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VARIANZA GENETICA Y MAPEO MOLECULAR DE RENDIMIENTO Y CALIDAD
NUTRICIONAL EN FAMILIAS DE MEDIOS HERMANOS EN Medicago sativa
Marisol Galicia Juarez
Colegio de Postgraduados 2012
La alfalfa (Medicago sativa L.) es considerada como el cultivo forrajero de mayor importancia
en la nutricion de animales domésticos, y se siembra en todo el mundo. A pesar de existir una
amplia gama de variedades de alfalfa sembradas en México hay pocos estudios acerca de la
variabilidad genética dentro y entre poblaciones criollas, por tanto esta investigacion tuvo el
objetivo de estimar la variabilidad genética de caracteres cuantitativos agronémicos y de calidad
de nutrientes considerando ocho poblaciones de alfalfa bajo un disefio de familias de medios
hermanos a partir de marcadores AFLPs (EcoRI y Mse). Se emple6 un disefio lattice rectangular
8 x 10 con tres repeticiones y mediciones repetidas a través del tiempo. El andlisis de los
componentes de varianza indican que la varianza genotipica (c°g) fue mayor para rendimiento
total, seguido de rendimiento de hoja y rendimiento de tallo, la variedad con mayor o?g fue
Tanverde para biomasa acumulada y hoja, Jupiter tuvo mayor rendimiento de tallo. La varianza
genética total para componentes morfoldgicos promedio de los cinco cortes es mayor para
Acolman en rendimiento total y rendimiento de tallo y Chapingo en rendimiento de hoja
mientras que en calidad la mayor varianza la presenta Acolman para PC, presentando varianzas
negativas para FDN y FDA en las dos localidades. El andlisis de agrupamiento se efectu6 con el
método de ligamiento promedio (UPMGA) vy los valores de similitud y distancia genética con
estimadores genéticos insesgados de Nei (1978) en donde las 10 combinaciones de
oligonucledtidos amplificaron un total de 234 amplicones con el 100 % de polimorfismo en el

analisis de las ocho poblaciones.
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El anélisis del dendograma sugirié que existen dos grupos principales; 1) por las variedades
Atlixco, Julia, Rustique, Jupiter, Macate, INIA-76, Tanverde; 2) por la variedad Mediterranea.
Se realizé un analisis de las distancias genéticas entre y dentro de familias de medios hermanos
(FMH) para cada poblacién en donde se encontré una mayor variacion genética entre FMH
dentro de cada poblacion que entre poblaciones, siendo Julia e INIA-76 las de mayor disimilitud
genética con Mediterranea. Se concluye con el apoyo de AFLPs se identificaron poblaciones
genéticamente divergentes asumiendo un mayor nimero de alelos contrastantes y con mayor
heterocigosidad, que es la base de la productividad en especies forrajeras autopoliploides y que
el rendimiento y calidad de nutrientes son altamente influenciadas por la estacion del afio,
localidad y fuente genética disponible, y que el mejoramiento genético debe ser preferentemente

dirigido para cada region agroclimatoldgica.

Palabras clave: Medicago sativa, familia de medios hermanos, AFLP, variabilidad genética.



CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

La alfalfa (Medicago sativa L.) es originaria de la region Caucasica del nordeste de
Turquia, Turkmenistan y nordeste de Iran, con genética diploide y autotetraploide (2n=2x=16;
2n=4X=32) de polinizacion cruzada (alégamas) y propagacion por semillas (Anbaran et al.,
2007). Es la leguminosa forrajera mas importante en el mundo debid6 a su alto rendimiento y
valor nutritivo (Li et al., 2011; Sakiroglu, et al., 2011).

Los principales paises que producen alfalfa son Estados Unidos, Argentina, Canada y
China (Alarcon et al., 2011); siendo México el noveno productor, con una superficie cultivable
de 383,436 ha sembradas durante 2010 (SIAP-SAGARPA, 2011), y es la leguminosa forrajera
mas utilizada para la alimentacion de ganado lechero, en las regiones arida, semiarida y templada
(Rojas, 2011); ademaés facilita al productor ganadero transferir excedentes de cosecha a periodos
criticos de disponibilidad de forraje (Moreno y Talbot, 2006). Sin embargo, México no es
autosuficiente en disponibilidad de variedades de alfalfa por lo que tiene que importar entre 85y
90% de sus necesidades anuales de semilla proveniente de Estados Unidos, Espafia y Australia,
lo cual lo hace dependiente del uso de variedades y estrategias de seleccidn de regiones distintas
para las zonas productoras del pais (Salinas, 2005).

Cuantificar parametros genéticos dentro de poblaciones adaptadas a las regiones
productoras, se establece como un requisito indispensable para definir los esquemas de seleccion
en cada caracter agronomico, maximizar las respuestas a la seleccion, identificar la magnitud del
efecto ambiental sobre el comportamiento productivo y evitar de esta forma que los productores

tengan cierta incertidumbre por la variedad a sembrar.



Los programas de mejoramiento de cualquier especie tienen como objetivo el desarrollo
de germoplasma que mejoraré la produccion del cultivo y ningin programa sera exitoso sin un
conocimiento detallado de las caracteristicas importantes del germoplasma, los problemas
comunes involucrados en la produccion y cuéles de estos problemas pueden solucionarse a
través de un programa de mejoramiento genético (Alarcon et al., 2011; Alarcén et al., 2009).

Riday y Brummer (2006) mencionan que los programas tradicionales de mejoramiento de
alfalfa suelen seleccionar las plantas después de 3 a 5 afios de evaluacion en campo, a lo que
Robins et al. (2007) sugiere la seleccion asistida con marcadores moleculares para hibridacion
selectiva, ofreciendo un decremento en los ciclos del tiempo e incrementando la variabilidad
genética intravarietal. Actualmente la mayoria de los trabajos de mejoramiento genético, tienen
un enfoque gendmico y estan orientados a la construccion de mapas genéticos de ligamiento, la
dilucidacion de vias metabdlicas, identificacion y caracterizaciébn de genes, resistencia a
patdgenos (hongos, insectos y bacterias), o los involucrados en la resistencia a frio, calor y
sequia o los responsables de la autoincompatibilidad (Alarcon y Brummer, 2007).

Sin embargo, no se han documentado trabajos de investigacion que hayan estudiado de
manera integral las fuentes genéticas potenciales de germoplasma de alfalfa per se y la
variabilidad genética, ambiental y de interaccion en el rendimiento de forraje, adaptacion y
persistencia, calidad forrajera, y comportamiento productivo a través de épocas y localidades,
para las regiones agroecoldgicas de Valles Centrales de México; es por esto, que los objetivos de

la presente investigacion son:



1.1. Objetivos Generales

Estimar los componentes de varianzas genéticas de caracteres morfologicos y de calidad
nutritiva en ocho poblaciones criollas de alfalfa a partir del disefio genético de familia de medios
hermanos y determinar la variabilidad genética intra e interpoblacionalcon el uso de AFLP

(Polimorfismo de Fragmentos Largos Amplificados) como marcador molecular.

1.2. Hipdtesis

La magnitud en la variabilidad genética de componentes morfoldgicos y calidad nutritiva
de cada poblacién dependera de su constitucion génica y la interaccion con el ambiente,
mejorando la precision de dichos estimadores genéticos con la implementacion de disefios
genéticos intrapoblacionales, tal como el de familias independientes de medios hermanos y con

un consecuente incremento en la respuesta a seleccion de caracteres complejos.

1.3. REVISION DE LITERATURA

1.3.1. Importancia de la alfalfa Medicago sativa L.

La Alfalfa es uno de los cultivos forrajeros mas importantes en el mundo debido a su alto
rendimiento y valor nutritivo (Li et al., 2011). En el contexto de un sistema de cultivo, la alfalfa
controla la erosién del suelo, mejora la calidad del agua, reduce los brotes de plagas y
contribuye con cantidades considerables de nitrogeno al suelo (Brummer, 2004).

En Meéxico la alfalfa constituye uno de los recursos forrajeros mas importantes, debido a
su amplia adaptacion a diferentes climas templados y suelos. También facilita al productor
ganadero transferir excedentes de cosecha a periodos criticos de disponibilidad de forraje

(Moreno y Talbot, 2006).



En comparacion con el ensilaje de maiz que representa la primera alternativa de forraje
para la racion diaria de ganado y que puede producir mas materia seca que la alfalfa, éste suele
presentar una menor concentracion de proteina, por lo que considera un forraje de mediana
calidad nutritiva (Brummer, 2004).

La alfalfa es el principal cultivo forrajero que se siembra en todo el mundo, con 32
millones de hectareas (Julier et al., 2003). SIAP-SAGARPA (2011) reporta que México sembro
durante el 2010, alrededor de 383,436 ha de alfalfa, con un rendimiento promedio de 77.06 tha™
de alfalfa verde y los tres principales estados productores son: Chihuahua, Guanajuato e Hidalgo
(Cuadro 1). En Estados Unidos de América, la alfalfa es el tercer cultivo mas importante
después del maiz y soya (Yang et al., 2008). Riday y Brummer (2005) mencionan que representa
alrededor del 2.5% de la superficie agricola total cultivada y 6,000 millones de délares de
produccion anual.

Los genotipos que han dado origen a las principales variedades de alfalfa en México, se
clasifican en tres grandes grupos: a) sativas peruanos y africanos, adaptados a la region central
de México; b) sativa chilenos para el norte de México; y c) falcata, de regiones montafiosas con
heladas frecuentes, poco comunes en México. Los ecotipos peruanos y africanos dan su nombre
por ser las zonas donde se inicia su explotacion y seleccién, pero no por ser el centro de origen
(Asia menor). De los ecotipos peruanos y africanos se han obtenido variedades adaptadas para
Valles Altos Centrales de México, tales como San Miguelito, Aragonesa o también conocida
como Valenciana, Moapa, CUF101, Jupiter, Oaxaca, Atlixco, INIA-76, Puebla, Tanverde,
Tanhuato, entre otras; siendo los criterios de seleccion de estas variedades: a) persistencia de las
plantas; b) resistencia a plagas y enfermedades; c) grado de latencia invernal; y d) rendimiento

anual de forraje (Alarcon, 2007).



Cuadro 1. Principales estados productores de alfalfa en México, 2010.

Superficie Superficie . o Valor
Produccién Rendimiento PMR )
o Sembrada  Cosechada Produccion
Ubicacion ]
(Miles de
(ha) (ha) (1) (t/ha) ($/1)
Pesos)
CHIHUAHUA 74,020.37 74,020.37 4,934,021.70 66.66 323.95 1,598,365.48
GUANAJUATO 53,675.67 53,675.67 3,698,699.55 68.91 574.51 2,124,947.34
HIDALGO 48,243.50 48,243.50 4,978,497.10 103.2 195.66 974,092.74
BAJA
30,627.50 25,501.81 1,672,356.45 65.58 356.94 596,924.88
CALIFORNIA
SONORA 29,850.00 29,850.00 2,185,371.85 73.21 384.11 839,432.78
DURANGO 26,429.00 26,351.51 2,017,106.15 76.55 354.16 714,368.56
COAHUILA 22,401.75 22,198.00 1,720,559.00 77.51 443.02 762,249.60
PUEBLA 18,433.00 18,433.00 1,386,008.39 75.19 482.89 669,293.90
SAN LUIS
13,916.00 13,916.00 1,624,044.00 116.7 482.91 784,275.18
POTOSI
JALISCO 10,210.50 10,209.50 734,222.66 71.92 420.21 308,530.48
TOTAL
383,436.68  377,755.75  29,110,563.04 77.06 378,51  11,018,750.50
NACIONAL

Consulta: http://www.siap.gob.mx/, 12 de junio de 2012.



1.3.2. Caracterizacion genética de alfalfa tetraploide

La alfalfa es una especie de conformacion genética tetraploide con x=8 cromosomas
basicos (32 cromosomas) y con segregacion (meiosis) autotetraploide acorde a las frecuencias
geneticas de muchos caracteres, por lo que el maximo de alelos que puede presentar en estado
somatico es de 4, y su segregacion en la progenie es muy variable. Con la segregacion de
cromosomas, la tetraploide de un genotipo AAaa en dominancia completa produce una relacion
de autoprogenie de 35:1 si es autotetraploide, o una relacion de 15:1 si es alotetraploide. Cuando
es retrocruzado con el genotipo homocigoto recesivo (aaaa), el AAaa tetraploide segrega 5:1 si
es autotetraploide, o 3:1 si es alotetraploide. Un genotipo tetraploide de Aaaa produce una
relacion ldgica de autoprogenie de 3:1 y una relacion de retrocruzamiento de 1:1 cuando se cruza
con el homocigoto recesivo (aaaa), se trate de alotetraploides o autotetraploides (Alarcon et al.,
2004). El progreso genético en esta especie leguminosa es pequefio debido a que este es
autotetraploide y al6gamo ademas de que la estructura genética de esta especie hace dificil la
construccién de mapas genéticos, por lo que la respuesta a la seleccién en generaciones sucesivas
se basa en la complementacion alélica ocurrida dentro y entre poblaciones que recombinan en la
poblacién en seleccion, asi como sus respectivas frecuencias alélicas ocurrentes (Julier et al.,

2003).

1.3.3. Importancia de la mejora genética en alfalfa

El mejoramiento genético experimentado en los Gltimos afios ha llevado a contar con
cultivares de alta produccion y resistencia a enfermedades, que superan ampliamente a los

cultivares utilizados hace 20 afios (Moreno y Talbot, 2006).



Sin embargo, México no es autosuficiente en la produccion de alfalfa por lo que tiene que
importar forraje todos los afios de los Estados Unidos, especialmente en la época invernal. Por
otro lado se estima que México importa entre el 85% y 90% de sus necesidades anuales de
semilla de alfalfa proveniente de Estados Unidos, Espafia y Australia, haciéndolo dependiente
del uso de variedades y estrategias de seleccion de regiones contrastantes a nuestro pais (Salinas,
2005).

Alarcon et al. (2011) mencionan que el objetivo importante en programas de
mejoramiento de cualquier especie es el desarrollo de germoplasma que mejorara la produccion
del cultivo. Ningun programa seré exitoso sin un conocimiento detallado de las caracteristicas
importantes del germoplasma, los problemas comunes involucrados en la produccion de la
alfalfa, y un conocimiento de cuéles de estos problemas pueden solucionarse a través de un
programa de mejoramiento genético. El trabajo de mejoramiento genético en alfalfa es
complicado debido a su autotetraploidia y la cruza natural presente en la especie. Otro factor
adicional es la depresion endogamica del rendimiento, produccion de semilla y resistencia de
enfermedades que ocurre de una generacién a otra por medio de la autopolinizacién. Algunos de
los métodos de seleccion utilizados en alfalfa son descritos por Alarcon et al. (2011) y Fehr
(1987).

Seleccion recurrente fenotipica

Este método de mejoramiento es el mas empleado en el incremento de resistencia a
plagas y enfermedades en alfalfa, o en caracteres de heredabilidad moderada a alta. EI método
consiste en:

1) Evaluar un nimero grande de plantas para el caracter o caracteres

2) Seleccionar los individuos sobresalientes del paso uno



3) Hibridar los individuos seleccionados
4) Repetir los pasos 1 a 3 hasta obtener el carcter deseado

Este procedimiento es conducido en el invernadero o camaras de crecimiento con
ambiente controlado, y se puede obtener un ciclo en varios meses. El tamafio de la poblacion
inicial dependerd principalmente del tamafio de las instalaciones, considerando la probabilidad
de identificar los individuos sobresalientes, asi como el nimero minimo de individuos por
hibridar con el objeto de mantener el nivel de tetrasomia (tetraalélicos). EI nGmero minimo de
individuos para evitar una depresién endogadmica en la poblacion debe ser de 75 plantas,
prefiriendo seleccionar mas de 150 individuos. Por lo anterior, el tamafio de la poblacién por
monitorear (paso 1), debe ser mayor de 1500 si los individuos deseables se presentan con una
frecuencia de 0.1; y méas de 15,000 individuos se deben evaluar, si la frecuencia de individuos
deseables es de 0.1.

Retrocruza

El objetivo de la retrocruza es trasponer genes para uno O pocos caracteres con alta
heredabilidad de una poblacion donadora a una poblacién recurrente. Los pasos del
procedimiento son:

1) Identificar el donador adecuado de los caracteres y los progenitores recurrentes

2) Cruzar una gran cantidad de plantas de cada poblacién

3) Evaluar la progenie de las cruzas del paso 2. Estas evaluaciones se hacen en el invernadero,
camaras de crecimiento, o instalaciones de campo similares a los usados en la seleccion
fenotipica recurrente, descritas en el apartado anterior

4) Seleccionar los individuos sobresalientes del paso 3, y cruzarlos con los progenitores

recurrentes



5) Repetir los pasos 2 a 4 hasta obtener el nivel deseado del caracter del progenitor donador,
dentro de la poblacién recurrente.

Seleccion con pruebas de progenie

El més popular en alfalfa es el de familia de medios hermanos, denominados también
como pruebas de progenie de polinizacion abierta o policruzas, para caracteres de baja
heredabilidad. La progenie de policruzas proviene de viveros donde los progenitores se
distribuyen y repiten vegetativamente para maximizar la probabilidad de hibridarse entre ellos.
Los pasos en el procedimiento son:

1) Identificar y seleccionar un grupo de progenitores para prueba

2) Hibridar los progenitores en aislamiento

3) Evaluar las progenies. La evaluacion para calidad puede ser hecha en instalaciones como los
de la seleccion masal o retrocruza, usando la polinizacion abierta ya que su heredabilidad es
moderada a alta y la probabilidad de obtener progenie sobresaliente también es alta. Para el caso
de rendimiento, la seleccion se basa en pruebas de progenie individual, evaluandose en mas de
una localidad si se cuenta con semilla suficiente.

4) Seleccionar los progenitores de las pruebas de progenie sobresalientes, para realizar los
cruzamientos respectivos e iniciar a partir del paso 2 al 4. La ventaja de la seleccion con pruebas
de progenie para poblaciones de polinizacion abierta o policruzas, es que a partir del paso 2 se
puede obtener suficiente semilla para evaluar la progenie en mas de una localidad, obteniéndose
bastante informacion de la interaccion genotipo-ambiente.

La principal desventaja de este método es que éste procedimiento requiere mucho
esfuerzo y tiempo, y no es tan adaptable a la seleccion ciclica como los otros métodos de

seleccion.



El nimero de progenies evaluadas en el paso 3 no puede ser muy grande que permita
incrementar la intensidad de seleccion en el paso 4 y asi permitir la seleccion de bastantes
individuos para evitar la depresién endogamica en la poblacion.

Seleccion familiar

La seleccion de las mejores familias de medios hermanos o hermanos completos, o
individuos superiores de las mejores familias es una extension obvia de la seleccion con pruebas
de progenie. El procedimiento opera en la misma forma que la seleccion con pruebas de
progenie, con excepcion que todos los individuos o una muestra de los individuos de las mejores
familias seran seleccionados. Este método es altamente efectivo para la mejora de rendimiento,
persistencia y produccion de semilla, aunque requiere un paso adicional para seleccionar los
mejores individuos de las familias sobresalientes.

1.3.4. Seleccion y mejoramiento genético

Las ganancias genéticas en rendimiento de forraje en alfalfa son inferiores de las
ganancias obtenidas en rendimiento de granos o en cultivos de cereales que pueden ser hasta un
10%, particularmente debido al ineficiente uso de métodos de seleccidn que hacen poco uso de la
varianza genética aditiva (Casler y Brummer, 2008).

Esta bien documentado que las ganancias en rendimiento de forraje de cultivos forrajeros
mejorados son bajos o inexistentes, a pesar de mas de 100 afios de esfuerzos en el mejoramiento
en algunas especies forrajeras (Humphreys, 2005). Casler (1998) mencionan diversas causas para
el retraso de rendimiento en cultivos forrajeros en relacién a cultivos de grano: i) ciclos mas
largos de mejoramiento para cultivos forrajeros, la mayoria de los cuales son perennes; ii) la falta
de un indice de cosecha para ayudar la particiébn de la materia seca dentro del producto

econdmico; iii) la inhabilidad para explotar la heterosis en cultivos comerciales; y iv) un enfoque
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en una amplia gama de rasgos econdmicamente importantes en cultivos forrajeros, muchos de los
cuales no estan especificamente correlacionados o0 que pudieran ser negativamente
correlacionados con rendimiento de forraje (Casler et al., 2001). En adicion, Humphreys (1999,
2005) sugiere que el rendimiento de forraje puede incrementarse por mejoramiento en ganancia
lejanas a superar las tasas de 1.0 a 4.0% por década. En orchard grass (Dactylis glomerata L.), un
ciclo de intensiva seleccion familiar entre medios hermanos resulto en significantes ganancias
con un incremento promedio en rendimiento de forraje de 6.5 a 1.3 % por afio (Casler et al.,
2002). En rye grass perenne (Lolium perenne L.) cuatro ciclos de seleccion familiar dentro y
entre (AWF) resulto en una ganancia en rendimiento de forraje de 12.8 a 1.1% por afio (Wilkins
y Humphreys, 2003). Aunque los productores de forrajes no ejercen una fuerte presion a los
mejoradores para crear un cultivo con alto rendimiento forrajero, el reciente enfoque mundial en
la dedicacién de produccion de cultivos bioenergéticos ha incrementado la atencion en la mejora
del rendimiento de biomasa como una de las metas mas importantes para los mejoradores
(Perlack et al., 2005).

De acuerdo con Casler y Brummer 2008, la seleccion dentro y entre familias es
favorecida sobre la seleccién por prueba de progenie por i) alta heredabilidad en una base planta
individual; ii) la intensidad de seleccion dentro de familias es mayor que la intensidad de
seleccion entre familias; iii) es posible acortar los tiempos del ciclo (para algunas especies y
algunos programas de mejoramiento), por lo que realizaron una investigacion de las ganancias
geneticas teoricas esperadas por métodos de seleccion entre y dentro familias en cultivos
forrajeros perennes, en donde el objetivo del este estudio fue 1) calcular las ganancias genéticas
esperadas de los métodos de seleccion dentro y entre familias (AWF); 2) comparar estos métodos

de seleccion con los métodos de seleccion de prueba de progenie; y 3) definir las condiciones
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bajo las cuales la seleccion AWF puede ser superior a la seleccion por prueba de progenie. Estas
condiciones son mas frecuentemente logradas por sistemas de medios hermanos debido a que la
varianza genética aditiva estd mas dividida, pero la seleccion AWF puede ser fuertemente
favorecida en sistemas de hermanos completos bajo condiciones que son un poco mas
restrictivas y concluyeron que este estudio de tasas de ganancia para rendimiento de forraje y
otros rasgos de cultivos forrajeros pueden ser mejorados por el uso de un maés eficiente y
enfocado método de seleccion. Vogel y Pedersen (1993) estiman que la seleccion AWF deberia
ser mas eficiente que la seleccion con prueba de progenie de medios hermanos bajo la mas
estricta condicion de una varianza fenotipica igual dentro y entre familias.

En el caso particular de esquemas de seleccion de alfalfa, los caracteres morfolégicos que
han sido seleccionados son la resistencia a enfermedades e insectos, rendimiento total de
biomasa, persistencia y el valor nutritivo del forraje (Riday y Brumer 2005). Numerosos
programas de mejora estan usando seleccion natural y artificial para el desarrollo de la mejora de
germoplasma capaz de soportar varios tipos de estrés vegetal e incrementar asi su tiempo de vida
(Brummer y Moore, 2000). La persistencia a largo plazo es importante para la produccion
econOdmica de alfalfa ya que permite que los costos de siembra se amorticen en un periodo mas
largo. La persistencia es un rasgo complejo afectado por diversos factores, incluyendo el
pastoreo, equipos de cosecha mecanica, la intensidad del manejo de la cosecha, enfermedades y
plagas, el clima frio, latencia inadecuada, y la competencia dentro de las especies de plantas
(Riday y Brummer, 2006). La mayoria de los mejoradores estan de acuerdo que para seleccionar
realmente la persistencia de la alfalfa se requiere por un largo tiempo la evaluacion de plantas y
la seleccidn entre las plantas sobrevivientes de los afios avanzados. Los programas comerciales

de mejoramiento de alfalfa suelen seleccionar las plantas después de 3 a 5 afios de evaluacion en
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campo. Riday y Brummer (2006) realizaron un experimento en dos localidades en lowa, E.U.A.,
con el propodsito de examinar el rendimiento de biomasa, persistencia de la planta y la
estabilidad de la produccion de biomasa en hibridos interespecificos de M. sativa subsp. Sativa y
M. sativa subsp. falcata después de 5 afios de establecimiento en donde los nueve genotipos
sativa fueron: ABI1408, ABI311, ABI419, ABI314, C96-514, C96-673, C96-513, FW-92-118 y
RP-93-377; los cinco genotipos falcata fueron: WISFAL-4, WISFAL-6, C25-6, PI214218-1 y
P1502453-1. El rendimiento de biomasa en el experimento demostré que la cruza de sativa X
falcata (SFC) es inferior a la cruza de sativa X sativa (SSC) y superior a la cruza de falcata X
falcata (FFC). En este estudio la superioridad de SSC sobre FFC 6 SFC podria enmascarar los
alelos utiles para produccion de biomasa dentro del germoplasma de falcata. En el 2005, Riday y
Brummer demostraron que el germoplasma de M. sativa subsp. falcata con origen europeo
mostro un mayor rendimiento de biomasa y rendimiento que el material asiatico. No se
encontraron diferencias entre los tipos de cruzas observados en 1999 al 2000. Durante el 2001 y
2002 que fueron el tercer y cuarto afio de postestablecimiento, respectivamente, SSC y SFC
fueron equivalentes y tuvieron mayor persistencia que FFC. Inicialmente la persistencia fue
menor en la localidad Nashua que en Ames posiblemente por las condiciones de un invierno mas
severo. En Ames sin embargo, la persistencia declind mas rapidamente, alcanzando niveles
cercanos a los vistos en Nashua por el final del experimento, lo que se asume un alto efecto de
interaccion genotipo x ambiente. La estabilidad de produccion de biomasa no encontrd
diferencias entre los tipos de cruza observados entre varianzas.

Otra causa de la limitacion de la mejora del rendimiento es posible a que los mejoradores
tengan enfocados sus esfuerzos mas en seleccion en resistencia a insectos y enfermedades que

sobre el rendimiento per se (Lamb et al., 2006).
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Una manera efectiva de potencializar la mejora de rendimiento en el futuro es capitalizar
sobre el aprovechamiento de la heterosis por la accion aditiva de los genes. En alfalfa se han
estado intentando desarrollar lineas puras para usarse como padres de hibridos desde 1930, pero
debido a la depresion endogamica, las lineas puras son dificiles o imposibles de producir. La
estrategia de la generacion de semihibridos basado en cruzas de poblaciones podria evitar la
necesidad de lineas puras y capturar algo de heterosis (Brummer, 1999). Poblaciones hibridas
entre Medicago sativa subsp. Sativa y subsp. falcata demuestra heterosis para produccion de
biomasa, sugiriendo posibles grupos heteroticos dentro del germoplasma de alfalfa (Riday y
Brummer, 2002 y 2005). Generalmente la depresion endogamica es considerada como la inversa
de heterosis, aunque el mecanismo genético puede ser un poco diferente. La depresion
endogdmica en alfalfa tetraploide es méas severa de lo previsto exclusivamente sobre el
decremento en heterocigosis, sugiriendo que esto es debido a la pérdida de interaccion de
multiples alelos 0 més probable, la pérdida de alelos dominantes favorables ligados en fase de
repulsién o de deseables combinaciones de alelos epistaticos. Li y Brummer (2009) citan la
presencia de depresién endogamica para fertilidad y biomasa en generaciones avanzadas inter e
intrasubspecificas de hibridos tetraploides de alfalfa, con el objetivo de comparar la fertilidad en
invernadero y la produccion de biomasa en campo de hibridos F1 y sus generaciones F2 y S1 en
ambos intra y intersubespecificos cruzas, en donde los experimentos en campo incluyeron F1, F2
y S1y una doble cruza de poblaciones que fue plantada en dos localidades en lowa, E.U.A. en
2003 y evaluada por 2 afios en rendimiento. Los resultados de las cruzas sativa X falcata (SFC)
F1 demostraron mayor fertilidad que las cruzas intrasubespecificas, sugiriendo que las dos

subespecies tienen similar estructura cromosémica.
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La SFC no demostrd heterosis F1 con el progenitor superior, probablemente debido a un
intensivo horario de corte favoreciendo a los hibridos sativa x sativa (SSC). Sin embargo, SFC
presentd una mayor depresion endogamica en ambas generaciones F2 y S1 que las cruzas
intrasubspecificas, posiblemente reflejando una perdida mayor de interaccion de genes de
favorable complementariedad. Estos resultados sugieren que la seleccion dentro cada poblacion
parental seguido por un intercruzamiento para producir poblaciones hibridas puede ser una mejor
forma para mejorar la biomasa con este germoplasma que avanzar con hibridos dentro de un
programa de seleccion recurrente fenotipica.

1.3.5. Componentes de rendimiento y calidad

El mejoramiento de la calidad del forraje se centra principalmente en el incremento de la
digestibilidad, la cual puede ser realizada por decremento de la fibra o el incremento de la
relacion hoja/tallo (Casler, 2001). En un estudio realizado por Riday et al. (2002) sobre la
heterosis de la calidad del forraje en alfalfa, no se observo interaccion entre los tipos de cruzas X
ambiente entre y dentro de subespecies. En todos los ambientes, la cruza falcata X falcata (FFC)
tuvo mayor digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) de tallos, menor lignina acido
detergente (LAD), menor hemicelulosa y mayor proteina cruda (PC) que sativa X sativa (SSC).
SSC tuvo mas celulosa y mayor relacién hoja/tallo que FFC. Fibra acido detergente (FAD) y
fibra detergente neutra (FDN) no tuvieron diferencias entre FFC y SSC. Concluyen que el
germoplasma de falcata tiene mejor calidad de forraje del tallo que el germoplasma de sativa
pero una menor relacion hoja/tallo. Sativa x falcata (SFC) obtuvo valores medios entre SSC y
FFC incluyendo digestibilidad in vitro de MS, proteina cruda, celulosa, hemicelulosa, y relacién

hoja/tallo. Sin embargo, SFC tiene mayor FDN y FDA que cualquiera de las cruzas SSC y FFC.
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Aunque la dominancia de subespecies lleva a un decremento de la calidad del forraje,
este estudio demuestra un ventaja potencial de poblaciones hibridas comparadas con una cruza
simple hibrida. En una cruza simple hibrida, la seleccion intensiva y el mejoramiento es
requerido para desarrollar combinacion de alelos deseables e insertar nuevos alelos a lineas
puras. Cuando las lineas puras son cruzadas para producir hibridos, estos hibridos solo expresan
complementariedad conteniendo alelos favorables en las dos lineas puras que constituyen el
hibrido. En un sistema de poblacion hibrida la fuerza colectiva de todo el conjunto de
complementariedad de alelos favorables contenido en ambas poblaciones es expresada en la
poblacion media hibrida. La desventaja de las poblaciones hibridas es que si las poblaciones
tienen una pesada carga genética, la complementacion entre poblaciones tienen una menor
probabilidad de cubrir alelos deseables. La seleccion fenotipica dentro de poblaciones heterdticas
pueden reducir la carga genética, y la creacion de lineas puras en alfalfa es dificil debido a la
depresién endogamica, por lo que seleccionar poblaciones heteréticas con reducida carga
genética es una opcion deseable. Riday y Brummer (2005) dieron continuidad a este experimento
evaluando la relacion entre los componentes del rendimiento de biomasa entre y dentro de
subespecies de alfalfa, y solo presentaron correlaciones fenotipicas en donde el rendimiento fue
negativamente correlacionado con el dafio invernal provocado por bajas temperaturas y
positivamente correlacionado con altura de la planta, vigor y rebrote en primavera. El
rendimiento no tuvo una correlacién significativa con habito de crecimiento, madurez y rebrote
en otofio, pero el aumento de rendimiento fue correlacionado con el aumento de FDN y
hemicelulosa. No es de extrafiar, que un mayor dafio invernal fue asociado con un menor rebrote
y vigor en primavera. La altura y habito de crecimiento fueron altamente correlacionados, y

ambos fueron positivamente correlacionados con rebrote y madurez.
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Madurez y rebrote fueron positivamente correlacionados, indicando que las plantas que
rebrotan mas réapido tienden a madurar mas rapido. El incremento en vigor o velocidad de
crecimiento fue correlacionado con el incremento del rebrote de primavera. Altura y habito de
crecimiento fueron correlacionados con muchos rasgos de valor agronémico y nutritivo. Las
correlaciones fueron negativas entre DIVMS y PC, y positiva para FDN vy lignina acido
detergente LAD. En general, los componentes de la pared celular (FDN, FDA, LAD, celulosa y
hemicelulosa) tuvieron una correlacién positiva alta unos con otros, pero negativamente

asociados con proteina cruda y digestibilidad in vitro de la materia seca.

1.3.6. Aplicacién de la genémica a los programas de mejoramiento en alfalfa

Existen diversas investigaciones de la aplicacion de la gendémica a los programas de
mejoramiento de alfalfa, como por ejemplo el realizado por Brummer (2004) en donde
menciona que se esta tratando de mejorar la produccién de biomasa y disminuir el dafio invernal
con métodos gendmicos y aumentando la seleccion tradicional con esfuerzos enfocados en tres
areas i) identificacion de loci de caracteres cuantitativos (QTL); ii) fuentes de germoplasma para
identificar alelos nobles y estructurar programas de mejoramiento para capturar heterosis; y iii)
aislamiento de genes asociados con control de dormancia, también eventualmente acelerar la
adaptacion de recursos genéticos en los diversos ambientes. El enfoque es la identificacion de
loci involucrados en produccion de biomasa y tolerancia a bajas temperaturas invernales, por lo
que los marcadores, QTL y genes podrian ser usados como una herramienta para ayudar al
mejoramiento de estos rasgos complejos. La seleccion efectiva para rendimiento y tolerancia
invernal, requieren multiples afios de evaluacion en campo para asegurar una larga persistencia y

sostenido rendimiento, consecuentemente, la mejora genética se acumulara lentamente.
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El intento de identificar genes involucrados en temperatura o fotoperiodo podrian ser
atiles en la seleccién asistida con marcadores dirigiéndolos en la alteracion de la respuesta de
dormancia invernal de varias poblaciones. La seleccion basada en marcadores moleculares ofrece
un principal decremento en los ciclos del tiempo e intenta identificar loci asociados con ciertos
rasgos usando mapeo genético estandarizado y procedimientos de deteccion de QTL (Robins et
al., 2003). Estos estudios de mapeo conducen en ambas poblaciones tetraploides y diploides a
proporcionar una imagen del paisaje de la gendmica de estos importantes rasgos e identificar
opciones para mejorarlos. Ademé&s de dar un enfoque a la seleccion asistida con marcadores
como un posible medio para incrementar rendimiento y capturar heterosis, que todavia no esta
disponible comercialmente en cultivares sintéticos (Brummer, 1999). Los marcadores
moleculares no tienen que ser exitosos para predecir heterosis pero si mas efectivos para

diferenciar progenitores contrastantes (Riday et al., 2003; Riday y Brummer, 2004).

1.3.7. Mapeo genético y uso de marcadores moleculares en alfalfa

La construccién de dos mapas genéticos en un cultivo tetraploide de alfalfa usando
microsatélites y AFLP como marcadores fue realizado por Julier et al. (2003), empleando una
poblacion F1 obtenida de la cruza de cultivares de alfalfa Magali y Mercedes. 599 amplicones
AFLP y 107 SSR polimorficos fueron identificados para ambos cultivares, generando 8 grupos
de 4 cromosomas homélogos cada uno, y con un mapa cubierto entre 88 a 100 % del genoma
(5x). Para Mercedes el mapa midié 3045 cM con 339 marcadores posicionados y una distancia
entre marcadores de 9.0 cM. El mapa de Magali cubri6 2649 cM con 350 marcadores

posicionados y una distancia entre marcadores de 7.6 cM.
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Robins et al. (2007) construyeron un mapeo genético para asociar el rendimiento de
forraje, altura de planta y rebrote en multiples cortes de alfalfa tetraploide con la posicion de los
marcadores moleculares. El objetivo de este estudio fue 1) caracterizar la produccion de forraje,
altura y rebrote de multiples cortes y sus correlaciones en poblaciones de alfalfa tetraploide
derivada de la cruza Medicago sativa subsp. falcata X subsp. sativa; y 2) identificar la region
genodmica subyacente a estos rasgos usando el mapa molecular y datos de marcadores creados
para esta poblacién. El anélisis de asociacion de marcadores con caracteres morfoldgicos, en un
analisis de regresion maltiple, identifico 32 alelos asociados con rendimiento, 23 con altura, y 31
con rebrote durante por lo menos uno de los tres rebrotes. Para altura, todos los alelos con
efectos negativos o fueron aportados por ABI408 o estuvieron presentes en ambos padres. En el
altimo caso, si WISFAL-6 aporto alelos para acortar las plantas es desconocido por que no se
pudo determinar si ambos padres también contienen el QTL. Aunque un nimero de alelos: 18
para rendimiento, 7 para altura y 3 para rebrote fueron asociados con los rasgos durante mas de
un corte solo 4 alelos: 3 para rendimiento y 1 para altura, fueron asociados para un rasgo en los
tres cortes. Un previo andlisis de las relaciones entre rasgos, se llevé a cabo en la progenie
hibrida de cruzas entre M. sativa subsp. falcata y M. sativa subsp. sativa encontrando una
correlacion positiva entre rendimiento y altura, y sin correlacién entre rendimiento y rebrote

(Riday y Brummer 2005).

Li et al. (2009) propuso que los microsatelites (SSR) y marcadores morfologicos pueden
emplearse para evaluar la diversidad genética de poblaciones falcata (Medicago sativa subsp.
falcata) de Eurasia. Los genotipos de falcata tienen una alta resistencia al frio, sequia y

enfermedades, juega un papel importante en el rol del mejoramiento de alfalfa.
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Un total de 22 loci SSR fueron detectados en 12 poblaciones estudiadas, y el promedio de
la diversidad genética de cada poblacion fue de un rango de 0.2517 a 0.4965, indicando una
variacion substancial dentro poblaciones. De las 12 poblaciones, tres tuvieron flores de otros
colores que amarillos, indicando introgresion antes de la coleccion de semilla. Estas tres
poblaciones crecieron de manera mas erecta que el resto de las poblaciones, y valores de
distancia fenotipica las agruparon en un cluster individual. EI andlisis de regresion demostré que
no hay relaciéon entre distancia genética y distancia fenotipica. Latitud, longitud y altitud no
fueron correlacionados con la distancia genética entre poblaciones, altitud tuvo correlacion con
distancia fenotipica entre estas poblaciones (p<0.001) exhibiendo resistencia al invierno,
resistencia a sequia y resistencia a enfermedades. Las caracteristicas morfoldgicas son las fuertes
determinantes del valor agrondmico y clasificacién taxondémica de plantas. Para leguminosas,
habito de crecimiento, color de la flor, forma de la hoja y forma de la semilla son usualmente

usados para estimar la diversidad entre especies.
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CAPITULO Il. DETERMINACION DE COMPONENTES DE VARIANZA
GENETICA EN CARACTERES MORFOLOGICOS DE OCHO VARIEDADES
DE ALFALFA A PARTIR DE FAMILIAS DE MEDIOS HERMANOS
RESUMEN

En la actualidad no existen reportes de investigacion que estudien y ofrezcan un conocimiento
genético de las poblaciones de alfalfa (Medicago sativa L.) en Valles Altos Centrales, por lo que
este trabajo es pionero en proponer esquemas de evaluacion de la variabilidad genética de
caracteres cuantitativos agronémicos y de calidad, considerando ocho poblaciones de alfalfa bajo
un disefio de familias de medios hermanos. Se empled un disefio lattice rectangular 8 x 10 con
tres repeticiones y mediciones repetidas a través del tiempo. Los resultados indican que la
varianza genotipica (o°g) fue mayor para rendimiento total, seguido de rendimiento de hoja y
rendimiento de tallo, la variedad con mayor o°g fue Tanverde para biomasa acumulada y hoja,
Jupiter tuvo mayor rendimiento de tallo. La varianza de interaccion genotipo x localidad solo
presentd valores positivos en PC en las poblaciones de Atlixco, Jupiter y Macate, mientras que la
varianza de interaccion genotipo x corte obtuvo los valores mas altos en las variedades Jupiter,
Rustique y Julia para PC, FDN y FDA respectivamente y la mayor varianza de interaccion
genotipo x corte x localidad la present6 la variedad INIA-76 para PC y FDA, mientras que Julia
lo presentd en FDN. La varianza genética total para componentes morfolégicos promedio de los
cinco cortes es mayor para Acolman en rendimiento total y rendimiento de tallo y Chapingo en
rendimiento de hoja mientras que en calidad la mayor varianza la presenta Acolman para PC,
presentando varianzas negativas para FDN y FDA en las dos localidades. Se concluye que el
rendimiento y calidad nutritiva son altamente influenciadas por la estacion del afio, localidad y
fuente genética disponible, y que el mejoramiento genético debe ser preferentemente dirigido

para cada regién agroclimatolégica.
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Palabras clave: variabilidad genética, familias de medios hermanos, localidades.

2.1. INTRODUCCION

Los ecotipos que han dado origen a las principales variedades de alfalfa, se clasifican en tres
grupos;1) sativa peruanos y africanos, adaptados a la region central de México; 2) sativa
chilenos para el norte de México; y 3) falcata, de regiones montafiosas con heladas poco
frecuentes, poco comunes en México. De los ecotipos peruanos y africanos se han obtenido
variedades adaptadas para Valles Altos Centrales de Meéxico, tales como San Miguelito,
Aragonesa, CUF101, Jupiter, Oaxaca, Atlixco, INIA-76, Puebla, Tanverde, Tanhuato, entre
otras; siendo los criterios de seleccidon de estas variedades 1) grado de latencia invernal; 2)
persistencia de las plantas: y 3) rendimiento anual de forraje (Alarcon, 2007). Evaluar y
seleccionar variedades con mejor adaptacion y rendimiento en una determinada region, son
requisitos indispensables para obtener los maximos beneficios econémicos, evitando de esta
forma que los productores tengan cierta incertidumbre por la variedad a sembrar (Alarcon et al.,
2011). EIl progreso en la seleccion, depende del tamafio de la variabilidad genética existente en
una poblacion y las magnitudes de sus componentes. Estos, y la interaccién genotipos X
ambientes proveen al fitomejorador de informaciones en cuanto a si existe suficiente variabilidad
genética en el germoplasma a utilizar, cual es el méas adecuado esquema de seleccion para el
mejor aprovechamiento de dicha variabilidad, que extensamente el germoplasma debe ser
probado para identificar los mejores progenitores, y si el mismo método de seleccion sera
igualmente apropiado para mejorar caracteres de diferente importancia (Navarro et al., 1992;

Dudley y Moll,1969).
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El mejoramiento genético en alfalfa (Medicago sativa L.) es complicado debido a su
autotetraploidia y la cruza natural presente en la especie. Otro factor adicional es la depresion
endogdmica del rendimiento, produccién de semilla y resistencia de enfermedades que ocurre de
una generacion a otra por medio de la autopolinizacion. Algunos de los métodos de seleccion
utilizados en alfalfa descritos por Alarcon et al. (2011) y Fehr (1987) son seleccion recurrente
fenotipica, retrocruza, seleccion con pruebas de progenie y seleccion familiar. Casler y Brummer
(2008) proponen el uso de la seleccidon dentro y entre familias de medios hermanos, ya que es
favorecida sobre la seleccion por prueba de progenie por: 1) alta heredabilidad; 2) la intensidad
de seleccion dentro de familias es mayor que la intensidad de seleccion entre familias; 3) es
posible acortar los tiempos del ciclo. Falconer (1975) y Méarquez (1985) mencionan que a traves
de las familias de medios hermanos se puede estudiar la estructura genética de una poblacion y
estimar las medias y varianzas genéticas del caracter de interés, ademas de la heredabilidad y la
respuesta predicha a la seleccion para determinar la proporcién del caracter que se transmite a su
progenie al hacer seleccion para el caracter introducido. Para maximizar el rendimiento debe
minimizar la depresion endogamica e incrementar la heterocigosidad y heterosis (Brummer,
1999).

En la actualidad no existen reportes de investigacion que ofrezcan un conocimiento genético de
las poblaciones de alfalfa en Valles Altos Centrales de México, por lo cual este estudio es
pionero en proponer esquemas de evaluacion de la variabilidad genética de caracteres
cuantitativos agronomicos y de calidad de nutrientes en ocho poblaciones de alfalfa con un
disefio de familias de medios hermanos con la finalidad de incrementar la expresion fenotipica en
cada una de las variables de respuesta, y generar variedades de alto rendimiento y calidad

nutritiva.

27



2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Material genético experimental

El experimento se realizd en dos etapas: La primera en el invernadero de Forrajes del
Departamento de Zootecnia, de la Universidad Auténoma Chapingo (UACh) en donde las
diferentes semillas de familias de medios hermanos se sembraron en charolas de plastico (10 x
20) y en sustrato PeatMoss Kekkila® el 15 de diciembre de 2009. Las plantulas fueron regadas
diariamente por 75 dias, con una aplicacion quincenal de fertilizante 20-30-20 (Verde-Abon®).
La segunda etapa consistio en el transplante en dos localidades: La primera fue en el lote J-116
del Campo Agricola Experimental “Tabla San Juan”, de la UACh, en Chapingo, Estado de
México, México, con ubicacion geogréfica en las coordenadas 19° 29" de latitud Norte y 98° 54
de longitud Oeste, a 2250 msnm. El clima en la region de Chapingo es templado sub-himedo, el
maés seco de los sub-hiimedos Cb(wO0)(w)(i")g. La precipitacion media anual es de 644.8 mm,
siendo el verano la estacién del afio en la que mas llueve (Garcia, 1988).

La segunda localidad se establecié en Xometla, municipio de Acolman, Estado de México,
México, las coordenadas geograficas se ubican entre los paralelos 19° 38’ 00’ de latitud norte, y
98°55°00” de longitud oeste del Meridiano de Greenwich, a 2250 msnm. EIl clima de la regién
es templado semiseco Cb(wo)(w)(i")g, la temperatura media anual es de 13.8°C (rango mensual
de 22.9 a 4.8°C), precipitacion media anual acumulada de 601.5 mm, con invierno seco y lluvias

en verano (Servicio Meteorolégico Nacional, www.smn.cna.org.mx).
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Los genotipos de alfalfa que se utilizaron fueron 8 poblaciones de alfalfa (Medicago sativa L.),

cada uno con 10 Familias de Medios Hermanos (FMH) como se detallan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Descripcion de los genotipos de Medicago sativa L. utilizados en el experimento.

NUmero de Familias

Pais de Identificacion de
Numero Accesion Variedad de Medios
origen FMH en campo
Hermanos
1 P1 172190 Julia Peru 10 1al 10
2 P1199271  Rustique Portugal 10 11 al 20
3 P1 199305 Macate Perd 10 21 al 30
4 P1310338  Mediterrdnea  Espafia 10 31 al 40
5 P1343050  Atlixco México 10 41 al 50
6 P1343053 Tanverde México 10 51 al 60
7 Pl 343053 INIA-76 México 10 61 al 70
8 Jupiter México 10 71 al 80

2.2.2. Disefio experimental en campo

En el presente experimento se evaluaron 8 poblaciones de alfalfa, conformadas por 10 familias

de medios hermanos por poblacidn, las familias de cada poblacion de alfalfa se transplantaron el

6 de febrero de 2010 en la tabla San Juan del Campo Agricola Experimental de la UACh y el 01

de mayo del 2010 en Xometla, bajo un disefio en parcelas divididas con mediciones repetidas a

través del tiempo (tipo lattice rectangular 10x8) y tres repeticiones por localidad con 8 sub-

bloques en cada repeticion.
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Cada parcela fue constituida de 6 hileras de 4 m, con una separacion entre hileras de 20 cm y
de 15 cm entre plantas; la densidad poblacional fue de 27 plantas por hilera, dando un total de
162 plantas por parcela. Las parcelas estaban separadas a 80 cm entre ellas. Al establecimiento,

se dio una aplicacion de fertilizante de 80-60-60 de N-P-K.

2.2.3. Evaluacién de campo

Posterior al establecimiento, se realizd un corte de homogenizacion (15/05/2010) para la
localidad de Chapingo debido a una mayor variacion entre plantas por razones climatoldgicas, y
para Acolman no fue necesario realizar dicho corte de homogenizacion. El ensayo se inicié
inmediatamente después del corte de homogenizacién en la localidad Chapingo, considerandose
en total cinco cortes, con un intervalo entre cortes de 43 dias para Chapingo y 47 dias para
Acolman.

La metodologia establecida para la evaluacion de las familias de medios hermanos por poblacién
fue de la siguiente manera: en cada uno de los cinco cortes, se segd cada parcela con una
segadora BCS® Modelo 615X con cuchillas de 80 cm de ancho, a una altura aproximada de 5
cm; pesando el contenido de cada una de estas en una bascula digital Ohauss® (serie EB-15kg)
para estimar la acumulacion de forraje en peso fresco. Una vez registrado el peso fresco se
tomaron 6 muestras homogéneas de cada parcela 300 a 500 g en bolsas de papel identificadas por
localidad, nimero de la parcela y fecha de corte. Se tomé una submuestra de cada bolsa para
estimar cada componente morfoldgico separando tallo, hoja y flor, y se registrd el peso de cada

componente con una bascula digital Ohauss® (serie EB 3kg).
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Las bolsas de papel de las submuestras se colocaron en una estufa de aire forzado (Felisa Mod.
293-A) a una temperatura de 55 °C durante 72 horas; al final de este tiempo se pes6 cada bolsa y
con el peso fresco de la muestra y el respectivo peso seco, se calculd el porcentaje (%) de
materia seca de cada muestra. Este porcentaje se utiliz6 para calcular el rendimiento de peso seco
de cada componente morfologico de la alfalfa cosechado, asi como el rendimiento de forraje de
cada parcela experimental en cada localidad.

Después de calcular el porcentaje de materia seca de cada muestra, se molié con molino tipo
Willey en malla 1 mm y el material obtenido se colocé en bolsas de plastico previamente
identificadas por localidad, fecha, niUmero de corte y nimero de parcela para posteriormente
determinar el contenido de proteina cruda, fibra detergente neutro y fibra detergente acido.

2.2.4. Andlisis de calidad de nutrientes

Las muestras molidas y previamente identificadas por localidad, fecha, numero de corte y
nimero de parcela se les determino por triplicado la absorbancia/reflectancia con un
espectrofotometro de infrarrojo cercano (NIRS, por sus siglas en inglés) Perkin EImer®, en el
Laboratorio de Nutricion Animal del Programa de Ganaderia del Colegio de Posgraduados. Para
la curva de calibracion del equipo se realizé un analisis proximal de 20 muestras al azar de cada
una de las localidades, en el laboratorio de Genética Molecular del Departamento de Zootecnia,
de la UACh, incluyendo el contenido de proteina cruda (PC) con un analizador de nitrégeno por
combustion (Perkin Elmer® N-lyzer2410 Serie I1). La determinacion de fibra detergente neutro
(FDN) y fibra detergente acido (FDA) se realizo por el método de Van Soest et al.(1991) con un
analizador automatizado de fibra (Ankom® Mod. 2000) y posteriormente se realizo la

prediccion de datos con el paquete de software QUANT" con el que cuenta el NIRS.
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2.2.5. Variables medidas

Se estimaron los componentes de varianza genética para los siguientes caracteres:

Caracteres morfoldgicos

Rendimiento total (kg MS ha™): Se obtuvo del rendimiento de materia verde total por parcela
multiplicado por el porciento de materia seca.

Rendimiento de hoja (kg MS ha™): El rendimiento de hoja se obtuvo dividiendo entre la suma de
hoja, tallo y flor y después multiplicado por rendimiento total (kg MS ha™).

Rendimiento de tallo (kg MS ha™): El rendimiento de tallo se obtuvo dividiendo entre la suma de
hoja, tallo y flor y después multiplicado por rendimiento total (kg MS ha™).

Caracteres de calidad nutricional:

Proteina cruda (PC): Se realiz6 con un analizador de nitrégeno por combustion (Perkin EImer®
N-lyzer 2410 Serie II).
Fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA): Se realiz6 por el método de Van

Soest et al., 1991. Con un analizador automatizado de fibras (Ankom®, Mod. 2000).

2.2.6. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utiliz6 un modelo en parcelas divididas, con observaciones
repetidas a través del tiempo (Steel y Torrie, 1985). La obtencion de los componentes de
varianza se realizo mediante la aplicacion del procedimiento PROC MIXED de SAS (Version
9.1). La comparacion de medias se efectu6 mediante la prueba de Tukey al 0.05 de probabilidad.

Para ello se utilizaron los siguientes modelos estadisticos:
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a) Modelo general utilizado para analizar las variables en cada una de las poblaciones:
Yim= B + Loc; + Corte; + (Corte*Loc)y+ Corte*Loc(rep)ik + Varn + (Var*Corte), +
(Var*Loc)im + (Var*Corte*LocC)im + En
Donde:

Yijkm= Valor de la variable respuesta en la localidad i, subbloque j, repeticion k y variedad m
M = Media General
Loci= Efecto de i-ésimo localidad, i=1, 2.
Corte= Efecto de I-ésimo corte, I1=1, 2, 3, 4, 5.
(Corte*Loc);= interaccion del corte con la localidad
Corte*Loc(rep)ik= Error tipo a
Var,= Efecto de m-ésimo variedad, m=1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8.
(Var*Corte);m= interaccion de la variedad con el corte
(Var*Loc)in= interaccion de la variedad con la localidad
(Var*Corte*Loc);m= interaccion de la variedad con el corte y con la localidad
E,=Errortipo b
b) El modelo matematico utilizado para analizar las variables estudiadas a través de los
cortes fue el siguiente:
Yjkm= W + Cortej+ Corte (rep*sub)ijx + Varn + (Var*Corte)im + E,
Donde:
Yijwm= Valor de la variable respuesta en corte i, subbloque j, repeticion k y variedad m
M = Media General

Corte,= Efecto de i-ésimo corte, I=1, 2, 3, 4, 5.
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Corte (rep*sub),i = Error tipo a
Var,= Efecto de m-ésimo variedad, m=1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8.
(Var*Corte);m= interaccion de la variedad con el corte
E,=Errortipob
c) El modelo matematico que se empleo para andlisis de variables estudiadas por cada uno
de los cortes fue el siguiente:
Yjkm= H + rep*subj + Varm + Ej
Donde:
Yixm= Valor de la variable respuesta en, subbloque j, repeticion k y variedad m
M = Media General
rep*subj, = Efecto de i-ésima repeticion i=1, 2, 3 y el j-esimo sub-bloque j=1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8
Var,= Efecto de m-ésimo variedad, m=1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8.

E,=Errortipob

2.2.7. Componentes de varianza

Con las esperanzas de cuadrados medios se estimaron los componentes de varianza genética,
utilizando el modelo propuesto por Fehr (1993) tomado de Johnson et al. (1955) como se puede
observar en el Cuadro 2, el cual fue modificado para cada uno de los modelos estadisticos y las
estimaciones se hicieron bajo el supuesto de equilibrio Hardy-Weinberg de la poblacion,

equilibrio de ligamiento y ausencia de epistasis.
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La varianza aditiva y la varianza de dominancia se estimaron de acuerdo a las siguientes
férmulas propuestas por Molina (1992), utilizando la varianza genética y la varianza aditiva entre
familia de medios hermanos:

oc= 3/4 catop

oa =Y 0g

Despejando la varianza de dominancia en la formula se obtiene:

Op — OG / (O.?S*GA)

Cuadro 2. Analisis de varianza para variedades con diferente nimero de cortes y localidades.

F.V. G.L. CM E(CM)
Corte C-1
Localidad L-1
Corte x Localidad (C-1)(L-1)

Corte x Localidad (repetition) CL(R-1)

Variedad V-1 M1 02e+rGZVCL+rC02Lv+rL02cv+rC LGZV
Corte x Variedad (C-1)(V-1) M2  o’etro’veLtrLo?ye
Localidad x Variedad (L-1)(V-1) M3 o%etro’yveLtrCo’ve

Corte x Localidad x Variedad ~ (C-1)(L-1)(V-1) M4 o%+ro’veL

Error CL(R-1)(V-1) M5  o%
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION
2.3.1. Varianzas genéticas de variedades en caracteres morfologicos

Los resultados obtenidos de estimadores genéticos de componentes de varianza (Cuadro 3), nos
indican que la variabilidad genética es muy alta para los caracteres morfologicos en las 8
poblaciones estudiadas. La varianza genotipica (c%s) fue mayor para rendimiento total, seguido
de rendimiento de hoja y rendimiento de tallo, con un promedio de 26089, 7421 y 5755,
respectivamente. La variedad con mayor o’g fue Tanverde para biomasa acumulada y hoja,
Jupiter fue mayor en rendimiento de tallo. La variedad INIA-76 presentd valores de varianza
negativos y son consideradas como cero de acuerdo con Searle (1971) y que nos indica que en
esta variedad se ha realizado ciclos de seleccion ya que estos reducen la varianza aditiva.

Los coeficientes de varianza aditiva (c°) estimados en las diferentes variedades muestran un
valor promedio de variedades para rendimiento total de 6522; para rendimiento de hoja de 1855
y para rendimiento de tallo de 1438, indicando una variabilidad alta, lo que significa que en estas
variedades se podria seguir realizando un programa de seleccion de medios hermanos que
permita una mejor explotacién de la varianza genética aditiva. Sin embargo, la o°a fue tres veces
menor que la varianza de dominancia (o%p) presentando valores promedio de rendimiento total
21197; rendimiento de hoja 6029 y rendimiento de tallo 4676.

Las estimaciones de la varianza de dominancia fueron altas debido a que en el proceso de
seleccion realizada con anterioridad en dichas variedades se ha aprovechado de manera
importante la variacion aditiva, de modo que los efectos de dominancia comienzan a

manifestarse.
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Los resultados aqui encontrados y retomando que la varianza de dominancia de un locus es igual
a la suma de cuadrados de las desviaciones de dominancia, las diferencias entre efectos
genotipicos y valores aditivos de los caracteres involucrados pueden ser tomados en cuenta para
los siguientes afios de mejoramiento (Molina, 1992).

La varianza de dominancia es el mayor componente de la varianza genética en esta investigacion
asi que los caracteres podrian ser mejorados propiciando la hibridacion. Brummer (1999)
menciona que las investigaciones y los mejoradores en alfalfa han estado intentando desarrollar
lineas puras para usarse como progenitores endogamicos de hibridos desde 1930, pero debido a
la depresion endogamica, las lineas puras son dificiles o imposibles de producir y una alternativa
podria ser la formacion de semihibridos basado en cruzas de poblaciones y asi evitar la necesidad
de lineas puras y poder capturar algo de heterosis. Li y Brummer (2009) sugieren que la
seleccion dentro de cada poblacién parental seguido por un intercruzamiento para producir
poblaciones hibridas puede ser una mejor forma para mejorar la biomasa con este germoplasma
que avanzar con hibridos dentro de un programa se seleccidn recurrente. Riday y Brummer
(2002 y 2005) trabajando con poblaciones hibridas entre Medicago sativa subsp. sativa y subsp.
falcata han encontrado heterosis para produccion de biomasa.

La varianza de la interaccién genotipo x localidad (02g|) presenta valores promedio de variedades
para rendimiento total de 2118911, para rendimiento de hoja de 607014 y para rendimiento de
tallo de 449295. La varianza de la interaccion genotipo x corte (6%c) presentd valores negativos
excepto en rendimiento de hoja con un promedio de variedades de 46213. La varianza de la
interaccion triple; genotipo x corte x localidad presento valores promedio de las variedades para
rendimiento total de 718820, para rendimiento de hoja 107887 y para rendimiento de tallo de

168601.
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Estos caracteres de rendimiento estudiados son influenciados por el ambiente y la interaccion

genotipo ambiente, la cual es muy alta (02g|, czgc, czgd); lo que indica que la variabilidad genética

entre variedades de cada carécter de rendimiento seré altamente influenciado por las condiciones

agroclimaticas y de manejo en cada region o parcela productiva (Alarcén, 2009).

Cuadro 3. Componentes de varianza genética para caracteres morfologicos en cada una de las

variedades.

Atlixco INIA-76  Julia Japiter Mécate Mediterrdnea  Rustique Tanverde
Rendimiento total
6°g 49619 -49563 43788 8659 19783 56545 18909 60979
o’A 12405 -12391 10947 2165 4946 14136 4727 15245
o’D 40315 -40270 35578 7035 16074 45943 15364 49546
o’gl 2121413 2468223 2383571 2530303 1765651 1213482 2375030 2093620
o’gc  -12791 -159436  -111940 -124221  -104393  -131683 -118866  -268267
Rendimiento de hoja
o’y 10442 -9297 7641 -1576 11974 15838 4651 19696
o’A 2611 -2324 1910 -394 2994 3959 1163 4924
o’D 8484 -7553 6208 -1280 9729 12868 3779 16003
o’gl 562329 736779 690964 758827 499033 342054 656713 609418
o’gc 69140 37998 55669 89205 45855 -11279 50970 32153
o’gel 18727 118220 88954 96375 61856 61111 104233 107887
Rendimiento de tallo
6°g 5275 -8895 9863 10899 -2596 17306 4891 9303
o’A 1319 -2224 2466 2725 -649 4327 1223 2326
o’D 4286 -1227 8014 8856 -2109 14061 3974 7559
o’gl 467389 519250 495873 508858 380717 246558 537163 438553
c’gc  -8836 -39832  -31518  -35420  -51745  -19400 -33517 -70256
o’gcl 43295 160481 106940 104831 103748 36472 100452 168601
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2.3.2. Varianzas genéticas de variedades en caracteres de calidad de nutrientes

La varianza aditiva fue tres veces menor que la varianza de dominancia para PC, FDN y FDA La
varianza de interaccion genotipo x localidad solo present6 valores positivos en PC en las
poblaciones de Atlixco, Jupiter y Mécate. La varianza de interaccion genotipo x corte obtuvo los
valores mas altos en las variedades Jupiter, Rustique y Julia para PC, FDN y FDA
respectivamente. La varianza de interaccion genotipo x corte x localidad fue la variedad INIA-
76 la que presento el valor mas alto para PC y FDA, mientras que Julia lo present6 en FDN.

Los valores de los componentes varianza genética para caracteres nutricionales en su mayoria
fueron negativos, Hallauer y Miranda (1981), establecen que pueden deberse a un modelo
inadecuado, inadecuado muestreo y técnicas experimentales inadecuadas y existen en la
literatura diversos casos de estimaciones negativas de componentes de varianza genética, asi
Espiricueta et al. (1973) encontraron estimaciones negativas de varianza aditiva y de dominancia
al aplicar el modelo lineal, para estimar interaccion génica no alélica en caracteres de variacion
continua en trigo, lo cual atribuyen a efectos epistaticos y a la interaccion genético-ambiental.
Asimismo Salazar et al. (1975) al estudiar la herencia de la altura de planta en trigos duros
encontrd valores negativos para varianza de dominancia atribuyendo esto a datos sesgados por el
medio ambiente.

Los resultados encontrados en esta investigacion para caracteres nutricionales y de acuerdo a lo
anterior, estipulan las varianzas negativas a efectos epistaticos y efecto de la interaccion

genotipo-ambiente.
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Cuadro 4. Componentes de varianza genética para caracteres de calidad de nutrientes en cada

una de las variedades.

Atlixco  INIA-76  Julia Japiter Maéacate Mediterrdnea Rustique  Tanverde

Proteina Cruda

o’y 1.5981 -0.0909 -1.2822  -0.6828  0.7128 -0.5861 -0.0255 1.1744
oA 03995 -0.0227 -0.3206  -0.1707  0.1782 -0.1465 -0.0064 0.2936
oD 1.2984 -0.0739 -1.0418 -0.5548  0.5791 -0.4762 -0.0207 0.9542
o’gl 09905 -2.1356  -0.0212 0.7889  0.4965 -0.8845 -1.6106  -0.9960
oc’gc  7.9885 11.3607 12.9901  17.1542  8.7300 1.9654 10.6467 15.5494
o’gel  -0.3589  5.5796 -0.4060 2.0404 1.2793 1.7169 3.6794 1.5654
Fibra Detergente Neutra

o’y 5.6376 -2.9377 -1.4098  -2.0777  3.7136 -2.3094 -5.9189  -3.6591
oA 14094 -0.7344 -0.3524 -0.5194  0.9284 -0.5774 -1.4797 -0.9148
o’D 45805 -2.3869 -1.1454 -1.6882  3.0173 -1.8764 -4.8091 -2.9730
o’gl -9.8454 -19.8322 -25.6240 -17.6683 -7.2623 -12.2069 -18.4097  -9.3906
o’gc  -5.1651 27.2567 -28.9749 24.5694 24.8639 -18.6931 27.8910 29.6841
o’gcl  36.4900 53.4490 68.7697  50.3064 25.8786 35.7096 53.1789  24.5912
Fibra Detergente Acida

6’y 1.8725 -1.1062 1.2005 -1.5486 1.2836 1.9970 1.2305 -0.6258
oA 04681 -0.2765  0.3001 -0.3872  0.3209 0.4992 0.3076 -0.1564
o’D 15214 -0.8988 0.9754 -1.2583 1.0429 1.6225 0.9998 -0.5084
o’gl -2.7556 -13.1193 -3.2780 -6.7701  -3.9939 -4.7534 -5.0142 -1.9085
c’gc  7.8028 51119 105603  9.9379  6.5258 -5.3757 4.4505 8.9741
o’gcl  3.4731 35.6308 11.8052  14.2869 10.5043 12.9493 21.7882 11.9400
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2.3.3. Varianzas genéticas en caracteres morfoldgicos por corte

En el Cuadro 5 se presentan los componentes de varianza genética morfologicos por corte, se
observa que la varianza total de los cinco cortes es mayor para Acolman en rendimiento total y
rendimiento de tallo y Chapingo en rendimiento de hoja. La varianza de corte fue la mas alta de
todas siendo esta mayor en Chapingo. La varianza de interaccion genotipo x corte fue negativa
en todos los componentes morfoldgicos. La varianza genética mas alta por corte en Acolman
para rendimiento total fue en el corte 2, para rendimiento de hoja en el corte 1 y para rendimiento
de tallo en el corte 2, en Chapingo la varianza genética por corte en rendimiento total fue mayor
en el corte 3, para rendimiento de hoja el corte 4 y rendimiento de tallo en el corte 2. En
Chapingo se observan mayor cantidad de varianzas negativas en diferentes cortes de cada uno de
los componentes. Todos los caracteres estudiados tienen mayor componente de varianza de
dominancia por lo que se requiere el método de hibridacion para su mejoramiento, considerando
como el mas comun a la seleccion recurrente por medios hermanos, seguido de poli cruzas de al
menos 100 progenitores no relacionados (plantas individuales So, cada uno un genotipo
diferente), pero esto genera un intercruzamiento de cargas genéticas de muchas variedades,
reduciendo las posibilidades de mejora genética que deriva a una menor cantidad de alelos
favorables con interaccion génica complementaria e incrementa una mayor presencia de
sintéticos, los cuales pudieron ser definidos como cultivares de polinizacion abierta producidos
por cruzamiento aleatorio de muchos progenitores (clones o genotipos), y por tanto, con menores
posibilidades de emplearse como progenitores en futuros programas de seleccion, también crea
menores posibilidades de generacion de alelos nuevos con potencial genético de rendimiento o

calidad forrajera, debido a la pérdida de progenitores en ciclos iniciales.
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Cuadro 5. Componentes de varianza genética para caracteres morfologicos por localidad en cada uno de los cortes y total.

Localidad Acolman Edo. México

Localidad Chapingo Edo. México

corte corte corte corte corte Total corte corte corte corte corte Total
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Rendimiento total

c’g 15584 29098 26715 12540 10563 19950  -20415 2163 17715 7552 -13948 8260
o’A 3896 7274 6679 3135 2641 4987 -5104 541 4429 1888  -3487 2065
oD 12662 23642 21706 10189 8582 16209  -16587 1757 14394 6136 -11333 6712
6°C 4408912 7732201
o’ge 7777 -9997
Rendimiento de hoja

o’g 15584 4998 2440 706 -2902 4476 -4283 - 4420 4463 -8615 8260

1043

o’A 3896 1249 610 177 -726 1119  -1071 -261 1105 1116 -2154 2065
o’D 12662 4061 1982 574 -2358 3637  -3480 -847 3592 3626 -7000 6712
6°C 1384148 2381279
6°gC -3407 -2787
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Continuacién Cuadro 5...

corte

Localidad Acolman Edo. México

corte

corte

corte

corte General

Localidad Chapingo Edo. México

corte corte corte  corte corte General
1 3 4 5 1 2 3 4 5
Rendimiento de tallo
ng 1514 10634 6156 6269 4705 5197 471 2695 -545 -735 -2240 3573
oA 379 2658 1539 1567 1176 1299 -118 674 -136 -184 -560 893
oD 1230 8640 5002 5094 3823 4222 -383 2189 -443 -597 -1820 2903
o 891205 1787484

6°gc -1002 2710
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2.3.4. Varianzas genéticas en caracteres de calidad de nutrientes por corte

El Cuadro 6 muestra la varianza genética total mas alta en Acolman para PC y varianza genética
total negativas en las dos localidades para rendimiento de hoja y tallo, la varianza de dominancia
es mayor que la varianza aditiva, la varianza de corte fue mayor en todos los componentes
bromatologicos en Chapingo Yy la varianza de interaccion genotipo X corte fue mayor en
Chapingo para rendimiento total pero mayor en Acolman para rendimiento de hoja y tallo.

El componente de varianza de mayor atribucion al valor de varianza genética es la varianza de
dominancia, sugiriendo la hibridacién como método de seleccion, en donde un estudio realizado
por Riday et al. (2002) sobre la heterosis de la calidad del forraje en alfalfa utilizando cruzas
entre Medicago sativa y falcata, indican que el mejoramiento de la calidad del forraje se centra
principalmente en el incremento de la digestibilidad, la cual puede ser realizada por decremento
de la fibra o el incremento de la relacion hoja/tallo, aunque la dominancia de subespecies lleva a
un decremento de la calidad del forraje, demuestra una ventaja potencial de poblaciones hibridas
comparadas con una simple cruza hibrida, ya que en estd la seleccion intensiva y el
mejoramiento es requerido para desarrollar combinacion de alelos deseables e insertar nuevos
alelos a lineas puras, por lo que, cuando las lineas puras son cruzadas para producir hibridos,
estos hibridos solo expresan complementariedad conteniendo alelos favorables en las dos lineas
puras que constituyen el hibrido, asi en un sistema de poblacion hibrida la fuerza colectiva de
todo el conjunto de complementariedad de alelos favorables contenido en ambas poblaciones es
expresada en la poblacion media hibrida, teniendo como desventaja las poblaciones hibridas que
si las poblaciones tienen una pesada carga genética, la complementacion entre poblaciones tienen
una menor probabilidad de cubrir alelos indeseables, una opcion deseable es seleccionar

poblaciones heteroticas con reducida carga genética.
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Cuadro 6. Componentes de varianza genética para caracteres de calidad de nutrientes por

localidad en cada uno de los cortes y total.

Localidad Acolman Edo. México Localidad Chapingo Edo. México

cortel corte2 corte3 General cortel corte?2 corte 3 General

Proteina Cruda

o’g 03813 0.0871  -0.0750 0.4157 0.5066  0.2845  -0.0031 0.0862
o’A  0.0953 0.0218  -0.0187 0.1039 0.1266  0.0711  -0.0008 0.0215
oD  0.3098 0.0708  -0.0609 0.3378 0.4116  0.2311  -0.0025 0.0700
6C 59.2532 297.9383
6°ge 0.4534 0.5693

Fibra Detergente Neutro

o’g 14401 6.2540  1.2088 -0.9888  -1.3119  1.4560  -1.2788 -0.6487
o’A 03600 15635  0.3022 02472 -0.3280 0.3640  -0.3197 -0.1622
oD 11701 5.0814  0.9822 -0.8034  -1.0659  1.1830  -1.0391 -0.5271
R -11.2581 888.6142
6°ge 4.7798 3.2921

Fibra Acido Detergente

o’g 20177 0.3226  0.0312 -0.6345  -0.0066  -0.1310  0.0247 -0.4226
o’A 05044 0.0807  0.0078 -0.1586  -0.0017  -0.0327  0.0062 -0.1056
oD 1.6394 0.2621  0.0254 05156  -0.0054  -0.1064  0.0201 -0.3434
6’c 5.0163 422.4862
6°ge 2.3568 0.3575
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2.4. CONCLUSIONES

La estimacion de varianzas genéticas a partir del disefio de familias de medios hermanos,
incremento la expresion fenotipica en cada una de las variables estudiadas, incrementando el
valor de la varianza aditiva y precisando el valor de la varianza de dominancia, obteniendo como
consecuencia una mayor precision en la respuesta genética. La magnitud de las varianzas
geneticas de dominancia y aditividad en caracteres morfoldgicos y nutrimentos fueron altamente
influenciadas por el efecto de localidad y corte, razon por la cual dichos estimadores presentaron
valores positivos como negativos, de acuerdo a las ecuaciones de varianzas para familia de

medios hermanos en alfalfa (Medicago sativa L.).
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CAPITULO I11. VARIABILIDAD GENETICA INTRA E INTER POBLACIONAL
DE ALFALFA BAJO UN DISENO GENETICO DE FAMILIAS DE MEDIOS
HERMANOS POR MEDIO DE MARCADORES AFLP
RESUMEN

La alfalfa es considerada como el cultivo forrajero de mayor importancia en la nutricion de
animales domésticos, y se siembra en todo el mundo. A pesar de existir una amplia gama de
variedades de alfalfa sembradas en Mexico hay pocos estudios acerca de la variabilidad genética
dentro y entre poblaciones criollas, por lo que esta investigacion tuvo el objetivo de estimar la
variabilidad genética considerando a partir de marcadores AFLPs (EcoRI y Mse). ElI material
genético se conformd de ocho poblaciones criollas de alfalfa con un disefio genético de 10
familias de medios hermanos, en Chapingo, Meéx. Se incluyeron 5 individuos por FMH, con un
total de 400 individuos. El anélisis de agrupamiento se efectudé con el método de ligamiento
promedio (UPMGA) y los valores de similitud y distancia genética con estimadores genéticos
insesgados de Nei (1978). Las 10 combinaciones de oligonucledtidos amplificaron un total de
234 amplicones con el 100 % de polimorfismo en el anélisis de las ocho poblaciones. El analisis
del dendograma sugirié que existen dos grupos principales; 1) por las variedades Atlixco, Julia,
Rustique, Jupiter, Macate, INIA-76, Tanverde; 2) por la variedad Mediterranea. Se realiz6 un
andlisis de las distancias genéticas entre y dentro de familias de medios hermanos (FMH) para
cada poblacién en donde se encontr6 una mayor variacion genética entre FMH dentro de cada
poblacion que entre poblaciones, siendo Julia e INIA-76 las de mayor disimilitud genética con
Mediterranea. Con el apoyo de AFLPs se identificaron poblaciones genéticamente divergentes
asumiendo un mayor namero de alelos contrastantes y con mayor heterocigosidad, que es la base

de la productividad en especies forrajeras autopoliploides.

49



Palabras clave: Alfalfa, familias de medios hermanos, AFLP, variabilidad genética,

heterocigosidad.
3.1. INTRODUCCION

La alfalfa (Medicago sativa L.) es considerada como el cultivo forrajero de mayor importancia
en la nutricion de animales domeésticos, y se siembra en todo el mundo con 32 millones de
hectareas (Julier et al., 2003). SIAP-SAGARPA (2011) reporta que México sembro durante el
2010 alrededor de 383,436 ha de alfalfa, con un rendimiento promedio de 77.06 t ha™ de alfalfa
verde y los tres principales estados productores son: Chihuahua, Guanajuato e Hidalgo. En
dichas regiones, las variedades comerciales se generan a partir de genotipos peruanos, africanos
y chilenos, tales como San Miguelito, INIA-76, Atlixco, Tanverde, Tanhuato, Jupiter, Oaxaca,
Moapa, entre otros. Estas variedades, también denominadas como poblaciones criollas, se siguen
usando en Valles Altos Centrales de México desde décadas, por lo que su productividad y
liberacion de nuevas variedades a partir de dichas poblaciones criollas ha sido muy restringido y
limitante por el desconocimiento de la variabilidad genética presente, la cual esta determinada
por diversos factores tales como origen genético, numero poblacional, nivel de endogamia,
ploidia, tamafio del genoma, introgresion génica, entre otros (Alarcon et al., 2009). EI tamafio del
genoma de la alfalfa es de aproximadamente 800-1000 Mpb, con un nimero cromosémico de
x=8 y existe en dos niveles de ploidia (diplode, 2n = 2x = 16 y tetraploide tetrasémico, 2n = 4x =
32) (Li y Brummer, 2012). La segregacion meiética autotetraploide intrapoblacional, con 4
alelos como méximo en estado somatico, es muy variable: la tetraploidia de un genotipo AAaa
produce una relacion de autoprogenie de 35:1 si es autotetraploide, o una relacion de 15:1 si es
alotetraploide; cuando es retrocruzado con el genotipo homocigoto recesivo (aaaa), el AAaa

tetraploide segrega 5:1 si es autotetraploide, o 3:1 si es alotetraploide (Alarcon et al., 2004).
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Por lo tanto, cuando solo se observa una generacion segregante multialelica se puede obtener la
méaxima recombinacion y complementariedad alélica, reflejado en un méximo rendimiento y
adaptacion. Bajo esta teoria, el vigor relativo de genotipos posibles seria tetraalélico (aja;axai)
>trialélico(aja;ajax) >dialélico duplex (a;aiaja;) >dialélico simplex (ajaia;a;) >monoalélico (a;a;aia;),
donde diferentes subindices indican diferentes alelos dentro de un cigoto (Alarcén et al., 2011).
Por lo anterior, es conocido que la genética auto alotetraploide de alfalfa es muy compleja, y la
diversidad genética es un eslabon importante para identificar las posibles fuentes de
germoplasma en el establecimiento de programas de mejora genética. La diversidad genética
puede estudiarse con base a evaluaciones morfoldgicas, histolégicas 6 citoldgicas, pero es un
proceso muy largo y tedioso (McCoy y Bingham, 1988). El desarrollo de marcadores
moleculares de ADN ha permitido estudiar las distancias genéticas, Utiles para la caracterizacion
poblacional entre especies animales o vegetales (Alarcén et al., 2004). En alfalfa se han
empleado diferentes tipos de marcadores moleculares para determinar la variabilidad genética,
tales como polimorfismo de fragmentos largos restringidos (RFLP) (Kidwell et al., 1999;
Maureira et al., 2004), ADN polimorfico aleatorio amplificado (RAPD) (Tucak et al., 2008;
Crochemore et al., 1996; Gherardi et al., 1998; Musial et al., 2002), secuencias simples repetidas
(SSR) (Falahati-anbaran et al., 2007; Touil et al., 2008, Flajoulot et al., 2005), polimorfismo de
secuencias-relacionadas amplificadas (SRAP) (Vandemark et al., 2005) y polimorfismo de
fragmentos largos amplificados (AFLP) (Segovia-Lerma et al., 2003; Keivani et al., 2010).

Es imprescindible conocer la magnitud de la variacion genética de los caracteres de interés para
el mapeo. Por ello la técnica de AFLP introducida por Zabeau y Vos (1993) y Vos et al. (1995)
representa una ingeniosa herramienta para evaluar la diversidad genética de las plantas, debido a

que son altamente repetibles con margenes de error de menos del 2% (Thome et al., 1996).
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A pesar de existir una amplia gama de variedades de alfalfa sembradas en México, hay pocos
estudios acerca de la variabilidad genética dentro y entre poblaciones criollas, asi como los
programas de mejoramiento y seleccion de material entre y dentro de variedades. Por tanto, esta
investigacion tiene el objetivo de estimar la variabilidad genética intra e inter poblacional en
ocho variedades de alfalfa (Medicago sativa L.) con un disefio genético de familias de medios

hermanos y considerando los AFLPs como marcador molecular.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Material experimental

El material genético fue constituido por ocho poblaciones criollas de alfalfa ampliamente
utilizadas en los Valles Altos Centrales de México, provistas por el banco de germoplasma del
Departamento de Agricultura de Estados Unidos de Norteamérica. Cada poblacion estaba
conformada bajo un disefio genético de 10 familias de medios hermanos, con el objeto de evaluar
parametros genéticos de rendimiento y calidad nutritiva, no incluidos en este articulo. Dicho
material genético se establecio en el Campo Agricola Experimental de la Universidad Autonoma
Chapingo, Chapingo, Edo. de México, con ubicacion geogréfica en las coordenadas 19° 29" de
latitud Norte y 98° 54°de longitud Oeste, a 2250 msnm (Cuadro 1). Cada familia de medios
hermanos se sembro en parcelas experimentales de 6 hileras de 4 m en una densidad poblacional
de 162 plantas. En cada familia, se incluyeron 5 plantas para el anélisis molecular, con un total
de 400 muestras de tejido foliar. La recoleccion de las muestras se hizo en septiembre de 2010
considerando aquellas plantas con las mejores caracteristicas; con hojas jovenes, sin areas

necroticas o lesionadas.
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Cuadro 1. Descripcion de los genotipos de Medicago sativa L. utilizados en el experimento,

provistos por el Banco de Germoplasma del Departamento de Agricultura de Estados

Unidos de Norteamérica.

) . _ Paisde  Numero de Familias  Identificacion de
Numero  Accesion Variedad ] ]
origen de Medios Hermanos  FMH en campo
1 P1172190  Julia Per( 10 1al 10
2 P1199271  Rustique Portugal 10 11 al 20
3 P1199305 Macate Peru 10 21al 30
4 P1310338 Mediterranea  Espafia 10 31al 40
5 P1343050  Atlixco Meéxico 10 41 al 50
6 P1343053  Tanverde Meéxico 10 51 al 60
7 Pl 343053 INIA-76 México 10 61 al 70
8 Jupiter Meéxico 10 71al 80

3.2.2. Extraccion y cuantificacion de ADN

El tejido foliar de cada planta se recolect6 de las parcelas de campo, se almacend 4 horas en un

ultracongelador a -80°C (Thermoscientific®), después se liofilizé a una temperatura de -40°C

por 4 dias en una liofilizadora Labconco® y se molieron finamente en un TissueLyser Qiagen®.

La extraccion de ADN se realiz6 con el método de CTAB de acuerdo al protocolo de Sambrook

y Russel (2001) modificado; en dondé el tejido fue incubado en el amortiguador respectivo

durante 60 min a temperatura de 65 °C y en agitacion continua mediante un rotator.

53



Después se les adiciono 1000 ul de cloroformo:octanol y se agitaron por diez min en el rotator,
se centrifugo a 5000 rpm durante 15 min (a temperatura ambiente), se tomo el sobrenadante y se
transfirid a un tubo nuevo, cuidando de no romper la interfase. Se repitié este procedimiento solo
que se adiciona esta vez fenol:cloroformo, después se transfirio el ADN con una pipeta Pasteur a
un tubo con 300 pl de agua y 4 ul de RNasa y se colocaron en incubadora a 37 °C por 20
minutos, luego se le adiciono 1000 ul de isopropanol frio, se mezclaron por inversion y se tomé
con una pipeta Pasteur el ADN precipitado el cual se llevé a un tubo con 500 pl alcohol y
enseguida se transfirid a otro tubo con 200 pl de TE. La cuantificacion de ADN se realizé con un
espectrometro (Nanodrop Thermoscientific® 1000), y la dilucién empleada fue de 20 ng ADN

uL™, almacenandose las muestras a -20°C.
3.2.3. AFLP (Polimorfismo de Fragmentos Largos Amplificados).

Los andlisis se llevaron a cabo siguiendo las recomendaciones indicadas en el manual IRDye®
Fluorescent AFLP® Kit forlargePlantGenomeAnalysis.

Digestion

Para la digestion del ADN se utilizaron los siguiente reactivos: 5x reaccion buffer 2.5 ul, DNA
(20 ng/ul) 5 pl, EcoRI/Msel mix 1 pl, agua desionizada 4 pl. Se mezcld, centrifugd y metid al
termociclador a 37 °C por 2 h, 70 °C por 15 miny 4 °C a.

Ligacion

Al tubo anterior con el ADN previamente digerido se le adicionaron los siguientes reactivos:
Adapter mix 12 pl y ligasa DNA t4 0.5 ul. Se mezclo, centrifugd y se metid al termociclador a

20 °C por 2 h. Se realizé una dilucion 1:10 (10ul + 90 pl TE).
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Pre amplificacion

Del tubo de la dilucion (1:10) se tomaron 2.5 pl y se le agrego AFLP® pre-amp primer mix 20
pl, PCR reaccion buffer (10X) 2.5 pul y Tag DNA polimerasa (5U/ pl) 0.5 pl. Se mezclé,
centrifugo, se le adicioné una gota de aceite y se metié al termociclador por 20 ciclos (94 °C por
30's, 56 °C por 1 min 'y 72°C por 1 min) y 4 °C a. Al finalizar la reaccion se realizd una diluciéon
1:40 (5 ul + 195 pl H,0).

Amplificacion selectiva

Del tubo de la dilucién 1:40 se tomaron 2 ul y se le adiciono: Tag DNA polimerasa (5U/ pl) 0.1
pl, primer A 2 pl, primer B 2 pl, dNTP’s (2.5mM) 2 ul, 10 X Buffer Fermentas 1.5 pl y H,O 5.4
pl. Se mezcld, centrifugo y se le agrego una gota de aceite, en seguida se metio6 al termociclador:
1 ciclo (94°C 30, 65 °C 30 sy 72°C 1 min) 12 ciclos (94°C 30's, 65°C 30 sy 72 1 min) y 23
ciclos (72°C 1 min, 94°C 30 s, 56°C 30 s y 72°C 1 min) y 4 °C a.

Para la amplificacion selectiva previamente se realizd una evaluacién con las diferentes
combinaciones de iniciadores del Kit de AFLPs, considerando aquellas que produjeran
diferencias claras en el patron de bandeo.

Los fragmentos obtenidos en la amplificacion selectiva se separaron en un gel desnaturalizante
de poliacrilamida al 6% (19:1) de acrilamida:bisacrilamida, urea a 7.5 M. y el amortiguador
TBE 1X, en una camara horizontal C.B.S® a 300V por 3 horas y la tincion se realiz6 con plata y

fueron fotografiados con un foto documentador BioDoc-It en luz blanca.
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Cuadro 2. Combinaciones de primer de AFLP utilizados en el experimento.

Combinacion EcoRl Msel
1+9 AAC CAA
2+12 AAG CAT
3+10 ACA CAC
4+11 ACC CAG
5+13 ACG CAT
6+14 ACT CTC
7+15 AGC CTG
8+16 AGG CTT
9+3 ACA CAA
10+6 ACT CAC

3.2.4. Andlisis estadistico

Con el patron de bandas generadas con los diferentes iniciadores se construyé una matriz en la
que se codificd presencia (1) o ausencia (0) de bandas de ADN, a partir de esta base de datos
generada se obtuvo la diversidad genética. El analisis de agrupamiento se efectué con el método
de ligamiento promedio (UPMGA) y los valores de similitud y distancia genética con
estimadores genéticos insesgados de Nei (1978), usando el software Analisis de Poblaciones

Genéticas (PopGen 32) version 1.32.
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El UPGMA se encarga de medir la distancia minima entre grupos, que consiste en obtener todas
las distancias entre los individuos de cada grupo, es decir, es el promedio de todas las distancias
entre los individuos de los grupos (Cervantes, 2007) y los estimadores genéticos de Nei (1978),
estiman la frecuencia de la presencia o ausencia de un alelo en una poblacion y se obtiene una
matriz de similitud o disimilitud, que indica la distancia genética intra e inter poblacional de los

individuos.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.3.1. Distancia genética inter poblacional

Las 10 combinaciones de oligonucleétidos amplificaron un total de 234 amplicones con el 100 %
de polimorfismo en el analisis de las ocho poblaciones. EI nUmero de amplicones por cada
combinacion tuvieron un rango de 16-33, con un promedio de 23.4 amplicones por combinacion.
El analisis del dendograma (grafica de agrupamiento) construidé a partir de los valores de
similitud genética determinados entre todos los genotipos (Fig. 1), sugirié que existen dos grupos
principales: 1) variedades Atlixco, Julia, Rustique, Jupiter, Macate, INIA-76, Tanverde, lo que
indica similitud genética para ambos genotipos y pudiera asociarse al origen ecogeografico y de
pedigri; y 2) variedad Mediterranea indicando a esta como completamente distinto entre los

demas genotipos.
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Figura 1. Dendograma de 8 variedades de Medicago sativa L.

Atlixco

Julia

Rustique

Japiter

Makati

INIA-76

Tanverde

Mediterranea

Lo anterior sugiere que se pueden agrupar aquellas poblaciones que genéticamente son similares
(Atlixco, Julia, Rustique, Jupiter, Méacate, INIA-76 y Tanverde), y que en genotecnia indica que
no se incrementaria la variabilidad genética dentro de ellas, y por lo tanto la ganancia genética o
respuesta a seleccion seria menor si las poblaciones mas cercanas genéticamente se cruzan para
conformar una nueva variedad o sintético de alfalfa (Alarcén et al., 2009). Se identificaron
poblaciones genéticamente divergentes asumiendo un mayor nimero de alelos contrastantes y
con mayor heterocigosidad, que es la base de la productividad en especies forrajeras

autopoliploides.
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En especies diploides, la maxima heterocigosidad y heterosis se obtiene en una generacion de
cruzamiento entre dos poblaciones endogamicas contrastantes (cruzas simples), mientras que en
tetraploides es progresiva y se maximiza hasta las cruzas dobles o generaciones sucesivas,
dependiendo del nivel de recombinacion entre los progenitores (Brummer, 1999). Las
dificultades asociadas para distinguir individuos genéticamente divergentes ha forzado a muchos
mejoradores genéticos de forrajes a incluir una cantidad grande de progenitores, en primer lugar
para reducir problemas de consanguinidad y segundo para conservar la variabilidad genética
dentro y entre los genotipos. Una alternativa es la formacion de semi-hibridos que ofrece tres
posibilidades: 1) cuando no se tiene una poblacidn natural base para un programa selectivo, una
hibridacién entre dos variedades puede constituir una poblacion artificialmente creada sobre la
cual trabajar eligiendo los mejores individuos, 2) reunir en una nueva forma las caracteristicas
favorables de los parentales y 3) obtener la ventaja que supone la heterosis al cruzar dos
individuos genéticamente diferentes y permitir la combinacion de alelos e incremento de
tetrasomicos (Alarcon et al., 2004: Brummer et al., 2000).

La matriz de similitud entre las distintas poblaciones, indica que el valor mas alto de similitud
fue entre Julia y Rustique con 0.9907, y el valor mas bajo de 0.9574 entre INIA-76 y
Mediterranea. Dichos valores de similitud entre poblaciones experimentales puede considerarse
muy bajos, asumiendo que las poblaciones provienen de mismo origen ecogeograficod
progenitores, generando a las poblaciones criollas de Valles Altos Centrales de México. Las
diferencias encontradas pueden asociarse a que los genotipos utilizados en cada estudio fueron
distintos en origen ecogeografico y las diferentes condiciones ambientales donde se desarrollaron

los genotipos.
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Cuadro 3.Matriz de similitud y disimilitud genética de las ocho poblaciones de alfalfa.

Pop IDf 1 2 3 4 5 6 7 8

1 *xxx0.9797 0.9887 0.9848 0.9798 0.9739 0.9829 0.9754

2 0.0205 **** 0.9876 0.9873 0.97/73 0.9574 0.9808 0.9823

3 0.0114 0.0125 **** 0.9905 0.9866 0.9757 0.9907 0.9803

4 0.0153 0.0128 0.0095 **** 0.9875 0.9764 0.9867 0.9868

5 0.0204 0.0230 0.0135 0.0125 **** 0.9806 0.9891 0.9830

6 0.0264 0.0435 0.0246 0.0239 0.0196 **** 0.9783 0.9607

7 0.0172 0.0194 0.0094 0.0134 0.0109 0.0220 **** 0.9807

8 0.0249 0.0179 0.0199 0.0133 0.0172 0.0401 0.0195  ****

tpop ID: 1(Atlixco); 2(INTA); 3(Julia); 4(Jupiter); 5(Macate); 6(Mediterranea); 7(Rustique); 8(Tanverde). Valores por arriba de

la diagonal indican similitud genética y valores por debajo de esta indican disimilitud genética (Nei, 1978).

Vandemark et al. (2006) realizaron un estudio de estimaciones de relaciones genéticas,
encontrando rangos de similitud genética menores a los de la presente investigacion, quiza
debido al origen genético y ecogeografico de los cultivares probados ya que utilizaron 9
variedades de origen histéricos y seis de origen comercial, lo que representa mayor distancia
genética entre poblaciones, utilizando en total 15 poblaciones de alfalfa las cuales fueron
examinadas con 14 SRAP (sequence related amplified polymorphism) obteniendo como
resultado 249 amplicones de las cuales 23 (9.2 %) fueron monomorficos y 226 (90.8 %) fueron

polimorficos.
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El nimero de amplicones producidos por cada primer tuvo un rango de 10-31 con un promedio
de 17.8 amplicones por combinacion de oligonucleétidos y el porcentaje de polimorfismo
producido por cada primer tuvo un rango de 66.7-100%. La similitud genética més alta fue de
0.78 entre Pl 536532 (Ladak) y Vernal y el valor mas bajo de 0.59 entre Pl 536539 (African) y
Oneida.

3.3.2. Distancia genética intra poblacional

El andlisis de las distancia genética intra poblacional estad dada por las 10 FMH dentro de cada
poblacién, mostrando en el Cuadro 4 los rangos de similitud genética de las FMH. Encontrando
el valor mas alto en diferencia de similitud en la variedad Jpiter seguida de Julia e INIA -76.

Podemos darnos cuenta como el disefio de familias de medios hermanos nos da un mejor
panorama de la variabilidad genética que existe dentro de las poblaciones, conociendo de mejor
manera cuales poblaciones son las que podemos seguir utilizando en un sistema de seleccién y
ampliar las opciones de cruzamientos que nos ayuden a maximizar las ganancias genéticas de

acuerdo a nuestros objetivos de mejora genética.
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Cuadro 4. Rangos de similitud genética de las 10 familias de medios hermanos (FMH) dentro de

cada una de las variedades.

Variedad Rango de similitud entre FMH
Atlixco 0.7009-0.9185
INIA-76 0.5428-0.9086
Julia 0.5688-0.9283
Jupiter 0.4512-0.9544
Méacate 0.6137-0.9457
Mediterranea 0.7390-0.9846
Rustique 0.7593-0.8973
Tanverde 0.5147-0.8876

Alarcon et al.(2004) encontraron una gran diversidad genética entre materiales diploides y
tetraploides de alfalfa, llegando a la conclusion que la selectividad de material parental debe de
ser hecho con base a la capacidad de interaccion alélica mdltiple y que el estudio de la
variabilidad genética en Medicago por medio del anlisis de isozimas (codominancia
isoenzimatica), ha resultado en mayor variabilidad génica en tetraploides que diploides, medido
como porcentaje de heterocigosidad, por lo que la respuesta a seleccion hecha entre y dentro de
variedades, se basa en la interaccion génica complementaria, esto es, la aditividad que presentan
mas de dos alelos en un mismo locus, sobre todo cuando se recombinan cuatro alelos diferentes

en un mismo locus (tetraalélicos).
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Este conocimiento nos permitiria seleccionar con mayor precision individuos con alelos
divergentes dentro y entre variedades, con el objeto de incrementar la productividad de alfalfa. Si
la diversidad a nivel de loci en marcadores refleja la diversidad de un loci ligado a un caracter de
importancia agrondémica/zootécnica, esta seleccion podria incrementar las probabilidades de
tener al menos un alelo dominante favorable ligado a un caracter. En cambio, seleccionando
progenitores con base a los mismos alelos homélogos de marcadores selectivos, resultaria en
menor nimero de alelos contrastantes y recesivos, menor heterocigosidad, y por ende menor
interaccion alélica complementaria La habilidad de las subespecies tetraploides para presentar un
mayor rendimiento, persistencia, resistencia a plagas y enfermedades, esta en un mayor
porcentaje de plantas tri y tetra-alélicas dentro de la poblacidn, o en su habilidad para hibridar y

recombinar alelos contrastantes asociados a caracteres de importancia agrondémica y zootécnica.

El cultivar ideal para autotetraploides no se puede obtener con reproduccion sexual, sino por
medio de hibridos simples, tres-vias o cruzas dobles de progenitores endogamicos con mezcla de
genotipos tetraalélicos, e hibridos entre lineas endogamicas que presentan los tipos dialélicos y
trialélicos. Las poblaciones originadas de progenitores no emparentados pueden tener diferentes
complementos de segmentos cromosémicos, por lo que aumenta la proporcién de tipos
tetraalélicos en las poblaciones. Sintéticos de una base genética amplia, son poblaciones
originadas de un gran nimero de progenitores no emparentados y tienen un alto nivel de
heterocigosidad. En sintéticos comerciales el nimero minimo de poblaciones es de 40, sobre

todo para incrementar la probabilidad de obtener tetraalélicos dentro de la poblacion.
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3.4. CONCLUSIONES

Con el uso de AFLP y con la utilizacion de un disefio de familias de medios hermanos se
identificaron poblaciones genéticamente divergentes asumiendo un mayor numero de alelos
contrastantes y con mayor heterocigosidad. Los valores de similitud y distancia genética
encontrados indican que existe una amplia diversidad genética entre las poblaciones analizadas,
pero es superior dicha variabilidad dentro de las poblaciones. Las poblaciones estudiadas
representan un recurso genético valioso que puede ayudar a incrementar la variacion genética en

alfalfa en Valles Centrales de México.
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CAPITULO IV. CONCLUSION GENERAL
4.1. CONCLUSION

El disefio genético de familia de medios hermanos identificd claramente las variaciones
genotipicas de componentes de rendimiento y calidad nutritiva, con lo cual se podrian establecer
esquemas de seleccion mas apropiados para el mejoramiento genético de alfalfa, ya que no sélo
depende de la carga genética de cada poblacion, sino también de la complementariedad génica
que ocurre entre alelos presentes entre y dentro de poblaciones.

Con el apoyo de AFLPs se pudieron diferenciar e identificar progenitores genéticamente
divergentes asumiendo un mayor nimero de alelos contrastantes y con mayor heterocigosidad,
evitando de esta manera la seleccion de progenitores con base a los mismos alelos homélogos y
obtener un menor nimero de alelos contrastantes y recesivos, es decir, mayor heterocigosidad, y
por ende mayor interaccion alélica complementaria con el apoyo de AFLPs, ya que la habilidad
de las subespecies tetraploides de Medicago sativa para presentar un mayor rendimiento,
persistencia, resistencia a plagas y enfermedades, estd en un mayor porcentaje de plantas tri y
tetra-alelicas dentro de la poblacion, o en su habilidad para hibridar y recombinar alelos
contrastantes asociados a caracteres de importancia agronémica y zootécnica.

4.2. SUGERENCIAS

Se sugiere identificar los genes implicados y determinar su localizacion en el genoma (QTL) ya
que la identificacion de estos loci proporciona informacion de cuantos genes estan relacionados a
un caracter cuantitativo y si todos contribuyen de la misma manera o algunos genes influyen mas
que otros dentro de la variacion fenotipica del caracter. Por lo que el uso de marcadores

moleculares y el mapeo revela si los QTL asociados a un caracter estan agrupados en un Gnico
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cromosoma o dispersos por todo el genoma, de esta manera se podria predecir la descendencia
del cruzamiento entre dos parentales seleccionados por su genotipo, variabilidad y distancia
genética, y se posibilitaria la prediccion de la zona cromosémica donde buscar variabilidad. Con
esto se abren nuevas perspectivas posibilitando la localizacion de caracteres cuantitativos entre
los que se encuentra la mayoria de los caracteres de interés para el mejorador y que permitiran la
seleccion indirecta. De esta manera se buscara la forma de caracterizar y localizar genes, como
los de resistencia a enfermedades, rendimiento, morfologia y calidad, principalmente. Todo esto
con el objetivo principal de incrementar la produccion, persistencia, calidad nutricional y
resistencia a enfermedades de la alfalfa, e indirectamente mejorar los costos de alimentacion

animal.
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5. ANEXOS

Anexo 1. Régimen promedio de temperatura (- - -) y precipitacion (....) durante el periodo

experimental (febrero, 2010 a febrero, 2011), segun datos de la estacion metrologica de la

Universidad Autonoma Chapingo.
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Anexo 2. Distribuciéon de campo de 10 familias de medios hermanos de 8 variedades de alfalfa

(Medicago sativa), Chapingo, México.

1m _
1 2 3 4 5 5 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 18 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20
—l 4m 52 78 12 o4 24 15 |23 8 17 1 41 e6 21 35 40 63 3 34| 5 58
P 21 | 22 | 23 | 28 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 30 | 31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 3 | 37 | 38 | 39 | 40
9 27 77 18 51 62 54 59 45 44 68 30 71 20 47 14 6 55 25 | 67 43
.
= 41 | 42 | 43 | 43 45 | 46 | 47 | 4B | 49 | 50 | 51 | 52 | 53 | 54 | 55 | 55 | 57 | 58 | 59 | @D
E 13 ' 7 20 8 9 39 |65 19 29 22 33 | 4 79 10 74 |73 |53 75|50 38
L
or 61 | 62 63 | 64 65 | 66 | 67 68 | 69 7O | 71 | 72 | 73 74 | 75 | 76 | 77 | 78 | 79 | &0
76 36 37 49 69 16 (42 2 28 70 56 46 11 57 31 32 61 48 |72 60
81 | 82 83 B84 85 | 8 | 87 88 | 89 90 91 | 92 | 93 94 95 | 95 | 97 98 | 99 100
o 62 60 58 75 7 28 | 6 3 |67 64 |35 |14 11 77 48 53 |12 29 | 36 19
= 101 | 102 103 | 104 105 | 106 | 107 & 108 | 109 = 110 | 111 | 112 113 114 115 | 116 | 117 118 | 119 | 120 N
9 39 59 78 33 54 55 32 69 66 13 S50 68 57 5 18 42 8 26 | 80 25 £
O
= 121 | 122 | 123 | 124 125 | 126 | 127 | 128 | 120 | 130 | 131 | 132 | 133 | 134 | 135 | 136 | 137 | 138 | 139 | 14D 8
E 73 051 23 9 34 1 |37 47 40 56 17 44 T4 63 70 46 4 43 |65 T2
E 141 | 142 143 | 144 145 | 146 | 147 148 | 140 150 | 151 | 152 153 154 155 | 156 | 157 158 | 159 @ 16D
31 27 22 10 41 2 |30 76 24 15 38 21 52 16 79 (49 71 20 | 61 45
161 | 162 | 163 | 164 165 | 166 | 167 | 168 | 169 @ 170 | 171 | 172 173 174 175 | 176 | 177 | 178 | 179 | 18D
) 80 34 2 77 24 43 | 8 60 33 V9 42 74 51 31 71 54 64 19 | 48 41
= 181 | 182 183 184 185 186 | 187 188 A 180 190 191 | 192 193 194 195 | 196 | 197 198 | 199 200
8 75 59 20 39 30 52 37 11 63 25 70 21 13 58 26 12 56 44 |18 10
- 201 | 202 | 203 | 204 205 | 206 | 207 | 208 | 209 | 210 | 211 | 212 | 213 | 214 | 215 | 216 | 217 | 218 | 219 | 220
E 15 |72 57 62 35|55 |28 16 | 9 |38 47 | 4 7 27 |78 |73 |46 | 49 | 5 | 29
L
o 221 | 222 | 223 | 224 225 | 226 | 227 | 228 | 220 @ 230 | 231 | 232 233 234 3235 | 236 | 237 238 | 239 | 24D
68 69 14 3 23 53 67 61 17 22 40 76 32 36 66 45 50 1 6 65

| 36 mts I

NOTA: Cada parcela es representada como un cuadro donde viene la descripcion del nimero de

parcela (superior) y la familia de medios hermanos por poblacion (inferior).
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Anexo 3. Distribucion de campo de 10 familias de medios hermanos de 8 variedades de alfalfa

(Medicago sativa), Acolman, México.

1m
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 T
4m 12 61 69 75 4 29 56 79 50 67 10 47 43 5 49 72 |26 64 |57 18
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 33 35 36 37 38 39 20
15 2 71 36 33 46 39 42 11 37 30 60 53 70 6 55 |16 7 76 19
REP I
a1 42 43 a4 as 46 a7 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 50
13 |41 52 58 31 17 (38 78 |9 25 |1 51 8 45 35 |80 |63 32 |14 59
61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80
54 24 28 22 27 40 77 8 |66 74 62 |65 68 3 21 34 |23 20 48 73
81 82 83 84 85 86 87 88 89 %0 | 91 922 93 | 94 95 | 96 97 98 | 99 100
33 74 63 13 |6 12 |16 47 | 4 23 79 |40 70 62 25 39 |28 80 |64 4 @
E
REP II 101 | 102 | 103 | 104 105 | 106 | 107 | 108 | 109 | 110 111 | 112 | 113 | 114 @ 115 | 116 | 117 | 118 | 119 | 120 2
10 | 22 |1 4 14 75 (78 46 20 55 2 66 76 32 9 11 57 69 |60 21
121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140
36 53 79 3 24 |48 |49 50 31 59 52 |29 58 58 34 |71 |8 77 |18 | 19
141 | 142 | 143 144 145 146 | 147 148 | 149 150 151 | 152 153 154 155 | 156 | 157 @ 158 | 159 = 160
68 54 37 51 73 5 38 26 |7 56 30 | e5 45 35 61 67 |72 27 |17 15
161 | 162 | 163 | 164 | 165 | 166 | 167 | 168 | 169 | 170 171 | 172 | 173 | 174 | 175 | 176 | 177 | 178 | 179 | 180
REP I 49 |19 |56 | 22 |2 14 |21 27 (74 62 69 |53 17 73 61 66 |20 78 |76 | 63
181 182 | 183 184 185 186 | 187 188 | 189 190 191 | 192 193 194 195 196 | 197 198 | 199 = 200
54 18 71 65 50 32 |55 67 58 4 47 60 1 15 80 6 75 72 68 70

[ 36 mts i

NOTA: Cada parcela es representada como un cuadro donde viene la descripcion del nimero de

parcela (superior) y la familia de medios hermanos por poblacion (inferior).
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Anexo 4. Datos del software QUANT" para la prediccion de las muestras para Proteina Cruda,

Fibra Detergente Neutro y Fibra Detergente Acida.

Localidad: Chapingo

Localidad; Acolman

corte 1 corte 2 corte 3 cortel corte 2 corte 3
Proteina Cruda
Egrigg of Prediction: 02537 03057  0.3728 0331 01927  0.04453
Multiple Correlation 0.9928 0.9944 0.9893 0.9955 0.997 0.9999
Mean Property Value 27.4 22.47 27.65 27.24 22.51 27.65
% Variance (R squared) 98.5636 908.886 97.8649 99.1016 99.4076 99.9786
Std Error of Estimate (SEE) 0.2117 0.282 0.3084 0.269 0.1546 0.03567
F-valué 156.3 202.2 117.9 215.1 327.2 5479
Fibra Detergente Neutro
Ets(:wi!g of Prediction: 0189 01032 01369  0.1162 1321  0.1391
Multiple Correlation 0.9998 0.9999 0.9997 0.9998 0.9891 0.9993
Mean Property Value 37.15 45.64 33.25 36.15 37.27 19.73
% Variance (R squared) 99.9555 99.973 99.9482 99.9602 97.8298 99.8692
Std Error of Estimate (SEE) 0.1435 0.06488 0.09128 0.1026 1.165 0.1031
F-valué 3054 4381 2264 2268 61.31 1038
Fibra Detergente Acido
Ets‘:lrigg of Prediction: 01391 008891  0.6424 006111 02694  0.2346
Multiple Correlation 0.9993 0.9999 0.9795 0.9997 0.9963 0.9973
Mean Property Value 19.73 26.64 17.44 17.39 21.14 21.14
% Variance (R squared) 99.8692 99.9706 95.9333 99.9466 99.2597 99.47
Std Error of Estimate (SEE) 0.1031 0.06756 0.5479 0.04708 0.2422 0.2315
F-valué 1038 4952 50.13 2440 225.5 181.4
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Anexo 5. Matriz de similitud y disimilitud genética de las 10 Familias de Medios

Hermanos de la variedad Atlixco.

PopID 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 k¥kx0.8442 09092 0.7733 0.7866 0.7721 0.7832 0.7408 0.7639 0.7710

2 0.1694 **** (0.7552 0.7860 0.7791 0.8456 0.8354 0.8148 0.8939 0.8761
3 0.0952 0.2808 **** (.8125 0.8008 0.7600 0.7780 0.7695 0.7009 0.7567
4 0.2571 0.2408 0.2076 **** 0.8686 0.8862 0.8920 0.8614 0.7537 0.8322
5 0.2401 0.2497 0.2221 0.1408 **** 0.7790 0.8327 0.7540 0.7428 0.7879

6 0.2586 0.1677 0.2744 0.1208 0.2498 **** (0.8914 0.9185 0.8001 0.8687
7 0.2444 0.1798 0.2511 0.1143 0.1831 0.1149 **** (0.8624 0.7612 0.8582
8 0.3000 0.2048 0.2620 0.1491 0.2823 0.0850 0.1481 **** (.7900 0.8757
9 0.2694 0.1122 0.3554 0.2827 0.2973 0.2231 0.2729 0.2357 **** 0.8355

010 0.2600 0.1323 0.2788 0.1836 0.2384 0.1407 0.1529 0.1328 0.1797  ****

Valores por arriba de la diagonal indican similitud genética y valores por debajo de esta indican
disimilitud genética (Nei, 1978).

Anexo 6. Dendograma de 10 Familias de Medios Hermanos de Medicago sativa L. variedad
Atlixco.

Fommmm e FMH 1
+ 2
+----8 Fommmm - FMH 3
I I
o+ FMH 5
!
-9 + FMH 2
! oo 3
! ! + FMH 9
! !
! ! + FMH 4
oo 7 +---4
! I+ FMH 7
! +---5
! Pl Fommmmm - FMH 6
+ 6 + 1
! oo e FMH 8
I
+ FMH 10

74



Anexo 7. Matriz de similitud y disimilitud genética de las 10 Familias de Medios Hermanos de la
variedad INIA-76.

PopID 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 k*kx0.5428 0.8033 0.6544 0.7841 0.5971 0.7910 0.8256 0.7933 0.9065
2 0.6109 **** (0.7552 0.9086 0.6354 0.8804 0.5923 0.7475 0.7320 0.5725
3 0.2190 0.2807 **** (0.8047 0.7301 0.7693 0.7129 0.8614 0.8230 0.8104
4 0.4241 0.0959 0.2172 **** 07468 0.8594 0.7118 0.7434 0.7510 0.6840
5 0.2432 0.4536 0.3146 0.2920 **** 0.5943 0.7227 0.7680 0.7692 0.8021
6 0.5156 0.1273 0.2623 0.1515 0.5205 **** 0.6674 0.7155 0.7848 0.6460
7 0.2345 0.5237 0.3384 0.3400 0.3248 0.4044 **** (07376 0.7264 0.8110
8 0.1917 0.2911 0.1493 0.2966 0.2639 0.3347 0.3044 **** 0.8487 0.8459
9 0.2315 0.3119 0.1949 0.2864 0.2624 0.2424 0.3197 0.1640 **** 0.8454

10 0.0982 0.5578 0.2103 0.3797 0.2205 0.4370 0.2095 0.1673 0.1679  ****

Valores por arriba de la diagonal indican similitud genética y valores por debajo de esta indican
disimilitud genética (Nei, 1978).

Anexo 8. Dendograma de 10 Familias de Medios Hermanos de Medicago sativa L. variedad
INIA-76.
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Anexo 9. Matriz de similitud y disimilitud genética de las 10 Familias de Medios Hermanos de la
variedad Julia.

PopID 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 **kx0.7692 0.7903 0.7668 0.7741 0.8432 0.7736 0.8410 0.7838 0.7144
2 0.2624 **** (0.8730 0.8654 0.8772 0.7771 0.9283 0.6168 0.8587 0.7868
3 0.2353 0.1359 **** (0.8729 0.8628 0.7648 0.8548 0.6400 0.8500 0.8104
4 0.2655 0.1445 0.1359 **** 0.8259 0.8021 0.8591 0.6297 0.8620 0.8703
5 0.2560 0.1311 0.1476 0.1913 **** 0.8087 0.8418 0.6841 0.7943 0.7555
6 0.1706 0.2522 0.2681 0.2206 0.2123 **** (0.7826 0.6878 0.7792 0.7760
7 0.2567 0.0744 0.1568 0.1519 0.1722 0.2452 **** 0.6156 0.8620 0.7798
8 0.1732 0.4832 0.4463 0.4624 0.3797 0.3742 0.4852 **** (0.6536 0.5688
9 0.2437 0.1523 0.1625 0.1484 0.2303 0.2495 0.1485 0.4252 **** 0.8724

10 0.3363 0.2398 0.2102 0.1389 0.2804 0.2536 0.2487 0.5642 0.1366  ****

Valores por arriba de la diagonal indican similitud genética y valores por debajo de esta indican
disimilitud genética (Nei, 1978).

Anexo 10. Dendograma de 10 Familias de Medios Hermanos de Medicago sativa L. variedad
Julia.
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Anexo 11. Matriz de similitud y disimilitud genética de las 10 Familias de Medios Hermanos de
la variedad Jupiter.

PopID 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 **k*0.8092 0.7919 0.7918 0.8201 0.7735 0.7850 0.6586 0.7868 0.8015
2 0.2117 **** 0.8568 0.8498 0.8760 0.8120 0.7379 0.4512 0.8183 0.8341
3 0.2333 0.1546  **** (0.9544 0.8475 0.7869 0.7771 0.5583 0.9118 0.8569
4 0.2334 0.1628 0.0466 **** (0.8386 0.7700 0.7800 0.5645 0.9124 0.8653
5 0.1983 0.1324 0.1655 0.1760 **** 0.8775 0.8192 0.5356 0.7940 0.8429
6 0.2568 0.2083 0.2397 0.2613 0.1307 **** 0.8265 0.6342 0.8107 0.7821
7 0.2420 0.3039 0.2522 0.2484 0.1994 0.1905 **** (.7958 0.7709 0.7781
8 0.4176 0.7957 0.5829 0.5718 0.6243 0.4555 0.2284 **** (06107 0.6213
9 0.2398 0.2005 0.0923 0.0917 0.2306 0.2098 0.2602 0.4932 **** 0.8307

10 0.2213 0.1814 0.1544 0.1446 0.1709 0.2458 0.2509 0.4759 0.1855  ****

Valores por arriba de la diagonal indican similitud genética y valores por debajo de esta indican
disimilitud genética (Nei, 1978).

Anexo 12. Dendograma de 10 Familias de Medios Hermanos de Medicago sativa L. variedad
Jupiter.
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Anexo 13. Matriz de similitud y disimilitud genética de las 10 Familias de Medios Hermanos de
la variedad Macate.

PopID 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 **k*0.6137 0.8610 0.6523 0.9148 0.7250 0.7549 0.6567 0.6373 0.8112
2 0.4883 **** (0.7199 0.8734 0.7828 0.8047 0.8304 0.8578 0.9457 0.8349
3 0.1497 0.3286 **** (0.8043 0.8900 0.8102 0.8374 0.7509 0.7258 0.8427
4 0.4272 0.1353 0.2177 **** 0.7972 0.8274 0.8639 0.8605 0.8490 0.8485
5 0.0890 0.2449 0.1165 0.2267 **** 0.8481 0.8516 0.7629 0.7758 0.8580
6 0.3216 0.2173 0.2104 0.1894 0.1648 **** (0.8525 0.8374 0.8254 0.8787
7 0.2812 0.1859 0.1774 0.1463 0.1606 0.1596 **** (0.8478 0.8036 0.8681
8 0.4205 0.1534 0.2865 0.1502 0.2706 0.1775 0.1652 **** (0.8478 0.8607
9 0.4505 0.0559 0.3204 0.1637 0.2538 0.1919 0.2187 0.1651 **** 0.8290

10 0.2092 0.1804 0.1711 0.1642 0.1532 0.1293 0.1415 0.1500 0.1875  ****

Valores por arriba de la diagonal indican similitud genética y valores por debajo de esta indican
disimilitud genética (Nei, 1978).

Anexo 14. Dendograma de 10 Familias de Medios Hermanos de Medicago sativa L. variedad

Méacate.
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Anexo 15. Matriz de similitud y disimilitud geneética de las 10 Familias de Medios Hermanos de
la variedad Mediterranea.

PopID 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 k*kx0.9846 0.7717 0.8665 0.8234 0.7912 0.8083 0.7928 0.7547 0.8567
2 0.0155 **** (0.7680 0.8261 0.8306 0.8148 0.8145 0.8102 0.7390 0.8511
3 0.2592 0.2640 **** (0.8063 0.8441 0.8100 0.8015 0.8000 0.8755 0.8386
4 0.1433 0.1910 0.2153  **** 0.8494 0.8247 0.8199 0.8355 0.7891 0.9309
5 0.1944 0.1857 0.1695 0.1632 **** 0.8648 0.8460 0.8142 0.8124 0.8880
6 0.2342 0.2049 0.2107 0.1928 0.1453 **** (0.8702 0.8760 0.7683 0.8747
7 0.2128 0.2052 0.2212 0.1985 0.1672 0.1391 **** (0.8647 0.7870 0.8518
8 0.2322 0.2105 0.2232 0.1797 0.2055 0.1323 0.1453 **** (07765 0.8703
9 0.2815 0.3025 0.1329 0.2369 0.2078 0.2636 0.2396 0.2529 **** (0.8338

10 0.1546 0.1613 0.1760 0.0716 0.1188 0.1339 0.1604 0.1389 0.1818  ****

Valores por arriba de la diagonal indican similitud genética y valores por debajo de esta indican
disimilitud genética (Nei, 1978).

Anexo 16. Dendograma de 10 Familias de Medios Hermanos de Medicago sativa L. variedad

Mediterranea.
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Anexo 17. Matriz de similitud y disimilitud genética de las 10 Familias de Medios Hermanos de
la variedad Rustique.

PopID 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 k¥kx0.7772 0.8551 0.8427 0.8392 0.8172 0.8378 0.7903 0.7995 0.8435
2 0.2520 **** (0.8317 0.7821 0.8300 0.7593 0.8397 0.8245 0.8035 0.7836
3 0.1565 0.1843  **** (8290 0.8480 0.8238 0.8281 0.8663 0.8405 0.8973
4 0.1711 0.2457 0.1876  **** 0.7984 0.7997 0.8317 0.8305 0.8152 0.8340
5 0.1753 0.1864 0.1649 0.2251 **** 0.8225 0.8891 0.7922 0.7821 0.8455
6 0.2019 0.2754 0.1938 0.2235 0.1954 **** (0.8154 0.7986 0.8019 0.8528
7 0.1770 0.1747 0.1886 0.1843 0.1176 0.2041 **** 0.8161 0.7793 0.7914
8 0.2353 0.1930 0.1435 0.1857 0.2329 0.2249 0.2032 **** (0.8222 0.7923
9 0.2238 0.2188 0.1738 0.2044 0.2458 0.2208 0.2494 0.1957 **** 0.8903

10 0.1702 0.2438 0.1084 0.1815 0.1678 0.1592 0.2340 0.2329 0.1163  ****

Valores por arriba de la diagonal indican similitud genética y valores por debajo de esta indican
disimilitud genética (Nei, 1978).

Anexo 18. Dendograma de 10 Familias de Medios Hermanos de Medicago sativa L. variedad

Rustique.
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9 + FMH 6
I
! + FMH 2
+--mo- 5
! + FMH 5
B 2
+ FMH 7
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Anexo 19. Matriz de similitud y disimilitud genética de las 10 Familias de Medios Hermanos de
la variedad Tanverde.

PopID 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 kHdx0.6945 0.8051 0.8468 0.6954 0.5147 0.5954 0.9581 0.8374 0.5185
2 0.3645 **** (0.7953 0.8401 0.7988 0.7895 0.8094 0.7918 0.7902 0.8187
3 0.2167 0.2291 **** (0.8519 0.8569 0.7704 0.7875 0.8540 0.8748 0.7539
4 0.1663 0.1742 0.1603 **** 0.8088 0.7534 0.8104 0.8424 0.8876 0.7659
5 0.3633 0.2247 0.1544 0.2122 **** 0.8072 0.8179 0.7764 0.8008 0.8250
6 0.6643 0.2364 0.2608 0.2831 0.2142 **** (0.8945 0.6573 0.7121 0.8862
7 0.5185 0.2115 0.2389 0.2103 0.2011 0.1115 **** (0.7019 0.7849 0.8573
8 0.0428 0.2334 0.1578 0.1715 0.2531 0.4196 0.3540 **** (0.8667 0.6433
9 0.1775 0.2355 0.1337 0.1192 0.2222 0.3396 0.2422 0.1431 **** 0.7201

10 0.6569 0.2000 0.2825 0.2667 0.1923 0.1208 0.1540 0.4411 0.3284  ****

Valores por arriba de la diagonal indican similitud genética y valores por debajo de esta indican
disimilitud genética (Nei, 1978).

Anexo 20. Dendograma de 10 Familias de Medios Hermanos de Medicago sativa L. variedad

Tanverde.
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