de espiga

Los andlisis de regresion llevados a cabo sin incluir la estructura de poblacion
revelaron la asociacion de 32 loci con este caracter. Este nimero se redujo a 8 con la
introduccion de los grupos en los analisis. Estos loci fueron Bmac032 (1H), scssr10477
(1H), HYM036 (2H), MWG699 (2H), HYM054 (2H), Hv13GEII (3H), HVZCCT (4H)
y HVBMS5A (5H), como se muestra en la Tabla 6.2. Los loci HYM036 y MWG699 son

los que presentaron coeficientes de determinacion relativamente mas altos, de 0,060 y
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0,052, respectivamente. No se realizo el analisis del modelo G4 pues la mayoria de las
entradas de este grupo son de 6 carreras, s6lo hay una de 2 carreras.
Los promedios de los coeficientes de determinacion de los dos modelos se

diferencian significativamente (Figura 6.2).

6-3-2. Analisis multilocus

Los loci que presentaron asociaciones significativas para cada caracter en el
modelo CG fueron analizados en modelos multilocus, para examinar si sus efectos son
aditivos. Este andlisis permitié determinar la mejor combinaciéon de loci que explica
cada caracter, basandose sobre los criterios de informacién o de ajuste del proc mixed

de SAS (SAS, 1988). Los resultados se resumen en las Tablas 6.5 y 6.6.

6-3-2-1. Analisis multilocus con caracteres agronémicos

Rendimiento

El andlisis multilocus realizado con diferentes combinaciones de los nueve loci
que fueron significativos para este caracter en las 156 landraces, reveld que bastan
cuatro para encontrar un modelo tan explicativo como el modelo completo con nueve.
El modelo multilocus agrupa a los loci scssr07759, EBmac701, HYBM5SA y Bmag009,
que conjuntamente explican un 32,9% de la variacion del rendimiento (Tabla 6.5).

Una separacion de medias de los alelos de estos loci permiti6 ver cudles son los
posibles efectos sobre el rendimiento de cada alelo en particular. Para el locus
scssr07759, se distinguio el alelo 2 (213 pb) asociado a una produccion alta (Figura 6.4
a). En el locus EBmac701, los alelos 1 (133pb) y 5 (149 pb) son los que presentaron un
promedio de produccion alto (Figura 6.6a). Para los loci HYBMS5A y Bmag009,
solamente se destacd de los demds un unico alelo, que presentd un promedio de
produccion bajo. Fueron el alelo nulo para HvBMSA (Figura 6.7a) y el alelo de 176 pb
para Bmag009 (Figura 6.8a).

En el grupo 4, los dos loci scsst07759 y Bmac018 explicaron el 31,5% de la
variacion del rendimiento. Para el locus scssr07759, se observo una asociacion con alta
produccion para el alelo de 213 pb (Figura 6.4b). Sin embargo en el locus Bmac018 se
distinguieron 2 alelos distintos (138 y 144 pb) asociados con promedios de rendimientos

mas elevados (Figura 6.8b).
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Espigado

De los 12 loci que mostraban independientemente asociacion con el espigado, 9
entraron en el modelo mas explicativo. Estos fueron Bmac032, Bmac134, scssr07759,
HvLTPPB, HvM062, HYBAMY, Bmag223, Bmac018 y Bmag369 (Tabla 6.5). Este
modelo explico el 57,6% de la variacion en fecha de espigado. Los alelos de cada locus
relacionados con el espigado temprano fueron el alelo de 235 pb de Bmac032 (Figura
6.3a); el alelo de 213 pb de scssr07759 (Figura 6.4 a); los alelos de 156 y 158 pb de
Bmac134 (Figura 6.4a); el alelo de 221 pb de HVLTPPB (Figura 6.5a); el alelo de 247
pb de HYMO062 (Figura 6.5a); los alelos de 129 y 131 pb de HYBAMY (Figura 6.6a); el
alelo de 125 pb de Bmag223 (Figura 6.7a); los alelos de 138, 142 y 144 pb de Bmac018
(Figura 6.8a) y el alelo de 189 pb de Bmag369 (Figura 6.9a).

En el grupo 4, el modelo multilocus mas explicativo agrupo so6lo 5 loci de los 16
que mostraron una asociacion con el caracter espigado de manera independiente. Estos
fueron HVGLUEND, scssr07759, HVLTPPB, EBmac701 y Bmac018. Este modelo
explico el 75,7% de la variacion de la fecha de espigado.

Los alelos asociados con el espigado precoz fueron los de 260 y 262 pb de
HvGLUEND (Figura 6.3b); el alelo de 213 pb de scssr07759 (Figura 6.4b); el de 221 pb
de HVLTPPB (Figura 6.5b); los de 133, 135 y 137 pb de EBmac701 (Figura 6.6b) y los
de 138 y 144 pb de Bmac018 (Figura 6.8b).

El alelo de 142 pb del locus Bmac018, que se clasific6 como temprano al
considerar las 156 landraces, se encuentra clasificado como tardio al considerar

solamente las entradas del grupo 4 (Figuras 6.8a, 6.8b).

Encamado

Los dos loci asociados con encamado en las 156 landraces, Bmac032 y Bmag006,
explicaron en el modelo multilocus un 26,4% de la variacion de este caracter. Los alelos
asociados con un encamado acentuado son los de 233 y 235 pb de Bmac032 (Figura
6.3a) y los de 170, 182 y 196 pb de Bmag006 (Figura 6.5a).

En el grupo 4, donde se detectd tnicamente el locus Bmac064 asociado con este

caracter, el alelo de 157 pb, es el que menos encamado presenta (Figura 6.9b).
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Peso hectolitrico

El locus EBmac701 fue el tinico que mostr6é una asociacion con este caracter, en
el grupo 4, explicando el 32,1% de su variacion. Las entradas que tienen el alelo de 147
pb presentaron el peso hectolitrico mas alto, contrariamente a las que tienen el alelo de

133 pb (Figura 6.6b).
Peso de mil granos

Un 15,4% de la variacion del peso de mil granos fue explicada por el modelo
multilocus con MWG699 y HVYBMSA, en las 156 landraces. En el locus MWG699, el
peso de mil granos mas bajo fue observado para el tipo D (Figura 6.4a), mientras que
para el locus HYBMS5A, el alelo nulo y el alelo de 150 pb presentaron los promedios
mas bajos (Figura 6.7a).

En el grupo 4, el andlisis multilocus de estos loci anuld la significacion de
HvBMS5A. La separacion de medias del locus MWG699 confirmo el bajo peso de mil
granos de las entradas de tipo D (Figura 6.4b).

Granos m™

Solamente el locus HHAMYB revel6 una asociacion con el niimero de granos m™,
en la poblacion 4. Este marcador explica el 22,9% de la variacion de este caracter. El
namero mas alto de granos m™ corresponde al alelo de 186 pb, seguido por el de 212 pb

(Figura 6.6b).

6-3-2-2. Analisis multilocus de tolerancia a enfermedades

El anélisis multilocus para la tolerancia a la roya en las 156 landraces, permitid
ver que la combinacion de los loci Bmac399, Bmag337 y HVBMS5A era la mas
explicativa. Este modelo explicé un 30,7% de la variacion de la incidencia de esta
enfermedad. Los alelos menos susceptibles de cada locus fueron los de 131 y 137 pb
para Bmac399 (Figura 6.3b), el de 143 pb para Bmag337 y el alelo de 1200 pb para el
locus HYBMS5A (Figura 6.7b).

En el grupo 4, el modelo multilocus mas explicativo agrup6 a los loci Bmac399,
MWG699 y HVBTAI3, y explico el 47,1% de la variacion de la incidencia de la roya en

esta poblacion. Los alelos menos susceptibles para cada locus en esta poblacion fueron
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los de 131 y 137 pb para Bmac399 (Figura 6.3b), el tipo A de MWG699 (Figura 6.4b) y
el alelo de 228 pb de HVBTALI3 (Figura 6.6b).

6-3-2-3. Analisis multilocus con las variables de calidad maltera

Calibre inferior a 2,2 mm

Los dos loci Bmac134 y Bmagl25 que mostraron asociacion con este caricter,
juntos explican un 27,1% de la variacion en el andlisis multilocus. El alelo de 138 pb de
Bmac134 corresponde al promedio de porcentaje mas alto de granos que pasan la criba
de 2,2 mm. Para el locus Bmag125, los alelos de 134 y 136 pb son los que presentan un
porcentaje alto (Figura 6.4a).

En el grupo 4, el modelo més explicativo agrupé a los loci scssr07759 y
Bmag225; los dos explican un 40,0% de la variacién de la variable, y corresponden a
regiones cromosOmicas distintas de las detectadas en el modelo CG. Los alelos de 195
pb de scssr07759 (Figura 6.4b) y de 140 pb de Bmag225 son los que presentan un

porcentaje alto de granos que pasan la criba de 2,2 mm (Figura 6.5b).

Proteina

El locus Bmac067 fue el unico marcador que revel6 una asociacidon con el
porcentaje de proteina total en harina de malta en la poblacion 4, explicando un 23,2%
de la variacion de este caracter. La separacion de medias mostrd que el menor contenido

en proteina esta relacionado con el alelo de 179 pb (Figura 6.5b).

6-3-2-4. Analisis multilocus con las variables morfologicas

Pigmentacion del tallo

El modelo mas explicativo del caracter pigmentacion del tallo, en las 156
landraces combina los loci Bmag013 y HHAMYB, descartando MWG699. Este modelo
explico el 27,7% de la variacion del caracter. Los alelos de 149, 153, 155 y 159 pb del
locus Bmag013 y los de 190, 192 y 211 pb de HHAMYB parecen ser los relacionados

con la presencia de antocianina (Figura 6.5a, 6.6a).
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Pigmentacion de la auricula

Las diferentes combinaciones entre los 4 loci que mostraron asociaciones con la
pigmentacion de la auricula en el grupo 4 permitieron ver que el modelo mas
explicativo es el que agrupa a los 3 loci HYBKASI, HvI3GEIIl y Bmag223. Este
modelo explicd el 50,1% de la variacion del caracter. Los alelos que parecen estar
relacionados con la presencia de antocianina para cada locus son los de 198 y 200 pb
para HVBKASI (Figura 6.4b), el de 175 pb para HvI13GEIII (Figura 6.5b) y los de 155,
157 y 159 pb para Bmag223 (Figura 6.7b).

Vellosidad de la vaina basal

De los 4 loci que mostraron asociaciones con la vellosidad de la vaina basal, 3
entraron en el modelo multilocus mas explicativo. Estos fueron Bmac399, Bmag337 y
EBmac806. Los 3 explican combinadamente un 28,2% de la variacion. Los alelos que
parecen estar relacionados con la ausencia de vello son los de 109, 127 y 151 pb de
Bmac399 (Figura 6.3a), el de 147 pb de Bmag337 (Figura 6.7a) y el de 172 pb de
EBmac806 (Figura 6.8a).

Glumas y aristas de la gluma

El modelo multilocus que agrupa los loci MWG699, Bmag500 y Bmag369,
resulto ser el mas explicativo de este caracter, con un coeficiente de determinacion de
22,3%, descartindose Bmac399. La separacion de medias de los alelos permitio ver que
las entradas que presentan los tipos D y K de MWG699 tienden a tener las glumas y
aristas de la gluma mas cortas que el grano (Figura 6.4a). Lo mismo ocurre con las
entradas que presentan el alelo de 164 pb de Bmag500 (Figura 6.8a) y los alelos de 187
y 189 pb de Bmag369 (Figura 6.9a).

Tipo de lemma

El modelo multilocus mas explicativo de este caracter agrupé a los loci
scsst07759 y HYBMSA, quedando fuera del modelo HYBAMY. Estos dos loci explican
juntos un 22,6% de la variacion observada en el tipo de lemma. El alelo de 195 pb de
scssr07759 y los alelos nulo y de 150 pb de HYBMSA parecen ser los relacionados con
el tipo de lemma dentada (Figuras 6.4a, 6.7a).
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Longitud de los pelos de la raquilla

Cuatro loci entraron en el modelo multilocus mas explicativo para este caracter,
en las 156 landraces. Estos fueron MWG699, HvYMO054, Bmacl13 y Bmag223. Este
modelo explicé un 59,3% de la variacion observada en la longitud de los pelos de la
raquilla, aunque la mayor parte de la variacion estd explicada por el locus Bmag223
(46,6%). La separacion de medias correspondientes a los diferentes alelos permitio
distinguir que el alelo de 157 pb de HvM054, el de 191 pb de Bmac113 y los alelos de
155, 157 y 159 pb de Bmag223 corresponden a entradas que tienden a tener los pelos de
la raquilla cortos (Figuras 6.4a, 6.7a). Para el locus MWG699, las entradas de tipo K se
diferencian de los otros dos, con la tendencia a tener unos pelos de raquilla largos
(Figura 6.4a).

En el grupo 4, este caracter esta mas explicado por el modelo que combina los loci
Bmag223 y HvM054. Este modelo explica el 73,6% de la variacion en la longitud de los
pelos de la raquilla en estas entradas. El locus Bmag223 explico, ¢él solo, el 67,1% de
esta variacion. Los alelos de 155, 157 y 159 pb de Bmag223 y el alelo de 157 pb de
HvMO054 son los que corresponden a entradas con pelos de la raquilla cortos (Figuras

6.4b, 6.7b).

Longitud de espiga

Los 5 loci (Bmac399, EBmac701, Bmac040, HyM004 y Bmag120) que mostraron
asociacion con el caracter longitud de espiga en las 156 landraces, entraron en el
analisis multilocus, explicando conjuntamente el 34,5% de la variacion de este caracter.
El alelo de 137 pb de Bmac339, los de 135 y 149 pb de EBmac701, los de 176, 218, 226
y 232 pb de Bmac040, asi como el alelo de 238 pb de Bmagl20, parecen ser los mas
relacionados con una longitud de espiga corta (Figuras 6.3a, 6.6a, 6.8a, 6.9a).

En el grupo 4, solamente 2 loci (HVGLUEND y Bmac040) entraron en el modelo
mas explicativo de este caracter, quedando fuera HvMO036. Explicaron un 46,8% de la
variacion en la longitud de espiga en esta poblacion. Los alelos de 176 y 232 pb de
Bmac040 y el alelo de 264 pb de HYGLUEND son los que més se destacan en esta

poblacion, con una longitud de espiga relativamente mas corta (Figuras 6.3b, 6.8b).
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Densidad de espiga

Los loci Bmac399 y Bmagl20 explicaron juntos en el modelo de andlisis
multilocus un 27% de la variacion de la densidad de espiga en las 156 landraces. Los
alelos de 137 y 141 pb de Bmac399 asi como los alelos de 238 y 244 pb de Bmag120
parecen tener espigas relativamente mas densas (Figuras 6.3a, 6.9a).

En el grupo 4, el locus Bmac040 fue el tinico que presentd una asociacion con este
caracter, explicando el 28,9% de su variacion. Las entradas que tienen el alelo de 176 pb

se caracterizaron por unas espigas relativamente mas densas (Figura 6.8 b).

Espiguillas / espiga

El locus Bmac018 fue el tnico que mostrd una asociacion con este caracter en la
poblacion 4, explicando el 18,4% de su variacion. El alelo de 144 pb es el mas

destacable, con un nimero de espiguillas por espiga mas alto (Figura 6.8b).

Tipo de espiga.

De los 8 loci que presentaron una asociacion con este caracter, 7 (scssr10477,
HvMO036, MWG699, HvMO054, Hv13GEIIl, HvZCCT y HvBMS5A) entraron en el
modelo multilocus més explicativo, explicando conjuntamente solo el 14,5% de la

variacion de este caracter.
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Tabla 6.5. Coeficientes de determinacion mostrados por los diferentes loci que revelaron asociaciones
positivas con las variables analizadas en el modelo con grupos, en los analisis locus por locus y en el
modelo multilocus.

Variables Modelo Coeficiente de determinacion R’
Grupos + locus Locus

Grupos 0,276
WMCIES 0,306 0,030
Bmac134 0,405 0,129
scssr07759 0,324 0,048
Bmag353 0,389 0,113

Rendimiento EBmac701 0,410 0,135
HvBAMY 0,329 0,053
HvBMS5A 0,409 0,133
Bmag009 0,337 0,061
Multilocus (scssr07759 + EBmac701 + HYBMS5SA +
Bmag009) 0,329
Grupos 0,193
Bmac032 0,326 0,133
HvMO020 0,275 0,082
Bmac134 0,351 0,157
MWGS858 0,263 0,070
scssr07759 0,353 0,160
EBmac640 0,272 0,079

Espigado HvLTPPB 0,346 0,153
HvMO062 0,321 0,128
HvBAMY 0,272 0,079
Bmag223 0,333 0,140
Bmac018 0,309 0,116
Bmag369 0,327 0,134
Multilocus (Bmac032 + Bmac134 + scssr07759+
HvLTPPB + HvYM062 + HYBAMY + Bmag223 + 0,576
Bmac018 + Bmag369)
Grupos 0,192

Encamado Bmac032 0,318 0,126
Bmag006 0,351 0,159
Multilocus (Bmac032 + Bmag006) 0,264
Grupos 0,352

Peso mil granos MWG699 0,456 0,104
HvBMS5A 0,458 0,106
Multilocus (MWG699 + HYBMS5A) 0,154
Grupos 0,205
Bmac399 0,370 0,165
HvBTAI3 0,290 0,085

Roya Bmag337 0.320 0.115
HvBMS5A 0,375 0,170
Multilocus (Bmac399 + Bmag337 + HvBMS5A) 0,307
Grupos 0,168

Calibre <2,2 mm Bmac134 0,350 0,182
Bmagl125 0,293 0,125
Multilocus (Bmac134 + Bmag125) 0,271
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Tabla 6.5. (continuacion)

Variables Modelo Coeficiente de determinacion R’
Grupos + locus Locus
Grupos 0,068
. » MWG699 0,136 0,068
::lgl;“e“tac“’“ del Bago13 0,256 0,188
HdAMYB 0,227 0,160
Multilocus (Bmag013 + HHAMYB) 0,277
Grupos 0,184
Bmag399 0,307 0,123
Vellosidad de la Bmag337 0,291 0,107
vaina basal Bmag500 0,307 0,122
EBmac806 0,290 0,106
Multilocus (Bmac399 + Bmag337 + EBmac806) 0,282
Grupos 0,169
Bmac399 0,290 0,120
Glumas y aristas de MWG699 0,261 0,092
la gluma Bmag500 0,291 0,122
Bmag369 0,244 0,075
Multilocus (MWG699 + Bmag500 + Bmag369) 0,223
Grupos 0,195
scssr07759 0,320 0,125
Tipo de lemma HvBAMY 0,290 0,096
HvBMS5A 0,339 0,144
Multilocus (scssr07759 + HYBM5A) 0,226
Grupos 0,138
MWG699 0,224 0,086
HvMO054 0,341 0,203
Longitud de los pelos Bmac067 0,298 0,161
de la raquilla Bmacl13 0,274 0,136
Bmag223 0,605 0,466
Multilocus MWG699 + HVM054 + Bmac113 +
Bmag223) 0,593
Grupos 0,392
Bmac399 0,536 0,143
EBmac701 0,530 0,137
Longitud de espiga Bmac040 0,527 0,134
HvMO004 0,519 0,126
Bmag120 0,540 0,148
Multilocus (Bmac399 + EBmac701 + Bmac040 + 0.345
HvMO004 + Bmag120) >
Grupos 0,055
. . Bmac399 0,232 0,176
Densidad de espiga
Bmag120 0,255 0,200
Multilocus (Bmac399 + Bmag120) 0,270
Grupos 0,808
Bmac032 0,853 0,045
scssr10477 0,821 0,013
HvMO036 0,368 0,060
MWG699 0,860 0,052
Tipo de espiga HvMO054 0,830 0,023
Hv13GEIIl 0,821 0,013
HvZCCT 0,824 0,017
HvBMS5A 0,844 0,036

Multilocus (scssr10477 + HYM036 + MWG699 +

HvMO054 + Hv13GEIIIl + HVZCCT + HVBMS5A) 0,145
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Tabla 6.6. Coeficientes de determinacion mostrados por los diferentes loci que revelaron asociaciones
positivas con las variables analizadas en el modelo G4, en los analisis locus por locus y en el modelo
multilocus.

Variables Locus Coeficiente de determinacién R’
scssr07759 0,233
Rendimiento Bmac018 0,190
Multilocus (scssr07759 + Bmac018) 0,315
HvGLUEND 0,272
Bmac134 0,319
MWGB858 0,124
scssr07759 0,287
EBmac640 0,195
MWG699 0,148
HvLTPPB 0,253
Hv13GEIII 0,210
Espigado HvMO062 0,235
Bmac029 0,247
EBmac701 0,335
HvBAMY 0,217
Bmag337 0,203
Bmag223 0,254
Bmac018 0,248
Bmag369 0,201
Multilocus (HYGLUEND + scssr07759 + HVLTPPB + EBmac701 +
Bmac018) 0,755
Encamado Bmac064 0,193
MWG699 0,172
Peso de mil granos HvBMSA 0,187
Multilocus (MWG699) 0,172
Peso hectolitrico EBmac701 0,321
Granos m” HdAMYB 0,229
Bmac399 0,361
MWG699 0,128
Roya HvBTAI3 0,160
HvBMS5A 0,200
Multilocus (Bmac399 + MWG699 + HVBTAI3) 0,471
scssr07759 0,186
Bmag125 0,255
Calibre<2,2 mm HvMO54 0,189
Bmag225 0,240
Hv13GEIII 0,256
Multilocus (scssr07759 + Bmag225) 0,400
Proteina Bmac067 0,232
HvBKASI 0,192
Hv13GEIII 0,265
:lilgr'lfc‘z'l‘:“ié" dela  piac029 0,187
Bmag223 0,265
Multilocus (HvBKASI + Hv13GEII + Bmag223) 0,501

214



Capitulo 6

Tabla 6.6. (continuacion)

Variables Locus Coeficiente de determinacién R’
HvMO020 0,325
Longitud de los pelos HYM054 0,307
de la raquilla Bmag223 0,671
Multilocus (Bmag223 + HvM054) 0,736
HvGLUEND 0,185
HvMO036 0,187
Longitud de espiga
Bmac040 0,307
Multilocus (HYGLUEND + Bmac040) 0,468
Densidad de espiga Bmac040 0,289
Espiguillas / espiga Bmac018 0,184

Los marcadores que se retuvieron en los modelos multilocus para todas las
asociaciones significativas encontradas se han representado sobre un mapa revisado de
la poblacion Oregon Wolfe (Costa et al., 2001), al que se ha afiadido la informacion
sobre la asignacion de los marcadores a bins, segin la distribucion de estos ultimos
propuesta por Kleinhofs y Han (2002). Esta informacion esta recogida en las Figuras 6.3
a 6.9. Cada figura se compone de tres partes. La columna vertebral de cada figura es un
mapa de bins de cada cromosoma, con los marcadores que definen los bins, un
esqueleto de marcadores de la poblacion Oregon Wolfe, y los marcadores analizados en
este estudio. En las dos primeras partes de cada figura (una para el modelo CG y otra
para el modelo G4) se incluyen ademas en el lado derecho tablas con los alelos de los
marcadores que han mostrado asociaciones significativas y que se han retenido en los
analisis multilocus, el numero de entradas en las que estaba presente cada alelo, y los
valores de los caracteres fenotipicos correspondientes, con la separacion de medias
correspondiente al modelo multilocus. En la tercera parte de cada figura se presenta, en
el lado izquierdo, una tabla con las asignaciones de posiciones de QTLs encontrados en
otras poblaciones (Tabla 6.7), y de genes descritos (Tabla 6.8), solamente para los

caracteres con asociaciones significativas en este estudio.
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Figuras 6.3a - 6.9a. Representacion de un mapa consenso de bins de los cromosomas 1H-7H.
Los marcadores en negrita corresponden a los analizados en este estudio. Los loci subrayados
marcan el inicio del bin. Las tablas corresponden a la separacion de medias de los alelos de
loci que mostraron asociaciones positivas con los caracteres analizados en el modelo
multilocus de las 156 landraces con el modelo con grupos (CG).

Figuras 6.3b - 6.9b. Representacion de un mapa consenso de bins de los cromosomas 1H-
7H. Los marcadores en negrita corresponden a los analizados en este estudio. Los loci
subrayados marcan el inicio del bin. Las tablas corresponden a la separacion de medias de los
alelos de loci que mostraron asociaciones positivas con los caracteres analizados en el modelo
multilocus de las entradas del grupo 4 (G4).

Figuras 6.3c- 6.9c. Mapa consenso de bins de los cromosomas 1H-7H, Los marcadores en
negrita corresponden a los analizados en este estudio. Los loci subrayados marcan el inicio
del bin. Las tablas representan las asignaciones de posiciones de QTLs encontrados en otras
poblaciones, solamente para los caracteres con asociaciones significativas en este estudio. Los
nimeros corresponden a las poblaciones donde se localizaron los QTLs, los nimeros
marcados en negrita representan el pico del QTL en dicha poblacion, las poblaciones estan
descritas en la Tabla 6.7. Las letras corresponden a la referencia de descripcion de los genes
de los caracteres correspondientes, que se presentan en la Tabla 6.8
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Figura 6.3a

Bin 12

Bin 13

1H

BCD1434
Hor5
MWG938
Act8A
MWGS837B
ABC165C
ABA004
Bmac399
GBM1007
BCD098
ABGO053
Ical
GBM1042
JS074
HvM020
HvALAAT
Bmag211
Per2
GBM1051
HvGLUEND
Glbl
Bmac032
ABC160
scssr10477
DAKI123B
MWGS518
PSR330
Bmacl44A
Bmag382
MWG706A

KFP170
HvHVALl
BCD1930
Blp
ABC261
MWG2028
WMCI1E8
ABG387A

Locus Alelo| Tamaiio (pb) | N.° de entradas | Roya Vellqmdad de Dens@ad de Longltud de
la vaina basal espiga espiga (cm)
1 109 9 7,6 a 1,2¢ 4,0 be 3,3 ab
2 127 13 7,2 a 1,2¢ 39c¢ 3,6a
Bmac399 3 131 9 5,7 be 1,7a 4,2 be 38a
4 137 16 57¢ 1,6 ab S54a 29b
5 141 23 7.0a 1,4 be 4,9 ab 36a
6 151 8 7,1 ab 1,2¢ 4,2 be 3,6 ab
Locus Alelo| Tamaiio (pb) | N.° de entradas | Espigado | Encamado
1 217 13 120,1 ab | 4,7 bc
2 227 14 119,4bc | 5,0 bc
3 229 20 119,5b 45¢
Bmac032 4 231 29 118,6 bc | 5,1bc
5 233 12 1192bc | 6,2a
6 235 11 117,7 ¢ 5,6 ab
7 237 14 119,7bc | 5,1 bc
8 239 13 122,0 a 45¢
Locus Alelo Tazr;lg)n © | N.° de entradas Tipo de espiga
1 126 10 50a
scssr10477 2 134 129 5,0a
nulo 17 40b




Figura 6.3b
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BCD098
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GBM1042
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HvM020
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Bmac032
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PSR330
Bmacl44A
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MWG706A

KFP170
HvHVALl
BCD1930
Blp
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MWG2028
WMCI1E8
ABG387A

\

Locus Alelo| Tamailo (pb) | N.° entradas| Roya
1 127 10 5,5 ab
2 131 9 4,2 be
3 133 5 7,0a
Bmac399 4 137 5 32¢
5 141 11 63a
6 149 6 5,4 ab
7 151 6,8a
Locus Alelo| Tamafio (pb) |N.° entradas | Espigado | Longitud de espiga (cm)
1 260 59 117,7b 2,7b
HvGLUEND | 2 262 9 116,9 b 29b
3 264 10 120,2 a 34a




Bin Espigado Roya Loﬁsg;til;g de Genes'
1 37 52 A Rph4
2 2 38 1
3 2 55
4 4 55
5 4
6
7 5 8 16
8 5
9 8 9
10 34 7 19 42 44
11 3 4 7 19 42 44 eam8
12 4
13
14 5 7 36 G eams

1H

1. Los genes estan descritos en la Tabla 6.8

Figura 6.3c
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Figura 6.4a

Bin 15

2H

ABGO058

Bmac134
ABG703B
Chs1B

MWGS878A

HVMO036
ABG318
MWGS58
ABG358
scssr07759
Pox
MWG663

CDOS37
ABC468

|
=

Bmag378
EBmac640
Bmac093
Bmac132
HvBKASI
ABC451
His3C
MWG865
vrsl
MWG699
Bmag125
MWG503
ABGO072
KsuD22
ABC252
HvMO054
ABC165
zeol

MWG844C

CDO036B

EBmac684 \

/

\

T

Locus  |Alelo|Tamafio (pb)|N.° de entradas| Espigado |Calibre <2.2 mm (%)
1 130 68 119.5b 3.7cd
2 138 9 1233 a 94a
3 148 11 120,3 b 4,3 bed
4 156 9 116,8 ¢ 5,3 be
Bmacl34| 5 158 11 1157 ¢ 34cd
6 162 8 120,1b 6,7b
7 166 9 120,4 b 42cd
8 168 12 119,76 2,7d
9 172 10 120,1 b 4,0 cd
Locus  |Alelo|Tamaiio (pb)|N.° de entradas| Tipo de espiga
1 110 57 50a
2 114 61 5,0a
HYMO36 15 122 8 40b
4 134 16 50a
Locus Alelo[Tamafio (pb)|N.° de entradas| Produccion (q.ha™) |Espigado| Tipo de lemma
1 195 7 2300 1220 a 22b
scssr07759| 2 213 38 246a 1183 b 2,6a
3 221 106 232b 120,2 a 2,5a
Locus Haplotino N.°de |Peso de mil| Glumas y aristas | Longitud de los | Tipo de
PIOUPOle htradas granos (g) | delagluma |pelos delaraquilla| espiga
A 62 393 a 21a 12¢ 5.0a
MWG699 D 85 37,7b 1,8b 1,3b 50a
K 9 42,2 a 1,9 ab 19a 30b
Locus Alelo | Tamafio (pb)|N.° de entrada| Calibre<2,2 mm (%)
1 134 27 55a
2 136 91 5,7a
Bmagl2s) 138 13 3.6b
4 140 21 3,1b
~ o Longitud de los pelos de | ... .
Locus  |Alelo|Tamafio (pb)|N.° de entradas la raquilla Tipo de espiga
1 149 27 1.7a 5.0a
2 157 91 14b 5,0a
HvMO054 ’ ?
v 3 159 13 162 50a
4 161 21 1,6 a 40b




Figura 6.4b
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Locus Alelo|Tamafio (pb)[N.° entradas|Produccién (q.ha™)| Espigado |Calibre <2,2 mm (%)
1 195 5 25,8b 122,5a 88a
scssr07759| 2 213 32 27.5a 117,0 ¢ 3,7b
3 221 44 26,4b 118,9b 4,8b
Locus Alelo|Tamaiio (pb)|N.° entradas| Pigmentacion de la auricula
1 198 8 1,.8a
HVBKASI| 2 199 56 1.3b
3 200 18 1,7a
Locus Haplotipo[N.° entradas |Peso de mil granos (g) [Roya
MWG699 A 47 439a 52b
D 35 41,0b 6,0a
Locus Alelo|Tamafio (pb)[N.° entradas|Longitud de los pelos de la raquilla
1 149 17 1,6a
HvMO054 2 157 47 1,3b
3 159 11 1,5a




Bin

. . Pigmenta- Glumas y| | Tipo
Rendimiento Espigado Peso 1000 granos Cilzlf)zre Roya l;lsll):;g(:‘e ctl:llllod;l aristas de de Genes
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Locus Alelo|Tamafio(bp)|N.° de entradas|Espigado

1 217 12 121,3a
HVLTPPB | 2 219 103 120,1 a

3 221 41 117,3b
Locus Alelo|Tamafio(bp)|N.° de entradas|Encamado

1 164 23 45¢

2 170 12 6,1a

3 172 18 42¢
Bmag006 | 4 182 25 5,5 ab

5 196 16 5,3 ab

6 198 8 5,1 be

7 200 22 43¢
Locus Alelo[Tamafio(bp) [N.° de entradas |Pigmentacion del tallo

1 149 22 1,7 ab

2 153 9 1,7 abe

3 155 36 1.9a
Bmag013 | 4 157 11 1,4 cd

5 159 10 1,8 ab

6 161 18 1,3d

7 163 18 1,5 bed
Locus Alelo|Tamafio(bp)|N.° de entradas | Tipo de espiga

1 169 44 5,0a
Hv13GEI| 2 173 10 40b

3 175 101 50a
Locus Alelo[Tamafio(bp) [N.° de entradas [Espigado

1 247 43 118,6 b
HvMO062 2 251 27 120,2 a

3 255 83 120,8 a
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Locus Alelo|Tamafio (pb)|N.° entradas [Espigado
1 217 9 120,1 a
HvLTPPB | 2 219 40 120,2 a
3 221 33 118,3b
Locus Alelo|Tamafio (pb)|N.° entradas|Proteina (%)
1 151 11 12,3a
Bmac067 2 171 25 12,5a
3 173 10 11,8 ab
4 179 12 11,1b
Locus Alelo[Tamafio (pb)|N.° entradas|Calibre <2,2 mm (%)
1 140 6 88a
2 142 10 4,8b
Bmag225 3 144 32 430
4 146 20 4,7b
5 148 10 48b
Locus Alelo|Tamaiio (pb)[N.° entradas|Pigmentacion de la auricula
Hv13GEIIl ! 169 33 16D
2 175 45 19a
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Locus Alelo| Tamafio (pb) [N.° de entradas| Produccion (q.ha™) | Longitud de espiga (cm)
1 133 8 24,6 ab 3,5 abc
2 135 47 24,1b 3,3 be
EBmac701| 3 137 11 23,9 be 38a
4 147 16 23,0c¢ 3,6 ab
5 149 24 255a 3,1c
Locus Alelo| Tamafio (pb)|N.° de entradas [Tipo de espiga
HvZCCT 1 1400 144 4,0b
2 nulo 12 50a
Locus Alelo| Tamafio (pb)|N.° de entradas| Espigado
1 127 15 1222 a
HVBAMY 2 129 13 119,8 be
3 131 83 119,4 c
4 132 43 120,9 ab
Locus Alelo| Tamafio (pb) [N.° de entradas [Pigmentacion del tallo
1 186 18 1,5 be
2 189 40 l4c
HJAMYB | 3 190 43 1,6 ab
4 192 16 1,7 ab
5 211 12 1,8a
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Locus Alelo| Tamafio (pb)|N.° entradas| Espigado | Peso hectolitrico (kg hl™)
1 115 6 121,5a 639b
2 133 6 118,0 be 61,8¢
EBmac701 3 135 28 117,6 ¢ 633b
4 137 7 117,7 be 63,3b
5 147 7 120,1 ab 65,9 a
6 149 6 122,5a 63,5b
Locus Alelo| Tamaio (pb)|N.° entradas| Roya
HVBTAI3 1 228 17 50b
2 234 65 62a
Locus Alelo| Tamaiio (pb)[N.° entradas| Granos m™
1 186 11 9129 a
2 189 25 6970 b
HJAMYB| 3 190 17 6760 b
4 192 9 6269 b
5 212 5 7617 ab
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1
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4
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Locus  |Alelo|Tamarfio (pb)[N.° de entradas Longitud de lqs
pelos de la raquilla
1 181 65 1,7a
2 191 15 1,2¢
Bmacl13| 3 193 22 1,5b
4 195 20 1,5b
5 197 10 1,5 ab
Locus  |Alelo|Tamaifio (pb)[N.° de entradas| Roya Vellqsidad dela
vaina basal
1 127 19 7,5 ab 1,3 ab
2 129 61 7,5a I,5a
Bmag337 3 143 13 5,7¢ l4a
4 145 20 6,6 be l4a
5 147 28 6,8b LL1b
6 149 8 6,4 abc 1,5a
Locus  |Alelo|Tamaifio (pb)[N.° de entradas| Espigado pelig:%;euig ?:qLOiTla
1 125 12 117,3d 1,4 cd
2 127 16 120,9 ab 1,9a
3 155 17 120,3b I,le
Bmag223| 4 157 35 119,4 be 12e
5 159 10 119,6 abed 1,2 de
6 165 9 121,6 a 1,8 ab
7 169 11 118,2 cd 1,7 be
Lovus [ abtoramao o] e, | Podtn [ Femde il | oy [ & Tre &
1 4850 92 259a 414a 72a| 27a 50a
HVBMSA 2 1100 50 25,7a 42,6 a 57b| 26a 50a
3 150 7 24,9 a 38,2b 7.8a | 2,2b 4,0b
4 nulo 7 20,2 b 36,8 b 6,5ab| 1,7¢ 4,0b
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Locus Alelo| Tamafio (pb)|N.° entradas Eleglr: Zﬁﬁgﬁ; péggi?ig faeqhoiila
1 125 12 1,4b 1,6 b
2 127 14 1,4b 2,0a
Bmag223| 3 155 9 1,8a I,lc
4 157 20 1,7a Llc
5 159 8 19a ILlc
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Locus Alelo|Tamaio (pb) [N.° de entradas |Glumas y aristas de la gluma
1 150 19 1,8 ab
2 158 16 23a
Bmag500 | 3 160 13 2,0a
4 162 37 2,1a
5 164 17 1,6 b
Locus Alelo| Tamaiio (pb) |N.° de entradas|Espigado
1 138 7 1174b
BmacO18 2 140 53 120,5a
3 142 55 118,6 b
4 144 40 118,4b
Locus Alelo| Tamafio (pb)[N.° de entradas | Produccion (q. ha™)
1 172 11 24,7 a
2 176 12 2240
Bmag009 ’
3 178 120 248 a
4 180 10 248 a
Locus Alelo| Tamafio (pb) |N.° de entradas|Vellosidad de la vaina basal
EBmac806 1 172 58 1,4b
2 nulo 82 1,6 a
Locus Alelo|Tamaiio (pb) [N.° de entradas| Longitud de espiga (cm)
1 176 15 33c¢
2 218 9 3,1c
3 222 20 3,5bc
Bmac040 4 224 8 3,5 abc
5 226 14 34c
6 228 21 39a
7 230 17 3,8 ab
8 232 13 33c¢
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Locus  |Alelo|Tamafio (pb)| N.° entradas |Produccion (q. ha™) |Espigado |Espiguillas por espiga
1 138 7 274 a 117,2b 2,0b
Bmac018 2 140 41 26,3 b 121,6 a 3,0b
3 142 19 26,0 b 120,5a 3,0b
4 144 15 272 a 118,8b 4,0a
Locus  |Alelo [Tamaiio (pb)| N.° entradas [Longitud de la espiga (cm)|Densidad de espiga
1 176 5 2,5cd 6,6 a
2 218 7 2,9 abc 39b
3 222 12 3,1ab 3.8Db
Bmac040| 4 226 11 2,8 bc 3,7b
5 228 12 32a 40b
6 230 12 33a 40b
7 232 10 2,5d 38b
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Locus Alelo|Tamaio (pb)| N°entradas Ig:;ggl';z(cirﬁi
1 194 18 3,3 bc
2 198 13 3,5ab
3 200 15 3,1c
HvMO004| 4 202 31 36a
5 248 10 3,6 ab
6 252 12 37a
7 256 11 3,4 abc
Locus Alelo|Tamaiio (pb)|N.° de entradas| Espigado | Glumas y aristas de la gluma
1 185 31 118,6 a 22a
Bmag369| 2 187 62 118,5a 1,8b
3 189 53 117,0 b 1,8b
Locus Alelo|{Tamaio (pb)|N.° de entradas | Densidad de espiga|Longitud de espiga (cm)
1 230 10 4,3 be 3,5ab
2 232 8 4,6b 3,8ab
3 234 21 4.3 bc 3,4 bc
4 236 48 4,0 be 3,6 ab
Bmagl120| 5 238 8 4,7 ab 30c
6 244 58a 3,2 be
7 262 45b 3,4 abc
8 264 21 4,3 be 3,5ab
9 268 8 33c¢ 39a
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Capitulo 6

Tabla 6.7. Descripcion de las poblaciones numeradas en las figuras 6.3¢c-6.9¢ y sus correspondientes
referencias.

Nuimero de la

Poblacién poblacién Autores
Blenheim x E224/3 1 Barua et al., 1993;Thomas et al., 1995; Powell et al., 1997.
Blenheim x Kym 2 Bezant et al., 1996, 1997.
Steptoe x Morex 3 Hayes et al., 1993; Boyd et al., 2003.
Dicktoo x Morex 4 Pan et al., 1994; Boyd et al., 2003; von Zitzewitz et al., 2005.
Harrington x Morex 5 Marquez-Cedillo et al., 2000, 2001; Ayoub ef al., 2002
Harrington x TR306 6 Tinker et al., 1996; Mather et al., 1997; Spaner et al., 1998.
Prisma x Apex 7 Yin et al., 1999, 2002, 2005.
Harry x ISR101-23 8 Pillen et al., 2004.
Igri x Triumph 9 Laurie et al., 1994, 1995.
Chevron x M69 10 de la Pena et al., 1999; Canci et al., 2003;, 2004.
Derkado x B83/21/5 11 Thomas et al., 1998; Ellis et al., 2002.
L94 x Vada 12 Qietal., 1998.
Hor1063 x Krona 13 Kicherer et al., 2000.
Tadmor x ER(Apm) 14 Teulat et al., 2001.
Arta x H. spontaneum 15 Baum et al., 2003.
Brenda x HS213 16 Lietal., 2005.
Chebec x Harrington 17 Barr et al. 2003b; Boyd et al. 2003.
Sloop x Alexis 18 Barr et al., 2003a; Boyd et al., 2003; Karakousis et al., 2003b.
Sloop x Halcyon 19 Boyd et al., 2003 ; Read et al., 2003; Park et al., 2003.
Tallon x Kaputar 20 Cakir et al., 2003; Boyd et al., 2003; Park et al., 2003.
Mundah x Keel 21 Long et al. 2003.
Amagi Nijo x WI2585 22 Pallotta et al., 2003 ; Reinheimer et al., 2004.
Apex x ISR101-23 23 Pillen et al., 2003.
Calicuchima-sib x Bowman 24 Hayes et al., 1996, 1997.
Caesarea 26-24 x Harrington 25 Matus et al., 2003.
Karl x Lewis 26 See et al., 2002.
M92-299 x M81 27 Canci et al., 2004.
Post x Vixen 28 Scheurer et al., 2001.
SM73 x SM145 29 Zhu et al., 1999a.
Tystofte Prentice x Vogelsanger Gold 30 Kjaer et al., 1995; Kjaer y Jensen, 1996.
VB9524 x ND11231*12 31 Emeberi et al., 2003.
Beka x Logan 32 Moralejo et al., 2004.
Dicktoo x Kompolti korai 33 Karsai et al., 2005.
Gobernadora x CMB643 34 Zhu et al., 1999b.
Nure x Tremois 35 Francia et al., 2004; von Zitzewitz et al., 2005.
Oregon Wolfe Barley 36 Borner et al., 2002.
Patty x Tallon 37 Park et al., 2003.
Shyri x Galena 38 Toojinda et al., 2000.
Stander x MNS93 39 Canci et al., 2004.
Arapiles x Franklin 40 Boyd et al., 2003.
Arapiles x Caminant 41 Garvin et al., 1998.
2571 x Betzes 42 Bormer et al., 2002.
Atsel x Betzes 43 Stracke y Borner, 1998.
mat-all x Betzes 44 Borner et al., 2002.
Igri x Danilo 45 Backes et al., 1995.
Super precoz x Betzes 46 Borner et al., 2002.
Tankard x Livet 47 Rajasekaran et al., 2004.
Vada x 1B-87 48 Backes et al., 2003.
Vada x 81882 49 Pickering et al., 1998.
Galleon x Haruna Nijo 50 Karakousis et al., 2003a.
Fredrickson x Stander 51 Mesfin et al., 2003.
Gold x Prior 52 Collins et al., 2001.
194 x HS078 53 Ivandic et al., 1998.
L94 x HS084 54 Ivandic et al., 1998.
H. spontaneum 55 Ivandic et al., 2003.
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Capitulo 6

Tabla 6.8. Descripcion de los genes citados en las figuras 6.3¢ - 6.9¢, con los cdédigos asignados a las

referencias
Cr  Genes Descripcion del gen Carécctsfl lglga;ilonado Fuente Cédigo
IH Rph4 Resistencia a Puccinia hordei  Roya McDaniel y Hathcock, 1969. A
eam8 Early maturity Espigado Franckowiak et al., 1997. G
2H Rphl Resistencia a Puccinia hordei  Roya Roane y Starling, 1989. B
Ppd-HI  Respuesta a fotoperiodo Espigado Laurie et al., 1994. 9
Rphl6  Resistencia a Puccinia hordei  Roya Drescher et al., 2000. C
Eamé6 Early maturity Espigado Franckowiak y Konishi, 2002. H
eog Elongated outer glume ;ﬂ"r;njs y aristas de la Franckowiak y Lundqvist, 1997. I
Gth Toothed lemma Tipo de lemma Franckowiak, 1997. J
vrsl Deficiens Tipo de espiga Komatsuda et al., 1999. F
ant2 iﬁfﬁ;cy anin-less (purple Pigmentacion del tallo  Franckowiak y Lundqvist, 1997. K
Pau Purple auricle Z&%{?ﬁ: acién de la Nilan, 1964. L
3H sdwl Denso Altura, (Espigado) Laurie et al., 1993. z
ant28 Proanthocyadinin Pigmentacion Jende-Strid, 1998. M
eaml0  Early maturity Espigado Borner et al., 2002. N
4H Vrn-H2  Respuesta a vernalizacion Espigado Konishi y Franckowiak, 1997. (6]
Hin Hairs on lemma nerves Tipo de lemma Franckowiak y Konishi, 1997. P
SH Rph2 Resistencia a Puccinia hordei  Roya Borovkova et al., 1997. D
srh Short rachilla hairs Id“;)rllagirt;(fui?alos pelos Franckowiak, 1997. R
Eam5 Early maturity Espigado Franckowiak, 2002. S
Vin-HI  Respuesta a vernalizacion Espigado Laurie ez al., 1995. 9
Rph9/12 Resistencia a Puccinia hordei  Roya Franckowiak y Jin, 1997. E
6H eam7 Early maturity Espigado Franckowiak y Gallagher, 1997. T
lax-c Laxatum-c Densidad de espiga Lundqvist y Franckowiak, 1997.
dsp9 Dense spike Densidad de espiga Konishi y Franckowiak, 1997. A%
7H  brhl Brachytic Longitud de espiga Franckowiak, 1997. w
dspl Dense spike Densidad de espiga Franckowiak y Konishi, 1997. X
1bi3 Long basal rachis internode Longitud de espiga Franckowiak, 1997.
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6-4. Discusion

Los analisis de asociacion realizados en las 156 landraces, sin tener en cuenta la
estructura de poblacion, llevaron a la deteccion de un niimero elevado de asociaciones.
De hecho, las 311 asociaciones detectadas en los analisis sin la inclusion de la estructura
de poblacion, que suponen un 14,0% de todos los analisis realizados, se redujeron a sélo
la quinta parte (64, o sea, el 2,9%) al considerarla, por lo que cabe pensar que muchas
de las asociaciones detectadas con el modelo SG fueran posiblemente falsos positivos.

Estos resultados concuerdan con los resultados de Thornsberry et al. (2001),
quienes consiguieron disminuir el nimero de asociaciones positivas por un factor de 4,7
para algunos caracteres, en un estudio de asociacion del caracter fecha de floracion en
maiz, al incluir el efecto de la estructura de la poblacion. También Wilson et al. (2004)
encontraron que la asociacion entre el gen candidato shrunken2 (sh2) y el contenido en
almidon, previamente descrita por Prioul ez al. (1999) en una muestra de lineas puras de
maiz, no era tan evidente al analizar un conjunto mayor de lineas puras, teniendo en
cuenta la estructura de poblacion en el andlisis. Estos autores concluyeron que la
asociacion encontrada en esta region pudo ser consecuencia de una interaccidon genotipo
por ambiente, o de la influencia exclusiva de la estructura de poblacion. Por eso, Flint-
Garcia et al. (2005), recomiendan que, cuando se hacen estudios de asociacién para
cualquier cardcter, hay que examinar previamente el efecto de la estructura de
poblacion. Aranzana et al. (2005) comentaron en este sentido que, aunque sea
reconocido que la estructura de poblacion causa correlaciones espurias, la prediccion de
los falsos positivos es dificil, pues las dimensiones de este problema no son conocidas,
por la escasez de estudios de asociacion a nivel de genomas completos. En el presente
estudio, los caracteres que presentaron un numero mayor de asociaciones en los analisis,
sin tener en cuenta el efecto de la estructura de poblacién, fueron el tipo de espiga (dos
o seis carreras), peso de mil granos, peso hectolitrico, tipo de lemma y longitud de
espiga (Tabla 6.2). El nimero de asociaciones detectadas con el modelo SG para estos
caracteres fue muy elevado, entre un 26% y un 47% de las asociaciones analizadas.
Estos porcentajes son exageradamente elevados y, sin duda, se deben a la presencia de
asociaciones espurias. De hecho, la mayoria de estas asociaciones desaparecieron al
incluir el efecto de la estructura de poblacion en los andlisis. Estos caracteres estan
relacionados con la morfologia de la espiga y del grano, por lo que es posible que estén

fuertemente influenciados por la presencia de entradas de dos y seis carreras en la
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coleccion nuclear. De hecho, uno de los grupos de entradas definidos por el analisis de
grupos esta compuesto casi exclusivamente por entradas de dos carreras (el grupo 2). El
grupo 2 ya mostrdé un peso hectolitrico significativamente superior a los otros tres
grupos, compuestos casi exclusivamente por entradas de seis carreras (Tabla 5.11b del
capitulo 5). Este hecho se repite para el caracter longitud de espiga (datos no
mostrados). De esta manera, existe un polimorfismo cierto para estos caracteres
fenotipicos en la coleccion nuclear, pero parece que la estructura de poblacion detectada
se hace cargo de una parte importante de ese polimorfismo fenotipico. Asi, el nimero de
asociaciones de marcadores con esos cuatro caracteres disminuye acusadamente en el
modelo CG (Tabla 6.2), pues la variacion dentro de grupos es relativamente menor que
entre los grupos. El marcador MWG699, que se sitia junto al gen principal que
determina el nimero de carreras (vrs/), aparecia asociado a un gran nimero de
caracteres que se distribuyen de forma diferente entre 2 y 6 carreras (p.ej. altura, peso
hectolitrico, peso de mil granos, granos por espiga o longitud de la espiga), al no
considerar la estructura de poblacion. Sin embargo, la mayor parte de esas asociaciones
dejaron de ser significativas al tener en cuenta dicha estructura.

Esto se confirmé también con la comparacion de los promedios de los coeficientes
de determinacion de los modelos sin grupos y con grupos (Figura 6.1, 6.2), donde estos
coeficientes fueron mucho mas altos en los modelos sin grupos.

El espigado es otro caricter que mostré6 muchas asociaciones, tal vez debido a un
efecto de seleccion para adaptacion a las distintas zonas geograficas, lo que
probablemente habré influido en la formacion de los grupos genéticos. En este sentido,
Remington et al. (2001), comentaron que la estructura de poblacion en maiz parece
reflejar los efectos de la seleccion de caracteres adaptativos como la floracion. Este
papel adaptativo de la floracion y su influencia en la estructuracion de las poblaciones
se puso también de manifiesto en el estudio de Aranzana et al. (2005), quienes, al
realizar un estudio de mapeo por asociacidén, descubrieron que la floracidon esta
fuertemente correlacionada con el origen geografico en Arabidopsis thaliana. Esta
situacion coincide con la que resultaria para un caracter bajo seleccion latitudinal.

En general, caracteres muy correlacionados con la estructura de poblacion pueden
mostrar una elevada tasa de falsos positivos. Sin embargo, puede darse el caso de que
existan alelos funcionales cuya distribucién coincida con la estructura de poblacion y
que no sean detectados en el andlisis al tener en cuenta dicha estructura (falsos

negativos). Por este motivo, Flint-Garcia et al. (2005), recomiendan que la manera mas
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directa para validar una asociacion potencial es evaluar el polimorfismo candidato en
una muestra poblacional distinta, con una estructura poblacional diferente. En este
sentido, para validar las asociaciones encontradas entre microsatélites y caracteres
fenotipicos en maiz, Remington et al. (2001), realizaron los andlisis en una de las
poblaciones generadas por el programa STRUCTURE. En el presente estudio, la
busqueda de asociaciones en una de las poblaciones, donde la estructura de poblacion
era despreciable, redujo los casos positivos a 45. De estos 45, solamente 19 habian sido
encontrados en el andlisis de la totalidad de los genotipos, teniendo en cuenta la
estructura de poblacidn, y otros 22 se detectaron inicialmente en el anélisis sin tener en
cuenta dicha estructura. Estos ultimos pueden ser casos en los que las frecuencias
alélicas sean bastante diferentes entre grupos, por lo que las asociaciones que presenten
desaparecerian en buena medida en un modelo que considere la estructura de poblacion.
Sin embargo, el hecho de que reaparezcan en el modelo G4, donde el desequilibrio de
ligamiento es muy bajo, sugiere que se trata de asociaciones tan probables como las que
puedan aparecer con el modelo CG.

La eliminacion de los alelos presentes en una frecuencia inferior al 5% en la
muestra de genotipos analizada, hizo que los alelos que entraron en el anélisis de las 156
landraces y en el grupo 4 no fueran comunes en su totalidad para algunos loci. Eso
también podria explicar en parte la aparicion de nuevas asociaciones en la poblacion 4,
que no se detectaron en el anélisis de las 156 landraces.

Para averiguar hasta qué punto las asociaciones encontradas son reales, se
compararon los resultados obtenidos en este estudio con los de QTLs encontrados por
otros autores en estudios de ligamiento en poblaciones segregantes biparentales clésicas,

y con las posiciones de genes conocidos.

Rendimiento

Una cantidad apreciable de loci mostré asociacion con el rendimiento en el
analisis de las 156 landraces. La mayoria coincidieron con regiones donde se
encontraron QTLs en poblaciones biparentales (Figura 6.4c, 6.5¢, 6.6¢, 6.7¢c, 6.8c). Los
loci WMCIES y Bmac134 no coincidieron con ningun QTL de rendimiento conocido,
aunque la asociacion positiva que mostraron se puede deber a la correlacion que existe
entre el rendimiento y el espigado (=-0,41, P<0,0001). De todos los loci que

presentaron asociacion al mismo tiempo para rendimiento y espigado, se comprobo que
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los alelos que corresponden a una floracion precoz, fueron siempre los que mayor
rendimiento presentaron. El locus Bmac134 mostr6 asociacion con espigado, pero no
asi el locus WMCI1ES. La no-asociacion de este locus con el espigado, se debe al nivel
de significacion estricto elegido. Este marcador mostré6 un nivel de significacion
cercano al umbral de significacion elegido en este estudio, lo que podria ser un caso de
falso negativo.

El analisis multilocus de este caracter mostrd que los loci scssr07759, EBmac701,
HvBMS5A y Bmag009 fueron los que mas explican la variacion de rendimiento.
Diferentes QTLs fueron detectados en estas regiones en varias poblaciones. En el bin 5,
del cromosoma 2H donde se localiza el locus scssr07759, fue detectado un QTL de
rendimiento en las poblaciones Blenheim x Kym (Bezant ef al., 1997) y SM73 x SM145
(Zhu et al., 1999a) (Figura 6.4c). Otro QTL para rendimiento fue descrito dentro del bin
10 del cromosoma 4H, en el cual se encuentra el locus EBmac701, en las poblaciones
Harrington x TR306 (Tinker et al., 1996); Prisma x Apex (Yin et al., 1999, 2002);
VB9524 x ND1123*12 (Emebiri et al., 2003); SM73 x SM145, entre los bins 8 a 10
(Zhu et al., 1999a) y Derkado x B83-12/21/5, entre los bins 10 y 12 (Thomas et al.,
1998; Ellis et al., 2002) (Figura 6.6c). En el cromosoma 5H, fueron encontrados QTLs
de rendimiento en las poblaciones Blenheim x E224/3 (Barua et al., 1993, Powell et al.,
1997) y Apex x ISR101-23 (Pillen et al., 2003), en el bin 11 donde se localiza el locus
HvBMS5A (Figura 6.7c). En el bin 6 del cromosoma 6H, donde se situa el locus
Bmag009, se detectaron QTLs en las poblaciones Calicuchima-sib x Bowman. (Hayes
et al., 1996) y Tandard x Livet (Rajasekaran et al., 2004). También Zhu et al. (1999a)
asi como Ellis et al. (2002) detectaron QTLs respectivamente en las poblaciones SM73
x SM145 y Derkado x B83-12/21/5, entre los bins 6 y 8.

En la poblacion 4, solo se detectaron dos loci, scssr07759 y Bmac018. Este ultimo
se localiza en una posicion muy cercana al locus Bmag009, ya descrito en el parrafo
anterior.

El locus scssr07759 es el tnico que reveld asociacion con el rendimiento en la
totalidad de las entradas y en la poblacion 4. El alelo de 213 pb fue el que se caracterizd
por un promedio de rendimiento alto en los dos andlisis (156 landraces y poblacion 4).

La distribucién no aleatoria de los alelos en los grupos podria ser una de las
principales causas que engendran asociaciones con distintos loci entre las dos muestras

de entradas. De hecho para los loci HYBMS5A y Bmag009, el alelo que presentaba

249



Capitulo 6

diferencias significativas en el analisis de las 156 landraces, no estaba presente o se

trataba de un alelo raro, que no entraba en el analisis de la poblacion 4.

Espigado

Doce y dieciséis loci mostraron asociaciones con este caracter, respectivamente en
las 156 landraces y en la poblacion 4. De todos los loci que mostraron asociacion con el
espigado en las 156 landraces o en la poblacién 4, solamente 2 no coinciden con
regiones donde se describieron QTLs para espigado en la literatura. Los numerosos
estudios existentes en la literatura ponen de manifiesto la alta frecuencia de deteccion de
QTLs para este caracter. Esto no es sorprendente por una parte, pues es un caracter de
medida sencilla, por lo que se evalua en casi todos los experimentos de busqueda de
QTLs. Es un caracter que dificilmente se podria calificar como cualitativo o
cuantitativo, mas bien es un caracter intermedio entre estas dos situaciones. Esta
controlado por parte de unos pocos genes mayores, tres de respuesta a la vernalizacion y
dos de respuesta a fotoperiodo (Takahashi y Yasuda, 1970; Laurie et al., 1994, 1995),
que configuran una respuesta cualitativa, pero bastante variada y ain no plenamente
descrita. Ademas existen otros genes de menor efecto que, en union con los genes
mayores, terminan por formar una respuesta aparentemente cuantitativa. Pero, por otra
parte, su heredabilidad es alta (Manzjuk y Barsukov, 1974, Ma et al., 2000),
habitualmente gracias a una varianza del error reducida. Este hecho favorece la
deteccion de QTLs, al menos por comparacién con caracteres cuantitativos también
medidos habitualmente, como el rendimiento. De los 9 loci que entraron en el modelo
mas explicativo de este caracter, 8 coincidieron con regiones donde se encontraron
QTLs en poblaciones biparentales. El locus Bmac032 se localiza en el bin 9 del
cromosoma 1H, en el cual se describieron QTLs en las poblaciones Harry x ISR101-23
(Pillen et al., 2004) e Igri x Triumph (Laurie et al., 1995). Entre los bins 10y 11 de este
cromosoma, se encontraron mas QTLs para espigado en otras poblaciones (Figura 6.3c¢).
Este marcador podria estar en desequilibrio de ligamiento con el gen eams, asignado al
bin 11 por Borner et al. (2002) al analizar las poblaciones 2571 x Betzes y mat-all x
Betzes, aunque éste fue descrito por Franckowiak et al. (1997) en el bin 14, donde se
encuentra el locus WMCIES, que revelo6 asociacion con rendimiento.

En el bin 1 del cromosoma 2H, donde se encuentra el locus Bmac134, no se ha

descrito ningin QTL para espigado en la literatura, sin embargo en el bin 5, donde se
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localiza scssr07759, fueron detectados QTLs en las poblaciones Blenheim x E224/3
(Powell et al., 1997) y Blenheim x Kym (Bezant ef al., 1996). En esta tltima, el alelo de
Kym fue relacionado con el espigado tardio. Este también es el caso del locus
scssr07759, para el cual las landraces que presentan el alelo de Kym (221 pb) espigaron
1,9 dias mas tarde. Las mismas variaciones de los alelos fueron observadas en la
poblacion 4. Este locus podria estar en relacion con el gen de fotoperiodo Ppd-HI
descrito por Laurie et al. (1994) en el bin 4 de este cromosoma.

En el bin 2 del cromosoma 3H, donde se localiza el locus HVLTPPB, solo se
describio un QTL en la poblaciéon Harry x ISR101-23 (Pillen et al., 2004). En este
locus, el alelo de 221 pb, que correspondi6 al espigado precoz, es tipico del material
espafol, y se ha encontrado solamente en 2 variedades (Kym y Cameo) de las
empleadas en el estudio de diversidad (capitulo 3). En el bin 15 de este mismo
cromosoma, donde se encuentra el locus HYM062, se encontré un QTL en la poblacion
Igri x Triumph, donde el alelo de esta tltima variedad fue descrito como tardio (Laurie
et al., 1995). Estos resultados coinciden con los observados en el presente estudio para
los alelos de HYMO062. Las landraces que presentan el alelo de Igri (247 pb) fueron mas
precoces que las que tienen el alelo de Triumph (255 pb), como se muestra en la Figura
6.5c. Este locus podria tener relacion con el gen eami(), descrito por Borner et al.
(2002), aparentemente situado en el bin 16 de este cromosoma.

En el bin 13 del cromosoma 4H, donde se encuentra el locus HVBAMY, se
describieron QTLs para espigado en las poblaciones Steptoe x Morex (Hayes et al.,
1993), Calicuchima-sib x Bowman (Hayes ef al., 1996) y Harry x ISR101-23 (Pillen et
al., 2004). En la poblacion Steptoe x Morex, los genotipos que presentaron el alelo de
Steptoe adelantaron sus espigados 1,5 dias con respecto a los que presentaron el alelo de
Morex. También en las landraces, las entradas que presentaron el alelo de tamafio
similar al de Steptoe (129 pb) en el locus HYBAMY espigaron 1 dia antes que las
entradas que presentaron el alelo de Morex (132 pb) (Figura 6.6¢). Este locus podria
tener relacion con el gen de vernalizacion (Vrn-H?2) situado en el bin 12, donde se
encontraron QTLs para espigado en mas poblaciones (Figura 6.6c). Los resultados del
cruzamiento Steptoe X Morex son particularmente interesantes para compararlos con los
de este estudio, pues Steptoe es una variedad californiana de ancestros traidos desde
Espana.

En el bin 9 del cromosoma 5H, donde se sitiia el locus Bmag223, se describieron

QTLs de espigado en las poblaciones Dicktoo x Morex (Pan ef al., 1994) y Chevron x
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M69 (de la Pena et al., 1999). También Ivandic et al. (2003), encontraron una
asociacion entre el microsatélite Bmag223 y la fecha de espigado en H. spontaneum.
Este marcador podria estar en relacion con el gen Eam5, que se encuentra en el mismo
bin (Franckowiak, 2002).

En el bin 6, del cromosoma 6H se encuentra el locus Bmac018. En este mismo bin
se describieron QTLs para espigado en diferentes poblaciones: Igri x Triumph (Laurie et
al., 1995), Blenheim x E224/3 (Barua et al., 1993), Chevron x M69 y M92-299 x M81
(Canci et al., 2004) o Atsel x Betzes (Stracke y Borner, 1998). Estos ultimos autores
localizaron el gen eam?7 en este bin, aunque este gen habia sido descrito en el bin 5 por
Franckowiak y Gallagher (1997). El locus Bmac018 mostr6 asociacion con el espigado
en la poblacion 4. Tanto en las 156 landraces como en la poblacion 4, las entradas que
tienen los alelos de 138 y 144 pb se caracterizaron por un espigado precoz, mientras que
las que presentan el alelo de 140 pb, fueron tardias. Curiosamente, el alelo de 142 pb
fue precoz en las 156 landraces y tardio al analizar solamente la poblacion 4.

Bmag369 es el noveno marcador que entra en el modelo multilocus mas
explicativo del espigado. Este se sitia en el bin 7 del cromosoma 7H, en el cual fueron
descritos QTLs en varias poblaciones. Pillen et al. (2003) describieron un QTL en la
poblacion Apex x ISR101-23, en el marcador Bmac064, que se encuentra a pocos
centiMorgans del locus Bmag369. Borner et al. (2002) encontraron un QTL en el
mismo bin, en la region del gen nud que se sitia entre los dos loci Bmac064 y
Bmag369, en la poblaciéon Oregon Wolfe Barley. Por otra parte Canci et al. (1994)
describieron un QTL en la poblacion Chevron x M69, entre los bins 6 y 7. También
Hayes et al. (1993), encontraron un QTL entre los bins 7y 9, en la poblacion Steptoe x
Morex.

La mayoria de los loci que mostraron asociacion con el espigado en la poblacion 4
coincidieron con los encontrados en la totalidad de las /andraces. De los 6 loci que
mostraron asociacion unicamente en esta poblacion, sélo el locus EBmac701 (bin 10)
no coincidié con ningun QTL de espigado conocido. Aun asi, este marcador es el mas
explicativo de la variacion de espigado en los andlisis locus por locus, y entra en el
modelo mas explicativo de la variacion del espigado en esta poblacion. EI QTL mas
cercano a esta posicion descrito en la literatura es un QTL en el bin 9 en la poblacion
Igri x Triumph, en ensayos de siembra de otofio (Laurie ef al., 1995). Los genotipos de
tipo Triumph espigaron 2 dias mas tarde que los genotipos de tipo Igri. Sin embargo, en

el locus EBmac701 se observo el efecto contrario con respecto a los alelos de esas dos
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variedades. Las landraces que tienen el mismo alelo que Triumph (135 pb) espigaron
2,5 dias antes que las landraces que presentan el alelo de Igri (147 pb) (Figura 6.6b),

por lo que parece tratarse de un polimorfismo distinto.
Encamado

Para este caracter se detectaron asociaciones distintas en las 156 landraces y en la
poblacion 4. Esto podria tener relacion con el hecho de que los alelos que entraron en el
analisis en cada muestra no son exactamente los mismos.

Los loci Bmac032 y Bmag006 fueron los tnicos que revelaron asociacion con el
encamado en las 156 landraces. El primer locus no coincide con ningiin QTL conocido.
Sin embargo para la posicion de Bmag006, localizado en el bin 6 del cromosoma 3H, se
han descrito QTLs en las poblaciones Steptoe x Morex (Hayes ef al., 1993) y Tallon x
Kaputar (Cakir ef al., 2003).

Los dos loci presentaron un efecto aditivo en la explicacion de la variacion del
encamado.

El locus Bmac064, situado en el bin 7 del cromosoma 7H, es el unico que
present6 asociacion con el encamado en la poblacion 4. Hayes ef al. (1993) encontraron

un QTL para este caracter entre los bins 7 y 10 en la poblacidon Steptoe x Morex.
Peso hectolitrico

EBmac701 fue el unico locus que mostrd una asociacion con este caracter en la
poblacion 4. Este se situa en el bin 10 del cromosoma 4H, donde no se describio ninglin
QTL para este caracter en la literatura. La deteccion de esta asociacion podria ser el
resultado de la correlacion que podria existir entre peso hectolitrico y rendimiento. De
hecho, esta es la region del cromosoma donde mas QTLs para rendimiento se han

descrito en la literatura (Figura 6.6c¢).
Peso de mil granos

Los locit MWG699 y HYBMSA mostraron asociacion con el peso de mil granos en
los modelos CG y G4. Los dos loci fueron significativos en el modelo multilocus en el
analisis de todas las landraces; sin embargo, la significacion del locus HYBMS5SA se
anulo en la poblacion 4. Esto se debe principalmente a que estos dos marcadores se

encuentran en una situacién de desequilibrio de ligamiento en esta poblacion (+=0,32,
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P<0,0001). La mayoria de las entradas de esta poblacion que presentan el tipo A para el
locus MWG699 tienen a su vez el alelo de 1200 pb en el locus HYBMS5A, mientras que
las de tipo D (en MWG699) corresponden en su mayoria al alelo de 4850 pb (en
HvBMS5A), por lo cual la informacion obtenida para los dos loci en esta poblacion es
redundante.

La region donde se sitiia el locus MWG669 en el cromosoma 2H (bin 9), coincide
con la zona donde se han descrito mas QTLs para el caracter peso de mil granos (Figura
6.4c). También en el bin 11 del cromosoma 5H, donde se localiza el locus HYBMS5A, se
encontraron QTLs en las poblaciones Prisma x Apex (Yin et al., 2002), Tadmor x
ER(Apm) (Teulat et al., 2001) y Amaji Nijo x WI2585 (Coventry et al., 2003; Pallotta
et al.,2003).

Granos m™

El locus HHAMYB fue el tnico marcador que mostrd asociacion con este caracter
en la poblacion 4. Esta asociacion no coincide con ningun QTL descrito en la literatura
para este caracter. El alelo de 186 pb, que se diferencidé con un mayor promedio de
granos m™ que los otros alelos, es exclusivo de algunas entradas espafiolas. No se ha
encontrado en ninguna de las variedades testigo analizadas en el estudio de diversidad

(capitulo 3).
Roya

De los cinco loci que mostraron asociacion con la roya, dos coincidieron en bins
que albergan genes de resistencia conocidos. El locus Bmac399, en el bin 4 del
cromosoma 1H, es el mas explicativo de la variacion de la incidencia de esta
enfermedad en la poblacion 4, y el segundo mds explicativo en las 156 landraces.
Ningtin QTL fue descrito en esta region del cromosoma en la literatura. Sin embargo en
el bin 1 de este cromosoma, se encuentra el gen de resistencia Rph4 (McDaniel y
Hathcock, 1969). Este marcador podria estar en desequilibrio de ligamiento con el gen.

En la poblacion 4 se detectd una asociacidon con resistencia a roya para el locus
MWG699. No se describidé ningiin gen de resistencia a esta enfermedad cercano a este
locus en la literatura. Se han descrito dos genes de resistencia a roya en este
cromosoma, Rphl (Roane y Starling, 1989) y Rphl6 (Drescher et al., 2000), que se

localizan respectivamente en los bins 3 y 6. Seria posible que existiera un desequilibrio
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de ligamiento entre el locus MWG699 y uno de esos genes. También se ha descrito otro
gen de resistencia a roya en este cromosoma, Rphl5 (Franckowiak y Chicaiza, 1998).
Su posicion relativa en el cromosoma es desconocida, aunque fue asignado al brazo
largo de este cromosoma, por lo cual no se descartaria una posible relacion entre este
gen y el locus MWG699. Por otra parte, Kicherer et al. (2000) identificaron un QTL en
esta region del cromosoma en la poblacion HOR 1063 x Krona.

El locus HYBTAI3 mostr6 asociaciones con esta enfermedad en las dos muestras
de entradas, pero no coincide con ningun QTL para resistencia a roya de hojas descrito
en esta region. Tampoco se describieron genes de resistencia a roya en este cromosoma.
Sin embargo, Hayes et al. (1996) encontraron un QTL para resistencia a la roya amarilla
(Puccinia striiformis) en el mismo bin (11) donde se encuentra el locus HvBTAI3. Por
otra parte Franckowiak y Jin (1997) comentaron la existencia de dos genes de
resistencia a Puccinia hordei, Rph6 y RphS8, cuya posicidon en el genoma es
desconocida. El locus Bmag337, localizado en el bin 4 del cromosoma 5H, podria estar
marcando la presencia de polimorfismo en el gen Rph2, descrito por Borovkova et al.
(1997) en esta zona del cromosoma. En este mismo bin, se describieron QTLs para
resistencia a la roya de las hojas, en dos poblaciones: Blenheim x E224/3 (Thomas et
al., 1995) y Sloop x Halcyon (Park et al., 2003).

El locus Bmag337 no mostrd asociacion con resistencia a roya en la poblacion 4,
posiblemente porque en este grupo de entradas se analizaron menos alelos de este
marcador. De hecho, el alelo menos susceptible (143 pb) no entr6 en el analisis de esta
poblacion.

El gen de resistencia a la roya Rph9/12 se sitia en el bin 11 del mismo
cromosoma (Borovkova et al., 1998), donde también se encuentra el locus HYBMS5SA,
con quien podria estar en desequilibrio de ligamiento. Otras evidencias de la presencia
de genes de tolerancia en esta region son los QTLs para resistencia a roya descritos en
este mismo bin en las poblaciones Tallon x Kaputar y Patty x Tallon (Park ef al., 2003).

Aunque el locus HVBMS5A es el segundo marcador mds explicativo de la
resistencia a roya en la poblacion 4, éste no entrd6 en el mejor modelo del analisis
multilocus. Esto se debe probablemente al desequilibrio de ligamiento que existe entre
este marcador y el locus MWG699, y una posible redundancia de la informacion entre
ambos.

En el andlisis de las 156 landraces, el locus HVBTAI3 fue el que se quedd

excluido del modelo multilocus mas explicativo. Esto es consistente con el hecho de
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que fuera el locus que present6 el coeficiente mas bajo en los analisis locus por locus

de estas entradas.

Calibre inferior a 2,2 mm

Dos y cinco loci, respectivamente, presentaron una asociacion aparente con este
caracter en las 156 landraces y en la poblacion 4. El locus Bmag125 es el tnico comin
entre los dos modelos. No se han descrito QTLs para este caracter en el bin 9 del
cromosoma 2H, donde se localiza este locus. Sin embargo, en el bin 8, se describieron
QTLs en dos poblaciones, Chebec x Harrington (Barr et al., 2003b) y Mundah x Keel
(Long et al., 2003).

El locus Bmac134, situado en el bin 1 del cromosoma 2H, fue el mas explicativo
para este caracter, en los analisis locus por locus del modelo CG. De nuevo, no coincide
con QTLs para calibre del grano conocidos en esta region del cromosoma. Este locus
mostrd también asociacion con la fecha de espigado y con rendimiento. Se observo que
los alelos que mostraron un espigado tardio presentaron rendimientos peores. Esta es
una situacion que se da con bastante frecuencia en ambientes mediterraneos (Voltas et
al., 1999). Cabe dentro de lo posible que un estrés hidrico progresivo afectara de modo
mas acentuado a las entradas mas tardias, influyendo en el tamafio y peso de los granos.
De hecho, las entradas que presentaron el alelo de 138 pb del locus Bmac134 son las
que espigaron claramente mas tarde, y también son las que presentaron un porcentaje
mas alto de granos de calibre inferior a 2,2 mm (Figura 6.4a). Sin embargo, no se
detectd asociacion para el cardcter peso de mil granos en este locus, lo que habria
apoyado aun mas la hipétesis expuesta.

Aparte del locus Bmag125, los loci scssr07759, HvMO054, Bmag225 y Hv13GEIII
mostraron asociacion con este caracter en el analisis de la poblacion 4. Pero ninguno
coincide con QTLs descritos en las regiones del cromosoma donde se localizan. En el
caso del locus scssr07759 se observo lo mismo que en el caso del locus Bmac134. Las
entradas tardias son las que mayor porcentaje de granos pequefios presentan, aunque
tampoco en esta zona se detectd asociacion con el peso de mil granos. Por lo cual la
asociacion de este caracter con estos dos loci puede deberse a la correlacion que existe

entre los dos caracteres (r =-0,26, P =0,003).
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Proteina

El locus Bmac067 fue el unico que revelo6 asociacion con el porcentaje de proteina
en la harina de malta, en el andlisis de la poblacion 4. Este locus se sitia en el bin 6 del
cromosoma 3H, donde ya se localiz6 un QTL para este caracter en la poblacion
Chevron x M69 (Canci et al., 2003). Este locus no reveld asociacion en el andlisis de las
156 landraces. La introduccion de mas alelos en el andlisis de la poblacion 4, que no
fueron incluidos en las 156 landraces, podria ser la razéon de la deteccion de la

asociacion de este locus con proteina en esta poblacion.

Pigmentacion del tallo y de la auricula

Se encontraron asociaciones para el caracter pigmentacion del tallo en las 156
landraces, mientras que la asociacion con la pigmentacion de la auricula se detectod
unicamente en la poblacion 4.

En el bin 10 del cromosoma 2H, se localiza un gen de antocianina ant2
(anthocyanin less). Esta cerca del locus MWG699, que mostrd asociaciéon con el
caracter pigmentacion del tallo. Esta asociacion parece estar relacionada con el tipo de
espiga. Las entradas de 2 carreras que presentan el haplotipo K del locus MWG699
presentan pigmentacion purpura en el tallo. Como el marcador MWG699 esté ligado al
gen vrsl, que determina el tipo de espiga 2 0 6 carreras, cualquier caracter que tenga
una distribucion relacionada con el tipo de espiga, mostrard una asociacion con este
marcador.

Los loci HHAMYB y Bmag013 son los mas explicativos de la variacion en la
pigmentacion del tallo. Ningtin gen responsable de la pigmentacion ha sido descrito en
el bin 13 del cromosoma 4H, donde se encuentra el locus HHAMYB. Tampoco se
describieron QTLs para este cardcter en esta zona del genoma. El locus Bmag013 se
sitia en el bin 13 del cromosoma 3H, donde se detecté6 un QTL para pigmentacion del
grano en los bins 13 y 14, en la poblacion Arapiles x Caminant (Garvin et al., 1998).
Estos autores relacionaron el QTL con el gen ant28 (proantocianidinas), aunque poco
después este gen fue asignado al bin16 (Jende-Strid, 1998).

También los loci HvI3GEIIl y Bmac029, que mostraron asociacion con la
pigmentacion de la auricula en la poblacion 4, podrian tener relacion con este gen, por
su localizacion respectivamente en los bins 14 y 16 del cromosoma 3H. HVBKASI es

otro locus que revel6 asociacion con la pigmentacion de la auricula. Se localiza en el bin
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8 del cromosoma 2H y podria tener relacion con el gen Pau (Purple auricle) aunque su
situacion, en el binll, parece bastante alejada. El locus Bmag223 es uno de los mas
explicativos de este caracter con un coeficiente de determinacion de 26,5%, pero no

coincide con ningun gen.

Vellosidad de la vaina basal

Franckowiak y Konishi, (1997) describieron un gen (Hsh) para este caracter, en el
cromosoma 4H. En este estudio, ningiin marcador de este cromosoma mostro asociacion
con este caracter. Sin embargo se encontraron asociaciones con cuatro loci localizados
en los cromosomas 1H, SH y 6H, en el andlisis de las 156 landraces. Estos no

coincidieron con ningtin QTL o gen descrito en la literatura.

Glumas y aristas de la gluma

En el cromosoma 2H, se describi6 un gen para este caracter en el bin 8 (eog:
elongated outer glume) por Franckowiak y Lundqvist (1997). El locus MWG699 revelo
una asociacion con este caracter, y podria estar relacionado con este gen por su
localizacion proxima. Otros tres loci mostraron asociacién con este caracter, pero no
coincidieron con genes conocidos. Tampoco se describieron en la literatura QTLs para

este caracter.

Tipo de lemma

Los loci scssr07759, HYBAMY y HVBMS5A mostraron asociacion con el tipo de
lemma. De estos 3 loci, solamente el locus HYBAMY esta localizado cerca del gen Hin,
(hairs on lemma nerves) descrito por Franckowiak y Konishi (1997), en el bin 12 del
cromosoma 4H.

En el bin 9 del cromosoma 2H, se encuentra el gen Gth (toothed lemma) descrito
por Franckowiak (1997). La relacion entre este gen y el locus scssr07759 es improbable,
pero tampoco se descartaria un posible desequilibrio de ligamiento entre el gen y el
locus. Sin embargo, no se ha descrito ningun gen para este caracter en el cromosoma
SH. Curiosamente, los loci scssr07759 y HYBMSA son los marcadores mas explicativos

de este caracter.
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Longitud de los pelos de la raquilla

Un tnico QTL, fue descrito en la literatura para este caracter, localizado en el bin
9 del cromosoma 5H, en la poblacion Galleon x Haruna Nijo (Karakousis ef al., 2003a).
La posicion del QTL coincide con la del gen Sri (Franckowiak, 1997). En este mismo
bin se localiza el locus Bmag223, que mostrdé una asociacion con la longitud de los
pelos de la raquilla en este estudio. De hecho, de los loci que revelaron asociacion con
este caracter tanto en las 156 landraces como en la poblacion 4, el locus Bmag223 fue
el mas explicativo de todos. Este marcador esta muy préximo al gen, por lo cual podria
esta ligado a ¢él, lo que explicaria los valores altos de los coeficientes de determinacion
que mostr6. Kraakman et al. (2006) también encontraron una asociacion entre el locus
Bmag223 y la longitud de los pelos de la raquilla, en un estudio de ‘association
mapping’ en cultivares de cebada de dos carreras de primavera.

El locus HvM054 se mostrd asociado a este cardcter en las dos muestras de
genotipos, pero no coincide con ningun gen conocido. El locus HvYMO020 reveld una
asociacion con este caracter en la poblacion 4, pero no entrd en el modelo multilocus
mas explicativo. Este locus se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el locus
Bmag223 en este grupo de entradas. Por este motivo, y dada la fuerte asociacion
existente entre el caracter y Bmag223, su contribucion al caracter desaparece en el
modelo multilocus.

Los loci MWG699, Bmac067 y Bmac113 que también mostraron asociacion con
la longitud de los pelos de la raquilla, en las 156 landraces, no coinciden con ninglin

gen conocido.

Longitud de espiga

Cinco y tres loci, respectivamente, mostraron asociacion con la longitud de espiga
en las 156 landraces y en la poblacion 4. El locus Bmac040 es el inico marcador
comun que mostro asociacion con este caracter en los dos analisis. No se conoce ningin
gen de este caracter que coincida con los marcadores que mostraron asociacion con la
longitud de espiga. Por otra parte, de los QTLs descritos en la literatura para este
caracter, solamente dos estan cerca de los bins de dos loci que presentaron asociacion.
Uno se localiza en el bin 7 del cromosoma 1H, y el otro entre los bins 7 y 8 del
cromosoma 7H. Fueron descritos por Li ef al. (2005), en la poblacién Brenda x HS213.

El locus HYGLUEND, que manifestd una asociacion con la longitud de la espiga en el
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analisis de la poblacion 4, se encuentra en el bin 8 del cromosoma 1H, mientras que el
locus Bmagl20 que reveld asociacion con este caracter en el andlisis de las 156

landraces, se situa en el bin 9 del cromosoma 7H.

Densidad de espiga

Los loci Bmac399 y Bmag120 mostraron asociacion con la densidad de espiga en
el andlisis de las 156 landraces. En el anélisis de la poblacion 4, solamente el locus
Bmac040 presentd asociacion con este caracter. En el cromosoma 1H, Franckowiak
(1999) describio dos genes para densidad de espiga que son dsp.ab y dsp.ao. La
posicion exacta de estos genes es desconocida, El gen dsp.ao fue asignado al brazo
corto del cromosoma. El locus Bmac399, se encuentra en el bin 4 del cromosoma 1H,
por lo que podria tener relacion con este gen. En el bin 9 del cromosoma 7H, donde se
localiza el locus Bmagl20, no se ha descrito ningiin gen para este caracter. Sin
embargo, se conoce un gen de densidad de espiga en el bin 6 del cromosoma 7H. Los
genes lax-c y dsp9 se encuentran respectivamente en los bins 13 y 14 del cromosoma
6H. La asociacion del locus Bmac040, situado en el bin 13, con este caracter, podria

deberse a la proximidad con respecto al gen lax-c, ya que se localizan en el mismo bin.

Espiguillas / espiga

El locus Bmac018, fue el tnico marcador que presentd asociacidon con este
caracter, y solo en el analisis de la poblacion 4. Esta posicién no coincide con ningiin

gen conocido ni QTL descrito en la literatura.

Tipo de espiga.

Ocho loci mostraron asociacion con el tipo de espiga (2 6 6 carreras), aunque
solamente el locus MWG699 tienen relacion con este caracter, por estar ligado el gen de
determinacion de tipo de espiga 2 6 6 carreras vrs/ (Komatsuda et al., 1999). Este gen
estd distribuido de una manera muy desigual entre los grupos (Tabla 3.12 del capitulo
3). Es posible que los demas loci mostraran asociacion con este cardcter solamente por
el hecho de que los alelos frecuentes de estos loci en las entradas de 2 y 6 carreras son
distintos. Los coeficientes de determinacion que presentaron estos loci en el modelo
CG, locus MWG699 incluido, son muy bajos, debido al hecho de que las entradas de 2

carreras se encuentran en su mayoria en un grupo, y las entradas de 6 carreras repartidas
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en otros 3 grupos. Por lo cual la variacion real del caracter esta muy correlacionada con
la estructura de poblacion. En este sentido, Flint-Garcia ef al. (2005) comentan que, en
el caso de que la estructura de poblacion explique una parte importante de la variacion
del carécter, los andlisis de asociacion estructurados tendran poca potencia para detectar

los efectos de genes individuales, como seria este caso.

Al final de este estudio, se comprob6 que muchas asociaciones detectadas pueden
ser reales, ya que coinciden con numerosos QTLs hallados en poblaciones biparentales,
o con posiciones de genes conocidos. Estas asociaciones son las que con mayor
probabilidad pueden estar indicando la presencia de QTLs para los caracteres
involucrados.

Por otra parte también se observaron casos de asociaciones que no coincidian ni
con QTLs ni con genes. No se puede descartar que se trate de falsos positivos. El
desequilibrio de ligamiento entre loci que realmente no estan ligados (loci localizados
en distintos cromosomas), seria una de las causas que induce a la deteccion de falsos
positivos. Este parecio ser el caso entre los loci MWG699 y HvBMS5A asi como
HvMO020 y Bmag223, respectivamente para la roya y longitud de los pelos de la
raquilla, en la poblacion 4, detectados gracias a la redundancia puesta de manifiesto en
los analisis multilocus. También es posible que algunos de los falsos positivos fueran
efecto del azar, aunque se eligid conscientemente un nivel de significacion bastante
estricto. Es conocido que la correccion de Bonferroni produce tests excesivamente
estrictos.

La correlacion entre caracteres seria también una posible causa de la deteccion de
falsos positivos. Gupta (2002) coment6 que una de las limitaciones del método de
‘association mapping’ es la confusion del efecto de un QTL por otros que influyen en el
caracter. En cualquier caso, este tipo de falsos positivos debidos a pleiotropia afecta en
la misma medida a los analisis clasicos de QTLs en poblaciones biparentales. En este
estudio, este fendmeno se observé principalmente entre el espigado y rendimiento, con
marcadores asociados a ambos caracteres, siempre coincidiendo los alelos que
marcaban fecha de espigado mas temprana con mayores rendimientos. El caracter tipo
de espiga influy6 también sobre muchos caracteres, pero al estar correlacionado con la
estructura de poblacion, estas asociaciones fueron anuladas en su mayoria al incluir esta
estructura en los andlisis. Por otra parte, la correlacion entre el caracter tipo de espiga y

la estructura de poblacion, complico la deteccion de la asociacion entre el marcador
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MWG699 y el gen vrsi, que presentd un coeficiente de determinacion muy bajo aunque
este locus fue descrito por Tanno et al. (2002) como un marcador ligado al gen vrs!. Es
un caso claro de pérdida de poder estadistico al tratarse de un caracter altamente
correlacionado con la estructura de la poblacion. En este tema, Wilson et al. (2004), y
Flint-Garcia et al. (2005), comentaron que la pérdida de significacion debida a la
inclusion de la estructura de la poblacion en el andlisis podria tener varias causas. Un
motivo posible seria que el polimorfismo no fuera funcional, y la asociacion aparente
estuviera solamente causada por la estructura poblacional; otro motivo podria ser que el
polimorfismo tuviera un origen funcional, pero éste coincidiera con la estructura de
poblacion. En este caso, el resultado observado serd un falso negativo.

Por otra parte, la aplicacion de la correccion de Bonferroni para reducir los falsos
positivos, podria resultar en la eliminacién de algunos positivos verdaderos. Esto seria
probablemente el caso del locus WMCIES con el espigado, que presentd un nivel de
significacion ligeramente mas alto del nivel escogido en este analisis.

Los resultados obtenidos en este estudio son en general prometedores en cuanto a
la aplicabilidad de los estudios de asociacion para la deteccion de QTLs en cebada. Sin
embargo, esta no se puede llevar a cabo sin tener en cuenta los factores citados mas
arriba.

El desequilibrio de ligamiento variarda muy probablemente entre distintas
colecciones de materiales, dependiendo de su historia y relaciones filogenéticas. Una
coleccion de variedades locales como la estudiada aqui presentara unos niveles de
desequilibrio de ligamiento seguramente menores a los de una coleccioén de variedades
modernas procedentes de programas de mejora. En este ultimo caso, las variedades
tendrdn ancestros comunes a un numero relativamente bajo de meiosis de distancia, lo
que habra significado menores oportunidades de recombinacion. Aunque Kraakman et
al. (2004), analizando 146 cultivares modernos de cebada de 2 carreras de primavera,
con 236 AFLPs, encontraron un nivel de desequilibrio de ligamiento similar al
observado en este estudio. Estos autores llevaron a cabo un estudio de ‘association
mapping’ para los caracteres de rendimiento y estabilidad de rendimiento en este grupo
de germoplasma, y encontraron que la mayoria de las asociaciones detectadas coinciden
con QTLs descubiertos anteriormente en poblaciones biparentales. Posteriormente
Kraakman et al. (2006), analizando una muestra de 148 cultivares modernos de cebada
de 2 carreras de primavera, con marcadores AFLPs y microsatélites, encontraron

asociaciones entre estos marcadores y caracteres agronomicos (espigado y altura de
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planta), resistencia a enfermedades (roya de hojas y virus del enanismo amarillo de la
cebada) y caracteres morfologicos (longitud de los pelos de la raquilla y tamafio de la
lodicula). Estos autores confirmaron que la mayoria de las asociaciones detectadas
coinciden con QTLs encontrados en poblaciones biparentales o con zonas de genes
conocidos. Basandose en los resultados obtenidos, estos autores concluyen que el
linkage disequilibrium mapping, es una herramienta adicional util para la busqueda de
asociaciones entre marcadores y genes o QTLs.

Otros trabajos, tanto en especies autdgamas como alégamas, confirman la eficacia
del método de linkage disequilibrium mapping, en la busqueda de QTLs. Breseghello y
Sorrells (2006), analizaron la asociacion de microsatélites localizados en los
cromosomas 2D, 5A y 5B con el tamafo de grano y la calidad harinera dentro de una
coleccion de 96 cultivares modernos de trigo blando. Aunque el desequilibrio de
ligamiento observado en los cromosomas 2D y 5A, decae respectivamente a unas
distancias de 1 cM y 5 cM, las asociaciones halladas por estos autores concuerdan con
QTLs detectados en estudios previos en poblaciones biparentales.

En un estudio de 95 ecotipos de Arabidopsis thaliana, se demostrd que el
desequilibrio de ligamiento decae mas rapido, a una distancia de 50 kb (Nordborg et al.,
2005). Aun asi, Aranzana et al. (2005) examinaron la posibilidad de llevar a cabo un
estudio de asociacion a gran escala (genome-wide association) en la misma muestra,
buscando asociaciones entre polimorfismos de tipo SNP y los caracteres fecha de
espigado y resistencia a enfermedades, de los que se conocia el control genético. Estos
autores llegaron a identificar los genes responsables, a pesar de detectar un elevado
numero de falsos positivos.

El primer estudio de asociacion en plantas se llevéd a cabo en la especie alogama
maiz. Remington et al. (2001) identificaron una asociacion entre el locus Dwarf8 y la
fecha de floracién mediante asociacidon a gran escala con microsatélites. A su vez,
Thornsberry et al. (2001) describieron ciertos polimorfismos dentro de ese locus que
son responsables de la asociacion con fecha de floracion empleando un analisis de gen
candidato. Otros ejemplos de la utilidad de este tipo de andlisis basado en genes
candidato son los de Wilson et al. (2004) o Yamasaki et al. (2005).

Aunque se trata de una metodologia de andlisis recientemente empleada en

plantas, los resultados de los distintos estudios son muy prometedores.
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7-1. Discusion general
7-1-1. Diversidad y adaptacion

La coleccion nuclear espafiola de cebada presenta una diversidad elevada,
comparable a la encontrada por Struss y Plieske (1998) en una colecciéon mundial. Los
resultados de este estudio resaltaron la singularidad del germoplasma espafiol en
comparacion con el europeo. Aunque se encontraron alelos especificos en los dos tipos
de germoplasmas empleados, €stos fueron mas numerosos en la coleccion nuclear
espaiiola que en los genotipos de referencia. Los alelos especificos aparecieron
especialmente (184 de 669 alelos detectados en la totalidad de los genotipos analizados)
en las entradas de 6 carreras que son mayoritarias en esta coleccion. Este resultado
reafirma la singularidad del germoplasma espafiol, que ya fue comentada por Casas et
al. (1998), al comparar mediante RFLPs un nimero mucho menor de variedades
espafiolas antiguas de 6 carreras con otro germoplasma europeo. Las divergencias que
existen entre el material espafiol y el europeo apuntan a la posibilidad de que los dos
grupos de germoplasma tengan origenes distintos, o se hayan separado en un periodo
relativamente lejano.

El germoplasma espainol no es homogéneo. En él parecen coexistir dos origenes
distintos, cuyos representantes no estan totalmente mezclados, por lo que son atn
distinguibles. Es especialmente destacable que el programa STRUCTURE separe el
material espafiol en dos poblaciones mayoritarias, antes de dividir los grandes grupos de
germoplasma de cebada (2/6 carreras, invierno/primavera). Esto induce a pensar que esa
divergencia genética entre los grupos espafioles es de una magnitud notable. La division
dentro del material espafiol ocurre fundamentalmente entre las entradas de la Meseta y
las del conjunto Sur-Levante-Valle del Ebro. Analizando estos grupos con el STS
MWG699, propuesto por Tanno et al. (2002) como marcador de domesticacion de la
cebada, se confirmd que este marcador también tiene una distribucién muy marcada por
la separacion de los dos grupos. La mayoria de las entradas de la Meseta son de
haplotipo D para MWG699, contrariamente al grupo del Sur, Levante y Valle del Ebro,
que son mayoritariamente de haplotipo A (Tabla 3.12, Figura 4.2A.). Es también
destacable que, pese a no haber incluido MWG699 en los andlisis de cluster para
diferenciar los grupos genotipicos, este marcador presenta la distribucion mas desigual

entre los dos principales grupos espaioles (poblaciones 3 y 4). Tanno et al. (2002)
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comentaron que el haplotipo A tiene una distribucion geografica amplia, mientras que el
D se encuentra exclusivamente en la region Mediterrdnea. También indicaron que el
haplotipo A se encuentra en genotipos de H. spontaneum originarios de Turkmenistan
mientras que el haplotipo D se localiza también en algunas cebadas cultivadas de 2
carreras del norte de Africa y entradas de H. spontaneum de Marruecos. En nuestro
caso, hemos detectado el haplotipo D en variedades de invierno de toda Europa,
mientras que el A se presenta sobre todo en Espafia y en variedades europeas de
primavera, especialmente las escandinavas (Casas et al. 2005). Anteriormente Molina-
Cano et al. (1999) y Zohary (1999) comentaron la posibilidad de que Marruecos pudiera
ser un centro independiente de domesticaciéon o un centro de diversificacion de la
cebada, ademas del centro reconocido del Creciente Fértil. Todo esto sugiere la posible
existencia de origenes distintos en las cebadas espafiolas. Luego su distribucion en la
Peninsula Ibérica parece que sigui6 fuerzas de adaptacion a las condiciones agro-
ecologicas. Un andlisis de asociacion entre el polimorfismo observado en la coleccion
nuclear y las variables eco-geograficas de las localidades de origen confirmd que la
distribucion de la diversidad genética observada en esta coleccion sigue los gradientes
de estas variables. La mayoria de los loci que mostraron un numero alto de asociaciones
con las variables eco-geograficas coinciden con los loci que separan los dos principales
grupos de genotipos de 6 carreras espafiolas (poblaciones 3 y 4, Tabla 4.2, capitulo 4).
Un caso especialmente llamativo es el del locus HYBMSA, marcador candidato del gen
de vernalizacion Vrn-HI1 (5SH). La distribucion desequilibrada que mostraron los alelos
de este locus con los del STS MWG699 es muy acusada. Esto parece indicar, por un
lado, que las cebadas de los dos origenes distintos portaban alelos de vernalizacion
diferentes en Vrn-HI y, por otro lado, que durante el proceso de domesticacion de la
cebada, el requerimiento de vernalizacion fue uno de los determinantes de la

distribucion de los genotipos en la Peninsula Ibérica.

7-1-2. Relacion entre la diversidad genética y comportamiento agronémico

La evaluacion agronomica de la coleccion nuclear espafiola mostrd la existencia
de una gran diversidad en caracteres agronomicos de todo tipo, en consonancia con la
notable diversidad detectada a nivel molecular. También se observd que las entradas
espafiolas se comportan, en general, de forma distinta a las variedades europeas. Los

analisis de varianza mostraron claramente que las diferencias observadas entre los
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genotipos ocurren principalmente entre los grupos 1 a 4 (entradas de la coleccion
nuclear) y los grupos 5 a 7 (variedades de referencia, mayoritariamente europeas),
resaltando en general la superioridad de las variedades comerciales. Lo que es ldgico
debido a la presencia de una combinacidon de caracteres agrondmicos deseables en las
variedades comerciales, como resultado del proceso de mejora.

El comportamiento de los genotipos no fue similar en los diferentes ensayos. Se
observo la existencia de una interaccion genotipo x ambiente notable para el caracter
rendimiento. Esta interaccion se debid principalmente al hecho de que estos genotipos
son de diferentes grupos de germoplasma, lo que coincide con las conclusiones de
Ceccarelli y Grando (1991) y Dofing et al. (1992), al comparar variedades locales con
variedades modernas o comparar grupos de germoplasma provenientes de zonas
climaticas divergentes. En este estudio se observd que las variedades comerciales son
mejores en ambientes de alta productividad, tales como BEL02 y ARTO04, pero son
inestables. La superioridad relativa de las landraces en ambientes de baja productividad
(VEDO3, SADO03) fue notable (Tabla 5.6, capitulo 5). Este fenomeno fue también
observado por Voltas et al. (1999), al comparar el cultivar autoctono espafiol Albacete
con variedades de seis carreras de alto rendimiento con amplia adaptacion, tales como
Barbarrosa o Plaisant. Estos fendémenos probablemente se deban a la presencia de
caracteres de adaptacion en las landraces. Més arriba se ha discutido la posible
influencia del requerimiento de vernalizacion en la distribucion de la cebada en Espaiia.
Este factor podria tener también su reflejo en el rendimiento. Otro factor de adaptacion
que ha sido observado en estudios de este tipo es el estrés hidrico, al cual las landraces
suelen ser mas tolerantes. van Oosterom et al. (1993) explicaron que la estabilidad del
rendimiento en ambientes de baja productividad, causada por estrés hidrico y térmico, la
alcanzan aquellas variedades que presentan una insensibilidad a las fluctuaciones
ambientales.

La divergencia genética observada entre los grupos 3 y 4 de la coleccion nuclear
se reflej6 también en su comportamiento agrondmico. Estos dos grupos muestran una
interaccion de tipo cross-over. Las entradas del grupo 3 (mayoritariamente de la
Meseta) rindieron relativamente mejor en los ensayos realizados en esta region, VLD02
y VLDO3 (Figura 5.5 y 5.6, capitulo 5), y mejor en términos absolutos que las entradas
del grupo 4. Por el contrario, las entradas del Sur, Levante y Valle del Ebro fueron mas
productivas que las del grupo 3 en los ensayos SAD02, SADO03, SAD04 y VEDO3,

todos ellos en el Valle del Ebro. Esto indica que las entradas parecen estar mejor
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adaptadas a sus regiones de origen. En este sentido, Zhang et al. (1993) propusieron la
hipdtesis de que durante la domesticacion y la adaptacion subsiguiente habria ocurrido
una reorganizacion del genoma en haplotipos multilocus adaptados a distintos
ambientes, hipdtesis que fue posteriormente apoyada por Allard (1999). La situacion

que hemos descrito en este trabajo concuerda plenamente con esta hipotesis.

7-1-3. Utilidad de los recursos fitogenéticos de la coleccion nuclear espaifiola.

La diversidad genética observada en la coleccion nuclear espanola y las
singularidades que presenta parecen indicar que ésta podria ser una nueva fuente de
alelos para la mejora de la cebada. Las entradas del grupo 3 mostraron una
adaptabilidad en su ambiente (VLD02, VLDO03) que se tradujo en unos rendimientos
superiores o iguales a los de las variedades comerciales. Efectivamente, en el ensayo de
VLDO02, que se caracterizd por unos promedios de rendimientos altos, las landraces de
este grupo mostraron un promedio de rendimiento de 40,82 q. ha™, que no se distingue
del promedio de las variedades comerciales en este ensayo (40,75 q. ha™'). Sin embargo
en el ensayo de VLDO3, donde las condiciones de productividad fueron desfavorables,
las landraces de este grupo superaron a las variedades comerciales (28,25 vs 22, 47 q.
ha™). Lo mismo ocurrié con las landraces del grupo 4 en los ensayos de SADO2,
SADO03, SAD04 y VEDO3. En estos ensayos, el estrés hidrico parece ser la causa mas
probable de la caida de los rendimientos de las variedades comerciales, mientras que las
landraces parecen tener mds tolerancia a este estrés. Las adaptaciones especificas que
mostraron estos dos grupos de landraces (3 y 4) concuerda con las afirmaciones de
Ceccarelli et al. (1987), que comentaron que no existe una adaptacion amplia para
diferentes ambientes macro-agroecoldgicos. Por lo cual estas adaptaciones diferenciales
se deben tener en cuenta a la hora de integrar este material en un programa de mejora.
Ceccarelli (1996) comentd que cuando la interacciéon genotipo x ambiente es
importante, la seleccion debe ser enfocada hacia las adaptaciones especificas. Las
landraces del grupo 4 serian probablemente mdas apropiadas para la seleccion para
condiciones desfavorables causadas por estrés hidrico. Ceccarelli et al. (1991)
demostraron la estabilidad de rendimientos, en condiciones desfavorables, de lineas
seleccionadas a partir de variedades tradicionales. Por otra parte, el empleo de las
entradas del grupo 3 seria probablemente mas adecuado para la obtencién de nuevas

variedades, destinadas a zonas de la Meseta.
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Las landraces del grupo 1 son las que peor rendimiento mostraron, pero parecen
mas productivas en biomasa vegetativa. Por el aspecto que presentan se puede pensar
que estos genotipos fueran de uso mixto o forrajero. Su aprovechamiento en este sentido
parece interesante.

Algunas de las landraces, la mayoria del grupo 4, mostraron un cierto nivel de
resistencia a las enfermedades (Figura 5.3). Los ambientes mds calidos, de inviernos
mas suaves y, en algunos casos, mas himedos que caracterizan a las regiones de origen
de los genotipos del grupo 4 hacen sospechar que sean zonas mds favorables a la
actividad de los patégenos fungicos. Parece que algunas de las entradas del grupo 4
desarrollaron una resistencia a las enfermedades provocadas por hongos. Por tanto, estas
entradas podrian ser una fuente de alelos de resistencia que se podran introducir en

programas de mejora.

7-1-4. Desequilibrio de ligamiento y mapeo por asociacion

En el presente estudio se ha observado que en general el desequilibrio de
ligamiento en la cebada parece extenderse hasta una distancia de 10 cM, lo que coincide
con los resultados de Kraakman et al. (2004). Este grado de desequilibrio de ligamiento
es prometedor para llevar a cabo un andlisis de mapeo por asociacion a escala del
genoma (Genome-wide association mapping). Estudios llevados a cabo en especies
donde el desequilibrio de ligamiento no est4 tan extendido, como el maiz (Remington et
al., 2001, Wilson et al., 2004) o el trigo Breseghello y Sorrells (2006), mostraron
resultados interesantes en cuanto a la eficacia del método de mapeo por asociacion. Por
tanto, cabe esperar unos resultados también positivos en la cebada. El obstaculo mayor
que puede complicar la aplicacion de este método es la presencia de una estructura de
poblacion, que resultara en la deteccion de muchos falsos positivos. Este fue el caso en
el presente estudio. Los resultados mostraron claramente que el nimero de posibles
falsos positivos que se detectan al no incluir la estructura de poblacion en los analisis es
elevado (Tabla 6.2, capitulo 6). En este estudio se detectd un elevado desequilibrio de
ligamiento entre loci de distintos cromosomas. Por tanto, a menos que se controle la
estructura de poblacion, en estudios como este apareceran asociaciones entre QTLs y
loci no ligados. Por otra parte la inclusion de la estructura de poblacion en los andlisis
puede engendrar también casos de falsos negativos, cuando el polimorfismo observado
en el caracter estudiado coincide con la estructura de poblacion (Wilson et al., 2004,

Flint-Garcia et al., 2005). En el presente estudio, se observo este fendémeno para el
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caracter tipo de espiga, donde el locus MWG699 ligado al gen vrs/ mostrd un
coeficiente de determinacién muy bajo, por el hecho que las entradas de 2 y 6 carreras
se distribuyen en diferentes poblaciones. Remington et al. (2001) recomendaron la
evaluacion de las asociaciones en un grupo de germoplasma que no presente estructura
de poblacion. Siguiendo estas recomendaciones, se evaluaron las asociaciones en la
poblacion 4, donde subsiste una estructura de sub-poblacién poco importante. Estos
resultados confirmaron muchas de las asociaciones detectadas en la totalidad de los
genotipos analizados, pero también aparecieron nuevas asociaciones. Esto es debido al
hecho de que las frecuencias alélicas son distintas en las diferentes poblaciones, lo que
hace que alelos no considerados en la totalidad de los genotipos, por no llegar al nivel
de frecuencia del 5% escogido, si entraran en el andlisis de la poblacion 4.

Empleando un nimero relativamente alto de marcadores en este tipo de analisis,
cabe esperar que se detectan falsos positivos por el azar (error de tipo I). Por eso la
aplicacion de un analisis de permutacidon o una correccion de Bonferroni (la empleada
en este estudio) es necesaria (Flint-Garcia ef al., 2005). Esta ultima correccion es muy
estricta y puede inducir a una tasa de errores de tipo II (falsos negativos) elevada, pero
estos errores son menos preocupantes en este tipo de andlisis, en el que se trata
fundamentalmente de demostrar la viabilidad del método. El andlisis multilocus
proporciona un nivel adicional de depuracion de los resultados. Si aun quedaran
asociaciones entre loci y QTL no ligados después de controlar la estructura de
poblacion, es decir, si hubiera varios loci, en falso desequilibrio de ligamiento, ligados a
un caracter, el analisis multilocus permite elegir el mas probable de entre todos ellos.
Por lo cual se puede confiar en que buena parte de las asociaciones detectadas en este
trabajo son reales, especialmente las detectadas en el grupo 4, y en los andlisis
multilocus. De hecho, la mayoria de las asociaciones coincidieron con QTLs detectados
en poblaciones biparentales o con posiciones de genes conocidos. También se
encontraron asociaciones que no coincidieron con QTLs o posicidén de genes conocidos.
Esto se explicaria probablemente por el hecho de que en este estudio se analizaron mas
alelos que en poblaciones biparentales, y también que algunos caracteres no habian sido
estudiados anteriormente.

Tanto los resultados encontrados en el presente estudio, como los observados en
otros trabajos apuntan a la viabilidad del método de mapeo por asociacion, aunque

posiblemente los tests estadisticos deberan ser mds estrictos que en una poblacién
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biparental, para eliminar con mayor seguridad los falsos positivos, que pueden influir en

los resultados.
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8. Conclusiones

1. La coleccion nuclear de cebadas espafiolas presenta una diversidad genética elevada

y diferente del germoplasma de invierno del resto de Europa.

2. El andlisis de la estructura de poblaciones subyacente en la muestra de cebadas
estudiada identifico la presencia de cuatro grupos genéticos mayoritarios, de los
cuales dos son especificos de la coleccion nuclear, en la que aparecen solo

parcialmente mezclados. Estos dos grupos parecen tener origenes distintos.

3. La asociacion entre los marcadores y los datos climaticos y geograficos de los sitios
de origen de las entradas de la coleccion nuclear, apunta a que la distribucién de la
diversidad de estas entradas no es aleatoria, sino que parece indicar adaptacion a

condiciones ambientales diferentes.

4. En general, las entradas de la coleccion nuclear de cebadas espafiolas presentan
caracteres agronomicos mas desfavorables que las variedades modernas. Sin
embargo, algunas muestran una estabilidad notable en condiciones desfavorables, lo

que sugiere la presencia de caracteres de adaptacion en estas entradas.

5. Los dos principales grupos espafioles definidos genéticamente han presentado
comportamientos agrondmicos también diferenciados. Estos grupos de entradas, en
promedio, tienden a comportarse mejor en los ensayos realizados en ambientes mas
similares a sus regiones de origen, lo que revelaria la posible existencia de
adaptaciones especificas en estos grupos, probablemente ligadas a las respuestas a la

temperatura.

6. La busqueda de QTLs mediante mapeo por asociacion en la cebada parece viable,
siempre que se tenga en cuenta la posible estructura de poblacidon subyacente en los
analisis. Los resultados encontrados en este estudio mostraron que un gran nimero
de las asociaciones halladas coincidieron con QTLs encontrados en poblaciones

biparentales o con posiciones de genes conocidos.

7. Finalmente, considerando conjuntamente los analisis de diversidad genética, la
distribucion eco-geografica de la misma y la evaluacion agrondémica de la coleccion
nuclear de cebadas espafiolas, se concluye que esta coleccion constituye un recurso
fitogenético de primer orden para la busqueda de nuevos genes y alelos para la

mejora de la cebada, especialmente para ambientes mediterraneos.
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Figura 1. Desequilibrio de ligamiento entre 64 loci, evaluado en los 225 genotipos
analizados. A la derecha se representan los coeficientes +° y a la izquierda las
probabilidades de significacion correspondientes, segun los colores de la leyenda
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Figura 2. Desequilibrio de ligamiento entre 64 loci, evaluado en las entradas de la
poblacion 1. A la derecha se representan los coeficientes ° y a la izquierda las
probabilidades de significacion correspondientes, segun los colores de la leyenda
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Figura 3. Desequilibrio de ligamiento entre 64 loci, evaluado en las entradas de la
poblacion 2. A la derecha se representan los coeficientes 7° y a la izquierda las
probabilidades de significacion correspondientes, segun los colores de la leyenda
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probabilidades de significacion correspondientes, segin los colores de la leyenda
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Anexo 2

Tabla 1. Numero total de alelos detectados en los 225 genotipos descritos en el capitulo 3, rango de tamafio de
los alelos de cada locus; nimero de alelos comunes y alelos especificos de los 8 marcadores introducidos en el
capitulo 4 y 6, en cada uno de los 4 grupos de germoplasma establecidos a priori.

Nimero de alelos Numero de alelos especificos

6C 6C 2C 2C Tamaiio 6C 6C 2C 2C

Cr Locus Total Esp Ref Esp Ref (pb) Esp Ref Esp Ref
1 MWG518 2 2 2 2 2 - 0 0 0 0
scssr10477 6 3 5 2 3 Nulo-158 1 2 0 0
MWGS858 2 2 2 2 2 - 0 0 0 0
2H scssr07759 6 4 4 2 2 181-223 2 1 0 0
EBmac640 5 4 3 3 3 174-190 1 0 1 0
4H HvZCCT 2 2 2 2 2 Nulo-1400 0 0 0 0
sH Hv635P2.4 10 8 9 6 6 188-199 1 2 0 0
HvBMS5A 7 3 7 4 5 Nulo-5250 0 1 0 0

Tabla 2. Distribucion de los alelos frecuentes en las 159 landraces en los 4 grupos
generados por STRUCTURE

Tamaifio Numero de genotipos
Alelo
(pb) Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4

MWG518-1 5 9 3 19
MWG518-2 13 0 46 64
scssr10477-1 126 7 1 48 75
scssr10477-2 134 3 0 1 6
scssr10477-5 nulo 8 8 1 1
scssr07759-3 195 0 0 2 5
scssr07759-4 213 0 0 7 32
scssr07759-5 221 18 5 41 44
MWG858-1 12 9 13 17
MWG858-2 6 0 37 65
EBmac640-1 174 12 2 41 70
EBmac640-3 178 6 2 8 11
Hv635P24-3 192 7 1 15 26
Hv635P24-4 193 4 3 16 19
Hv635P24-5 194 3 1 2 18
Hv635P24-6 195 2 1 5 12
Hv635P24-7 196 1 3 4 5
Hv635P24-8 197 0 0 7

HvZCCT-1 1400 14 2 49 82
HvZCCT-2 nulo 4 7 1 0
HvBMS5-2 4850 8 0 49 37
HvBMS5-4 1200 5 1 1 44
HvBM5-6 150 0 6 0 1
HvBM5-7 nulo 5 2 0 0
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