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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como propdésito comparar la variabilidad de caracteres
agronémicos y marcadores moleculares asociados a Ascochyta rabiei y Fusarium
oxysporum en una coleccion de garbanzo (Cicer arietinum) cultivados entre los afios
2014 y 2015 en Cordoba, Espafia.

La investigacion de tipo experimental se desarrollo en fases, la primera, en el
laboratorio de genética vegetal de la Universidad de Cérdoba (UCO), por medio de
extraccion de ADN con el método DNAzol (ADN gendmico) y el método CTAB+DTT
(Bromuro de hexadeciltrimetilamoni + Ditiotreitol ) y la técnica de PCR (Polymerase
Chain Reaction). La variacion alélica de las lineas (50) se visualizaron por tincion con
bromuro de etidio y se fotografiaron bajo luz ultravioleta con el programa Kodak 1D
Image Analisis 3.6 software, posteriormente se compararon con el marcador
hyperladder 50pb. La segunda, la fase en campo, un Disefio Completamente al Azar
(DCA) para evaluar los caracteres agrondémicos.

Entre los resultados hallados, no hubo variacién alélica respecto a los datos vistos en
PCR y en campo, las lineas que presentaron alelos de resistencia (marcador CY17)
resultaron ser resistentes en campo, tanto para Ascochyta rabiei (18 lineas) y
(marcador GAM7922) Fusarium oxysporum (40), y las lineas susceptibles vistas en
PCR mostraron coherencia en campo, destacandose 25 lineas con alelos susceptibles
a A. rabiei y siete lineas con alelos susceptibles a F. oxysporum para un total de 32
lineas susceptibles en ambos marcadores.

Los caracteres agronémicos observados fueron dos lineas para caracter erecto y 46 con
porte semi erecto, en el periodo de floracion se encontraron dos lineas precoces, siete
intermedias y 45 lineas tardias, de los garbanzos tipo Desi (Rosa) 7 lineas, tipos Kabulli
(Blanco) 37 lineas, para el caracter doble vaina solo una entrada (ICCV926) port6 este
caracter y resulto ser la mas precoz en floracion, las demas fueron vainas simples.

En cuanto a caracteres agronémicos solo se observé variacion asociado al periodo de
floracion (TA142).

En conclusion, la determinacion de marcadores moleculares mediante la técnica PCR

(Polymerase Chain Reaction) es importantisimo en la evaluacion de caracteres
agronémicos.
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ABSTRACT

This research aims to compare the variability of agronomic traits and molecular markers
associated with Ascochyta rabiei and Fusarium oxysporum in a collection of chickpea
(Cicer arietinum) grown between 2014 and 2015 in C6rdoba, Spain.

The experimental research was developed in phases, the first in the laboratory of plant
genetics at the University of Cordoba (UCO), through DNA extraction with DNAzol
method (genomic DNA) and CTAB + DTT method (Bromide of hexadeciltrimetilamoni
+ Dithiothreitol) and PCR (Polymerase Chain Reaction). Allelic variation lines (50) were
visualized by staining with ethidium bromide and photographed under ultraviolet light
with Kodak 1D Image program Analysis 3.6 software, then compared with the score
Hyperladder 50bp. The second phase field, a completely randomized design (DCA) to
evaluate the agronomic characters.

Among our findings, there was no allelic variation from the data seen in PCR and field
lines showed resistance alleles (marker CY17) were resistant in the field, both
Ascochyta rabiei (18 lines) and (marker GAM7922) Fusarium oxysporum (40) and
susceptible lines showed consistent views PCR field, highlighting 25 with alleles lines
susceptible to A. rabiei seven lines susceptible to F. oxysporum alleles for a total of 32
markers in both susceptible lines.

The observed agronomic characters were two lines to erect and 46 character semi
erect bearing, in the flowering period two early lines, seven middle and 45 late lines of
type chickpeas Desi (Rosa) 7 lines, types Kabulli found (White) 37 lines, double sheath
character for only one entry (ICCV926) behaved this character and proved to be the
earliest flowering, others were simple sheaths.

As agronomic traits associated single flowering period (TA142) variation was observed.

In conclusion, the determination of molecular markers by PCR (Polymerase Chain
Reaction) technique is important in the evaluation of agronomic traits.
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l. INTRODUCCION

El garbanzo Cicer arietinum L. ocupa el segundo lugar en el mundo en importancia
como leguminosa grano, es la segunda leguminosa de grano que mas se cultiva en el
mundo. Ademas de ser empleado en la alimentaciéon animal es la alimentacion
humana su principal utilizacion, considerada como la de mayor valor biologico entre
las legumbres destinadas al consumo humano.

El garbanzo actualmente se cultiva en 50 paises. En el afio 2007 ocup0 una superficie
aproximada de 11.6 millones de hectareas, obteniendo una produccion de 9.3
millones de toneladas. El principal pais productor es India, que contribuye con un 68%
de la produccién mundial, con un rendimiento medio de 780 kg/ ha. En Espafia, en el
2007 se cosecharon 31200 hectareas obteniendo una producciéon de 29900
toneladas, con un rendimiento medio de 958 Kg/ha.

Sin embargo, entre los factores biéticos que mas limitan la produccion de garbanzo
estan los hongos Ascochyta rabiei y Fusarium oxysporum, estas dos enfermedades
pueden causar hasta 100% de pérdida de produccion.

Por la variabilidad patogénica presente en F. oxysporum y A.rabie dificulta el control
de la enfermedad, sin duda, el uso de cultivares con genes de resistencia especifico
frente a diferentes razas del patégeno, seria la estrategia mas practica, econémica y
efectiva de disminuir los efectos de la enfermedad en la produccién. Con este fin,
diversos autores han hecho estudios encaminados a identificar fuentes y genes de
resistencia ( (Singh L, 1995) (Rubio, Flores, Moreno, Cubero, & Gil, 2004).

En investigaciones de mapeo en garbanzo se han utilizado diferentes marcadores de
ADN tanto poblaciones inter especificas como intra especificas. (Winter, y otros,
2000). Los genes de resistencia a Fusarium oxysporum se han localizado en el grupo
de ligamiento 2 (LG2) y 5 (LG5) de acuerdo con la nomenclatura de los grupos de
ligamiento y la del mapa genético elaborado por (Winter, y otros, 2000), que se usa
como referencia. En el LG2 han ubicado los genes foc-1, foc-2, foc-3, foc-4 y foc-5 de
resistencia a las razas 1A, 2, 3, 4, y 5 respectivamente, y que corresponden al patotipo
de marchitez. En el LG5 se ha ubicado el gen foc-01 que confiere resistencia a la raza
0 (Cobos et al., 2005). Los genes de resistencia a raza 1B/C aun no se han mapeado.

Con fines de facilitar la seleccion de plantas portadoras de genes de resistencia a
través de la Seleccion Asistida por Marcadores, es necesario contar con lineas
resistentes mediante marcadores moleculares, ya que, la eficiencia en la seleccion
depende de la disponibilidad de marcadores lo suficientemente cerca al gen o
idealmente, que el marcador sea parte del gen. De ahi que, el objetivo principal de
este estudio fue determinar la variabilidad de caracteres agrondmicos y marcadores
moleculares que permita orientar acerca de las entradas que presentan resistencia a
Ascochyta rabiei y Fusarium oxysporum en una coleccién de garbanzo.



I OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

e Comparar la variabilidad de caracteres agronémicos y marcadores
moleculares en una coleccion de garbanzo (Cicer arientinum) cultivado.

2.2 Objetivos Especificos

v Describir la variacion alélica para marcadores moleculares que estan asociados
a Rabia (Ascochyta rabiei) y Fusarium (Fusarium oxysporum).

v" Describir los caracteres agronémicos (inicio de floracion, color de la flor y porte
y tipo de vaina) en diferentes entradas de garbanzos (Cicer arietinum .L)
cultivados.

v' Determinar la variacion alélica para marcadores moleculares asociados a
caracteres agronémicos



I. MARCO TEORICO
3.1. Caracteristicas Generales del Garbanzo.

El garbanzo, Cicer arietinum L., es una leguminosa de grano y pertenece a la familia
Fabaceae, cuya utilidad primaria reside en las semillas. Segun Gil, (1996), es una
planta anual, autdgama vy diploide (2n=2x=16) y con un contenido de ADN de 738
Mb y unos 28269 genes (Vashney, 2013). Pertenece a la familia de las leguminosas
(Fabaceae), subfamilia Papilionaceas, tribu Cicerae y género Cicer, que consta de 9
especies anuales y 35 perennes (Maesen, 1987, p. 11) de las que C. arietinum es la
Unica especie cultivada.

Este género ha sido tradicionalmente clasificado en cuatro secciones basandose en
caracteristicas morfoldgicas, ciclo de vida y en su distribucién geografica (Monocicer,
Chamaecicer, Polycicer y Acanthocicer). (Maesen, 1987, p. 11)

La especie cultivada esta distribuida por todo el mundo, sin embargo de las 8 especies
anuales y silvestres, siete son endémicas de zonas que van desde Turqguia a Asia
Central y otra (Cicer cuneatum) de zonas de Egipto, Etiopia y Sudan. Las especies
perennes del género Cicer se encuentran mas distanciadas de la especie cultivada.
(Robertson, 1997, p. 309).

Hay que considerar que las especies silvestres tienen un gran potencial y son
portadoras de genes de interés relacionados con caracteres agronomicamente
favorables para la mejora de este cultivo (Muehlbauer & Singh, 1987, p. 99).

Las especies anuales silvestres se han clasificado en diferentes complejos génicos
segun su capacidad de cruzamiento con el garbanzo cultivado, lo que refleja su
distancia genética respecto a la especie cultivada. (Maesen, 1987, p. 11) y (Ladizinsky,
1796, p. 211) adoptaron la clasificacion de complejos génicos primario, secundario y
terciario. De acuerdo con esta definicion el complejo génico primario incluye todas las
especies que producen hibridos viables con la especie cultivada, incluyendo por tanto
C. arietinum, el progenitor silvestre C. reticulatum, y la especie mas cercana Cicer
echinospermum. Cicer bijugum, Cicer pinnatifidum y Cicer judaicum Boiss
constituyen el complejo génico secundario observandose problemas de esterilidad
de los hibridos obtenidos con las especies debido a barreras genéticas o alteraciones
cromosomicas. (Verma & Sandhu, 1990, p. 179).

La semilla de garbanzo presenta un contenido medio de proteina (desde un 20.3% a
28.2%) algo mas bajo que el de otras leguminosas de grano, sin embargo, su proteina
es de las mas digestibles. Esto, unido a su aceptable contenido en hidratos de
carbono (desde 35 a 43%), con un contenido en grasa mas alto de lo habitual que
en otras leguminosas (de un 3 a un 6%) y rica en acidos grasos insaturados (acido
oleico y linoléico) (Gil, 1996, pag. 179) y a la baja presencia de factores antinutritivos,
la convierten en una semilla muy interesante desde el punto de vista del consumo
humano y la alimentacion animal. (Gil, 1996, p. 179)



3.2. Variacién alélica para marcadores moleculares asociados a Ascochyta
rabiei y Fusarium oxysporum.

En investigaciones tratadas al desarrollo de Lineas Casi-Isogénicas de Garbanzo para
resistencia a Ascochyta rabiei y Fusarium oxysporum, se desarrollaron dos pares de
lineas de garbanzo casi-isogénicas para la raza 5 de Fusarium utilizando como
material de partida tres poblaciones F6:8 de lineas recombinantes. El marcador TA59,
estrechamente ligado a la resistencia a Foc raza 5, se empled para seleccionar
genotipos resistentes y susceptibles y facilitar el desarrollo de estas lineas. (Castro,
Rubio, & Millan, 2000, p. 143)

La Fusariosis vascular, causada Fusarium oxysporum f. sp, es una de las
enfermedades mas importantes del garbanzo (Cicer arietinum L.) originando graves
pérdidas en la produccion. Genes que regulan la resistencia a diferentes razas de Foc
(foc-02, foc-1, foc-2, foc-3, foc-4and foc-5) se han localizado agrupados en el grupo de
ligamiento 2 (LG2) del mapa del garbanzo (Muehlbauer & Singh, 1987, p. 99).
Desarrollar NILs que difieran para estos genes facilitaria el estudio de los mecanismos
implicados en la resistencia a Foc (Fusariosis). Por lo tanto el objetivo de este trabajo
ha sido desarrollar lineas casi-isogénicas de garbanzo para la raza 5 de Fusarium
(Foc-5) utilizando marcadores microsatélites. (Castro, Rubio, & Millan, 2000, p. 143)

De las seis RILs (lineas casi-isogénica) seleccionadas que mostraron una reaccion
intermedia a Foc-5, una de ellas fue monomorfica para el marcador TA59. En las cinco
restantes se detectaron plantas homocigoticas para el alelo asociado con la resistencia
(aa) y con la susceptibilidad (bb), asi como plantas heterocigéticas (ab), confirmando
la segregacion dentro de estas lineas. En base a ello, de cada RIL, se seleccionaron
dos plantas homocigoéticas para el alelo asociado con la resistencia (aa) y dos plantas
para el alelo asociado con la susceptibilidad (bb). (Castro, Rubio, & Millan, 2000, p.
144),

Las descendencias de todas las plantas que fueron bb para el TA59 presentaron una
respuesta susceptible y las de las plantas aa, tres de ellas se evaluaron como
resistentes, dos como susceptibles y cinco presentaron una reaccion intermedia. En
base a estos resultados se proponen como pares de lineas casi-isogénicas aquellas
gue mostraron una respuesta clara para resistencia y susceptibilidad y difieren para el
marcador TA59. Este material nos permitira en el futuro localizar la posicion exacta del
gen que controla la resistencia a Foc-5 permitiéndonos una seleccién mas fiable y
eficaz en el programa de mejora de este cultivo (Castro, Rubio, & Millan, 2000, p. 144).

Control de Fusariosis Vascular del Garbanzo mediante cultivares resistentes.

La Ecologia del patégeno y la Epidemiologia de la enfermedad indican que las
epidemias de fusariosis vascular del garbanzo son de naturaleza monociclica. En
consecuencia, las estrategias mas adecuadas para su control son aquellas que
contribuyen a reducir la cantidad del inoculo inicial en el suelo, a reducir su eficacia o
a ambas.



La rotacion de garbanzo con cultivos no huéspedes puede contribuir a reducir el
inoculo de sus patégenos que residen en el suelo. Sin embargo, el control de la
Fusariosis vascular mediante la rotacion no es efectivo debido a la capacidad del
patégeno de sobrevivir prolongadamente en el suelo mediante clamidosporas. (Castro,
Rubio, & Millan, 2000, p. 144).

En colaboracién con el programa de mejora genética del garbanzo de ICARDA.
Durante los afios 1987-1990 se evalud la resistencia a Fusariosis Vascular del
garbanzo de 2, 702 lineas Kabulli (el mas frecuente en la cuenca mediterranea y
oriente proximo) en una parcela naturalmente infestada por las razas 0, 1Ay 5 de
F.oxysporum (Cérdoba). (Castro, Rubio, & Millan, 2000, p. 145).

Las lineas consideradas mas prometedoras un afio fueron reevaluadas en los afios
sucesivos Yy las finalmente seleccionadas fueron inoculadas las razas 0, 1A y 5 del
patdgeno en condiciones controladas para confirmar la naturaleza de la reaccién. Un
total de 14 lineas fueron seleccionadas por su resistencia en campo y 35 lineas
adicionales se inocularon artificialmente con cada una de las tres razas del patégeno,
ocho de ellas fueron resistentes a las tres razas, 10 fueron resistentes a las razas 0 y
1A, y 16 lineas fueron resistentes a la raza 5. (Castro, Rubio, & Millan, 2000, p. 145).

Excepto en contados casos, las lineas de garbanzo Kabulli con resistencia a la
Fusariosis Vascular del garbanzo generalmente son susceptibles a la Rabia causada
por Ascochyta rabiei lo cual limita considerablemente su utilidad en areas geograficas
donde ambas enfermedades son prevalentes. (Castro, Rubio, & Millan, 2000, p. 145).

Por ello, se desarroll6 un programa de mejora vegetal de la ETSIAM de la Universidad
de Cdrdoba, que incluyd entre sus principales objetivos desarrollar germoplasma de
garbanzo Kabulli con resistencia combinada a las dos enfermedades de dicho
programa ha resultado la identificacion de cuatro lineas con semillas de interés
comercial resistentes a la raza 5 de F. oxysporum y moderadamente resistentes a un
aislado altamente virulento de A.rabiei cuatro lineas resistentes tanto a la raza 5 de F.
oxysporum como de A. rabiei. (Castro, Rubio, & Millan, 2000, p. 145).

En otra investigacion de Marcadores moleculares STMS en los grupos de ligamiento
2, 3y 4 en el cruzamiento intra especifico ILC3279 x WR315 donde se localizan genes
de resistencia a Fusarium oxysporum y QTL relacionados a Ascochyta rabiei y fecha
de floracion; respectivamente se utilizaron ciento nueve lineas recombinantes
provenientes del cruce intra especifico de garbanzo ILC3279xWR315 se genotiparon
con treinta y tres marcadores STMS (Sequence Tagged Microsatellite Sites) para
saturar el mapa genético con respecto a los grupos de ligamiento (LG) 2, 3y 4 que
poseen caracteristicas deseables en cuanto a la resistencia a Ascochyta rabiei,
Fusarium oxysporum y fecha de floracion, respectivamente. (Santander, 2014, p. 17).
Se obtuvieron 10 grupos de ligamiento con los programas JoinMap 4.0 y MapMaker
3.0b. (Santander, 2014, p. 17)

El marcador STMS H2B061 se coloc6 muy cercanamente a los STMS TA200y al TA59
enel LG 2. En el LG 4 se ubicé el marcador NCPGR91 a una distancia de 26.2 cM
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del caracter color de flor. Los marcadores NCPGR10 y H2I01 se ubicaron en el LG 3,
a 43.8 y 64.5 del STMS TA64. El marcador TA142 se ubicO en este mismo grupo, a
una distancia de 17.5 cM del STMS TA64. (Santander, 2014, p. 17).

Como resultado, de los 34 marcadores STMS utilizados en la poblacion ILC3279 x
WR315, 22 mostraron buena amplificacion y polimorfismo en el analisis de colas
realizado. De ellos 13 mostraron asociacion con los grupos de ligamiento de interés.
(Santander, 2014, p. 3-17)

ILC3279=a=0
WR315=b=1

Tabla 1: Resultados de amplificacion y polimorfismo en el anélisis de cola.

Grupo de ligamiento Marcador/Proporcion 0:1 (Analisis de colas)
CaSSR2-NED / 3:10
NCPGR93-HEX / 5:12

LG 2 NCPGR67-PET /5:12
H2B061-HEX / 0:12
H3A052-HEX / 3:10
H2L102-NED / 1:6
TA142

LG3 NCPGR-10-NED / 2:7
H2101-PET / 1.7
NCPGR34-PET / 3:11

LG4 NCPGR98-NED / 3:11
NCPGR91-HEX/ 1:12
NCPGR67-PET / 6:11

LG5 TA42
LG7 TA18
TA140

De los 12 marcadores STMS escogidos para realizar el analisis de ligamiento por
presentar asociaciéon con algun grupo de interés, 4 se resolvieron en geles de
acrilamida obteniendo bandas entre 150 y 316 bp. El TA142 y el TA42 se resolvieron
en gel de agarosa MetaPhor al 3%, con un tamafio de banda de 129 bp para el parental
femenino (alelo a) y de 123 para el parental masculino (alelo b) para el primero y de
para el segundo. (Santander, 2014, p. 18)

Los 8 marcadores restantes se resolvieron por analisis de fragmentos, obteniendo
bandas entre los 140 y 316 bp. (Santander, 2014, p. 3)

Los primers utilizados en este estudio no se sabe su localizacion en el mapa ya que
es la primera vez que se los incluye en un analisis de ligamiento excepto por los
marcadores TA142, asociado al grupo de ligamiento 3 (Cobos, y otros, 2007, p. 33),



TA42, asociado al grupo de ligamiento 5 () y TA18 y TA140 asociados al grupo de
ligamiento 7 (). (Santander, 2014, p. 18)

Todos los primers se ajustaron a la segregacion esperada para una poblacion de lineas
recombinantes. (Santander, 2014, p. 18)

Se obtuvieron 10 grupos de ligamiento tanto con el programa JoinMap 4.0 como con
MapMaker 3.0b. (Santander, 2014, p. 3)

El marcador STMS GAA47 asociado a la caracteristica de color de flor, est4 ubicado
en el grupo de ligamiento 4. Ambos programas ubicaron en este grupo al STMS
NCPGR91 a cM del marcador. (Santander, 2014, p. 17)

Los marcadores STMS TA59 y TA200 asociados a la resistencia a Fusariosis, estan
en el grupo de ligamiento 2, en donde tanto JoinMap 4.0 como MapMaker ubicaron a
los marcadores NCPGR67 y H2B061, con cM de distancia entre ellos. (Santander,
2014, p.17)

La caracteristica de fecha de floracion est4 asociada a los marcadores TA64 y TA142
y se encuentra ubicada en el grupo de ligamiento 3. En él, se han ubicado los STMS
NCPGR10 y H2I01, que se encuentran a cM del TA142 y a cM del TA64. Las
distancias en cM con los dos algoritmos utilizados por JoinMap y aquellas calculadas
con el MapMaker presentan diferencias, no solo entre programas sino entre los
algoritmos. Pero cabe destacar que se encuentra mayor similitud entre el algoritmo de
recombinacion (JoinMap) y el programa MapMaker. (Santander, 2014, p. 17).

En otra, investigacion sobre Saturacion y localizacion de marcadores moleculares del
grupo de ligamiento 2, de un total de 12 marcadores RAPDs que se probaron en los
parentales de la poblacion WR315 x ILC3279, s6lo 11 mostraron buena amplificacion,
obteniendo entre 2 y 15 bandas. De estos, seis de los RAPDs resultaron ser
monomorficos y 5 polimérficos. Y dentro de los polimarficos, uno (CS27700) ya se sabia
que estaba asociado a la resistencia a fusariosis y se analizé en toda la poblacion para
incluirlo en el mapa de ligamiento, mientras que el resto de los RAPDs solo se
amplificaron en 10 RILs resistentes y 10 RILs susceptibles (andlisis de colas),
resultando no estar asociados a la resistencia a fusariosis, por lo que no se analizaron
en el resto de la poblacion. (Salmerén, 2014, p. 28)

De los 20 marcadores STMS analizados, 12 se resolvieron por analisis de fragmentos
variando en peso molecular entre 236 y 290 pb. Los 8 restantes se visualizaron en gel
de agarosa y su peso oscilé entre 100 y 280 pb. En todos los casos se obtuvo buena
amplificacion. En los STMS resueltos por analisis de fragmentos se obtuvieron
patrones que permitieron diferenciar claramente el alelo del parental femenino (alelo
a) y el masculino (alelo b) y en algunos casos individuos heterocigotos. (Salmerén,
2014, p. 28)

Al realizar el andlisis de colas con los STMS de la serie NCPGR de los que no se
conocia su situacion en el mapa de garbanzo, no se obtuvo asociacion a la resistencia
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a fusariosis al no coincidir el patron de alelos con el caracter resistente/susceptible,
por tanto estos marcadores no se incluyeron en el andlisis de ligamiento. (Salmeron,
2014, p. 28)

Todos los STMS localizados en trabajos previos en el grupo de ligamiento 2 se
estudiaron en toda la poblacién para realizar el andlisis de ligamiento. Todos se
ajustaron a la segregacion 1:1 esperada para una poblacion de lineas recombinantes,
excepto el marcador TR58 con X2=17.78 (p < 0.01). Este marcador TR58 no se incluyé
en el analisis de ligamiento. (Salmeroén, 2014, p. 28).

Por otra parte, se incluyo en el estudio el caracter cualitativo resistencia/susceptibilidad
a fusariosis raza 5, considerando resistentes a las RILs con 0-30% de plantas muertas
a las 5 semanas después de la inoculacién. La proporcion de RILs resistentes frente a
susceptibles se ajustdé a la segregacion esperada 1:1 para ambas razas, y se
incluyeron en el analisis de ligamiento. (Salmerén, 2014, p. 28)

Finalmente, se obtuvo un grupo de ligamiento formado por los 10 marcadores STMS,
un marcador RAPD (CS27700)y el caracter de resistencia a raza 5 (Foc 5) de Fusarium
oxysporum sp ciceris. El marcador TS82, aunque se ajusté a la segregacion esperada,
no resultd ligado a ninguno de los marcadores del LG2. Este grupo comprende una
distancia de 162,1 cM, con una distancia maxima entre marcadores de 32.1 cM,
minima de 3.0 cM. (Salmerén, 2014, p. 28)

Marcadores moleculares de ADN

Los marcadores moleculares son trozos de ADN que se pueden identificar bien (no
tienen por qué ser genes). Su polimorfismo es elevado (se pueden conseguir hasta
miles de marcadores), pueden detectarse en cualquier estadio del desarrollo y se
distribuyen a lo largo del genoma. (M & Cubero, 1978, p. 465).

Marcadores de ADN basados en la PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) es una técnica que permite multiplicar ADN in
vitro (artificialmente). Basicamente es una maquina con un termadstato que baja y sube
la temperatura varias veces (termociclador) donde se cargan las muestras de ADN.
Para multiplicar el ADN se siguen los siguientes pasos: Calentamiento de la muestra
a unos 90-95°C que provoca la desnaturalizacion del ADN (se abren las cadenas), se
baja la temperatura, se afiade la ADN polimerasa y nucleétidos y se produce la
duplicacion de las cadenas. (Moreno & Solis, 2010, p. 75)

El principal problema de esta técnica era que la ADN polimerasa se degradaba a esa
temperatura tan alta. La solucion llego de una polimerasa procedentes de bacterias
termofilas (TAQ polimerasa) (Manchada G, 2008, p. 595). Esta enzima es termo
resistente. Como en cada ciclo se duplica la cantidad de ADN total, al cabo de n ciclos
la cantidad de ADN sera 2n la inicial (en 21 ciclos un millon de copias). Como el grado
de multiplicacién es tan alto, a veces hasta se puede empezar con una sola molécula
de ADN. (Moreno & Solis, 2010, p. 75).



RAPD (Ramdom Amplified Polymorphic DNA)

Polimorfismo de ADN basado en una amplificacion aleatoria. Se necesitan cebadores
para iniciar la duplicacion. Los cebadores (0 primers) son secuencias cortas de
nucleotidos (de unos 10 nucleotidos) que se unen en diversos puntos del genoma
(secuencias complementarias). Ahi se enganchan la ADN polimerasa y comienza la
extension de la cadena de ADN (Mandel, 1971). Las diferencias entre individuos y
entre alelos son debidas al anclaje o no del cebador en un determinado punto. (Moreno
& Solis, 2010, p. 75).

Los RAPDs no suelen ser codominantes y la técnica no es facilmente repetible. Sin
embargo, el proceso es facil y de bajo coste. (Millan, y otros, 2006, p. 81).

Microsatélites

Las secuencias repetidas de nucle6tidos son muy comunes en el genoma de cualquier
especie. El nUmero de repeticiones varia entre individuos (Millan, y otros, 2006, p. 81).
Estas secuencias suelen tener bordes muy parecidos (zonas flanqueantes). Utilizando
estas zonas flanqueantes como cebadores podemos amplificar con la PCR la
secuencia repetida. Las diferencias entre individuos (entre alelos) son debidas al
distinto tamafo de la secuencia repetida. Son marcadores codominantes. (Moreno &
Solis, 2010, p. 76).

Genotipar y Fenotipar.

Con la llegada de los marcadores moleculares podemos detectar los alelos y genes, y
por ello se habla, de Genotipar una planta o una poblacién (Muehlbauer & Singh, 1987,
p. 99). Este nuevo verbo se utiliza en contraste con fenotipar, que consiste en evaluar
un fenotipo (medir el rendimiento, ver el color, la resistencia a enfermedades, etc.).
Que ha sido el proceso habitual para evaluar un caracter. (Moreno & Solis, 2010, p.
76).

Al igual que para el resto de las leguminosas, los dos objetivos tradicionales en la
mejora de la especie son el incremento y la estabilidad de los rendimientos; ademas
de la mejora de la calidad de los granos. (Cobos, y otros, 2007, p. 33).

Aunque se han dedicado esfuerzos para mejorar las producciones del cultivo, la falta
de estabilidad sigue siendo su principal problema. Los principales inconvenientes para
aumentar la produccion radican en la mejora de caracteristicas agronomicas
relacionadas con la adaptacion a sistemas de cultivo (Moreno & Solis, 2010, p. 69).

El garbanzo es un cultivo que tradicionalmente se siembran en primavera y la planta
desarrolla poca biomasa en corto periodo de tiempo de su crecimiento, reflejandose
en la produccion final de semillas del cultivo. (Moreno & Solis, 2010, p. 69)

Seria bueno sembrar en invierno y alargar el ciclo permitiéndonos aumentar las
producciones. Sin embargo, las siembras invernales estan muy limitadas por la
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susceptibilidad del garbanzo a la Rabia (enfermedad causada por el hongo aéreo
Ascochyta rabiei), ya que, es la época que el hongo encuentra las condiciones
ambientales adecuadas para el desarrollo de la enfermedad (T2 aprox. 5-15 °C y
humedad alta). (Cobos, y otros, 2007, p. 33).

El desarrollo de lineas resistentes a rabia ha permitido la introduccion de las siembras
de invierno llegando a duplicar o triplicar las producciones (Moreno & Solis, 2010, p.
100). La mejora para resistencia a rabia ha llegado a ser uno de los objetivos
principales de los programas de mejora de garbanzo (Cobos, y otros, 2004, p. 263).

Enfermedades causadas por hongos en el garbanzo
Rabia del garbanzo (Ascochyta rabiei)

Es una de las enfermedades mas peligrosa en el mundo pudiendo causar pérdidas de
casi el 100% de la produccion, cuando la enfermedad se manifiesta intensamente, se
seca por completo el cultivo en poco tiempo, reduciendo los rendimientos en valores
por encima del 80% (Chongo G, 2002, p. 85).

El patégeno ataca todas las partes aéreas de la planta causando necrosis y colapso
tisular (Figura 1). Los sintomas aparecen en forma de manchas redondeadas en hojas
y vainas, alargadas en los tallos, estando bordeadas por un anillo oscuro. Estas
manchas son de color ocre y en ellas aparecen numerosos puntos negros, perceptibles
a simple vista, que son los picnidios productores de las conidias que propagan la
enfermedad. (Moyano N. , 2004, p.40).

Figura 1. Lesiones de rabia en tallos, hojas y vainas. Ataque de rabia en un campo
de garbanzo (derecha).

Las manchas de los tallos son el resultado de una atrofia vascular, impidiendo la
circulacién de la savia, pudiendo romperse por dichas lesiones, produciendo la muerte
de la planta sobre la zona afectada. La enfermedad se desarrolla en periodo himedo
y con temperaturas entre 5-30 °C. Por ello, el principal limitante del cultivo de invierno
es poseer cultivares resistentes a rabia (Moyano N. , 2004, p. 40).

Sembrar garbanzo de primavera en otoiio es exponerse, con facilidad, a un desastre
seguro, a menos que sea resistente a la enfermedad (Moyano N. , 2004, p. 40).

Fusariosis (Fusarium oxysporum)

Este hongo, ataca principalmente, en el sistema vascular de la planta y es uno de los
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principales causantes en garbanzos de la marchitez de la planta (Figura.2),
constituyendo también uno de los factores limitantes importantes del cultivo. (Moyano
N., 2004, p. 40)

Los cultivares de invierno sufren menor ataque de Fusarium debido que al llegar la
primavera las plantas han desarrollado un sistema radicular mas fuerte y lignificado y,
por lo tanto, opone mas resistencia a la entrada del hongo; en un afio normal en cuanto
a humedad, y aun humedo si las temperaturas son bajas, hay resistencia por escape,
pero con humedad y temperaturas suaves en invierno, el cultivo puede verse atacado.
(Moyano N. , 2004, p. 41).

La inestabilidad del cultivo es causada por el hongo del suelo Fusarium, que junto con
la rabia son las dos enfermedades mas importantes del garbanzo (Figura 2 b). Hasta
la fecha se han descrito ocho razas distribuidas en India, Espafia y Estados Unidos.
La permanencia del hongo en el suelo y la capacidad de sobrevivir durante afios hace
complicado su control (Haware, Nene, & Natarajan, 1996, p.12)

Figura 2. a. Material de garbanzo resistente a Fusarium (centro bandeja) y
susceptible. b. Cultivo atacado por Fusarium oxysporum.

Por lo tanto el uso de cultivares resistentes es la mejor forma de controlar esta
enfermedad. Se dispone de fuentes de resistencia a fusarium entre los garbanzos
cultivados siendo la piramidacién de genes (asociados a las diferentes razas) en los
nuevos cultivares desarrollados la estrategia mas adecuada para proporcionar
resistencia durable a esta enfermedad. (Moyano N. , 2004, p. 42)

3.3. Caracteres agronémicos del Garbanzo

Origen de caracteres de interés agronémico.

Probablemente mutaciones, como vaina indehiscente, habito mas erecto y semillas
sin dormancia hayan jugado un papel importante en el proceso de su domesticacion
(Moreno & Solis, 2010, p. 50). Se dispers6 desde su centro de origen hacia el Este
hasta la India, hacia el Sur llegd a Etiopia a través del valle del Nilo y hacia el
Oeste por la cuenca Mediterranea (Maesen, 1987, p. 11). En su camino evolutivo el
garbanzo ha ido acumulando numerosas mutaciones, como: la flor blanca,
insensibilidad al fotoperiodo, tegumento o cubierta de la semilla mas delgada, porte
erecto, etc. generando una alta diversidad fenotipica para diferentes caracteres
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morfologicos y agronomicos (Moreno & Solis, 2010, p. 43). Sin embargo se ha descrito
que tiene una base genética muy estrecha desde el punto de vista molecular, hecho
gue unido a la zona limitada donde se distribuye su ancestro silvestre sugieren un
origen monofilético de esta especie cultivada (Moreno & Solis, 2010, p. 50).

Asi pues el paso de silvestre ha cultivado ha supuesto una ganancia de caracteres
deseables agrondmicamente y pérdida de los indeseables. Se han encontrado
grandes diferencias entre la especie silvestre y la cultivada, especialmente en el
area foliar, habito de crecimiento, altura de la planta, dehiscencia de la vainas y peso
de 100 semillas, lo que sugiere que son estos los caracteres que han sufrido
mayores cambios durante la domesticacion (Robertson, 1997, p. 309).

Durante el proceso de dispersion y seleccion, el germoplasma de C. arietinum parece
haberse diferenciado en dos acervos genéticos diferentes que segun (Moyano N. ,
2004, p. 44), tras analizar tanto caracteres cuantitativos como cualitativos, propusieron
como razas microsperma y macrosperma. Los mejoradores, dentro de la especie
cultivada, distinguen dos tipos morfolégicamente diferentes: “Desi” y “Kabuli” (Figura
3).

Figura 3. Flores y semillas tipo Desi (a) y Kabuli (b)

Flores rosas, semillas pequefias, angulares y coloreadas y con una cubierta gruesa y
algo rugosa suelen ser de los tipos Desi (similar a microsperma) cultivados
actualmente en India, Pakistan, Africa y mas recientemente en Australia. Los tipos
Kabulli (similar a macrosperma) poseen flores blancas y semillas grandes,
redondeadas y de color claro, la cubierta es fina y lisa, se encuentran
fundamentalmente en la cuenca mediterranea, el cercano oriente, México y los estados
unidos y Canada. Estos tipos también difieren en una serie de caracteristicas
agronomicas, tolerancia al frio, resistencia a rabia (enfermedad de gran importancia en
el cultivo) y habito de crecimiento erecto son mas frecuentes en los garbanzos tipo
Kabulli. (Moyano N. , 2004, p. 46).

Los tipos Desi suelen presentar tolerancia a altas temperaturas y a la sequia,
resistencia a fusarium y precocidad. Parece ser de los tipos Kabulli, con menos
variabilidad, evolucionaron a partir de los Desi y caracteres oligogénico como la flor,
grosor de la cuticula y tamafio de la semilla han jugado un papel muy importante en su
evolucion (Moyano N. , 2004, p. 46).

Descripcion Morfoldgica del Garbanzo C. arietinum

C. arietinum es practicamente un arbusto, es una especie dicotiledénea, anual y
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herbacea que alcanza aproximadamente una altura de 40- 60cm con tallos ramificados
y pelosos, sistema radicular profundo que compone de una raiz pivotante, que
normalmente alcanza entre 40 y 50 cm de profundidad, pudiendo llegar incluso hasta 1
metro. El tallo puede ser erecto, semierecto (frecuente en las variedades cultivadas) o
rastrero (en las silvestres). Este tiene tres ramificaciones principales, y en términos de
produccion la segunda, es la mas importante (Cubero, 1987, p. 35)

Una ramificacion primaria, que comienza a la altura del suelo, con ramas gruesas, fuertes
y lignificadas; una ramificacion secundaria, que se desarrolla en nudos de las ramas
primarias, y una ramificacion terciaria, desarrollada sobre la secundaria. La ramificacion
secundaria es la que mas contribuye a la produccion de la planta. (Moyano N. , 2004, p.
56).

Las hojas se disponen alternas a lo largo del tallo, son pseudo- imparipinnadas con
namero variable de foliolos por hoja (6-7 a 16-18) que son sub elipticos y dentados.
Las flores son axilares solitarias y una por nudo, aunque en ocasiones (por mutaciones
espontaneas) pueden aparecer dos flores por nudo. Son de color blanco o purpura y
presentan las caracteristicas tipicas de una flor papilionacea. Son flores hermafroditas
y autdgamas (Cubero, 1987, p. 35).

El fruto es una vaina bivalva con una o dos semillas en su interior, aunque existen
genotipos que pueden presentar tres semillas por vaina. Son globosas, vellosas y
de pequefio tamarfio (2,5-3cm.), confiriéndole un aspecto caracteristico. Las semillas,
de forma globosa o bilobular, son en general puntiagudas y muestran un pico
caracteristico (recto o curvado) en la zona donde aparecera la radicula. La superficie
de la semilla puede ser lisa 0 rugosa y presenta una amplia gama de colores entre el
blanco, crema, amarillento, anaranjado, marrén, rojizo o negro (Moreno & Solis, 2010,
p. 68)

Adaptacién del cultivo y caracteres implicados

La arquitectura de los cultivos puede ser modificada para su adaptacion a diferentes
ambientes y para aumentar de produccién y estabilidad, optimizando asi los programas
de mejora, siendo esta la principal razén de mejoradores y genéticos. Puede verse
afectada por condiciones ambientales, principalmente la temperatura e intensidad de
radiacion. Varios caracteres influyen en esta adaptacion, entre ellos destacamos los
patrones de ramificacion, el tamafio de hoja y la fecha de floracién, siendo éste ultimo
el de mayor importancia (Huyghe, 1998, p. 383).

Fecha de floracién del Garbanzo

La fecha de floracion es un componente esencial en la adaptacién del cultivo,
particularmente en regiones semiaridas donde el crecimiento esta limitado por la
disponibilidad de agua y por las temperaturas al final del periodo de crecimiento
(Subbarao GV, 1995, p. 469). Asi pues, materiales precoces (asociados con
maduracién precoz) son los adecuados para escapar de sequias terminales y altas
temperaturas al final del ciclo (Gaur, y otros, 2007, p. 391), siendo la precocidad un
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factor clave en la formacion y maduracion de las vainas ante la presencia de estrés
abiotico (Moreno & Solis, 2010, p. 50).

En ambientes mediterraneos, floracion precoz esta positivamente asociada con
produccion (Siddique KHM, 2003, p. 151).

Utilizando poblaciones de lineas recombinates (RILs) y poblaciones derivadas de
retrocruzamientos, (Sabaghpour SH, 2003, p. 542) observaron una alta asociacion con
el vigor de la planta. También se ha observado una moderada y positiva correlacion
con el peso de la semilla (Hovav, Upadhyaya, Beharav, & Abbo, 2003, p. 539),
sugiriendo que es dificil mejorar para precocidad sin comprometer el peso de la
semilla, siendo este Ultimo un caracter de gran interés para el mercado. No obstante,
estos resultados contrastan con la informacion del ICRISAT donde se han empleado
materiales de origen Mexicano con semilla grande y muy precoces (Gaur, y otros,
2007, p. 391).

La floracion es un caracter muy variable depende de la estacién, de la fecha de
siembra y de la altitud y latitud (Summerfield & Roberts, 1988, p. 329). Los genotipos
de garbanzo muestran una respuesta diferencial al fotoperiodo y a la temperatura
(Robertson, 1997, p. 309), encontrandose genotipos en los que la fecha de floracion
esta influenciada por la respuesta al fotoperiodo y por la temperatura, sin embargo,
en otros esta determinada Unicamente por el fotoperiodo (Cubero, 1987, p. 35-66).

La insensibilidad al fotoperiodo ha jugado un gran papel en la adaptacion a ambientes
de latitudes bajas. En la Cuenca Mediterranea, la insensibilidad al fotoperiodo podria
ser un cardcter interesante para evitar los estreses de humedad los cuales ocurren
fundamentalmente en la época de verano (Cobos, y otros, 2007, p. 33-42).

La informacién disponible de la herencia de la fecha de floracion difiere dependiendo
de los genotipos usados como parentales y del ambiente. (Gumber & Sarvjeet, 1996,
p. 295), estudiaron su genética utilizando tres cruzamientos de garbanzo en el norte
de la India (ambiente subtropical).

Porte del garbanzo

El porte es otro caracter de adaptacion del cultivo y relacionado con la arquitectura de
la planta. Esta controlado por un gen (Hg/hg), siendo erecto dominante y rastrero
recesivo (Patil, 1959), (Argikar & D’Cruz, 1959, pags. 402-405)) y localizado en el
GL3 del mapa genético de garbanzo (Winter, y otros, 2000, p.1163).

Los tipos erectos son generalmente mas altos, con tallos mas compactos y mejor
adaptados a la mecanizacion que los tipos achaparrados. Debido a que las lineas
erectas tienen menos ramificaciones primarias y secundarias y por lo tanto menos
vainas que las achaparradas, es necesario mayor numero de plantas por unidad de
area para conseguir una mayor produccién (Muehlbauer & Singh, 1987, p.125).
observaron que bajo condiciones mediterraneas, el porte semierecto o achaparrado
influye positivamente en la estabilidad de la produccion y en el rendimiento (Singh L,

14



1995, p. 191-197) definieron una serie de categorias basandose en el angulo que
forman las ramificaciones secundarias con el tallo principal: (1): erecto, formando un
angulo entre 0-15°; (2): semi erecto, entre 15-25°; (3): semi-rastrero, entre 25-60°; (4):
rastrero, entre 60-80° y (5): ramas caidas en el suelo. (Cobos, y otros, 2007, p. 34).

Efecto de caracteres de herencia simple sobre los caracteres agronémicos y
componentes del rendimiento evaluados en garbanzos.

Dos poblaciones estudiadas segregan para caracteres que pueden tener valor
adaptativo y que estan controlados por uno o pocos genes. Esto nos ha permitido
agrupar los genotipos estudiados en clases basandonos en cada uno de estos
caracteres cualitativos y se han realizado descomposiciones ortogonales del efecto
genotipo y de la interaccion GXE para cada uno de ellos en el analisis de la
varianza. De esta manera se ha analizado el efecto que puedan tener estos caracteres
sobre los caracteres cuantitativos evaluados. De estos caracteres adaptativos, habito
de crecimiento y fecha de floracion segregan en ambas poblaciones, numero de
vainas por nudo (simple o doble vaina) en JG62xILC72 y tipo de hoja
(normal/unifoliada) y tamafio (grande/pequefia) en CA2990xWR315. (Carreras, Rubio,
Gil, & Millan, 2013, p. 149).

Habito de crecimiento (achaparrado/erecto) en garbanzo.

Este caracter tuvo una gran influencia sobre altura de planta y altura de insercién de
la primera vaina en JG62xILC72, explicando la diferencia entre porte achaparrado y
erecto un alto porcentaje de la variacion de estos caracteres en dicha poblacién (58
y 56% respectivamente) (Tabla 5). En éste caso, habito erecto estuvo asociado a una
mayor altura de planta (56.25 vs 48.55cm). Se observaron diferencias significativas en
las interacciones GXE dentro de cada grupo y entre grupos. Las interacciones dentro
del grupo achaparrado explicaron un mayor porcentaje de la variacion de la

interaccion GXE total para altura de planta y altura 12 vaina (R2 = 44 y 52%
respectivamente). Este alto porcentaje puede ser debido a su mayor nimero de
grados de libertad (gl=84 y 24 para altura de planta y altura 12 vaina respectivamente).
Respecto a las interacciones que presentan las diferencias entre grupos, estas
explicaron un moderado porcentaje de la interaccion GxE total en ambas alturas (27 y
32% respectivamente), lo que indica que las diferencias en altura entre achaparrado
y erecto no fueron iguales en todos los ambientes ensayados. En la poblacion
CA2990xWR315 no se observaron diferencias entre los dos habitos de crecimiento y
su contribucién a la interaccién GxE total tampoco fue importante (Tabla 2). En esta
poblacién en conjunto se observa una arquitectura mas baja en todos los ensayos.
(Carreras, Rubio, Gil, & Millan, 2013, p. 149)
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Tabla 2: Descomposicion ortogonal para habito de crecimiento (achaparrado/erecto)
de los efectos de genotipo e interaccion GxE.

Cuadrados medios
Genotipo (g/=<9 Interaccion GxE (g/=<114)
Caract Achaparrado Erecto Ach.vs.Ere | Achaparrado Erecto Ach.vs.Erecto
' (9/<14) (g/<4) cto ((g/<1) (g/<84) (g/<24) ((g/<6)
AP 340.31*** 482.24* 9165.99** 59.43%** 137.51*** 511.72%**
(30%) (12%) (58%) (44%) (29%) (27%)
Ala 231.02%** 368.77*** 6018.09** 34.09*** 38.08*** 290.15***
\Y (30%) (14%) (56%) (52%) (17%) (32%)
s/p 8341.52%** 368.83 40498.75** 2563.89*** 1119.65%** 2588.29***
(74%) (1%) (26%) (84%) (10%) (6%)
P/P 85.11 68.19 463.91* 78.49%* 40.57*** 56.22
(62%) (14%) (24%) (83%) (12%) (49%)
P100 253.26*** 153.96** 981.94** 21.08*** 28.68*** 31.70
(69%) (12%) (19%) (67%) (26%) (7%)

Tabla 3. Habito de crecimiento (achaparrado/ erecto) de los efectos de genotipos e
interaccion GXE (genotipos y ambiente).

Cuadrados medios
Genotipo (g/=<19) Interaccién GXE (g/=<133)
Caract Achaparrado Erecto Ach.vs.Erecto | Achaparrado Erecto Ach.vs.Erecto
' (9/<11) (9/<7) ((g/<1) (9/<77) (g/<49) ((g/<7)
AP 33.80** 153.11* 46.41 72.88%** 67.26*** 73.77*
(77%) (22%) (1%) (60%) (35%) (5%)
Ala 119.78**=* 297.00%** 3.69 26.87** 32.99%* 23.27
vV (39%) (60%) (1%) (54%) (42%) (4%)
s/p 4076.32** 2550.42 76021.73** 1452.31%** 530.33 2072.09***
(74%) (13%) (55%) (73%) (17%) (10%)
P/P 96.23 227.03 492.52* 53.18*** 48.63*** 67.77**
(34%) (50%) (16%) (59%) (34%) (7%)
P100 597.39 171.06%** 5445.37%** 31.77%* 25.57** 41.67%*=
(50%) (9%) (41%) (62%) (31%) (7%)

AP: altura de planta, A123V: altura de insercion 12 vaina, S/P: semillas/planta, P/P: produccioén/planta y
P100: peso de 100 semillas. *, ** y *** nivel de significacion para P<0.05, P<0.01 y P<0.001

Para los componentes del rendimiento semillas/ planta, produccion/planta y peso de
100 semillas, se obtuvieron diferencias significativas entre habito achaparrado y erecto
en ambas poblaciones (tablas 5 y 6) habito achaparrado parece contribuir a un mayor
namero de granos y producciones por planta y a un menor tamafio de semilla en las
dos poblaciones. Estas diferencias fueron importantes en CA2990XWR315 para
semillas/ planta y tamafo de semilla (P100) explicando un 55 y 41% respectivamente
de la variacion total del genotipo (tabla 3).

En general la interaccion GxE fue significativa dentro de los grupos de genotipos de
habito achaparrado, erecto y entre grupos. La interaccion GXE que mostré el grupo
con habito achaparrado fue la mas importante respecto a la interaccion total en ambas
poblaciones para los tres componentes del rendimiento, no obstante esto puede ser
debido al mayor numero de grados de libertad y por los genotipos que muestran este
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caracter. Respecto a las interacciones GXE detectadas entre grupos, aunque fueron la
mayoria significativas, su peso en la interaccion total fue poco importante (<10%).
(Carreras, Rubio, Gil, & Millan, 2013, p. 145-149)

Fecha de floracién (precoz/tardia) en garbanzos

Se observaron diferencias significativas entre fecha de floracion precoz y tardia
para altura de planta y altura de insercion de la 12 vaina en la poblacién JG62xILC72.
La precocidad estuvo asociada a menor altura de planta y viceversa para ciclo tardio.
La mayor parte de la interaccion GXE (genotipo y ambiente) de estos dos caracteres
fue explicada por la interaccion presente en cada grupo siendo ligeramente superior
en el grupo de genotipos precoces lo que puede estar relacionado con el ligero
aumento de sus grados de libertad. Aunque la interaccidon GXE detectada por las
diferencias entre grupos fue significativa esta fue poco importante (£10%). En
CA2990xWR315 no se observaron diferencias entre los dos grupos (precoz y tardio)
y su contribucion a la interaccion GxE total tampoco fue importante. (Carreras, Rubio,
Gil, & Millan, 2013, p. 145-149)

Tabla 4. Fecha de floracién (tardio/precoz) de los efectos de genotipo e interaccion
GXE (Genotipo y ambiente).

Cuadrados medios
Genotipo (gl=19) Interaccion GXE (gl=114)
Caract Tardio Precoz Tardio.vs. Tardio Precoz Tardio.vs.
' (gl<8) (gl<10) Prec (g/<1) (gl<48) (gl<60) Prec (g/<6)
592.89*** 761.15%** 3504.50** 95.36*** 100.40%** 126.88**
AP (30%) (48%) (22%) (40%) (53%) (7%)
350.47*** 563.17*** 2291.92 41.38*** 49, 75%** 91.05***
AlaV (26%) (52%) (22%) (36%) (54%) (10%)
s/p 6404.48** 9452.82*** 12991.30 2154.03*** 2295.09*** 2778.13***
(32%) (60%) (8%) (40%) (54%) (6%)
49.35 147.85* 54.90 74.80%** 66.08%** 50.05**
P/P (20%) (77%) (3%) (45%) (51%) (4%)
P100 336.34*** 94.26%** 1510.04** 27.34%* 15.32%** 69.58***
(52%) (18%) (30%) (50%) (35%) (15%)

AP: altura de planta, A13V: altura de insercién 12 vaina, S/P: semillas/planta, P/P: produccion/planta y
P100: peso de 100 semillas. *, ** y *** nivel de significacion para P<0.05, P<0.01 y P<0.001

El comportamiento de las dos poblaciones fue también diferente para los
componentes del rendimiento. En CA2990xWR315 se observaron diferencias

altamente significativas e importantes (R2 = 45%) entre precoz y tardio para el
caracter semillas/planta, mientras que, en JG62xILC72 no se observaron diferencias
significativas (Tabla 4). Para tamafio de semilla (peso de 100 semillas) aunque hubo
diferencias significativas e importantes entre ciclo precoz y tardio en las dos
poblaciones sin embargo en CA2990xWR315 precocidad estuvo asociado a mayor
tamanfno de grano y viceversa en JG62xILC72

Respecto a la interaccion GXE debida a las diferencias entre ciclo precoz y tardio fue
significativa para todos los componentes del rendimiento en las dos poblaciones
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aungue su contribucion a la interaccion total no fue muy importante, del 4 al 15% en
JG62XILC72 y del 6 al 10% en CA2990xWR315 (Tablas 7). La interaccion fue también
altamente significativa dentro de cada grupo para los tres componentes del
rendimiento en ambas poblaciones. En JG62xILC72 para tamafio de semilla el grupo

de plantas precoces explicaron un porcentaje mas bajo de la interaccion (R2 = 35%)

que el de las tardias (R2 = 50%) a pesar de que los grados de libertad del primero
fueron mayores. Estos resultados sugieren que el caracter precocidad confiere una
mayor estabilidad al tamafio de la semilla. Sin embargo, en CA2990xWR315 es el
ciclo tardio el que parece conferir mayor estabilidad al tamafio de semilla. En esta
misma poblacion las plantas que poseen ciclo precoz parecen ser también mas
estables que las de ciclo tardio para semillas/planta. (Carreras, Rubio, Gil, & Millan,
2013, p. 149).

Numero de vainas por nudo (simple o doble vaina) en garbanzos

Este caracter solamente se evalud en la poblacion JG62xILC72, donde el parental
JG62 es el portador del caracter doble vaina por nudo. No se observaron diferencias
entre doble y simple vaina para todos los caracteres evaluados y la contribucién de
estas diferencias a la interaccion GxE total, aunque significativas en la mayoria de

los casos, no fueron muy importantes (Tabla 5). Por los valores de R2
correspondientes a la interaccidon GXE parece ser que los genotipos de vaina doble
conceden una mayor estabilidad a la produccién por planta ya que el porcentaje que
explican de la interaccion GxE total es mas bajo. De igual manera los genotipos con
Vainas simples serian mas estables para tamafio de semillas.

(Carreras, Rubio, Gil, & Millan, 2013, p. 149)

Tabla 5. Simple/doble vaina de los efectos de genotipo e interaccion GXE (Genotipo y
ambiente).

Cuadrados medios
Genotipo (gl=19) Interaccién GXE (gl=114)
Caract. Doble Simple Dgibnlq'\és' Doble Simple Dgﬁ;\f'
(gl<9) (gl<9) (9/<1) (gl<54) (gl<54) (g/<6)
AP 1088.78*** 575.04*** 884.73 116.64*** 76.27*** 157.56**
(62%) (32%) (6%) (52%) (39%) (8%)
AlaV 701.21** 467.42** 209.71* 53.43*** 45.29*** 31.11
(52%) (39%) (2%) (52%) (45%) (3%)
S/P 9104.76** 7255.57** 11512.35 2231.34*** 2246.42*** 2661.54***
(52%) (41%) (7%) (47%) (47%) (6%)
P/P 106.08 103.25 44.1 57.02%** 76.87*** 112.22**
(50%) (48%) (2%) (39%) (52%) (9%)
P100 176.66*** 353.20*** 374.60 23.83*** 16.78*** 76.03***
%) (62%) (7%) (49%) (34%) (17%)
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Tabla 6. Valores medios de caracteres cuantitativos de una poblacion F6:7 de
garbanzo segun habito de crecimiento, ciclo y tipo de vaina

Hapltc_) de Porte Ciclo Tipo de vaina
crecimiento
Caracteres Achaparrado | Erecto | Tardio | Precoz | Doble | Simple
Altura planta 48.55 56.25 | 55.06 | 48.81 | 49.97 | 53.28
Altura 12 Vaina 23.63 28.65 | 28.42 | 23.33 | 24.84 | 26.40
Semillas/ plantas 85.49 7450 | 73.56 | 87.32 85.47 | 76.61
Produccion /planta 15.30 1429 | 14.29 | 14.85 | 14.81 | 14.97
Peso 100 semillas 19.00 20.52 | 21.77 | 17.88 | 18.63 | 20.58

Valores medios de caracteres cuantitativos de interés agrondémico a lo largo de
diferentes ambientes de una poblacion F6:7 de garbanzo procedentes del cruzamiento
JG62xILC72 segun habito de crecimiento, ciclo y tipo de vaina

Tabla 7. Valores medios de caracteres cuantitativos F6:7 de garbanzo
CA2990xWR315 segun habito de crecimiento y ciclo.

Habltc_) de Porte Ciclo
crecimiento
Caracteres Achaparrado | Erecto | Tardio | Precoz
Altura planta 41.58 40.70 41.3 41.15
Altura 12 Vaina 17.80 18.10 | 18.74 | 17.08
Semillas/ plantas 73.01 43.20 | 73.16 |48.60
Produccién /planta 14.87 12.61 | 15.18 | 12.76
Peso de 100 semillas 21.80 29.36 | 22.00 | 27.46

Caracteres agronémicos importancia en la produccion en el garbanzo

La produccion es un caracter complejo ya que es el resultado del desarrollo completo
de la planta y presenta una heredabilidad baja. En garbanzo, existen correlaciones
entre produccién y sus componentes (semillas por vaina, vainas por planta, semillas
por planta, produccién por planta, tamafio de semilla, etc.)

Muehlbauer & Singh, (1987); Singh L, (1995); Kumar L, (1991). En una coleccion de
garbanzo tipo kabuli de 3267 entradas, encontraron una significativa y positiva
correlaciéon entre produccion y tamafio de la semilla pero no entre produccién y
semillas por vaina o vainas por planta. Sin embargo, vainas por planta ha sido
frecuentemente descrito como uno de los caracteres que mas fuertemente contribuye
a la produccion en garbanzo. Ocasionalmente se han publicado correlaciones
negativas entre tamafio de semilla y produccion (Muehlbauer & Singh, 1987, p. 125).

Los componentes de la produccién como semillas por planta o vainas por planta son
dificiles de manejar en los programas de mejora. Son caracteres complejos que
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pueden estar influenciados por otros caracteres cualitativos como doble vaina (dos
vainas por nudo), el porte y la fecha de floracién. De hecho, el caracter doble vaina
parece tener un efecto positivo en la estabilidad de la produccion (Rubio J, 1998, p.
585-587) y (Rubio, Flores, Moreno, Cubero, & Gil, 2004, p. 255) en otros ensayos
agronomicos se ha observado que las lineas con doble vaina producen mas que las
de vaina simple (Kumar L, 1991, p. 15).

Asi pues para desarrollar cultivares bajo condiciones mediterraneas, habria que
considerar en los programas de mejora las siguientes cuestiones: a) para siembras
de primavera: precocidad y hébito de crecimiento semierecto son los caracteres con
mayor influencia en la produccibn y en la estabilidad de la produccion
respectivamente y b) para siembras de invierno: el habito de crecimiento semierecto,
doble vaina y precocidad son los caracteres que mas influyen en la estabilidad de la
produccién (Rubio, Flores, Moreno, Cubero, & Gil, 2004, p. 262).

3.4. Variabilidad alélica de marcadores asociados a caracteres agronémicos.
Variabilidad genética de Marcador asociado a floraciéon

El control genético de la fecha de floracion es bastante discutido, ya que difiere de los
genotipos usados como parentales y del ambiente. (Gumber & Sarvjeet, 1996, p. 295)
en ambientes de ciclo largo y en ambientes de ciclo corto, concluyeron que el control
era digénico, siendo precocidad recesivo. (Kumar L, 1991, p. 14-15) Utilizando
genotipos precoces, observaron que dicho caracter estaba controlado por un gen
mayor. Se han identificado QTLs (quantitative traits loci) asociados a este caracter
indicandonos que puede haber varios genes que controlan la fecha de floracion. Estos
se han localizado en los GL4 (QTLDF1) y GL3 (QTLDF2) del mapa genético del
garbanzo. El marcador més estrechamente ligado al QTLLG3 fue el microsatélite
TA142 mientras que el GAA47 se encuentra en el “pico” del QTLLG4 (Cobos, y otros,
2007, p. 42).

En garbanzo, no se han hecho estudios a nivel funcional y o que se ha publicado
respecto al control de la floracion son experimentos de genética clasica. Se han
descrito cuatro genes no alélicos (Efl-1, Efl-2, Efl-3 y Efl4) que controlan la fecha de
floracién en diferentes genotipos de garbanzo, siendo los alelos tardios los dominantes
sobre los precoces (Gaur, y otros, 2007, p. 420).

Desarrollo de lineas casi isogénicas para fecha de floracién en garbanzo y
busqueda de genes candidatos

Resultados de evaluacion fenotipica de dos RILs segregantes junto con sus parentales
creciendo en condiciones de dia corto (camara e invernadero) y patrones de
amplificacion con los marcadores STMS TA142 y GAA47 que son indicadores de los
QTLDF2 (GL3) y QTLDF1 (GL4), respectivamente. (Ali L. , 2014, p. 64).
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Tabla 8. Resultados de evaluacion fenotipica en periodo de floracion en garbanzo.

Evaluacion fenotipica (dias de floracion) media:
Marcadores 2012 | 2014 2015 (g'_?_‘igi) (g'_lo_‘f:;)
ICL3279 nf | --—---—--- 140 A A
WR315 36 | -------- 133 B B
RIP8/RIL74-75 55 104 133 B B
RIP8/RIL74-32 72 105 140 A B
2013
JG62 57 | ----mme-- 103 A A
ILC72 117 | - 130 B B
RIP10/RIL82-3 59 96 120 A A
RIP10/RIL82-4 71 106 132 A B

nf: no florecio
Ay B: Alelos presentes en uno y otro padre

En el andlisis de QTLs con los datos de campo permitié determinar el marcador GAA47
como el mas asociado al QTLpr1 en los afios 2003 y 2004 con un LOD maximo de 2.7
y 4.69 explicando 14.8 y 24.7%, respectivamente. En el caso de los datos invernadero,
los marcadores CaGM14822 y SNPFTL1 (situados en el mismo punto del grupo de
ligamiento) tuvieron el LOD mas alto (5,27) explicando el 27.1% de la variacion
fenotipica (Ali L. , 2014, p. 64).

En el QTL detectado, se encontraron ocho genes anotados que podrian estar
asociados con fecha de floracion en garbanzo. De estos ocho genes hay tres
represores de la induccion de floracion. Entre ellos, el gen anotado TEMPRANILLO
(9,5 Mb) esta en el intervalo del QTL entre los marcadores CaGM14822/SNPFT1 y
GAA47 (el maximo LOD) y tienen el rango (8,3 — 9.6 Mb). Ademas, la precocidad en
el genotipo JG62 (mutacion natural) debe ser resultado de fallo de represor que daria
lugar a floracion temprana. Por eso, el gen TEM puede ser un gen candidato para la
precocidad en JG62 y por lo tanto en RIP-1. (Ali L. , 2014, p. 64)

Objetivos de mejora

Los dos objetivos tradicionales en la mejora de la especie son el incremento y la
estabilidad de los rendimientos; a estos dos objetivos se le tiene que incorporar un
tercero que cada dia va cobrando mayor importancia: La mejora de la calidad de los
granos. (Moyano S. N., 2004, p. 32).

Si se aflade la escasa mejora genética que el cultivo ha tenido a lo largo de su historia
en comparacion con trigos, cebada, maiz, etc. El hecho que es un cultivo que
tradicionalmente se ha sembrado en primavera en tierras marginales y secanos
(Rabiosos), se entenderan los bajos rendimientos que la especie ha sufrido, con
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valores comprendidos entre los 500 y 1,000 kg/ha. A este bajo rendimiento se le tiene
que afadir la falta de estabilidad, principalmente ocasionada por tratarse de un tipico
cultivo secano, de paises con clima mediterraneo, con grandes oscilaciones
climatoldgicas, cayendo los rendimientos por debajo de los valores citados, ya que al
tratarse de un cultivo de primavera, en afios secos, en los que se agotan las reservas
de agua del suelo, el estrés hidrico en la planta se produce en momentos criticos de
la formacion y llenado del grano, por lo que los descensos en la producciéon son
manifiestos. (Moyano S. N., 2004, p. 34).

La siembra en invierno posibilita un mejor aprovechamiento de las aguas de lluvia, ya
gue, en nuestras condiciones, es en invierno cuando las precipitaciones son mas
frecuentes y numerosas, alcanzando la planta un mayor desarrollo y una mayor
produccion de biomasa, (Moyano S. N., 2004, p. 40)

El gran problema es que el garbanzo es por naturaleza muy sensible a Rabia,
producida por Ascochyta rabiei, que se desarrolla en ambientes humedos produciendo
graves dafios que pueden llegar a la destruccion total del cultivo. Por tanto, para que
se puedan sembrar cultivares en invierno, estos tienen que ser, en primer lugar,
resistentes a dicha enfermedad. En segundo lugar los cultivares de siembra otofial
tienen que ser tolerantes a las bajas temperaturas de invierno. (Moyano S. N., 2004,
p. 34)

Se han obtenido cultivares de invierno (siembra otofial) cruzando con lineas de
garbanzo tradicionales organolépticas y planamente adaptadas a condiciones de
cultivo. (Moyano S. N., 2004, p. 30)

Siendo el objetivo principal, aumentar los rendimientos y la estabilidad de éstos, se
han realizados estudios comparando el efecto del caracter doble vaina con el caracter
vaina simple (caracter normal), obteniéndose una mayor estabilidad en las
producciones de lineas que eran portadoras del caracter doble vaina, sin alterarse el
tamafo de la semilla (Rubio J, 1998, p. 585).

El tamafio de la semilla y su uniformidad son factores de gran importancia, sobre todo
en lo referente a la aceptabilidad por parte del consumidor al igual que acuerdos de
importacion-exportacion. Para la exportacion se requieren tamafios de semilla
superiores a 8 mm (34-35 g/100 semillas), asi como uniformidad en el tamafio y color
del grano (Moyano N. , 2004, p.40).

Métodos de mejora con caracteres agronomicos de interés.

Al tratarse de una especie autdgama, se pueden utilizar los métodos tipicos de
autégamas: seleccién simple sin cruzamiento o bien métodos de seleccion con
cruzamiento cuando las razas locales no den por simple seleccion la linea con los
caracteres deseados (Salmeron, 2005, p. 46). Seleccion masal, genealdgico (con
variantes) o retrocruzamiento. (Moyano S. N., 2004, p. 45).
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Los caracteres de herencia simple como el caracter doble vaina se introducen
facilmente por retrocruzamiento. (Salmeron, 2005, p. 60)

El color de la flor ha sido utilizado como marcador morfoldgico, al igual que el color del
grano, de calidad culinaria segun Moreno & Solis, (2010). La seleccién asistida por
marcadores moleculares no se aplica todavia en la practica de mejora, pero los
resultados obtenidos indican su posibilidad de uso para gran nimero de caracteres
RAPD, microsatélites e isoenzimas se utilizan para construir mapas genéticos.
(Salmeron, 2005, p.46)

Caracterizacion del genotipo

Normalmente los marcadores se basan en la presencia de dos alelos diferentes (A'y
a). Estas diferencias, también llamados polimorfismos, nos sefialan el marcador. Los
primeros marcadores utilizados fueron los caracteres morfolégicos diferenciales
(semilla lisa y rugosa, colores, etc), pero son poco abundantes. Luego vinieron los
marcadores bioquimicos, como las isoenzimas. La llegada de los marcadores de ADN,
con cientos para cada especie y que cubren muy bien el genoma, ha revolucionado el
campo de la genética y también el de la mejora vegetal. (Moreno & Solis, 2010, p. 54)

Lo mas interesante en agronomia es conseguir marcadores que estén ligados a
caracteres de interés por ejemplo, resistencia a enfermedades, para seleccionar éstos
mediante los marcadores. (Moreno & Solis, 2010, p. 50)

Marcadores Genéticos.
Caracteristica de un marcador ideal.

v Expresion fenotipica de identificacion facil (un color, una banda).

v' Expresion codominante, o sea, que se pueda distinguir el heterocigoto del
homocigoto dominante (Aa del AA): Permite distinguir estos genotipos al mismo
tiempo. Si hay dominancia no se puede distinguir AA y Aa mas que
autofecundando o haciendo el cruzamiento prueba y viendo la descendencia, lo
que hace que se tarde una generacién mas (a veces un afilo mas)

v Ausencia de efectos del desarrollo que alteren la expresion del caracter principal
(un caracter puede cambiar a lo largo del desarrollo, por ejemplo, una hoja joven
puede no presentar espinas pero la adulta si, el color de un érgano puede
cambiar con el desarrollo).

v' Expresion temprana en el desarrollo (mejor si se puede detectar en semilla o en
plantula como los marcadores de ADN): Permite ganar tiempo.

v Distribucibn homogénea a lo largo del genoma (que cubra todos los

cromosomas y se distribuya homogéneamente a lo largo de los cromosomas),

para poder tener marcadores de todos los genes de interés.

Gran numero de marcadores (alto nivel de polimorfismo).

Bajo precio y baja peligrosidad en la tecnologia necesaria. (Moreno & Solis,

2010, p. 50).

AN
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V. METODOLOGIA
4.1. Ubicacion del estudio

Este estudio se realizo en Espafia, situado en sur-oeste de Europa, en la peninsula
Ibérica y en el norte de Africa (Mapa 1), en la comunidad autbnoma de Andalucia, en
la provincia de Cérdoba (Mapa 2). (Figura 4)
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Figura 4. Mapas de Espafa y Provincia de Cordoba, donde se realizo el estudio

El universo del estudio fueron las lineas de garbanzos del continente Europeo y México
cada una procedentes de diferentes Regiones y Paises. A partir de ahi, se definio el
marco muestral conformado por 50 entradas o lineas de garbanzo, obtenidas en el
banco de germoplasma.

Se trata de una investigacion experimental con 50 lineas de Cicer arietinum L dividida
en dos fases: La primera que correspondio a la fase en laboratorio y la segunda a la
fase en campo, donde se sembraron las 50 lineas, siguiendo un disefio completamente
al azar (DCA).

La unidad experimental estuvo constituida por plantas de garbanzos, las cuales
estuvieron ubicadas en 2 surcos de 2 metros de largo en esa distancia se pusieron
entre 20 a 25 semillas de garbanzos por surco, obteniendo un total de 40 a 50 semillas
en los 4 metros con una distancia de 20 cm entre plantas, la separacién entre cada
surco fue de 0.70 metros.

La parcela estuvo constituida por diez réplicas con 25 plantas de garbanzo cada unidad
experimental, para un total de 250 lineas de garbanzo.

El area total para la evaluacion en campo fue de 20 metros cuadrados.
Tratamientos Evaluados:

Marcadores asociados a resistencia a enfermedades Fusarium oxysporum Yy
Ascochyta rabiei: CAGM7922 (A) y CY17 (B) y marcadores asociados a caracteres

24


http://es.wikipedia.org/wiki/Europa_meridional
http://es.wikipedia.org/wiki/Europa_Occidental

agronomicos: TA142 (C) Marcador de Floracion, GAA47 (D) marcador de color de flor
y FM5 (E) Marcador de Porte en la planta.

Las muestras se cargaron en geles de acrilamida no desnaturalizada al 10% (C= 2.67)
y se visualizaron mediante tincién con bromuro de etidio

Variables evaluadas

Fueron evaluadas las variables para caracteres agronomicos. Para ello, se tomaron
diez plantas elegidas al azar por cada repeticion.

Caracteres cualitativos relacionados con la estructura de la planta

e Dias de floracion: Datos tomados desde la fecha de siembra

e Color de la flor: Datos tomados cuando mas del 50% del cultivo estaba florecido
(datos color rosado y color blanco).

e Tipo de porte: confirmacién del caracter (erecto y semi erecto).

e Tipo de vaina: confirmacion del caracter (vaina simple y doble vaina).

4.2. Procedimiento de laboratorio

Para evaluar la variabilidad de marcadores moleculares de garbanzo asociados a
caracteres de interés agronémico, se realizo en el Campus universitario de Rabanales
de la Universidad de Cordoba (a), en el edificio 7 (C5) Gregol Méndez segunda planta
en el departamento de genética, Cordoba Espafia. (b). El cual se localiza con las
siguientes coordenadas geograficas. 37° 54' 48.64" N, 4° 43'17.68" O. (Figura.b).

S
[ B

Figura.5 Campus universitario de Rabanales de la Universidad de Cordoba, Espafia
Entradas utilizadas

Las entradas utilizadas fueron 50 lineas de C. arietinum L, se obtuvieron en el banco
de germoplasma del instituto de Investigacion y Formacion Agraria, Pesquera,
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Alimentaria y de la Produccién Ecolégica (IFAPA), procedentes de diferentes paises y
regiones: México (6 entradas), Kanpur India (1), Hyderabad India (8), Marrueco (2),
Uganda (1), Jordania (1), Peal de Becerro Jaén (1), Yunquera Méalaga (1), Cafiete la
Real Malaga (1), Padul Granada (1), Ardales Malaga (1), Arahal Sevilla (1),
Santisteban del Puerto Jaén (1), Villacarillo Jaén (1), Valverde del camino Huelva (1),
Beas Huelva (1), Salamanca (1), URSS (2), Tarazona de la mancha Albacete (1),
Afganistan (1), Fuente sauco Zamora (1), IFAPA Coérdoba (2), para un total de 50
entradas.

Siembra de Garbanzo en camara de cultivo

La siembra de las semillas, se realiz6 en cdmara, el dia 20 de Enero del afio 2015,
bajo sustrato perlitas haciendo uso de masetas de tamafio mediano, colocando 2
semillas por masetas, etiquetadas especificando el nimero de entrada y fecha de
siembra, para su posterior identificacion, colocadas en camara de cultivo, en
laboratorio de manera controlada.

Extraccion de ADN en plantas de Garbanzos.

Para la extraccion de ADN (Acido desoxirribonucleico) en las plantas de garbanzos, se
realiz6 siguiendo los protocolos: Método DNAzol (ADN gendmico) y el método
CTAB+DTT (Bromuro de hexadeciltrimetilamoni + Ditiotreitol); utilizando geles de
agarosa al 2.5% y geles de Acrilamida al 2%.

Las muestras se cargaron en geles de acrilamida no desnaturalizada al 10% (C= 2.67)
y se visualizaron mediante tincién con bromuro de etidio.

4.3. Procedimiento en Campo

El estudio en campo para la descripcion de caracteres agronémicos (inicio de floracion,
color de la flor y porte) de las distintas entradas de garbanzos cultivados, se realizé en
el Instituto Andaluz de Investigacién y Formacion Agraria, Pesquera, Alimentaria y de
la Produccién Ecologica (IFAPA) (a), ubicado en Avda. Menéndez Pidal s/n,
coordenadas geograficas 37° 51' 20.72" N, 4° 48' 03.17" O. (b)

Figura.6. Ubicacion del Estudio en campo
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4.4. Procesamiento y Andlisis de la informacion
Para el analisis de variacion alélica en los marcadores:

Los productos de amplificacion de los marcadores GAMG7922, CY17, TAI42, GAA47
y FM5 se resolvieron por electroforesis en gel de agarosa MetaPhor® (Cambrex Bio
Science, Rockland,) al 2.5% en TBE 1x (7.5 g de agarosa en 250 ml de tampon). Los
productos se visualizaron por tincion con bromuro de etidio y se fotografiaron bajo luz
ultravioleta con el programa Kodak 1D Image Analisis 3.6 software.

En el caso de los marcadores CY17 Y GAM7922 se compar6 la altura de banda o
presencia o ausencia de una o dos bandas entre los parentales femenino (alelo a) y
masculino (alelo b), utilizando el programa Kodak 1D Image Analysis Software 3.6. La
presencia del peso molecular de cada banda hizo ver las lineas que poseen el alelo
de resistencia o susceptibilidad de cada uno, observando para el marcador CY17
bandas con un peso molecular de 170 (Resistentes) y bandas de 180 (susceptibles).

Para el marcador GAM7229 se observd bandas con peso molecular de 290 y 300.
En los RAPDs se considero la presencia (1) o ausencia (0) de banda utilizando también
el programa Kodak 1D Image Analysis Software 3.6.

Para el andlisis de variacion alélica asociada a caracteres de interés se utilizo el
programa estadistico NTSYS agrupando los datos en un dedrograma.

En los datos cualitativos (color de flor, tipo de vaina, floracién y porte), para la prueba

estadistica se utilizd el programa estadistico SPSS versién 23, mediante tablas de
contingencia basada en Chi-cuadrado.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION.

Dado el procedimiento protocolario, tanto de laboratorio como de campo en la
Universidad de Cérdoba (UCO) y acorde con los objetivos previamente fijados en esta
investigacion, se obtuvieron los siguientes resultados:

5.1. Variacién alélica para marcadores moleculares asociados a Fusarium oxysporum
(GAGM7922) y Ascochyta rabiei (CY17).

bp
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Figura. 7. Marcador Hyperladder 50 pb y GAGM7922.
Marcador molecular GAGM7922 asociado a Fusarium oxysporum

Resultado de PCR (Polymerase Chain Reaction) Marcador GAGM7922

PCR numero 1:

Pb: Pares de base, M: 290/300
Marcador molecular, Bandas 290 ¢ 3°° 290 300 290 320
con peso molecular de 290 Pb M

g 300 - i '
pares de bases son lineas Mm—

resistentes a F. oxysporum. 200 .
Bandas con peso molecular 19 |
de 300 pares de bases son /)'/‘/‘/‘//‘/ // /‘ }‘ ]‘ }“\\

susceptibles a F. oxysporum.

o

Teniendo como resultado en 3 4 5 6 7 11 12 13 14 15 16 17

la PCR nimero uno 14 lineas °

de alelos resistentes, tres 238858305888k 88

lineas susceptibles y una 2222;2;;;3;;;;;2;
UUUUUUUUUUUUUUUUU

linea presentd ambos alelos.

Figura 8: PCR 1 con marcador GAGM7922
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PCR numero 2:

Pb: Pares de base, M:

Marcador molecular, pp 290 300 290 300 290
Bandas con peso g e ey .‘ : —
molecular de 290 pares de M---
bases son lineas 20 :

resistentes a F.
oxysporum. Bandas con
peso molecular de 300
pares de bases son .
susceptibles a F.
oxysporum. Teniendo
como resultado en la PCR
namero dos, 19 lineas
resistentes y tres lineas
susceptibles.
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CA1775
ICCVv88516
CA1825
CA2258
CA2229
CA2296
CA2248
ICCV96029
CA2235
CA1775
CA1409
CA1757
CA2272
CA1836
CA1873
CA1874
CA1899
CA1914
CA2004
CA1989
CA1945
CA1918

Figura 9. PCR 2 con marcador GAGM7922

PCR nUmero 3:

Gel de agarosa representativos donde muestra g
los productos de amplificacion de reaccionesenla 44,
cadena de polimerasa (PCR), con marcador de
peso molecular Hyperlader 50 Pb (pares de base).
Teniendo como resultado en PCR nuamero tres. 4
lineas resistentes (pb 290) y 3 lineas susceptibles
(300) de peso molecular.

200
100

CA2177
CA2172
CA2167
CA2159
CA2238

o ©
S 0
(=T |
N
<< <
o O

Figura 10. PCR 3 con marcador GAGM7922

Datos no vistos en el perfil de amplificaciéon: 3 que corresponden a las lineas 2149,
2064, 2055.

Resultados generales de variacion alélica para marcador CAMG7922.

De las 50 lineas evaluadas para ver la resistencia o susceptibilidad de Fusarium
Oxysporum tanto en laboratorio como en campo obtenidos en las prospecciones
fitopatologicas realizadas en cada unidad experimental de garbanzo situadas en el
centro de investigacién Alimentaria y de la produccién ecoldgica (IFAPA), Cordoba
Espafia, (Denominadas CA2245, CA2241, CA2300, CA1347, CA2072, CA1553,
CA1817, CA1375, CA1443, CA1348, CAl1416, CA1800, CA1373, CAL1777, CA2225,
CA1785,CA2201, ICCV88516, CA825, CA2258, CA2229, CA2296, CA2248,
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ICCV96029,CA2235,CA1775,CA1409,CAL1757,CA2272,CA1836, CA1873,CA1874,
CA1899, CA1914, CA1914, CA2004, CA1989, CA1945, CA1918, CA2154, CA2153,
CA2149, CA2064, CA2040, CA2194, CA2177, CA2172, CA2167, CA2159 y CA2238).

Se determind que no hubo variabilidad alélica, ya que se observo en campo que 42
lineas fueron resistentes a F. oxysporum, solo siete lineas resultaron susceptibles a
dicha enfermedad y una linea no se logro obtener datos por muerte de la planta, para
un total de 50 lineas; donde la mayoria de estas fueron resistentes a una de las
enfermedades mas importantes en el garbanzo como es Fusariosis.

Mediante el empleo de los protocolos FOC-PCR (Gasgo & Jiménez, 2003),
respectivamente, 41 lineas presentaron el alelo de resistencia, dichas lineas tuvieron
un peso molecular de (290) pares de bases (pb). Adicionalmente, se confirmd por
medio del protocolo de PCR especificamente de (FR-PCR) desarrollado por (Bogale,
2007) siete lineas son susceptible a F.oxysporum con un peso molecular de (300pb)
pares de base, las lineas fueron: (CA2303, CA1373, CA1785, CA2258, CA2177,
CA2172 y CA2238).

De todas las lineas estudiadas, solo una linea presentd ambos alelos tanto de
resistencia y susceptibilidad con dos pesos moleculares de 290 y 300 pares de bases
(pb), la cual fue la linea CA2300, resultando estd en campo resistente a Fusariosis
vascular, por tanto se confirma que no hubo variabilidad alélica con respecto a los
datos levantados en campo con los analizados en laboratorio.

Resultado de PCR (Polymerase Chain Reaction) Marcador CY17 asociado a
Ascochyta rabiei

PCR nUmero 4:

Los productos de amplificacion

de reacciones en la cadena de 3007310

polimerasa (PCR), con 200 | 300 310 300 310
marcador de peso molecular ‘ N o E—
Hyperlader 50 Pb (pares de

base). El resultado en PCR

namero 4 utilizando marcador
CY17, 6 lineas resistentes a
Ascochyta rabiei, con un peso
molecular de (300) pares de
base y diez lineas susceptibles

a esta misma enfermedad con 12345 8 910 11 12 13 14 15 16 17
peso molecular de (310) pb,
solo una linea presentd dos
alelos de (300 y 310) pb alelos
tanto de resistencia y
susceptibilidad.

CA2245
CA2241

CA2300
CA2303
CA1347
CA2072
CA1553
CA1817
CA1373

ICCves516

CA1348
CA1416
CA1800
CA1373
CAITTT
CA2225
CA1785

Figura 11: PCR 4 con marcador CY17
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PCR numero 5:

M: Marcador molecular, Bandas con m
peso molecular de 300 pares de bases
son lineas resistentes a A. rabiei.
Bandas con peso molecular de 310
pares de bases son susceptibles a A.
rabei. Teniendo como resultado en la
PCR numero 5, catorce lineas
resistentes, y tres lineas susceptibles

a A. rabiei.

PCR nUmero 6

Resultado de los productos de
amplificacion de reacciones en la cadena
de polimerasa (PCR), con marcador de
peso molecular Hyperlader 50 Pb (pares
de base). Teniendo como resultado en
PCR numero 6, utlizando marcador
CY17, seis lineas resistentes a Ascochyta
rabiei, con un peso molecular de (300)
pares de base y siete lineas susceptibles
a esta misma enfermedad con peso
molecular de (310) pb

o b 0 ¢ -
S
-
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

CA1785
ICCV88516
CA1825

Figura 13:

CA2258
CA2229
CA2296
CA2248
ICCV96029
CA2235
CA1775
CA1409
CA1757
CA2272
CA1836
CA1873
CA1874
CA1899

Figura 12. PCR 5 con marcador CY17
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CA1914
CA2004
CA1989
CA1945
CA1918
CA2153
CA2149
CA2040
CA2258
CA2177
CA2172
CA2167

PCR 6 con marcador CY17

Datos no vistos en la PCR: 2 entradas no vistas que corresponden a CA2064 y 2159.

En el andlisis de los productos de amplificacion de la cadena de polimerasa, permitio
con los datos de campo, determinar la variabilidad alélica presente en los marcadores
GAMG7922 y CY17 asociados a Fusariosis y Rabia, obteniendo 40 lineas resistentes
a Fusariosis, 18 lineas resistentes a Rabia, para un total de 58 lineas resistentes en
los marcadores asociados a dos enfermedades con mayor importancia en el

Garbanzo. Ver tabla 9.

31



Tabla 9. Resultados generales de laboratorio con alelos resistentes y susceptibles de

Cicer arietinum asociados a Fusarium oxysporum y ascochyta rabiei.

Numero
Marcadores de Importancia Enfermedad Peso molecular Alelo
entradas
GAM7922 40 0.7061* F. oxysporum (290) Resistente
GAM7922 7 0.8168 F. oxysporum (300) Susceptible
GAM7922 1 F. oxysporum (290/300) ReS|ster_1te/
susceptible
Datos no No vistos en No vistos en
GAM7922 2 vistos en  F. oxysporum
PCR PCR
PCR
TOTAL 50
CY17 18 0.9910* A. rabiei (300) Resistentes
CY17 25 1 A. rabiei (310) susceptibles
CY17 1 A. rabiei (300/310) ~ Resistente/
susceptible
CY17 3 A. rabiei (300/610) Resistente/
susceptible
Datos no No vistos en No vistos en
CY17 3 vistos en A. rabiei
PCR PCR
PCR
TOTAL 50

Sin dejar de mencionar que las entradas CA2300, 2235, 1775, y 1757 presentaron
niveles de polimorfismo alto, siendo su amplificacion en la PCR, de dos alelos en cada
linea, es decir, que pueden ser lineas resistentes y susceptibles a la vez, ya que
poseen dos pesos moleculares diferentes.

Aquellas lineas que presentaron alelos susceptibles respecto al marcador de F.
oxysporum fueron 7 lineas: CA2303, CA1373, CA1785, CA2258, CA2177, CA2172y
CA 2238. Para el marcador de A. rabiei las lineas susceptibles fueron 25 que
corresponden a las lineas: CA2245, 2241, 2072, 1553, 1817, 1348, 1416, 1800, 1373,
1777,2225,1785, 2201, ICCV88516, 1409, 1872, 1874, 1899, 1914, 2004, 2154, 2153,
2149, 2172 y 2167. Para un total de 32 lineas susceptibles en ambos marcadores.
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Tabla 10. Resultados generales de variabilidad alélica de cicer arietinum asociado a
F. oxysporum y A. rabiei en laboratorio y en campo.

Resultados en campo

Resultados en laboratorio Dominante-Recesivo
A a

N° Carécter

Caracter Ii Peso molecular Resistente susceptible
ineas concreto

Enfermedad 40 Fusariosis 290 -

Enfermedad 7 Fusariosis 300 e

Enfermedad 1 Fusariosis 290/300 @ --eeee-

Enfermedad 2 Fusariosis No vistos en PCR V0 ViStos  No vistos en

en PCR PCR
Enfermedad 18 Rabia 300 @ eeeeeee-
Enfermedad 25 Rabia 3130 e
Enfermedad 1 Rabia 300/310 -
Enfermedad 3 Rabia 300/610  ---——---
Enfermedad 3 Rabia No vistos en PCR Novistos  No vistos en

en PCR PCR

Caracter visto: Enfermedad (Fusariosis Vascular y Rabia del Garbanzo). RAPD:
Polimorfismo de ADN basado en una amplificacion aleatoria. (A) dominante que
corresponde a Peso molecular 290 pb para marcador GAGM7922 y 300 para CY17,
(a) alelos recesivos que corresponden a pesos moleculares de 300 para GAGM7922,
310y 610 para Marcador CY17

Con Respecto a los datos vistos en campo y los datos vistos en el perfil de
amplificacion de las PCR, se da respuesta al primer objetivo planteado en esta
investigacién que no hubo variabilidad alélica, puesto que, las lineas que presentaron
alelos de resistencia obtenidas por su peso molecular resultaron ser resistentes en
campo tanto para Rabia y Fusariosis vascular, y aquellas lineas susceptibles vistas en
la PCR resultaron ser afectadas (susceptibles) también en campo.

Con respecto a aquellas entradas que presentaron ambos alelos de resistencia y
susceptibilidad con pesos moleculares de 290 y 300 pares de base, resultaron también
ser resistentes en campo, por tanto, se puede decir con certeza que no hubo
variabilidad alélica en las 50 entradas estudiadas con respecto a Rabia y Fusariosis.
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5.2. Caracteres agrondémicos en diferentes entradas de garbanzos (Cicer
arietinum .L) cultivados.

La respuesta de 51 Lineas de fenotipos diferentes de garbanzos de lugares distintos,
los caracteres agrondémicos analizados en campo fueron: Porte, Floracion, color de
flor y tipo de vaina.

Tabla 11. Resultados de Porte de la planta en diferentes entradas de Garbanzos.

Frecuencia de

Caracter . Porcentaje % Porcentaje valido
Lineas
Datos no Vistos 3 5.9 5.9
Erecto 2 3.9 3.9
Semi erecto 46 90.2 90.2
Total 51 100% 100%

El caracter semi erecto tuvo gran influencia en las unidades experimentales,
explicando la diferencia entre porte semi erecto y erecto un alto porcentaje de la
variacion de estos caracteres en dicha poblacion (90.2 y 3.9% respectivamente). Que
corresponden a porte semi erecto 46 lineas y porte erecto solamente 2 lineas. Estos
resultados se confirma que el porte semi erecto tiene mayor influencia que los de porte
erecto, coincidiendo con los resultados evaluados por (Carreras, Rubio, Gil, & Millan,
2013, pags. 145-149) explicando la diferencia entre porte semi erecto y erecto
obteniendo alto porcentaje de la variacién de estos caracteres en dicha poblacion
evaluada con (58 % para porte semi erecto y 56% para porte erecto), siendo el porte
semi erecto mas influyente.

El porte semi erecto se obtuvo mayor numero de lineas que el porte erecto,
posiblemente el mayor numero de ramificaciones del porte semi erecto puede explicar
su efecto positivo sobre ellos, ya que los de porte erecto son mas altos y con menor
namero de ramificaciones, estos resultados coinciden con los obtenidos por (Rubio,
Flores, Moreno, Cubero, & Gil, 2004) en condiciones mediterraneas.

Tabla 12. Resultados de Periodo de floracion en diferentes entradas de Garbanzos.

Periodo Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido
Precoz 2 3.9 4.4
Intermedio 7 13.7 15.6
Tardio 36 70.6 80.0
Total 45 88.2 100.0
Perdidos 6 11.8
Total 51 100.0

Con respecto al periodo de floracibn se observaron diferencias entre fecha de
floracion tardia y precoz explicando estas diferencias en un moderado porcentaje de
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la variacion de estos caracteres en las distintas entradas (70.6% para tardias, 13.7%
para aquellos garbanzos intermedios y 3.9% para las lineas precoces) (Tabla 13).

Las dos especies precoces fueron de 54 y 56 dias que corresponden a las lineas
CA1914 y ICCV96029 donde esta ultima porta el caracter doble vaina. La especie mas
tardia tuvo un maximo de 77 dias correspondiente a la linea CA2194.

Tabla 13. Resultados de periodo de floracién asociado a color de flor.

Periodo de Floracion

Color de la flor Precoz Intermedio Tardio Total
4.4% 4.4%
Rosada (Desi) No presentaron 2.2% 24.4% 26.7%
Blanca (Kabulli) 4.4% 8.9% 55.6% 68.9%
4.4% 15.6% 80.0% 100.0%

Estos resultados evidenciaron que los cultivares de garbanzo tipo Kabulli con el
caracter flor blanca son mas tardios que los del tipo Desi (Tabla 16) con una diferencia
de 55.6 %,y tipos desi con solo 24.4 %, esto lo afirma (Moyano S. N., 2004) que segun
estudios realizados en ambientes mediterrdneos la floracion precoz estéa asociada con
produccion, en este caso al final del ciclo de cultivo coincide con un largo periodo de
sequia (Siddiqgue KHM, 2003); (Rubio, Flores, Moreno, Cubero, & Gil, 2004).

A diferencia de la entrada CA2194, se confirma que fue uno de los cultivares mas
tardios con 77 dias y por su caracter flor blanca, pertenece a los garbanzos tipo Kabulli
que por lo general son especies mas tardias esto también lo confirma (Cobos, y otros,
2004).

Tabla 14. Resultados de Caracter agrondmico (color de flor) en diferentes entradas de
Garbanzos.

Caracter Frecuencia Porcentaje % Porcentaje % valido
Datos no vistos 7 13.7 13.7
Rosado 7 13.7 13.7
Blanco 37 72.5 72.5
Total 51 100 100

Para el caracter color de flor se obtuvo diferencia entre los dos tipos de garbanzos
72.5% de las lineas evaluadas presentaron color blanco, un 13.7%, color rosado (tabla
17).

Teniendo en total de las 51 lineas evaluadas, 7 lineas con color rosa que pertenecen
al tipo desi, y 37 lineas tipo Kabulli con el caracter flor blanca, y 7 datos no obtenidos
por muerte de la planta (tabla 14).
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Estas 37 entradas de tipo Kabulli también difieren en una serie de caracteristicas
agrondmicas, como tolerancia al frio, resistencia a rabia (enfermedad de gran
importancia en el cultivo) y habito de crecimiento erecto son mas frecuentes en los
garbanzos tipo Kabull esto lo confirma (Moyano S. N., 2004).

Tipo de Vaina.

Este caracter se evalu6 también en las 51 lineas, donde solo la entrada ICCV96029
es portadora del caracter doble vaina. No se observaron diferencias entre doble y
simple vaina en todos los caracteres evaluados.

Los genotipos de doble vaina conceden una mayor estabilidad en la produccion por
planta ya que el porcentaje en plantas con vaina simple es mas bajo. De igual manera
los genotipos con vainas simples serian mas estables por tamafo de semilla esto lo
afirma (Siddique KHM, 2003).

El caracter doble vaina, presente en la poblacion ICCV96029, no mostré diferencias
en produccion respecto a vaina simple, coincidiendo con los resultados de Rubio,
Flores, Moreno, Cubero, & Gil, (2004) bajo condiciones mediterraneas.

5.3. Variaciéon alélica para marcadores moleculares asociados a caracteres
agronomicos (Periodo de Floracion, color de flor y porte) en garbanzo.

Tabla 15. Resultados de marcador TA142 asociado a periodo de floracion en
garbanzo.

Resultados en campo
Resultados en laboratorio

Dominante A Recesivo a

Floracién N°lineas Peso molecular N° lineas tardio precoz

Precoz 18 140 2 e
Intermedio 26 140/ 210 7 e

Tardio 5 170/ 230 36 0 -
Datos no No vistos en 6

vistos PCR

Total 50 51

Tabla de resultados de la variacién alélica, marcador TA142 asociado a periodo de
floracion. (A) alelos dominantes 210 y 230 pb (tardio), (a) alelos recesivos 140 pb
(precoz).

En el andlisis de QTLs (Loci de rasgos cuantitativos) del perfil de amplificacién en PCR

con los datos de campo permitid determinar que el marcador TA142 presenta
variabilidad alélica siendo este asociado al periodo de floracién explicando 44 lineas

36



precoces y 5 lineas tardias segun sus pesos moleculares dominantes y recesivos
respectivamente. (Tabla 15).

El periodo de floracion determinado por el peso molecular es importante en la
prediccion de los dias que tardara en florar una determinada linea de Garbanzo. El
peso molecular 230 y 210 presentd (57.1%) y el peso molecular 140 (56.2%)
respectivamente.

En el caso de los datos de campo, utilizando las mismas lineas se obtuvo para lineas
precoces solo 2 lineas (CA1914 y ICCV96029), y 43 lineas tardias, explicando de esta
manera la variacion fenotipica recordando que el fenotipo de un caracter es igual al
genotipo mas el ambiente, donde el genotipo son los genes o alelos encontrados que
pasan de generacion en generacion, y no el ambiente, explicando que hubo
variabilidad en las entradas evaluadas posiblemente debidas al ambiente donde se
encontraban, estos resultados lo afirma (Moreno & Solis, 2010, pag. 100) donde dice
que la heredabilidad de un caracter depende de la poblacion de partida y del ambiente
donde es diferente para cada caracter, para cada especie y para cada poblacion.

Siendo el control genético de fecha de floracién bastante discutido, ya que difiere de
los genotipos usados como parentales y del ambiente. (Gumber & Sarvjeet, 1996, pag.
295) en ambientes de ciclo largo y en ambientes de ciclo corto, concluyeron que el
control era digénico, siendo precocidad recesivo. (Kumar L, 1991, pégs. 14-15)
Utilizando genotipos precoces, observaron que dicho caracter estaba controlado por
un gen mayor.

Se han identificado QTLs (quantitative traits loci) asociados a este caracter
indicandonos que puede haber varios genes que controlan la fecha de floracion. Estos
se han localizado en los GL4 (QTLDF1) y GL3 (QTLDF2) del mapa genético del
garbanzo. Mediante esta investigacion se confirma también que el marcador mas
estrechamente ligado al QTLLG3 fue el microsatélite TA142 mientras que el GAA47
se encuentra en el “pico” del QTLLG4 (Cobos, y otros, 2007, pags. 33-42).

Esta misma variabilidad alélica presente lo afirma (Summerfield & Roberts, 1988, pag.
329) donde dice que floracion es un caracter muy variable depende de la estacion, de
la fecha de siembra y de la altitud y latitud. E igual lo confirma (Robertson, 1997,
pags. 309-319) donde escribié que los genotipos de garbanzo muestran una
respuesta diferencial al fotoperiodo y a la temperatura, encontrandose genotipos en
los que la fecha de floracion esta influenciada por la respuesta al fotoperiodo y por la
temperatura, sin embargo, en otros esta determinada Unicamente por el fotoperiodo
(Cubero, 1987, pags. 35-66).

En general, de 50 lineas evaluadas con marcador TA142 asociado al periodo de

floracién en garbanzo, respectivamente se observo variabilidad alélica para fecha de
floracion con respecto a los datos levantados en campo.
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Tabla 16. Resultados de marcador GAA47 asociado a color de flor en garbanzo.

. Resultados en campo
Resultados en laboratorio P

Dominante A Recesivo a
Marcador N°lineas Peso molecular N°lineas Blanco Rosado
GAA47 35 170 36 e
GAA47 7 180 7T e
GAA47 2 170/180 1 e
GAA47 6 No vistos en PCR 7
Total 50 51

En las 50 lineas evaluadas de garbanzo, los productos de amplificacién de reacciones
en la cadena de polimerasa (PCR) fueron: pesos moleculares 170 pb (A) dominante y
peso molecular de180 pb (b) recesivo.

De acuerdo a los resultados en campo y en laboratorio, se confirma que no hubo
variabilidad para marcador GAA47 asociado a caracter agronémico color de flor, donde
se obtuvo un resultado de 37 lineas con peso molecular de (170) pares de base que
representa el color blanco (garbanzo tipo Desi) de los cuales estas mismas lineas
portaron el caracter blanco en campo, 7 lineas con peso molecular de (180) pb color
rosa gue representa los garbanzos tipo Kabulli tampoco presentaron variabilidad en
campo obteniendo estas el mismo caracter.

Dos lineas presentaron ambos alelos dominante (color blanco) y recesivo (color rosa)
con peso molecular (170 y 180) corresponden a las entradas CA2300 y CA14009.
Donde estas resultaron ser garbanzos tipo Desi. Para un total de 37 lineas con caracter
blanco y solo 7 con el caracter flor rosada.

Tabla 17. Resultados de marcador FM5 asociado a Porte en garbanzo.

_ Resultados en campo
Resultados en laboratorio

Dominante A Recesivo a
Marcador N°lineas Peso molecular N°lineas Semi erecto Erecto
FM5 8 No vistos en PCR 3
FM5 2 300 2 e
FM5 40 320 46 0 e
Total 50 51

Utilizando el marcador FM5 asociado a porte en las plantas de garbanzos se determino
gue no hubo variabilidad con respecto a los datos levantados en campo, siendo para
peso molecular 300 pb (recesivo) dos lineas con porte erecto las cuales portaron este
caracter también en campo.
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Con peso molecular de 320 pb (Dominante) 40 lineas resultaron ser semi erectos, de
donde estas lineas se observo que el caracter en campo de 40 garbanzos porto este
mismo caracter de las mismas lineas evaluadas, coincidiendo con el perfil de
amplificacion en la PCR, estos resultados obtenidos en esta investigacion coinciden
con los resultados evaluados en el afio 2015 por (Ali L. , 2015, pag. 43). Detectando
un nuevo QTL/gen para habito de crecimiento en el CaLG1 de garbanzo donde se
evalué para porte la poblacion de lineas recombinantes de garbanzo (RIP-9) que
difieren para porte (erecto vs semi erecto), presentando polimorfismo iguales los
marcadores situados en GL1 y 3 y se confirmo la asociacion entre los marcadores y el
porte en campo mediante analisis de regresion simple.

De esta manera se confirma que no hubo variabilidad alélica en las lineas evaluadas
con respecto al marcador asociado a porte en el garbanzo.

Con respecto a los datos perdidos tanto en campo y en laboratorio se descartaron
estas lineas por que no se confirmé el caracter.
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VI. CONCLUSIONES

De manera general, y acorde a los resultados obtenidos, se confirma que no hubo
variabilidad alélica comparando datos en campo y en laboratorio, en las 50 lineas
evaluadas, para los marcadores GAGM7922 y CY17, asociados a Fusarium
oxysporum y Ascochyta rabiei.

Al considerar la resistencia de las lineas a Fusarium y Ascochyta Rabiei como un
caracter cuantitativo y realizar andlisis por medio de PCR se confirma que el marcador
(GAM7922) mas estrechamente ligado a la resistencia a fusariosis presento 40 lineas
resistentes, 7 lineas susceptibles. Para el marcador CY17 asociado a Rabia del
garbanzo 18 lineas resistentes y 25 lineas susceptibles, para un total de 58 lineas
resistentes y 32 susceptibles en ambos marcadores.

En los caracteres agronomicos (porte, periodo de floracion, color de flor y tipo de
vaina), se obtuvo 2 lineas con el caracter porte erecto, y 46 lineas con caracter semi
erecto, siendo el caracter semi erecto el que mas pre domind. Para el periodo de
floracién solo se obtuvieron 2 lineas precoces (50 a 59 dias), 7 lineas en rango
intermedios (60 a 70 dias), y 45 lineas tardias (Rangos de 70 dias a mas). Obteniendo
en campo mas lineas tardias que precoces.

De los garbanzos tipo Kabulli (Caracter flor blanco), 37 lineas presentaron este
caracter, y para garbanzos tipo Desi solo 7 lineas presentaron el color rosa, siendo
tipo Desi los que mas pre dominaron en la poblacion evaluada.

Para el caracter vaina simple se observaron 50 lineas y solo una linea presento el
caracter doble vaina.

Con respecto a la variabilidad alélica asociada a los caracteres agronémicos, se
confirma que hubo variabilidad alélica solo para el marcador FM5 asociado a los dias
de floracion con datos obtenidos en campo asociados a los datos obtenidos en el perfil
de amplificacion en las PCR realizadas.

Para los marcadores asociados a color de flor y porte en el garbanzo no hubo

variabilidad alélica en las lineas estudiadas en campo y en laboratorio cuyos datos
coincidieron con los vistos en la PCR.
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VII. RECOMENDACIONES
A universidad URACCAN (Laboratorio de Suelo y agua):

v' Probar el protocolo aplicado en el cultivo de garbanzo, en especies
cultivadas en Nicaragua: Frijol, maiz y arroz.

v Asociar caracteristicas agronémicas de especies de interés en Nicaragua
con la resistencia al cambio climéatico.

v" Determinar marcadores moleculares asociados con la mejora genética de
las especies de interés en Nicaragua.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1. Disefio de establecimiento en campo de una réplica.
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Resultado PCR: Marcador GAA47

Anexo 2
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Anexo 3. Fotos camara de Cultivo




Anexo 4: Cédigos de entradas y lugares de procedencias de las semillas.

NS Lineas Procedencia Donante
1 CA1347 La Piedad Ensayo de Garbanzos-México
2 CA1348 La Piedad Ensayo de Garbanzos-México
3 CA1373 La Piedad Ensayo de Garbanzos-México
4 CA1375 La Piedad Ensayo de Garbanzos-México
5 CA1409 La Piedad Ensayo de Garbanzos-México
6 CA1416 La Piedad Ensayo de Garbanzos-México
7 CA1443 Hellenie Agricultural Research Institute
8 CA1553 Kanpur (India)
9 CA1757 Iran Coleccién Murthy
10 CA1775 Marruecos Coleccién Murthy
11 CA1777 Uganda Coleccion Murthy
12 CA1785 Marruecos Coleccion Murthy
13 CA1800 Jordania Coleccién Murthy
14 CA1817 Hyderabad (India) ICRISAT 2645
15 CA1825 Hyderabad (India) ICRISAT 4939
16 CA1836 Hyderabad (India) ICRISAT 4983
17 CA1873 Hyderabad (India) ICRISAT 74803
18 CA1874 Hyderabad (India) ICRISAT 74807
19 CA1899 Hyderabad (India) ICRISAT
20 CA1914 Hyderabad (India) ICRISAT
21 CA1918 Hyderabad (India) ICRISAT
22 CA1945 Peal de Becerro (Jaén)
23 CA1989 Yunguera (Malaga)
24 CA2001 Ventas del Carrizal (Jaén)
25 CA2004 Cafiete la Real (Malaga)
26 CA2040 Ardales (Méalaga)
27 CA2064 Arriate (Malaga)
28 CA2072 Arahal (Sevilla)
29 CA2149 Santisteban del Puerto (Jaén)
30 CA2153 Villacarrillo (Jaén)
31 CA2154 Valverde del Camino (Huelva)
32 CA2159 Beas (Huelva)
33 CA2167 Salamanca
34 CA2172 URSS ICARDA (ILC-202)
35 CA2177 URSS ICARDA (ILC-3279)
36 CA2194 Tarazona de la Mancha (Albacete)
37 CA2201 Delegacion Provincial de Agricultura
38 CA2225 Afganistan ICARDA (ILC-2912)
39 CA2229 Inst. Nacional Vavilov (leningrado)
40 CA2235 Inst. Nacional Vavilov (leningrado)
41 CA2238 Fuentesauco (Zamora)
42 CA2241 A. Trapero.PV ETSIAM (PV-57)
43 CA2245 A. Trapero.PV ETSIAM (PV-53)
44 CA2248 A. Trapero.PV ETSIAM (PV-47)




45 CA2258 A. Trapero.PV ETSIAM (PV-59)
46 CA2272 A. Trapero.PV ETSIAM (PV-59)
a7 CA2296 ICARDA (FLIP 84-15)

48 CA2300 ICARDA (FLIP 85-1)

49 CA2303 ICARDA (FLIP 85-5)

50 ICCV88516

Anexo 5. Formato para levantar datos en laboratorio

N° GEL:
PROYECTO:
MATERIAL:

TIPO DE EXTRACCION:

FECHA:
ARCHIVO:

TIPO DE GEL:
% RESOLVING:

%STANKING:
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Anexo 6: Garbanzos Tipo Desi y tipo Kabulli encontrados en las entradas.

: L G > 5
Figural : 3 = Figura 2

El fruto es una vaina bivalva, en el garbanzo se pueden presentar el caracter doble
vaina (figura 1) y Vaina simple (Figura 2) es un caracter normal y mas encontrado en
cultivos de garbanzos.



Anexo 7. Glosario de Términos

ADN
ARNasas
ADNasas
CTAB

CAGM7922

CY17
DTT
DCA
dNTPs
DNAZol
ETSIAM
FM5
GAA47
H20

H
ICRISAT
IFAPA
M

Mb
MgC12
Ns/uL
NGS
N2
STMS
STS
PCR
PH

Pm
RAPDS
RILS
RFLP
rpm
TAQ
TA142

Acido desoxirribonucleico

Ribonucleasa

Endonucleasa

Bromuro de hexadeciltrimetilamoni

Marcador de Fusarium oxysporum

Marcador de Ascochyta rabiei

Ditiotreitol

Diseflo completamente al azar

Desoxirribonucleicos trifosfato

ADN genomico

Escuela técnica superior de ingenieros agronomos y de Montes
Marcador de porte en garbanzo

Marcador de floracion en garbanzo

Agua

Hidrogeno

Instituto internacional de cultivos para zonas tropicales semiaridas
Instituto de formacion

Molaridad

Megabyte

Cloruro de Magnesio

Concentracion de muestras por micro litros

Programa de secuencia de ADN

Nitrégeno liquido

Sequence Tagged Microsatellite Site

Sequence Tagged Site

Reaccién en cadena de la polimerasa

Potencial de hidrogeno

Peso molecular

Polimorfismo de ADN basado en una amplificacion aleatoria
Lineas recombinantes

Polimorfismo de fragmentos de restriccion de distinta longitud
Revoluciones por minuto

Polimerasa termoestable

Marcador de floracion

TBE Disolucién tampon formado por tris, borato y EDTA.

uco

ML
QTL

Universidad de Coérdoba
Micro litro
Loci de rasgos cuantitativos



