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MARCADORES MOLECULARES DE SECUENCIAS SIMPLES REPETIDAS EN LA
CARACTERIZACION DE Lolium perenne, Lolium multiflorum, Lolium hybridum y
Dactylis glomerata
Cinthia Jimena Aguirre Robert, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2009

En Valles Altos Centrales de México ha aumentado el cultivo de Lolium, Festuca,
Dactylis y Vicia, géneros de especies forrajeras mejor adaptadas a la zona, pero su
desventaja son recursos genéticos limitados para continuar la mejora genética de las
especies. Por tanto, el objetivo del presente estudio fue realizar una evaluacién
agronomica y molecular de 8 accesiones de Lolium: Ansyl France (AF), New Zealand
(NZ), Uruguay (U), Netherland Barenza (NB), USA Manhattan Il (UMII), Canada Uri (4n)
(CU4n), Australia Wimmera 62 (AW62) y France Itaque (Fl); y tres de Dactylis: Canada
Hércules (CH), USA Potomac (UP) y USA Napier (UN). La estructura poblacional y
similitud genética entre accesiones se determiné con 13 loci-SSR, y se estimo la
asociaciéon entre loci y caracteres morfolégicos. Se encontr6 que Ansyl France
sobresalié para altura, peso seco de planta, peso seco de hoja, y tallo por planta; CU4n
para porcentaje de hoja y tallo; UP para porcentaje de material muerto, y peso seco de
material muerto por planta; y UMII para numero de tallos. De los 13 loci-SSR se
identificaron 59 alelos (4.5 alelos por locus). Con base en las distancias genéticas de
Nei’s, el andlisis de agrupamiento UPGMA mostré la integracién de tres grupos: por
especie (D. glomerata), por nivel de ploidia (L. hybridum y L. perenne tetraploide) y por
geénero (Lolium), lo cual indica que los SSRs discriminaron a los genotipos por especie,
nivel de ploidia y género. La relacion entre las distancias genéticas de los 13-loci SSR y
los componentes morfolégicos, estimada a partir de biplots de minimos cuadrados
parciales (MCP), indicé que en promedio los SSR-loci identificaron hasta un 14.3% de
la variacion fenotipica de los caracteres morfolégica entre accesiones (r?<0.143). Se
concluye que descriptores morfolégicos y distancias genéticas a partir de loci-SSR se
pueden usar en la discriminacién de gramineas forrajeras, seleccionando los genotipos
con las mejores caracteristicas para establecer un programa de mejoramiento genético

basado en caracteres fenotipicos y genéticos.

Palabras clave: accesiones, loci, caracteres morfolégicos, SSR.
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SIMPLE SEQUENCE REPEATS MARKERS ON THE CARACTERIZATION OF Lolium
perenne, Lolium multiflorum, Lolium hybridum and Dactylis glomerata
Cinthia Jimena Aguirre Robert, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2009

In Central Highland Valleys of México there has been an increase in Lolium,
Festuca, Dactylis and Vicia cropping, which are the grass genera better adapted to the
region, but their disadvantage is their limited genetic resources to continue genetic
improvement of the species. Therefore, the objective of this study was to carry out an
agronomic and molecular evaluation of eight Lolium accesions : Ansyl France (AF), New
Zealand (NZ), Uruguay (U), Netherland Barenza (NB), USA Manhattan Il (UMII),
Canada Uri (4n) (CU4n), Australia Wimmera 62 (AW62) and France ltaque (Fl); and
three Dactylis: Canada Hércules (CH), USA Potomac (UP) and USA Napier (UN).
Population structure and genetic similarity among accesions were determined by 13
SSR-loci, and the association between loci and morphological traits was estimated. It
was found that Ansyl France (AF) surpassed for plant height, dry weight, leaf dry weight,
and stem weight per plant; CU4n for percentage of leaf and stem; UP for percentage of
dead material and dry weight of dead material per plant; and UMII for number of stems.
Of the 13 SSR-loci, 59 alleles were identified (4.5 alleles per locus). Based on Nei’s
genetic distances, the group analysis UPGMA showed an integration of three groups:
per species (D. glomerata), per ploidy level (L. hybridum and L. perenne) and per genus
(Lolium), which indicates that SSRs discriminate the genotypes per species, ploidy level
and genus. The relationship between genetic distances of the 13 SSR-loci and the
morphological characters, estimated by biplots of partial mean squares (PMS), indicated
that SSR-loci expressed up to 14.3% of phenotypic variation of morphological traits
among accessions (r?<0.143). It may be concluded that morphological traits and genetic
distances from SSR-loci may be used for discriminating forage grasses, selecting
genotypes with the best characteristics in order to establish a breeding program, based

on genetic and phenotypic characters.

Key words: accesions, loci, morphological traits, SSR.
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MARCADORES MOLECULARES DE SECUENCIAS SIMPLES REPETIDAS EN LA
CARACTERIZACION DE Lolium perenne, Lolium multiflorum, Lolium hybridum y
Dactylis glomerata

1. INTRODUCCION GENERAL

La implementacion de nuevas técnicas de la biologia molecular origind diversos
métodos de identificacion y caracterizacion de poblaciones e individuos genéticamente
distintos directamente en el ADN, los marcadores moleculares, que son muy utiles
porque su uso puede mejorar y acelerar los programas de seleccion y mejoramiento
genético (Ferreira y Grattapaglia, 1998). Los marcadores moleculares son biomoléculas
de secuencia de bases conocidas; se pueden relacionar con un rasgo genético;
corresponden a un caracter molecular proveniente de la expresién de un gen o de
segmentos especificos de ADN, que puede ser detectado y su herencia monitoreada;
ayudan a eliminar los inconvenientes de una seleccion basada en el analisis exclusivo
del fenotipo; contribuyen a la identificacién de especies y variedades de una forma mas
rigurosa y repetitiva; y facilitan la valoracion rapida y eficiente de la diversidad genética
(Cornide, 2002).

Los esquemas de seleccion y mejoramiento genético en gramineas forrajeras tienen
como fundamento principal el analisis de caracteres fenotipicos, es decir, el
mejoramiento se basa en la heredabilidad y requiere un tiempo considerable para
completar un ciclo de mejora (Forster et al., 2001). En gramineas forrajeras se utilizan
los marcadores moleculares para estudiar su estructura poblacional, de diferenciacion
entre especies y genotipos, para la deteccibn de la variacion genética intra e
interpoblacional, para el establecimiento de relaciones filogenéticas y para la
construccion de mapas genéticos (Wang et al., 2001). Dichos estudios se han realizado
en especies de los géneros Lolium, Festuca y Dactylis, para detectar distancia y
variacion genética entre especies y variedades (Wang et al., 2005). El interés por
estudiar estos géneros radica en su docilidad para manejarlos, son los mas comunes

en zonas templadas, su establecimiento es facil y su valor nutritivo es alto (Jung, 1996).



Los marcadores moleculares de Secuencias Simples Repetidas (SSR) o microsatélites
se utilizan ampliamente en la seleccidon de plantas debido a que son altamente
repetibles, estables y pueden detectar niveles altos de polimorfismo en los individuos
de una poblacion (Goldstein y Schloterer, 1999). En las gramineas forrajeras los SSR
se usan principalmente en el estudio de huellas gendmicas de variedades, evaluacién
de la diversidad genética, mapeo molecular y seleccion asistida con marcadores
(Squirrell et al., 2003). Sin embargo, su uso aun no es generalizado, y por ende, la
investigacion al respecto es poca. Por tanto, el presente estudio enfatiza la evaluacion
y caracterizacion molecular de accesiones de Lolium perenne, Lolium multiflorum,
Lolium hybridum y Dactylis glomerata, con el objetivo de establecer la relacion que
existe entre los marcadores moleculares con caracteres fenotipicos de los
componentes morfoloégicos evaluados en campo, para el establecimiento de un

esquema de seleccién y mejoramiento genético.

2. OBJETIVOS

% Objetivo General

» Evaluar en campo los componentes morfolégicos de los genotipos de L.
perenne, L. multiflorum, L. hybridum y D. glomerata, realizar una caracterizacion
molecular de dichas poblaciones y, con base en ello, determinar la relacion que
existe entre los marcadores moleculares con los caracteres fenotipicos

(componentes morfolégicos) estimados.

% Objetivos Particulares

» Evaluar los componentes morfologicos de 11 genotipos correspondientes a L.
perenne, L. multiflorum, L. hybridum y D. glomerata.

» Emplear marcadores moleculares SSR para caracterizar poblaciones de L.
perenne, L. multiflorum, L. hybridum y D. glomerata.

> Establecer la relacién entre los marcadores moleculares con los caracteres

fenotipicos (componentes morfoldgicos).



3. HIPOTESIS
% La variacién en los caracteres fenotipicos esta determinada por la constitucion

genomica de cada genotipo y especie de gramineas, por lo que el entendimiento
y descripcion de dicha variacidn, permitira establecer estrategias de
caracterizacion, seleccion y mejoramiento de genotipos con el mejor
comportamiento en componentes morfoldgicos y alta adaptacidén con el apoyo de

marcadores moleculares SSRs.

4. REVISION DE LITERATURA

La zona templada del pais, que incluye los Valles Altos Centrales de México, se
caracteriza por una ser una region con alto potencial en la produccién de forrajes, para
los sistemas lecheros estabulados y de traspatio, ademas de la engorda de borregos.
La produccidn de forraje se basa en especies anuales de maiz y sorgo, asi como
bianuales y perennes de Lolium perenne, Lolium multiflorum y Dactylis glomerata,
introducidas desde otros paises. De aqui el interés en primer lugar en la identificacion
de los recursos genéticos o germoplasma de alta adaptacion a las condiciones de
Valles Altos Centrales, potencial productivo, persistencia del rendimiento, calidad
nutritiva, y tolerancia a plagas, enfermedades y estrés ambiental de sequia y bajas
temperaturas. Por lo anterior es imprescindible identificar del germoplasma forrajero de
dichas especies, asi como la magnitud de la variacidén genética intrapoblacional, para a
partir de esto establecer esquemas de seleccion y mejora de variedades de alto
rendimiento para la zona, manteniendo el valor de la varianza genética del genotipo.
Dentro de las metodologias propuestas para la caracterizacion de germoplasma
candidato, han sido los ensayos de rendimiento a través de diversos afos y ambientes,
las pruebas de progenie de genotipos sobresalientes y ultimamente el uso de
marcadores moleculares neutrales para establecer esquemas de hibridacion entre

genotipos sobresalientes, seleccionados en los ensayos de rendimiento.



4.1. Descripcidn de géneros

4.1.1. El género Lolium

Los pastos del género Lolium, denominados ballicos o ryegrass, son nativos de Europa,
forman matas amacolladas de aproximadamente 60 cm de altura, sin rizomas
(Hannaway, 1999a). Todas las especies del género Lolium tienen 7 pares de
cromosomas que han originado variaciones hibridas interespecificas, y existen
variedades diploides y tetraploides con un numero basico de cromosomas 2n=14 y
4n=28 (Delgado, 1983). Se adaptan mejor a regiones con climas frios y humedos, con
altitudes de 1500-3000 msnm y temperaturas de 20-25 °C. En las zonas templadas de
México, L. perenne es el mas comun, con mejor crecimiento en primavera y verano,
sensible a sequias y temperaturas extremas (Nufiez et al, 1991); su produccién
disminuye si la temperatura al final de primavera y durante el verano rebasa los 32 °C y
detienen su crecimiento si la temperatura es menor a 6 °C. Su crecimiento es ideal en
suelos humedos, con buen drenaje y fértiles, aunque pueden adaptarse a suelos con
un buen o mal drenaje, suelos acidos y alcalinos con pH de 5.1 a 8.4, pero se
desarrollan mejor en suelos con un pH de 5.5 a 7.5. Las variedades responden de
inmediato a fertilizaciones nitrogenadas, en otofio principalmente, favoreciendo el
crecimiento invernal. La enfermedad mas comun es la roya de la corona (Puccinia
coronata), y existe germoplasma con una variacion genética importante de tolerancia-
susceptibilidad a dicha enfermedad (Hannaway et al, 1999a).

Lolium perenne y L. multiflorum se utilizan principalmente en la alimentacién de
rumiantes productores de leche y carne, y es un excelente forraje para conservarlo en
forma de ensilado (Heath et al., 1985). Los genotipos de ambas especies son
consideradas de alto valor nutritivo, tienen un contenido de proteina cruda similar a
otras especies de gramineas de clima templado (14-18 %), presentan un nivel alto de
carbohidratos no estructurales, principalmente en primavera y verano, y la digestibilidad

va de 65-70 %, superior a la de otras especies (Minson, 1990).



4.1.2 El género Dactylis

Los probables centros de origen del pasto ovillo u orchardgrass son las regiones de
clima templado de Europa, Asia y norte de Africa. Es un pasto erecto amacollado, con
una altura de 50-140 cm, sin rizomas. El género Dactylis presenta 7 pares de
cromosomas (Poehlman y Sleper, 1995). En México, el pasto ovillo se adapta a
regiones templadas con temperatura promedio de 10-19 °C (Hannaway et al, 1999c);
suelos con drenaje de moderado a bueno, y es tolerante a suelos con pH de 5.6 a 8.4,
aunque el pH optimo para un buen crecimiento va de 6.0 a 7.5. No tolera suelos
humedos ni sobrevive a inundaciones prolongadas (Henning y Risner, 1993).
Comparado con los ballicos, el pasto ovillo es mas resistente al calor y a la sequia, es
tolerante a la sombra debido a su extenso sistema radicular; durante la primavera
alcanza su mayor rendimiento, y su produccion es menor durante el invierno, lo cual
aumenta su resistencia al frio (Hannaway et al, 1999c). La digestibilidad es menor
hasta en 10 % respecto al ballico y, ademas pierde rapidamente su valor nutritivo al
avanzar la madurez (Heath et al, 1985). Esta especie se utiliza principalmente para la
produccion de carne y en menor grado para la produccion de heno en los EE.UU.
(Henning y Risner, 1993).

Las enfermedades que mas atacan al D. glomerata son la roya amarilla, constituida de
numerosas pustulas pequefias que afectan a las hojas y su incidencia es de los ultimos
dias de mayo hasta octubre; la roya negra se presenta con pustulas grandes que
aparecen en julio; y la Scolecotrichosis se caracteriza por presentar grandes manchas
de color marrén claro. Estas tres enfermedades pueden coincidir en tiempo provocando
la pérdida de la pradera, ya que atacan los rebrotes. Los métodos de prevencion y
control consisten en aplicar cortes frecuentes de acuerdo a susceptibilidad de la
variedad, y ademas utilizar variedades resistentes (Hannaway et al, 1999c).

En Norte América a partir de la década de 1950 se establecieron programas de
mejoramiento genético en Dactylis, después de un proceso de seleccion, con base en
germoplasmas mas sobresalientes, se logré crear variedades utilizadas ampliamente

en los Estados Unidos y que pueden ser usadas en México (Cuadro 1).



Cuadro 1. Lista de 42 cultivares, origen, pedigree, numero de réplicas y ano de
liberacion del cultivar, incluidos en la prueba de madurez temprana, media y

tardia de pasto ovillo.

Madurez/cultivar Qrigen Pedigree Réplicas Afio
Madurez temprana
Amba Denmark  Muchas fuentes 2 NE
Ambassador Oregon Desconocido 7 1989
Benchmark Indiana FFR 4] 1989
Chinook Alberta Alberta naturalizado 9 1977
Hallmark Indiana Boone, Potomac, otras 7 1969
Hera Denmark  Desconocido P NE
Potomac Maryland  Pastizales vigjos 9 1955
Reda Switzerland Desconocido 2 NE
Sterling lowa Calecciones de lowa y Minnesota 2 1966
Madurez Media
Albert Wisconsin  Cultivares nimerosos 4 1997
Boone Kentucky  Kentucky naturalizado 1 1966
Comet Minnesota Aries, Boone, Sterling, otros 4] 1977
Crown lowa Potomac 4] 1975
Elsie Oregon Ruso, Europeo y germoplasma terminado 2 1991
Frode Sweden Pastizales viejos o henificados 4 NE
Juno Ontario Pastizales viejos B 1972
Justus Missouri Pastizales viejos 4 1988
Kay Ontario Accesiones rusas B 1970
Napier lowa Pastizales viejos o henificados 4 1963
Niba Metherland Desconocido P NE
Paiute UTAH Accesiones turgueanas 3 1983
Pizza Netherland Desconocido 4 NE
Profil Switzerland Desconocido 4 NE
Rapido Ontario Desconocido 4 1992
Takena Oregon Fuentes extensamente diversas 4 1996
Warrior Oregon Fuentes extensamente diversas 4] 1993




Continuacién Cuadro 1...

Madurez tardia

Latematurity Able Indiana Masshardy, otros 4 1979
ACNordic Ontario Rideau 5 1991
AC Splendor Ontario Rideau 4 1992
Arctic British Colun Accesiones rusas 9 1989
Dawn lowa Jackson, Rusa Pis 4 1987
Haymate Indiana Program de mejoramiento FFR 4 1993
Jesper Denmark  Desconocido 2 ME

Latar Whashingtor Ruso PI 111536 5 1957
Lupre Metherland Desconocido 2 ME

OKAY Ontario Kay Sumas 9 1991
Orion Minnesota Mordstern, Masshardy, Ruso Pl 262459 4 1981
Penlate Pennsilvania Swedish y Pls final 2 1957
Prato Switzerland Desconocido 4 NE

Rancho Indiana Masshardy, Ruso Pl 234688, otros 5 1985
Rideau Ontario Stonian y germoplasma Swedish 1 1963
Shawnee Oregon Pennlate, Pennmead 2 1991

Tomado de Casler et al., 2000. Donde: NE = no especificado y FFR = Farmer’s Forage
Research Coop.

4.2 Mejoramiento genético en gramineas forrajeras

Las gramineas forrajeras utilizadas intensivamente y consideradas como las mas
importantes y representativas de las zonas templadas, son L. perenne, L. multiflorum,
D. glomerata Festuca arundinacea y Festuca pratensis. Estas especies se usan
intensivamente por ser la mayor fuente de nutrientes para rumiantes y animales
silvestres, y por contribuir al bienestar humano: proteccion y conservacion del suelo y
fuentes de agua; mejoramiento en la estructura y fertilidad del suelo; abastecimiento del
habitat para fauna silvestre; entre otros. Los Lolium y Dactylis son considerados
gramineas ideales en zonas templadas para la produccion de forraje, debido a su
rapido establecimiento, resistencia al pastoreo, alto valor nutritivo y por ser apetecibles
(Humphreys et al., 2003), y ademas por su tolerancia a la sequia y altas temperaturas
(Dactylis).

En estudios morfolégicos para determinar la ploidia en el género Lolium, se encontrd
que los genotipos tetraploides son superiores genéticamente pues tienen mas tallos

(Olson et al., 2006), son mas resistentes a plagas y enfermedades, son mas jugosos y
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el contenido de proteina es mayor (Lépez y Pefialosa, 1990). Ademas estos genotipos
muestran mayor tamafio en semillas y hojas con respecto a los diploides (Costa et al.,
2004). Dado que los genotipos diploides tienen mayor densidad de tallos, se
consideran mas persistentes que los tetraploides que presentan mayor produccion de
tallos pero pueden mostrar menor persistencia al invierno (Lacefield et al., 2003).
Comparado con las diploides, las variedades tetraploides tienen mayor porcentaje de
azucares, por lo cual son altamente digestibles y su sabor es agradable al ganado, que
lo consume mas (Marvin, 1992). Cuando los cultivares diploides y tetraploides se
desarrollan en las mismas condiciones, el valor nutritivo de tetraploides aumenta,
mientras que los diploides tienen mejor adaptacion a ambientes con restricciones de
suelo y clima y practicas de manejo escasas, ya que presentan un macollaje mayor
(Garcia 2004).

Las estrategias para obtener incrementos productivos en plantas se basan en técnicas
tradicionales de mejoramiento que dependen de la variabilidad natural en ecotipos
adaptados, poblaciones naturalizadas y cultivares viejos. Las técnicas usadas son
recoleccion de plantas, evaluacidén de los recursos genéticos, seleccidn basada en el
fenotipo hibridacién, regeneracion por semilla o propagacién vegetativa (Inoue et al.,
2007), poliploidia y mutagénesis (Andrés 2005). Los logros obtenidos en el
mejoramiento de gramineas forrajeras esta en funcién de la especie y de su uso, pero
la finalidad es obtener un cultivar superior con rasgos especificos o generar un nuevo
cultivar con rasgos nuevos. Los objetivos en mejoramiento consideran rendimiento en
forrajes y semillas, resistencia al invierno, resistencia a malezas, resistencia a parasitos
e insectos, tolerancia al calor y a la sequia y tolerancia a suelos con poca humedad
(Varshney, 2007).

Los ballicos presentan una relacion cercana con especies de Festuca, las cuales
muestran una mejor adaptacion a estrés provocado por factores abidticos y bidticos. La
relacion cercana entre el género Lolium y especies de Festuca, permite cruzarlos por
hibridacién y transferir genes a través de la recombinacion de los cromosomas

homodlogos (hibridacion intergénica) y asi obtener un hibrido con mayor tolerancia al



estrés (hidrico, altas temperaturas, etc.), tal es el caso de Festulolium que se utiliza en
varios programas de mejoramiento en el mundo (Yamada et al., 2005).

4.3 Marcadores moleculares

El desarrollo de nuevas herramientas biotecnoldgicas ha permitido complementar y
brindar alternativas a los programas de mejoramiento en plantas, integrando técnicas
moleculares que permiten el tratamiento de caracteres dificiles de manejar y el
desarrollo de plantas forrajeras “disefiadas” que contribuyan a aumentar y mejorar la
eficiencia productiva de especies pecuarias. Entre las herramientas que han contribuido
a estos desarrollos se encuentra el cultivo de tejidos, la transformacion de plantas, la
hibridacién somatica, la produccion de plantas transgénicas y los marcadores
moleculares (Cordine, 2002). Los marcadores moleculares corresponden a cualquier
loci cuya expresion permite un efecto cuantificable u observable (caracteristicas
fenotipicas), que ademas puede detectarse facilmente. Estos marcadores pueden
evaluarse desde que los individuos estan en sus primeros estadios de desarrollo, y se
pueden aplicar usando todo o sélo una parte del individuo (Nuez y Carrillo, 2000).
Segun Cordine (2002), los marcadores moleculares son secuencias conocidas de ADN
o de proteina que se pueden relacionar con un rasgo genético, pueden ser detectados
facilmente y su herencia puede ser monitoreada, lo cual se relaciona con el
polimorfismo de bandas obtenido mediante las técnicas moleculares isoenzimaticas o
las basadas en el analisis del ADN. Las biomoléculas que pueden ser marcadores
moleculares son las proteinas (antigenos e isoenzimas) y el ADN (loci conocidos o
fragmentos de secuencia conocidas y de funcién desconocida). Un marcador molecular
monomorfico no presenta variacion en todos los organismos estudiados, en cambio un
marcador polimérfico presenta diferencias en el peso molecular, actividad enzimatica,
estructura, o sitios de restriccion, mientras que si el grado de variacion es alto se
denominan hipervariables (Hammer, 2003).

El uso de marcadores moleculares es importante ya que permite estimar la magnitud
de la variacidn genética de poblaciones y establecer esquemas de seleccion; algunas
veces permite seleccionar los individuos aun antes de que expresen el rasgo de interés

(Arus y Moreno, 1993). Estos marcadores ayudan a entender y capturar la heterosis,



identificar QTL (Quantitative Trai Loci, por sus siglas en inglés), desarrollar mapas
genéticos detallados, introgresar variacion genética de fuentes convencionales vy
transgénicas, realizar seleccidon y determinar los factores involucrados en las
interacciones genotipo ambiente (Woodfield y Brummer, 2000). Los tipos de
marcadores moleculares son los marcadores bioquimicos y los marcadores de ADN

(Nuez y Carrillo, 2000), los cuales se describen a continuacion.

4.3.1 Marcadores moleculares bioquimicos

Los marcadores bioquimicos incluyen proteinas e isoenzimas o aloenzimas, y
constituyen la primera generacién de marcadores moleculares. Tienen la ventaja de
que la técnica para su identificacion es de bajo costo, accesible y no destructiva, debido
a que utiliza pequenas cantidades de material; ademas el control genético de la
mayoria de las isoenzimas es bastante conocido por lo que es posible realizar
inferencias genéticas a partir de los patrones de bandas observados en los geles
(Valadez y Gunter, 2000).

Las isoenzimas han tenido un uso limitado debido a que no permiten cubrir todo el
genoma, pues soélo representan una estrecha fraccidén del contenido genético,
unicamente detectan la variacion de los genes que codifican para la expresién de una
caracteristica del individuo, presentan polimorfismo ontogenético, es decir, los
resultados obtenidos seran diferentes al trabajar con material vegetal proveniente de un
individuo joven y de uno adulto; ademas, las isoenzimas son especificas para
determinados sustratos. Debido a las limitantes de las isoenzimas, las proteinas son

utilizadas como marcador bioquimico (Valadez y Gunter, 2000).

4.3.2 Marcadores moleculares de ADN

Los marcadores de ADN pueden generar una gran cantidad de otros marcadores, por
lo cual solucionan la limitacion principal de las isoenzimas de no cubrir todo el genoma
(Nuez y Carrillo, 2000). Las técnicas empleadas en la detecciéon de polimorfismo

utilizan marcadores de ADN y estan basadas en: 1) hibridacion de ADN; 2) la reaccién
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en cadena de la polimerasa (PCR) (Caetano-Anollés y Gresshoff, 1997); las cuales se

describen a continuacion.

4.3.2.1 Técnicas basadas en hibridacion de ADN

Demeke (1997) menciona que estas técnicas consisten en cortar el ADN con enzimas
de restriccion, separar los fragmentos de ADN con electroforesis y detectar patrones
polimdrficos por hibridacion con una secuencia especifica de ADN marcada con algun
elemento radiactivo. Estas técnicas incluyen los polimorfismo de longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLPs), que se han usado en estudios de diversidad

genética y de localizacién de caracteres complejos en los genomas (Hoisington, 1989).

4.3.2.2 Técnicas basadas en la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR, desarrollada por Kary Mullis en 1985, se basa en la funcién de la
enzima ADN polimerasa y consiste en sintetizar un duplicado de ADN a partir de un
ADN molde o blanco, para lo cual se utilizan iniciadores (oligonucleotidos) que se
hibridan en los extremos de la secuencia complementaria del ADN molde. Cada uno de
los ciclos (20 a 40) que integran la PCR estan determinados por temperaturas y
tiempos especificos, con los siguientes pasos: 1) desnaturalizacion del ADN molde; 2)
alineamiento de los iniciadores; 3) extension o amplificacion de los iniciadores
alineados por la ADN polimerasa (Palumbi, 1996). La técnica de PCR incluye las
metodologias del ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD), polimorfismo de longitud
de los fragmentos amplificados (AFLPs), microsatélites o secuencias simples repetidas
(SSRs), entre otras (Caetano-Anollés y Gresshoff,1997).

Los sistemas de marcadores moleculares basados en RFLP y RADP, asi como los
AFLP, han sido desarrollados para ballico perenne y usados para la construccion de
mapas de ligamiento genético (King et al. 1998; Bert et al. 1999; citados por Jones et
al., 2001). Sin embargo, el analisis con RFLP es extensivo y laborioso, mientras que los
RAPD son considerados marcadores dominantes pero presentan problemas de
repetibilidad (Jones et al. 1997). Los analisis con AFLP detectan loci multiples con
repetibilidad alta pero al igual que los RAPD producen marcadores dominantes (Powell

et al. 1996). En cambio, los SSR son considerados como marcadores que proporcionan
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la mayor informacion para el estudio de poblaciones en subespecies (Koreth et al.
1996), debido a que son polimérficos, repetibles y estables a través de especies y
laboratorios; ademas emplean técnicas sencillas de la PCR y los productos de
amplificacion pueden observarse facilmente en geles de agarosa, acrilamida, con
técnicas de fluorescencia o capilaridad (Weber y May, 1989).

Los detalles de las diferencias que existen entre los marcadores moleculares de ADN

mas utilizados, se muestran en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Comparacion de los marcadores moleculares de ADN mas cominmente utilizados

Caracteristicas RFLPs RAPDs Microsatélites AFLPs
Tipo de sonda* ADN Iniciadores 10 pares Secuencias repetidas Secuencias

de bases especificas de ADN especificas de ADN
Polimorfismo Medio Alto Alto Muy alto
Deteccion de alelos Si No Si No
N° de locis detectados 1-3 1-10 1-5 50-100
Genoma analizado Parte del genoma Genoma completo Genoma completo Genoma completo
Herencia Codominante Dominante Codominante Dominante
Dificultad técnica Intermedia Simple Simple Intermedia
Reproducibilidad Alta Intermedia Alta Alta
Cantidad de ADN 2-30 ug 1-10 ng 50-100ng 100ng
Radioisotopos Si No No Si
Costos Alto Intermedio Alto Alto
Tiempo Intermedio Rapido Rapido Intermedio

Tomado de Demeke et al., 1997. *Sonda: secuencia definida de acido nucleico de una sola cadena que puede hibridarse a una

cadena desnaturalizada de ADN de secuencia complementaria (homologa).
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4.4 Caracteristicas de los marcadores moleculares de Secuencias Simples
Repetidas (SSRs) o microsatélites

Los microsatélites son marcadores moleculares multialélicos que combinan la PCR y el
uso de secuencias simples repetidas de ADN. Los SSR estan constituidos por
secuencias de uno a seis nucleotidos, repetidas y unidas en secuencia continua,
acompanadas siempre de secuencias especificas altamente conservadas en las zonas
aledanas; éstas son importantes, pues generalmente se mantienen entre individuos de
la misma especie (Powell et al., 1996). Los SSRs se encuentran esparcidos por todo el
genoma de los organismos eucariontes (Tautz, 1989) y procariontes (Zane et al. 2002).
Powell et al. (1996) mencionan que el incremento en el uso de los SSR se debe a que
proporcionan la mas alta incidencia de polimorfismo en comparacion con los RFLPs y
RAPDs, presentan herencia genética codominante y en individuos cercanos detectan
muchos alelos. El uso de la PCR facilita la automatizacion en estos marcadores, se
requieren pocas cantidades de ADN, los datos obtenidos son confiables y altamente
reproducibles, estan dispersos en el genoma de manera uniforme, los loci se conservan
de forma frecuente entre especies relacionadas, en ocasiones entre géneros y ademas
porque el intercambio entre laboratorios se puede realizar con la simple secuencia de
los iniciadores, sin tener que transferirlos fisicamente. Los marcadores SSRs son
convenientes en estudios de mapeo (Rafalski et al. 1996) y en la estimacion de

diversidad genética (Forster et al. 2005) debido a las ventajas mencionadas.

4.5 Aplicaciéon de los marcadores moleculares en gramineas

Los marcadores moleculares son utilizados en programas de mejoramiento en plantas,
para identificar loci y regiones dentro del genoma, en la deteccion de sitios
estrechamente ligados a un gran numero de rasgos agrondmicos y de resistencia
enfermedades en diferentes especies de plantas (Gupta y Varshney, 2004). Estos
marcadores se usan en el analisis de relaciones genéticas entre cultivares, relacion
filogenética de especies relacionadas (Jones et al. 2002a) y en el establecimiento de
mapas genéticos como, por ejemplo, en ballico perenne (Jones et al. 2002b; Warnke et

al. 2004). Al respecto, a continuacion se describen investigaciones acerca del uso de
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marcadores moleculares en el desarrollo y construccion de mapas genéticos, deteccion

del polimorfismo y en la estimacion de la diversidad genética.

4.5.1 Desarrollo y construccion de mapas genéticos

A mediados de la década de 1990, la tecnologia del marcador molecular desarrollada
en ballico perenne tuvo un menor avance en comparacion con otras especies de
plantas de importancia agricola. Asi, se construyeron mapas genéticos de ligamiento
genético de alta resolucion para tomate, soya, maiz, trigo, cebada, arroz, sorgo, usando
diferentes tipos de tipos de marcadores moleculares. Los mapas genéticos fueron
utilizados para identificar QTL de caracteres fenotipicos multiples, asociados con
rendimiento, resistencia a enfermedades y tolerancia a estrés abidtico. En contraste,
sblo se utilizd una referencia de mapa genético de ballico perenne basado en un
numero pequefio de marcadores AFLPs y RAPDs. Ademas del par de cruzamiento
interespecifico usado para dicho mapa, un pequefo numero de de otros pares de
cruzamiento derivados de rasgos especificos de poblaciones mapeadas habia sido
desarrollado en el Reino Unido; esta reducida informacién de QTL se usé para
caracteres de rasgos de desarrollo floral y contenido de carbohidratos solubles en
agua, pero el desarrollo de mapas y analisis de QTL estuvieron limitados,
especialmente si se compara con otras especies de gramineas (Forster et al. 2004).
Rubik et al. (1999) aislaron un numero pequeno de SSRs derivados del ADN gendémico
de clones de ballico perenne, pero fueron insuficientes para desarrollar un mapa. La
tecnologia de enriquecimiento de bibliotecas gendmicas (Edwards et al., 1996) fue
utilizada para aislar 450 SSRs de clones de L. perenne (LPSSR) para el par de
iniciador asignado (Jones et al 2001, 2002b) y el subgrupo de marcadores derivados se
probaron para polimorfismo y deteccion de ortolocus en especies relacionadas (Jones
et al., 2001). Un total de 309 pares de iniciadores LPSSR unicos fueron evaluados para
polimorfismo genético en 150 poblaciones, en las cuales se detecté 31 % de
segregacion de alelos. Para la posicion en el mapa correspondiente al grupo de
ligamiento 7 fueron asignados 93 loci; la mayoria derivdo de secuencias clonadas con

repeticiones del nucleétido del tipo y, ademas, una proporcidn pequefa de pares de
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iniciadores detectd loci multiples y alelos nulos, al observar las frecuencias (CA)n
(Jones et al. 2002b). El primer mapa genético de Festuca alta construido con
marcadores AFLPs y EST-SSRs (basados en PCR) fue reportado por Saha y
colaboradores (2004).

4.6 Deteccion de polimorfismo y estimacion de la diversidad genética

En un estudio realizado por Kubik et al. (2001) para detectar polimorfismo se encontro
que al utilizar 157 pares de iniciadores EST-SSR de Festuca alta y probarlos en 11
genotipos correspondientes a siete especies de herbaceas, aproximadamente el 92%
de los pares de inciadores SSR produjeron bandas en al menos una especie.

Al determinar la diversidad genética en ballico perenne tunecino, Ghariani et al. (2003)
obtuvieron un total de 136 marcadores polimoérficos ISSR, con un promedio de 12.6
bandas polimérficas por iniciador, y estos iniciadores evidenciaron diversidad genética
en las poblaciones de ballicos; ademas, estos autores observaron divergencia entre los
dos cultivares incluidos respecto a las 16 poblaciones espontaneas (nativas). Kirigwi et
al. (2008) obtuvieron de una seleccion de 40 marcadores EST-SSR de Festuca alta y
60 marcadores SSR gendomicos de Festuca-Lolium; 10.3 y 9.3; ademas, ellos
encontraron que los marcadores EST-SSR y SSR gendémicos agrupan a 48 cultivares
de L. temulentum en tres grupos, con la excepcién de un cultivar que no se agrupé con
ninguno.

Al estudiar la relacion fenotipica entre diferentes especies del genero Lolium, Mirjalili et
al. (2008) reportaron la formacion de grupos individuales para cuatro especies,
mientras que las restantes dos especies se agruparon en un solo grupo y ademas

mostraron una relacion muy cercana con L. perenne y Lolium multiflorum.
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Estudio 1. Evaluacion de componentes morfolégicos de Lolium perenne, Lolium

multiflorum, Lolium hybridum y Dactylis glomerata.

1. Introduccién

El principal propdsito de una caracterizacion morfologica es identificar genotipos
sobresalientes con caracteres deseados, tales como altura de la planta, numero de
tallos, resistencia a enfermedades, calidad nutritiva, entre otras, para incorporarlas a
poblaciones, los cuales puedan ser registrados, liberados y utilizados en programas de
mejoramiento (Do Valle, 2001). De esta forma, mediante la utilizacién de los diferentes
descriptores se formaran grupos morfologicamente definidos que permitiran seleccionar
los caracteres mas importantes, que expliquen la variabilidad de estas poblaciones y la
constancia de éstos, dentro de las mismas (Steiner, 1998). En el Cuadro 1 se muestran
42 cultivares de D. glomerata, obtenidos a partir de programas de seleccién y
mejoramiento genético. Desde principios de la década de 1950, la obtencién de estos
cultivares se ha basado principalmente en el mejoramiento tradicional,
seleccionandolos de acuerdo a caracteres fenotipicos como: altura, rendimiento,
produccion, resistencia a plagas y enfermedades, etc.; aunque también se han utilizado
herramientas biotecnoldgicas.

Las caracteristicas morfolégicas y biolégicas en los pastos pueden ser altamente
variables, debido a la influencia ecolégica y a las caracteristicas propias del forraje. Las
especies perennes estan sujetas a cambios bidticos y abidticos que provocan disturbios
y estrés en la variacion genética, lo que puede repercutir en su persistencia y
adaptacion (Jianyang, 2005). Por tal motivo, la clasificacion e identificacion de los
recursos genéticos disponibles, seguido de una caracterizacion morfolégica y
agrondmica para la regidon agroecologica de interés, es de vital importancia en los
programas de mejoramiento genético.

En el directorio de colecciones de germoplasma en América Latina y el Caribe se
reporta que L. hybridum cuenta con siete variedades tradicionales: cinco de Brasil, una
de Francia y una de Nueva Zelandia. Para L. multiflorum se mencionan 63 variedades

en Brasil, 27 de Alemania, siete de Dinamarca, 15 de los Paises Bajos y seis en Nueva
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Zelandia. En lo que respecta a L. perenne, se encontraron 483 variedades de Brasil, 27
de Alemania, 10 de Dinamarca, 15 de Los Paises Bajos, seis de Nueva Zelandia y siete
de Estados Unidos (Knudsen, 2000).

Los forrajes presentan cambios temporales en produccion, entre estaciones o entre
anos (Mendoza 1992). La estacion del afio hace que el balance entre la tasa de
crecimiento y pérdida de tejido de una pradera varie, es por ello, que el conocimiento
de los cambios estacionales en la curva de crecimiento, permite determinar la
frecuencia de defoliacion a la que deben ser cosechados las especies forrajeras de
interés, y asi, obtener altos rendimientos y forrajes de buena calidad (Zaragoza et al.,
2009).

En un estudio (Velasco et al., 2001) se observd que la relacion hoja: tallo en pasto
ovillo (variedad Potomac) es mayor en verano y mas baja en primavera, presentando
diferencias en otofio; en los componentes hojas, tallos y material muerto en los corte de
homogenizacion ocurrieron proporciones de 65, 19y 16 % en verano; 30, 45y 25 % en
otono; 38, 20 y 42 % en invierno; y 40, 25 y 35 % en primavera. En una pradera alfalfa-
ovillo, se encontré que el mayor rendimiento de forraje se obtuvo cuando la relacion
hoja: tallo fue 2.8, 3.2, 4.1 y 5.1 en verano, otofio, primavera e invierno, con mayor
porcentaje de hojas y material muerto en las primeras y ultimas semanas de
crecimiento (Zaragoza et al., 2009). En ballico perenne, el aporte de los componentes
hojas, tallos y espigas a la biomasa fue mayor durante el verano y otofio, con respecto
al observado en invierno y primavera, mientras que la proporcion de hojas disminuyé al
aumentar el intervalo entre cortes, con excepcion del invierno; el numero de tallos
aumentd unicamente en primavera (Velasco et al., 2005).

El objetivo del presente estudio fue evaluar la variacion a través de las estaciones del
afno en los componentes morfolégicos de 11 genotipos correspondientes a las especies
de L. perenne, L. multiflorum, L. hybridum y D. glomerata, con el propdsito de
establecer técnicas de evaluacion y seleccion de genotipos a partir de caracteres

morfoldgicos asistidos con marcadores moleculares en dichas especies forrajeras.
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2. Materiales y métodos

El experimento se llevé a cabo en el Campo Agricola Experimental “Tabla San Juan”
lote J-116 de la Universidad Auténoma Chapingo, localizada a 19° 29’ latitud norte, 98°
54’ longitud oeste y a 2250 m de altitud. El clima en la region de Chapingo es templado
sub-humedo, el mas seco de los sub-humedos Cb(wO0)(w)(i)g. La precipitacion media
anual es 644.8 mm, siendo verano la estacion del afio en la que mas llueve. La
temperatura media anual varia de 12 °C a 18°C, con una oscilacion térmica entre 5 y
7°C, siendo mayo el mes mas caluroso y enero el mes mas frio (Garcia, 1988). El tipo
de suelo donde se establecio el experimento corresponde a la variante nativitas, la cual
presenta las siguientes caracteristicas: pendiente de 2-3 %, estrato superficial de poco
espesor, color pardo grisaceo muy oscuro y de textura franco que cambia a migajén
arenoso con la profundidad, presentando un estrato cementado (tepetate) con 37 cm
de capa arable; bajo en nitrégeno y fésforo, escaso contenido de materia organica y
poca capacidad de retencién de humedad, el pH va de neutro a ligeramente alcalino
(Cachon, 1976).

Los datos climatolégicos de temperatura, precipitacion y humedad relativa ocurridos
durante el periodo experimental (julio de 2007 a noviembre de 2008) se reportan en el
Anexo 1, y se obtuvieron de la Estacion Meteorolégica de la Universidad Auténoma

Chapingo.

2.1 Material genético experimental

Se evaluaron tres accesiones de L. multiflorum, tres de L. perenne, tres de D.
glomerata y dos de L. hybridum (Cuadro 3), provenientes del Banco de Germoplasma
de la Red de Informacién de Recursos de Germoplasma del Departamento de
Agricultura — Servicio de Investigacion Agricola (GRIN-USDA-ARS), en Beltsville,
Maryland, Estados Unidos.
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Cuadro 3. Descripcion de las accesiones incluidas en el experimento. El numero
de accesioén corresponde al registro asignado por el banco de germoplasma del
GRIN-USDA-ARS, Washington, E.E.U.U.

Numero Especie Genotipo Accesioén
1 Lolium multiflorum Ansyl France (4n) 619468
2 Lolium multiflorum New Zealand (2n) 189390
3 Lolium multiflorum Uruguay (2n) 211828
4 Lolium perenne Netherland Barenza (2n) 237184
5 Lolium perenne USA Manhattan Il (2n) 600878
6 Lolium perenne Canada Uri (4n) 403903
7 Dactylis glomerata Canada Hércules (4n) 279808
8 Dactylis glomerata USA Potomac (4n) 578553
9 Dactylis glomerata USA Napier (4n) 578665
10 Lolium hybridum Australia Wimmera 62 (4n) 476817
11 Lolium hybridum France Itaque (4n) 321679

(2n) = accesion diploide; (4n) = accesion tetraploide

Los genotipos se establecieron usando un disefio experimental en bloques aleatorios,
considerando cuatro repeticiones y medidas repetidas a través del tiempo (11 cortes).
Cada bloque consistio de 10 genotipos, cada genotipo dentro del bloque tenia tres
surcos, que correspondian a una parcela, la cual fue tomada como unidad
experimental. En total el experimento comprendié 120 surcos de 3 m de largo (con 20
plantas cada uno) y 40 parcelas.

El genotipo France Itaque se utilizdé en los surcos 91, 92 y 93 (parcela 31) y en los
surcos 118, 119 y 120 (parcela 40) para completar la falta de plantulas al trasplante de
los genotipos USA Manhattan Il y USA Potomac, en las repeticiones 3 y 4. El genotipo
UK Augusta, no se incluyo en los analisis ya que unicamente se utilizé en el surco 102
correspondiente al genotipo USA Potomac (parcela 38) en la repeticion 3. En el Anexo
2 se muestra la distribucion de los genotipos en campo. Las plantulas se trasplantaron
manualmente en surcos de 3 m de largo a una distancia entre plantas de 15 cm y 80
cm entre hilera, con una densidad total de 20 plantas por surco. El trasplante se realizd
el 15 de julio de 2007.
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Se realizaron once cortes para evaluar los componentes morfologicos (Cuadro 4). El
numero de dias entre cortes fue variable debido al tiempo de recuperacion de las
plantas, y de acuerdo a la época de corte.

Cuadro 4. Fecha de corte y dias transcurridos entre corte.

Numero de corte Fecha de corte Dias entre corte
Trasplante 15 de julio de 2007

Corte 1 10 de octubre de 2007 87
Corte 2 11 de noviembre de 2007 37
Corte 3 15 de diciembre de 2007 34
Corte 4 26 de enero de 2008 42
Corte 5 02 de marzo de 2008 35
Corte 6 06 de abril de 2008 36
Corte 7 31 de mayo de 2008 54
Corte 8 29 de junio de 2008 29
Corte 9 24 de julio de 2008 25
Corte 10 31 de agosto de 2008 38
Corte 11 29 de septiembre de 2008 29
Promedio entre cortes 40.54

2.2. Variables de respuesta

La seleccion de las variables se hizo con base en otros estudios realizados en la region
de Chapingo, donde se evaluaron componentes productivos de 141 genotipos de
ballico anual (Ortiz, 2008), rendimiento y componentes morfolégicos de genotipos de
ballico perenne y anual (Galicia y Prado, 2008) y en una evaluaciéon morfolégica y de
rendimiento de genotipos de ballico anual, perenne; hibrido y pasto ovillo (Maldonado,

2008). En total se evaluaron once variables, las cuales se describen a continuacion.

2.2.1 Componentes de hoja, tallo y material muerto

Se cortd y peso el forraje acumulado en cada parcela (tres surcos correspondientes al
mismo genotipo), homogenizando la muestra, y se tomdé una muestra para separar
cada componente en hoja, tallo y material muerto; después se pesd cada uno de éstos
en fresco. El porcentaje de hoja, tallo y material muerto se obtuvo de la proporcién del
peso de cada componente, dividido entre el peso total. La relacion hoja: tallo se calculo
con base en el peso de la hoja dividido entre el peso del tallo. El peso seco total por
planta, tallo, hoja y material muerto por planta, se obtuvo en base seca a una

temperatura de 60 °C y hasta peso constante.
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2.2.2 Altura y numero de tallos

Para la medicion de altura y numero de tallos, se seleccionaron al azar cinco plantas
por surco, 15 plantas por parcela por genotipo en cada repeticion; mismas que se
evaluaron en todos los cortes.

El propdsito de utilizar estas variables se debié a que en la gran mayoria de los
trabajos realizados con gramineas de zona templada se evaluan rendimiento y
produccion de forraje, sin tomar en cuenta la evaluaciéon de componentes morfolégicos,
los cuales son importantes pues intervienen en la adaptacion, crecimiento, desarrollo y

produccion de las plantas.

2.3 Analisis estadistico

El disefo experimental usado fue en bloques aleatorizados con cuatro repeticiones y
once mediciones repetidas a través del tiempo. Se utilizd este diseno debido a que
existié una restriccion, la cual consistio en que dentro de cada bloque o repeticion se
incluyeron todos los genotipos dispuestos en forma aleatoria. Al tener todos los
genotipos dentro de cada bloque se logro realizar una comparacion entre los bloques.
Si todos los bloques proporcionaron igualdad de condiciones en la expresién de los
genotipos, no existieron diferencias entre ellos, pues todos tenian los mismos
genotipos; pero si existid alguna variacion en las condiciones de cada bloque, que pudo
ser ocasionada por otros factores (suelo, luz, temperatura, etc.), se tendria una
diferencia entre bloques, no atribuible a los genotipos; sino a las variaciones de algunas
propiedades entre bloques (Rebolledo, 2002).

Para el analisis estadistico se utiliz6 un modelo en parcelas divididas, con
observaciones repetidas a través del tiempo:

Yik =M+ Bj+ T+ £BjTi + ax + £ocTi + €

Yik= Valor de la variable respuesta

M= Media general de las observaciones (poblacional)

B;= efecto de j-esimo nivel del factor bloque (repeticion: 1, 2, 3, 4)

T;= efecto del i-esimo nivel factor de genotipos (1,2,...,11)

£B;Ti= error experimental tipo a

o= efecto del i-esimo nivel de factor corte (1, 2,...,11)
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£ayT;= efecto de la interaccion de la i-esimo genotipo por el k-esimo corte

€= error experimental tipo b €ijk~NI (0, 1)

En el modelo se asume que el error experimental (€j) se distribuye normal e
independiente, con media cero (0) y varianza (1); €jx~NI (0,1)

Las variables de respuesta se analizaron con el procedimiento MIXED (PROC MIXED)
del programa SAS para Windows, versién 8 (SAS, 2000). El PROC MIXED produce
pruebas de hipétesis validas, errores estandar e intervalos de confianza que consideran
apropiadamente la naturaleza aleatoria de las unidades experimentales aun cuando
existan datos desbalanceados, correlacion entre las observaciones, efectos anidados o
de submuestreos. La prueba de medias (SLICE de LSMEANS) proporcioné la
posibilidad de probar medias simultaneas por diferencias entre niveles de un factor

dentro de los niveles de otro factor.

3. Resultados y Discusién

Las accesiones que constituyen los recursos genéticos de las especies forrajeras
evaluadas en cada una de las areas de impacto, permite identificar las caracteristicas
favorables y desfavorables para cada uno de los sistemas de produccion, asi como
identificar la magnitud en la variacion de adaptacion, tolerancia a estrés hidrico y
térmico, resistencia a plagas y enfermedades, rendimiento de forraje y persistencia.
Los resultados obtenidos en el presente estudio son parte de un esfuerzo constante de
varios afos en la obtencion de material genético de cada una de las accesiones
incluidas, la discriminacién de recursos genéticos bajo ensayos de rendimiento, y la
etapa inicial de la caracterizacion morfolégica y molecular de las accesiones
promisorias en etapas anteriores de evaluacidon. Los resultados obtenidos en once
acciones de cuatro especies forrajeras, para la caracterizacion morfologica se

describen a continuacion.
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3.1 Porcentaje de hoja (PH) y tallo (PT)

De acuerdo con los resultados obtenidos, se describe que conforme sucedian los
cortes a través del tiempo, el valor de PH disminuy6 en promedio para todas las once
accesiones incluidas (Figura 1), lo que puede estar relacionado con la acumulacion de
material muerto por senescencia, a la incidencia de roya en varias accesiones, al
aumento en el numero de tallos, a la persistencia, entre otros factores. Con cortes
frecuentes se reduce la competencia por luz y aumenta la proporcion de luz roja/(luz
roja lejana + luz azul), provocando que la respuesta fotomorfogénica de la especie sea
la formacién de hojas cortas y el aumento en la cantidad de tallos, mientras que con
cortes menos frecuentes las plantas desarrollan hojas alargadas y disminuyen la
aparicion de tallos (Lemaire, 2001).

Las especies de L. perenne y D. glomerata presentaron los porcentajes de hoja mas
altos y sin diferencias entre ellos (Anexo 3, Cuadro 1), lo que puede atribuirse a que
ambas especies se caracterizan por presentar hojas alargadas y abundantes; lo que se
traduce en un aumento en el indice de area foliar, permitiendo una mayor capacidad
fotosintética (Muslera y Ratera, 1991).

Zaragoza et al. (2009) reportaron que el porcentaje de hojas en D. glomerata fue mayor
en las tres primeras semanas de crecimiento en otofio e invierno (8-19 % y 30-24 %),
en primavera y verano fue similar en todas las semanas, mientras que Velasco et al.
(2001) indican para esta misma especie, variedad Potomac, que el valor maximo del
porcentaje de hojas vario con la estacion del afio (verano 71, otofio 52, invierno 47 y
primavera 50 %), lo que puede atribuirse a factores ambientales como: temperatura,
intensidad luminosa, fotoperiodo, disponibilidad y utilizacion de nutrientes. Segun
Velasco et al. (2005), a excepcion del invierno, el porcentaje de hojas en L. perenne
disminuye al aumentar el intervalo entre cortes de cuatro a seis semanas.

Las accesiones con mayor porcentaje de hoja dentro de cada especie fueron: Canada
Uri (4n), Ansyl France, Canada Hércules y France Itaque (Anexo 3, Cuadro 1), lo cual
difiere de lo reportado por Maldonado (2008) de que USA Manhattan Il (L. perenne),
Canada Hércules (D. glomerata) y Ansyl France (L. multiflorum) son los de mayor

porcentaje. Cabe mencionar que estos genotipos son tetraploides, concluyendo que un
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incremento en el nivel de ploidia aumenta el porcentaje de hoja, probablemente debido
a una mayor actividad fotosintética de las accesiones en estudio. Los genotipos con los
menores porcentajes de hoja fueron: Australia Wimmera 62, Uruguay, USA Potomac y
USA Manhattan, mientras que Maldonado (2008) reporta a Australia Wimmera 62 (L.
hybridum), como el genotipo menos sobresaliente, lo cual coincide con el resultado del
presente estudio.

El porcentaje de tallo se incrementé durante los primeros cortes correspondientes de
noviembre a junio, y a partir de julio dicho porcentaje disminuyo (Figura 2). En el ultimo
corte, el genotipo Australia Wimmera 62 (L. hybridum) no persistio, pese a lo cual
presentdé el mayor porcentaje de tallos (Anexo 3, Cuadro 2) lo que podria atribuirse a
que al inicio de primavera un incremento en la temperatura ambiental favorecié el
porcentaje de hojas, considerando que las hojas son responsables en la produccion de
tallos, ya que ademas de aportar nutrientes, se encargan de captar energia solar y
transformarla en fotoasimilados indispensables para el crecimiento y desarrollo de las
plantas (Velasco, 2007).

Maldonado (2008) refirio a Ansyl France (L. hybridum) durante el periodo invernal de
2007-2008, como el genotipo con el mas alto porcentaje de tallo; con base en lo
anterior, se observdé que al aumentar el numero de cortes existe una relacion
inversamente proporcional entre la produccién de tallos con respecto a las hojas, lo que
puede estar relacionado con el hecho de que el crecimiento inicial de los pastos se
basa principalmente en las hojas, mientras que al madurar los tallos constituyen el
mayor porcentaje del forraje disponible (Duthil, 1990). Conforme la planta va
madurando aumenta la cantidad de tallos y disminuyen las hojas, lo que puede
asociarse a condiciones ambientales como temperatura, intensidad de luz, fotoperiodo
o duracion del dia y al aporte de nutrientes para las plantas (Muslera y Ratera, 1991).
Canada Uri (4n) (L. perenne) fue el genotipo con el menor porcentaje de tallo (Anexo 3,
Cuadro 2), lo que difiere de Maldonado (2008) quien reporta a USA Manhattan Il (L.
perenne) como el menos sobresaliente.

Segun Velasco et al. (2005), los tallos de L. perenne fueron abundantes en primavera,

lo cual coincide con el resultado del presente estudio. Esta condicidon no fue exclusiva
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de L. perenne, sino que se generaliz6é para todas las especies evaluadas, lo que puede
atribuirse a que en esta estacion del afio comienza el desarrollo de los érganos
reproductores del pasto y el crecimiento de las hojas se inhibe, lo que permite al tallo
alargarse (Muslera y Ratera 1991).

En D. glomerata L., al corte de uniformizacion, el forraje residual estuvo compuesto por
19 % de tallos en verano, 45 % en otofio, 20 % en invierno y 25 % en primavera
(Velasco et al., 2001) Dicho resultado difiere de lo observado en el presente estudio
para esta misma especie, excepto por los valores de invierno que estan cercanos a los

reportados por Velasco et al. (2001) (Anexo 3, Cuadro 2).

y=0.032x% - 0.6622x2 + 1.3844x + 69.25
rt=0.192
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Donde: 1= octubre, 2= noviembre, 3= diciembre, 4= enero, 5= abril,
6= junio, 7= julio, 8= agosto y 9= septiembre

Figura 1.Porcentaje de hoja (PH)
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6= junio, 7= julio, 8= agostoy 9= septiembre

Figura 2. Porcentaje de tallo (PT)

3.2 Porcentaje de material muerto (PMM)

En la Figura 3 se observa que existe una relacion directamente proporcional entre el
porcentaje de material muerto y los cortes, es decir, al aumentar el numero de cortes
aumenta el porcentaje de material muerto. Lo anterior puede ser explicado por el hecho
de que a través del tiempo la planta va alcanzando su madurez; lo que estimula el
proceso de senescencia. Ansyl France (4n) fue el genotipo con el menor porcentaje de
material muerto (Anexo 3, Cuadro 3). Segun Zaragoza et al. (2009), en D. glomerata, a
la octava semana correspondiente a cada estacién, hubo 14.7, 10.6, 5.3 y 45 % en
verano, invierno, primavera y otofo, lo que difiere de lo encontrado para esta misma
especie en el presente estudio, excepto por los valores de verano (Anexo 3, Cuadro 3).
Para D. glomerata a la octava semana, correspondiente a otofio e invierno, Velasco et
al., (2001) reportan 41 a 45 % de material muerto de la biomasa total, similar a lo
observado por Zaragoza (2009). Las diferencias encontradas pueden estar
relacionadas con el aumento o disminucién de la temperatura, aunque no se presentan

datos contundentes de este supuesto.
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La accesidn con el mayor porcentaje de material muerto fue D. glomerata USA
Potomac (Anexo 3, Cuadro 3), y esta respuesta se atribuye a un alto porcentaje de
infestacion de roya de las hojas, tallos y corona (Puccinia coronata), la cual estuvo
presente desde junio de 2008 hasta el final del presente experimento, y lo cual
corresponde al mes de mayor precipitacién y humedad en el ambiente (Hannaway et al.
(1999a).

y=0.0045x3 + 0.2567x2- 1.6792x + 4 4827
3000 - rr=02378
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" *
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L

~ o

*»
*»
2
Mes de corte

Donde: 1= octubre, 2= noviembre, 3= diciembre, 4= enero, 5= abril,
6= junio, 7= julio, 8= agosto y 9= septiembre

Figura 3. Porcentaje de material muerto (PMM)

3.3. Relacién hoja:tallo (RHT)

La relacion hoja: tallo fue inconsistente a través de cada estacion del afio entre las
accesiones evaluadas, i.e., en otoio incrementd, en invierno y primavera disminuyo, y
en verano hubo un incremento gradual, hasta que en el ultimo corte se redujo
drasticamente (Figura 4). La reduccion en el porcentaje de hojas durante invierno y
primavera puede relacionarse con las bajas temperaturas, ya que los carbohidratos de
reserva en la planta son utilizados para mantenimiento y recuperacién al término del
periodo critico; ademas con temperaturas bajas la planta disminuye la transpiracién, no
ocurre la translocacion de fotosintatos y se detiene el crecimiento. En cambio, la

disminucién en la relacién hoja: tallo durante la primavera puede estar asociada a que
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al aumentar la temperatura, la planta abandona gradualmente el letargo en el que
permanecid durante el invierno y los carbohidratos de reserva estimulan la produccion
de tallos, pues en el momento en que las condiciones de temperatura, humedad, horas
luz, etc. sean del todo favorables se producen nuevas hojas que favorecen la eficiencia
de la fotosintesis.

La accesion Canada Uri (4n) presentod la mas alta relacién hoja: tallo (Anexo 3, Cuadro
4), lo que difiere de Maldonado (2008) pues él reporta a USA Manhattan Il (L. perenne)
como el mas sobresaliente, mientras que Galicia y Prado (2008) encontraron que la
relacion hoja: tallo para la especie L. perenne fue variable entre genotipos y a través
de cortes, lo que puede atribuirse al numero de genotipos utilizados (16). Australia
Wimmera Il fue el genotipo con la menor relaciéon hoja:tallo a través de todo el periodo
experimental.

De acuerdo con Velasco et al. (2001), la relacién hoja: tallo en D. glomerata, cambia
con la estacion del afio y la relacibn mas alta se presenta en verano, difiriendo del
presente estudio donde la mayor relacién se observd en otofio (Anexo 3, Cuadro 4).
Zaragoza et al. (2009) indican que la relacidn hoja: tallo en D. glomerata varia
estacional y semanalmente, siendo mayor en las primeras dos semanas de crecimiento
en verano y otofio. Estas diferencias pueden deberse al manejo de la defoliacién, ya
que la relacion hoja: tallo puede aumentar o disminuir, de acuerdo con la intensidad de

cosecha de un corte a otro (Velasco et al., 2001).
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y =-0.0155x* + 0.3262%3 -2 2796x< + 5.8091x - 1.2898
£.00 - rF=0.200
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Mes de corte
Donde: 1= octubre, 2= noviembre, 3= diciembre, 4= enero, 5= abnil,
6= junio, 7= julio, 8= agostoy 9= septiembre

Figura 4. Relacion hoja: tallo (RHT)

3.4 Peso seco total de la planta (PSP), peso seco de tallo (PST), peso seco de hoja por
planta (PSHP) y tallo (PSHP).

De manera general para el peso seco total, y por componente de hoja y tallo, se
observd una relacidn negativa entre el peso de estos descriptores con los cortes
sucesivos (Figura 5). Al comparar el peso de cada componente en las accesiones, se
observa que las pertenecientes a la especie L. multiflorum presentaron los pesos secos
total y por componente mas altos, principalmente en otofio e invierno (Anexo 3, Cuadro
5), lo que pone de manifiesto que en la region de Chapingo, L. multiflorum es la especie
que mejor se adapta a las bajas temperaturas (Ortiz, 2008).

La accesién sobresaliente fue Ansyl France (4n) para peso seco total y de hoja por
planta; y para el caso de peso seco total por planta fue Australia Wimmera 62. Por el
contrario, la accesion con menor peso total y por componente fue Manhattan Il (2n), lo
que coincide con lo reportado por Maldonado (2008) durante la época de otofio e

invierno.
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Las diferencias encontradas en este y otros estudios, sugiere que a pesar de que las
especies y genotipos tetraploides pueden alcanzar mayores rendimientos, comparadas
con las diploides, es el ambiente el que influye en la expresion de los caracteres
geneéticos, porque si las condiciones ambientales (precipitacion y temperatura, entre
otras) y disponibilidad de nutrientes en el suelo son desfavorables, el potencial genético

no se expresa en su totalidad.

y=-0.1362x3 + 2.4382x2 - 15.938x + 55.349
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0.00
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Donde: 1= octubre, 2= noviembre, 3= diciembre, 4= enero,
S=marzo, 6= abril, 7= mayo, &= julio, 9= agosto y 10= septiembre

Figura 5. Peso seco total de la planta (PSP)
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Figura 6. Peso seco de tallo (PST)
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Figura 7. Peso seco de la hoja por planta (PSHP)
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Figura 8. Peso seco de tallo por planta

3.5 Peso seco de material muerto por planta (PSMMP)

El peso seco de material muerto por planta varié con respecto a la estacion del afio y al
numero de corte, representado con una tendencia cuadratica (Figura 9). En octubre se
alcanzé el mayor peso seco de material muerto, siendo este el primer mes de corte, por
lo que ocurrid una gran acumulacién de biomasa que repercute en el aumento de
material muerto. En los ultimos meses de corte (de julio a septiembre) el peso seco de
material muerto aumenta nuevamente, lo que puede estar relacionado con el hecho de
que la edad de la planta avanza y se inicia la senescencia. D. glomerata USA Potomac
fue el genotipo con el mejor peso seco de material muerto (Anexo 3, Cuadro 9). Al
comparar las especies se observd que los pesos mas altos los presentaron los
genotipos pertenecientes a D. glomerata (Anexo 3, Cuadro 9), lo que puede atribuirse a
una mayor susceptibilidad a la infestacioén por roya. El peso seco de material muerto en
estos genotipos, se incrementd drasticamente del corte 6 al 8 (Figura 9); al parecer
existe una relacion directamente proporcional entre la madurez de la planta durante la
época de lluvias cuando también existe una mayor presencia de roya foliar, con

respecto al aumento en al peso del material muerto (Velasco, 2001).
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Figura 9. Peso seco de material muerto por planta (PSMMP)

3.6 Altura de la planta (Alt) y numero de tallos por planta

Se pudo encontrar que a partir del primer corte ocurrié una reducciéon en la altura de la
planta, lo cual puede estar asociado al descenso en la temperatura, lo que provoca que
las plantas detengan su crecimiento, principalmente de octubre a diciembre, periodo
que corresponde a los tres primeros cortes. A partir de enero y hasta julio, la altura de
las plantas se estabilizo, lo cual puede estar relacionado a que durante ese periodo las
condiciones ambientales (temperatura, precipitacion, horas luz, etc.) fueron favorables.
En julio la altura de las plantas nuevamente disminuye y L. multiflorum Ansyl France fue
el genotipo que presentdé la mayor altura (Anexo 3, Cuadro 10).

En lo que respecta al numero de tallos, se encontré6 que conforme aumento el numero
de cortes, los tallos aumentaron gradualmente. De octubre a abril, cortes uno a cinco,
el aumento de tallos fue exponencial, aunque a partir de julio se observé una reducciéon
drastica en el numero de tallos, o que puede atribuirse a la edad de la planta, a
caracteristicas propias del genotipo y al ambiente. EI mayor numero de tallos lo
presentd la accesion L. perenne USA Manhattan (2n) (Anexo 3, Cuadro 11), similar a lo
encontrado por Maldonado (2008) y Ortiz (2008). El incremento en el numero de tallos
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puede estar relacionado con las caracteristicas genéticas de cada especie, pues la
diferenciacion de las yemas formadoras de tallos esta condicionada principalmente por
dichos caracteres, el ambiente también forma parte importante en la formacién de
tallos, ya que si se alcanzan condiciones optimas en temperatura, intensidad luminosa
y precipitacion; el proceso de fotosintesis se vuelve mas eficiente, aumentando en la
planta la posibilidad de asimilar carbohidratos, para el mantenimiento y reserva.

Los genotipos Netherland Barenza y USA Manhattan, ambos diploides y pertenecientes
a L. perenne; presentaron un mayor numero de tallos con respecto a Canada Uri (4n)
que es tetraploide (Anexo 3, Cuadro 11). Dicho resultado coincide con el presentado
por Olson (2006), quien menciona que los genotipos diploides tienen mayor densidad

de tallos, comparado con los tetraploides.

= -0.3135x% + 5.0025x2 - 25.064x + 59.911
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Donde: 1= octubre, 2= noviembre, 3= diciembre, 4= enero,
S=marzo, 6= abril, 7= julio, &= agosto y 9= septiembre

Figura 10. Altura de las plantas (Alt)
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Figura 11. Numero de tallos (NTa)

3.7 Interpretacion del analisis de varianza

En el analisis estadistico las variables altura, nimero de tallos, peso fresco por planta,
peso seco por planta, peso seco de tallo por planta, relacion hoja: tallo, peso seco de la
hoja por planta, peso seco de tallo por planta y el porcentaje de hoja; mostraron
diferencias significativas (P<0.05) entre especies, entre cortes, entre genotipos y en la
interaccion corte por genotipo.

El peso seco de material muerto presentd diferencias significativas (P<0.05) entre
cortes y entre la interaccion corte por genotipo. La variacion en el peso seco de
material muerto también puede estar asociada a factores ambientales que influyen de
forma directa en la sobrevivencia de la planta y que determinan su persistencia.

Para el porcentaje de tallo hubo diferencias significativas (P<0.05) entre especie, entre
cortes, entre genotipos, entre la interaccion corte por especie e interaccion corte por
genotipo.

Por ultimo, existieron diferencias significativas (P<0.05) entre cortes y entre la

interaccidn corte por genotipo para la variable porcentaje de material muerto. Para esta
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variable las diferencias encontradas pueden relacionarse a la infestacion por roya, ya
que se presentd en meses en que las condiciones ambientales fueron favorables para
la enfermedad, con diversa intensidad en la infestacion y dafo foliar de acuerdo a la
accesion.

Cuadro 5. Analisis de varianza

Pr=F

Efectos PH PT  PMM RHT PSP PST PSHP PSTP PSMMP  Alt hta

Repeticion 0673 02454 0492 0249 =0001 0.0018 0.0005 <0001 0.7184 <0001 0.1482
Especie <0001 <0001 0.759 <0001 0.0002 =0001 0.0003 <0001 01593 <0001 <0001
Variedad(Especie) <0001 <0001 0.076 0.002 00009 0.0003 <0001 0.0013 09046 <0001 <0001
Corte <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001
Corte*Especie 004 00207 034 0005 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001
Corte*Varied(Especie) 000 00015 0004 0016 <0001 <0001 <0001 <0001 0.0294 <0001 0.0074
Residual 8741 6012 2775 134 2108 16023 00012 50160 03813 698 143263

Desviacion estandar del residu 9.35  8.31 527 116 459 4003 300 243 062 264 3785
Error estandar del residual 865 68368 2736 0127 1875 15114 09136 06022 00386 066 13533
Donde: PH= Porcentaje de hoja, PT= Porcentaje de fallo, PMM= Porcentaje de material muerto, RHT= Relacion

hojaitallo, PST= Peso seco de la planta, PST= Peso seco de tallo, PSHP= Peso seco de hoja por planta, PSTP=

Peso seco de fallo por planta, PSMMP= Peso seco del material muerto por planta, Alt= Altura y NTa= Numero de tallos.

4. Conclusiones

El comportamiento que mostraron los genotipos en la proporcion de cada componente
durante los 11 cortes, estuvo influenciado por el niumero y fecha de corte, aunado al
efecto ambiental.

El genotipo Ansyl France (4n) de la especie L. multiflorum, fue el mas sobresaliente
para altura, peso fresco por planta, peso seco por planta, peso seco de tallo y peso
seco de hoja por planta. L. perenne USA Manhattan Il (2n) present6é el mayor numero
de tallos y Canada Uri (4n) de la misma especie en porcentaje de hoja y relacién hoja:
tallo. Estos genotipos pueden ser considerados como alternativa forrajera, no solo de
invierno, sino a lo largo del afo, lo cual es de suma importancia, pues al utilizarlos se
podria garantizar la disponibilidad de forraje durante todo el afio.

El porcentaje de tallo y peso seco de tallo por planta mas sobresaliente lo presento el
genotipo Australia Wimmera 62 de la especie L. hybridum; aunque su persistencia se

redujo en los ultimos cortes.
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El genotipo USA Potomac correspondiente a la especie D. glomerata, fue el que
sobresalié en porcentaje de material muerto y peso seco de material muerto por planta,
lo que se asocia a la susceptibilidad que presenta a la roya, agudizandose la
enfermedad a partir del mes de junio.Con base en lo anterior, se sugiere realizar una
evaluacion multilocalidad para determinar la estabilidad del comportamiento

morfoldgico y rendimiento de las accesiones descritas en este estudio.
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Estudio 2. Caracterizacion molecular de Lolium perenne, Lolium multiflorum,

Lolium hybridum y Dactylis glomerata.

1. Introduccién

La diversidad genética es uno de los principales factores en la determinacién del
rendimiento y de la susceptibilidad de las especies cultivadas a presiones bidticas y
abidticas (Brennan y Fox, 1998; citados por Almanza, 2000). Existe poca informacién
sobre la estructura genética de los pastos y del grado en el cual los factores bioticos y
abidticos afectan la presion de seleccion de los mismos; por tanto, conocer la relacion
existente entre éstos es necesario para desarrollar estrategias de seleccién eficaces
que permitan explotar los recursos genéticos de las plantas en beneficio del hombre.
Para este propdsito, los marcadores moleculares son una herramienta eficaz para
examinar la diversidad genética debido a su abundancia y la poca afectacién que
presentan por la interaccidon genotipo por ambiente (Jianyang, 2005).

Los marcadores moleculares que se han utilizado en el estudio de la estructura
poblacional, en la deteccion de la variabilidad genética intra e interpoblacional, de
factores ambientales sobre la diferenciacién de poblaciones, en la diferenciacion de
especies y genotipos, en la construccion de mapas genéticos, en la evaluacién
somaclonal en plantas regeneradas de cultivo de tejidos, en el seguimiento de rasgos
agronomicos de interés ((seleccion asistida por marcadores moleculares (SAMM)) y
analisis de patrones hereditarios en gramineas forrajeras son: isoenzimas, RFLPs,
AFLPs, RAPDs, SSRs y SNP (Aguado-Santacruz et al., 2004).

El porcentaje de investigaciones biotecnoldgicas en plantas forrajeras corresponde a 73
% en gramineas (60 % en Loliumy 40 % en otros géneros) y 27 % en leguminosas
(Trifolium 45.5 %, Medicago 33.3 % y Lotus 21.2 %) (Knudsen, 2000).

En ballico perenne se han utilizado marcadores moleculares (RFLPs, RAPDs, AFLPs,
SSRs, entre otros) en la identificacion asistida y en la cuantificacion de la similitud entre
cultivares. Los SSRs (Secuencias Simples Repetidas) han resultado ser los mas
convenientes en la determinacion de la diversidad genética y en la identificacion de

cultivares; debido a las ventajas que presentan (Jianyang, 2005), pues son altamente
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polimdrficos, abundantes en el genoma, y faciles de usar (Goldstein and Schloterer,
1999).

En gramineas, los SSRs han sido utilizados en estudios para determinar el
polimorfismo y la repetibilidad entre especies, para la construccion de mapas de
ligamiento genético, caracterizacion y diversidad genética en diferentes especies
(Cornide et al., 2002), principalmente en el género Lolium y Festuca. Para determinar la
diversidad genética que existe entre poblaciones de gramineas forrajeras de zona
templada y proponer un esquema de seleccion que permita inferir en el mejoramiento
genético de éstas, el objetivo del presente estudio fue utilizar marcadores moleculares
SSR para caracterizar poblaciones de L. perenne, L. multiflorum, L. hybridum y D.

glomerata.

2. Materiales y métodos
2.1 Material experimental
Se utilizaron 11 accesiones correspondientes a L. perenne, L. multiflorum, L. hybridum
y D. glomerata, establecidos el 15 de julio de 2007 en el Campo Agricola Experimental
“Tabla San Juan” lote J-116 de la Universidad Autbnoma Chapingo, como se describe

en el cuadro 6.
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Cuadro 6. Descripcion de accesiones empleadas de Lolium multiflorum, L.
perenne, L. hybridum 'y D. glomerata.

Numero Especie Genotipo Accesion
1 Lolium multiflorum Ansyl France (4n) 619468
2 Lolium multiflorum New Zealand (2n) 189390
3 Lolium multiflorum Uruguay (2n) 211828
4 Lolium perenne Netherland Barenza (2n) 237184
5 Lolium perenne USA Manhattan Il (2n) 600878
6 Lolium perenne Canada Uri (4n) 403903
7 Dactylis glomerata Canada Hércules (4n) 279808
8 Dactylis glomerata USA Potomac (4n) 578553
9 Dactylis glomerata USA Napier (4n) 578665
10 Lolium hybridum Australia Wimmera 62 (4n) 476817
11 Lolium hybridum France Itaque (4n) 599996

Todos las accesiones se establecieron en un DBCA con cuatro repeticiones, excepto
para la accesion 11 con dos repeticiones.

Las accesiones se establecieron utilizando un disefio completamente aleatorizado con
cuatro repeticiones (excepcion de L. hybridum France Itaque, con dos repeticiones),
considerando parcelas de 20 plantas por surco, y un total de 240 plantas por accesién
en el experimento.

Se recolectaron en total 238 muestras de tejido foliar, provenientes de 119 surcos (ver
descripcion en Materiales y Métodos, Estudio 1), considerando dos plantas por surco y
24 individuos por accesion.

La recoleccion de las muestras se hizo en noviembre de 2007 y enero de 2008,
considerando aquellas plantas con las mejores caracteristicas; con hojas jovenes, sin
areas necroticas o lesionadas, y los muestreos se realizaron por la mafiana. Las hojas
recolectadas se colocaron en sobres de papel previamente perforados, los cuales se
pusieron dentro de una bolsa de plastico para evitar que se humedecieran. Las
muestras fueron transportadas en una hielera al Centro de Biotecnologia Aplicada del
Centro Internacional del Mejoramiento de Maiz y Trigo

(CIMMYT).
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2.2 Extraccion de ADN, seleccion de iniciadores y condiciones de PCR

Las muestras se conservaron a -80 °C durante la noche (después de recolectar) y se
liofilizaron a una temperatura inicial de -20 °C y final de 0 °C, utilizando una liofilizadora
6L (Labconco®). La molienda de las muestras liofilizadas se hizo en el Laboratorio de
Genética Molecular del Departamento de Zootecnia, con un molino Miller Grinder® con
malla de 1mm, y se utilizd aire a presidon con una compresora para limpiar los residuos
de material entre una muestra y la siguiente. El tejido molido se almacend en frascos
de plastico a -20 °C.

El ADN gendmico se extrajo usando el método de CTAB modificado (Hoisington et al.,
1994). Se colocé entre 200- 250 mg de muestra liofilizada finamente molida en tubos
eppendorf de 2 mL, diluida en 1 mL de solucion CTAB al 2 % mas 15 pyL de beta-
mercaptoetanol. Se agitdé suavemente durante 90 min a 65 °C, dejando enfriar a
temperatura ambiente (18 °C), después se agregd 1 mL de cloroformo/octanol (24:1) y
se agitd por inversion durante 10 min. Luego se centrifugaron los tubos con la muestra
por 10 min a 3500 revoluciones por minuto, se tomd el sobrenadante y se colocé en un
tubo limpio. Al tubo se le agregd 1 mL de fenol/cloroformo (1:1) y se agitoé por inversion
por 10 min. Se centrifugaron por 10 minutos a 3500 revoluciones por minuto, se tomé el
sobrenadante y colocd en un tubo limpio, al cual se le agregd 1 mL de Isopropanol frio
(-20 °C), se agitd por inversién, con pipeta Pasteur se tomé el ADN vy se transfiriéo a un
tubo con 300 pL de H,O mas 10 yL RNAsa (10 mgmL™), y se incubé a 37 °C por 30
min. Luego se agregd 1 mL de Isopropanol frié (-20 °C), se agitoé por inversion, se tomo
el ADN con pipeta Pasteur y se transfirié a un tubo con 1 mL de ETOH a 75 %, se dej6
por 5 min, se transfiri6 a un tubo con 1 mL de ETOH 70 % y se dejé reposar 5 min.
Finalmente se transfirio la hebra de ADN a un tubo con 200 uL de TE pH 8 y se dejo
resuspender toda la noche a temperatura ambiente (18 °C), para almacenarla a -20 °C.
De un total de 37 iniciadores de SSR: 19 de maiz, 7 de Lolium y 11 Festuca pratensis,
se seleccionaron 13 iniciadores SSR, con base en secuencias utilizadas en estudios
del género Lolium (Cuadro 7), la repetibilidad en PCR, numero de alelos amplificados,
peso o tamafo esperado de las bandas (100-300 pb), polimorfismo y facilidad de

lectura de bandas amplificadas.
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Cuadro 7. Caracteristicas de los iniciadores seleccionados para Ila
caracterizacion del material genético experimental.

Iniciador Secuencia del iniciador 5'-3' de | Polimorfismo | T alineacion | Peso esperado | No. alelos
inicio (F), de reversa (R} ("C) pb)y™

*LPSSRHO1ATD | F GAGGCACGGCCATGGAG Sl 48-65 152 4
R AGGACGAGCCACTCACTTG

*LPSSRHOTET0 | F CGCAGCTTAATITAGTC Sl 48-65 103 4
R GCTTTGAGTATGTAAAGTT

LPSSRHDTHDE | F ATTGACTGGCTTCCGTGTT sl 48-65 120 4
R CGCGATTGCAGATTCTTG

LPSSRKD1AT | F CGGCCACCCTTIGATAGAG S]] 48-65 205 4
R TCGTCAAGGATCCGGAGA

“*NFFal02 F GCTCCAGCTTICTCCATCATC [T 62 213 M=
RACCAAGTCGTCCAAGTCAGC

“NFFal03 F TCCAACCCTAGATCCACACC M= 62 279 M=
R GGTGAACTCGTCGGTGATCT

“NFFal23 FAGTCGGTGGTGAAGCTGAAG M= 62 200 M=
R TACAACTAGGGGGCTGGTCA

“NFFal24 F TGCCCACGAGGTCTATCTTC [T 62 208 M=
RAGCTTCCCCTTCATTCCACT

“*NFFal27 F CGAGGTCTCAATCCTCCATT [T 62 164 M=
R GACAGAGACGACGACGACAT

“NFFal30 FAGTCGGTGGTGAAGCTGAAG M= 62 200 M=
RACAACTAGGGGGCTGGTCA

“MNFFal34 F GCTGGGTGTAGGGCTGTAAA M= 62 215 M=
R CTCCTTTCCATCACCTCTGG

“*NFFal53 F GTCGCCGGAGAAGAGAAGAG [T 62 170 M=
RAACGCTAGCCGTGATGACTT

“*NFFalbb FCTCCCCGTCCTTCCATCT M 62 217 N
R CAACCTCCTCCACCATCTTG

Donde T alineacién (°C)= temperatura de alineacion, *nombres y secuencias obtenidas
de Jones et al. (2001). **nombres y secuencias obtenidas de Warnke et al. (2004),
(pb)***= pares de bases. Nr****= no reportado

La reaccién de PCR se hizo en una campana de flujo laminar SterilGARD III Advance®
ME 04073, voltaje 115, 60 Hz y 130 Amperes, proveniente de Estados Unidos. Para
cada reaccion se utilizaron 100 ng de ADN de cada muestra, 1U de Golden Taq
Polimerasa con amortiguador 5x (Promega®), 200 uM de dNTPs, 3mM MgCl, y 200uM
del iniciador (F+R), y el volumen total para cada reaccién fue 25uL. La amplificacién se
realizd en un termociclador MJ Research PTC-100° Peltier Thermal, proveniente de
Estados Unidos, estableciendo las condiciones: desnaturalizacién a 95 °C por 10 min,
40 ciclos a 95 °C por 50 s, 50 s a una temperatura entre 58 °C a 64 °C (la temperatura
optima de alineacién del par de iniciador respectivo), 72 °C por 90 s y el paso final de
extension 10 min a 72 °C (Warnker et al., 2004). Los productos amplificados fueron

separados mediante electroforesis en geles de una fase de poliacrilamida (acrilamida:
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bisacrilamida 29:1) al 8 %. La electroforesis se realizé6 a 135 V durante 4 h y 30 min
(tiempo en el que el frente del gel recorre 15 cm aproximadamente) utilizando una
fuente de poder Power Pac Basic Bio- Rad y una camara de electroforesis vertical CBS
Scientific MGV13-66 para la separacion de fragmentos amplificados. Para la
electroforesis se utilizd el amortiguador Tris Glicina 1X. Para detectar las bandas, los
geles se tiferon con nitrato de plata durante 4 min, fueron fotografiados con un
fotodocumentador BioDoc-It en luz blanca, y los fragmentos detectados en las
imagenes se analizaron y cuantificaron por el peso molecular (pares de bases) con el
software Doc-It-UVP. Se utilizaron marcadores de 100, 50 y 25 pb (Axygen) como

estandares de peso molecular.

2.3 Organizacion de datos y analisis estadistico

El tamafio de los fragmentos de ADN obtenidos con los pares de iniciadores SSR, fue
calculado a partir de una curva estandar generada de los fragmentos de tamano
conocido de los marcadores de 100, 50 y 25 pb. Después de definir los pesos
moleculares de los patrones de bandas generados con los diferentes iniciadores se
construy6é una matriz en la que se codificé presencia (1) o ausencia (0) de bandas de
ADN. En esta matriz los fragmentos obtenidos con los diferentes iniciadores se
agruparon de mayor a menor numero de pares de bases. Este procedimiento se realiz6
para establecer el rango de peso molecular donde los alelos estuvieron para asi evitar
alelos con pesos muy altos o muy bajos. A partir de la base de datos generada, se
obtuvo la diversidad genética.

El analisis de agrupamiento (analisis cluster) se efectué con el método de ligamiento
promedio UPGMA vy los valores de similitud y distancia genética con estimadores
genéticos insesgados de Nei (Nei, 1978); usando el software Analisis de Poblaciones
Genéticas (PopGen 32) Version 1.32. EIl 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). Los estimadores genéticos insesgados de Nei, estiman la

frecuencia de la presencia o ausencia de un alelo en una poblacion, y se obtiene una
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matriz de similitud o disimilitud, que indica la distancia genética intra e interpoblacional

de los individuos.

3. Resultados y discusion

Para obtener el numero de iniciadores con los que se trabajd, se realizaron pruebas
con 19 iniciadores de maiz, 7 de Loliumy 11 de Festuca. Los de maiz se descartaron
pues en su mayoria resultaron monomorficos, 3 de Lolium no amplificaron y con los 2
de Festuca se obtuvieron bandas difusas. En total se probaron 38 iniciadores y se

utilizaron 13 de ellos.

La razdn por la que se usaron los iniciadores antes descritos, se debid principalmente,
a que ya habian sido probados en los géneros Lolium y Festuca; ambos gramineas
forrajeras de zona templada (caracteristicas que coinciden con las especies usadas en
este estudio), obteniendo resultados favorables; pues fueron polimoérficos, se
identificaron cuatro alelos en cuatro iniciadores y el rango de pares de bases estuvo
dentro de lo establecido (100-300 pb).

Las caracteristicas de los iniciadores evaluados se presentan en el Cuadro 8.
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Cuadro 8. Caracteristicas de los iniciadores evaluados
Temperatura Rango de pb**** Numero de

Iniciador Polimorfismo optima de de los alelos alelos
alineacién encontrados
(°C)
*LPSSRHO01A10 Sl 48.3 143-172 4
*LPSSRHO1E10 S 64.3 99-129 4
*LPSSRH01HO06 Sl 64.3 136-177 4
*LPSSRKO01A11 Si 64.3 172-235 4
**NFFa002 Sl 58.0 160-241 6
**NFFa009 S 62.0 200-296 6
**NFFa023 S 62.0 195-240 4
**NFFa024 S 60.0 190-245 4
**NFFa027 Sl 63.0 170-220 4
**NFFa030 Sl 63.0 168-225 4
**NFFa034 Sl 62.0 185-245 5
**NFFa059 Si 60.0 125-205 5
**NFFa066 Sl 62.0 200-285 5
Total de alelos identificados 59
*Fuente: Jones et al. (2001); **Fuente: Warnke et al. (2004); *** pares de bases.

Los iniciadores evaluados fueron polimorficos, el tamafio de los fragmentos
amplificados (bandas) y la temperatura optima de amplificacion, fueron cercanos a los
reportados por Jones et al. (2001) y Warnke et al. (2004).

Los cuatro alelos encontrados para los iniciadores LPSSRH01A10, LPSSRHO1E10,
LPSSRHO01H06 y LPSSRKO01A11, coinciden con el numero de alelos reportados por
Jones et al. (2001), lo que indica que estos SSR son repetibles y estables entre
especies y laboratorios (Weber y May, 1989), lo cual puede estar asociado a que las
especies utilizadas son cercanas con las empleadas por esos autores.

En los nueve iniciadores restantes, el numero de alelos fluctué de cuatro a seis. Kirigwi
et al. (2008) reportan un numero total de bandas por cada par de iniciador SSR
genomico de 9.3 para Festuca X Lolium. EI numero de bandas encontradas en la
presente investigacion fue menor con respecto a Kirigwi et al. (2008), lo que puede
estar relacionado a que los géneros utilizados fueron distintos y por ende, la naturaleza

y cualidades de los cromosomas cambia. En el caso de Festuca y Lolium, sus
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cromosomas presentan alta homologia y al hibridarlos se obtiene un descendiente fértil
(Zwierzykowski et al., 1999), con caracteristicas genéticas potencializadas.

Saha et al. (2004) encontraron que el numero promedio de bandas por par de iniciador
SSR fue 2.78 en Festuca arundinacea (festuca alta), 2.30 para Lolium (ballico perenne
y anual), 1.88 para Festuca pratensis (festuca media), 2.71 para Festuca arundinacea
var. Glaucescens (festuca tetraploide), 1.92 Oryza sativa (arroz) y 2.52 Triticum
aestivum (trigo). Estos valores son menores a los reportados en el presente estudio, lo
que puede atribuirse a la especie utilizada y a la especificidad del iniciador.

De acuerdo con Hoelzen y Green (1992) y Guevara-Garcia et al. (1997), en los
iniciadores que muestran mayor polimorfismo, de acuerdo al niumero de alelos que
presentan, existe un mayor porcentaje de homologia de sus secuencias con las del
ADN blanco, en donde se inicia la polimerizacion; ademas la temperatura de alineacion
empleada favorece la estabilidad en el alineamiento de los iniciadores con el ADN. Lo
anterior puede estar asociado a los iniciadores NFFa002 y NFFa009, pues fueron los
que presentaron mayor polimorfismo evidenciado por el niumero de alelos identificados
(6).

Con base en la matriz de similitud y disimilitud genética de valores insesgados de
frecuencias alélicas de los iniciadores, se encontraron valores de similitud de 0.8512
(Ansyl France de L. multiflorum) a 0.9596 (Canada Uri 4n de L. perenne) y de
disimilitud de 0.0412 a 0.1611 para los genotipos Canada Uri (4n) y Ansyl France
(Cuadro 9).
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Cuadro 9. Matriz de similitud y disimilitud genética de las accesiones
experimentales.

DgCH DgUN DgUP LRAW LAFl LpCU@dn) LpNB  LoUMI LmAF  LmNZ LmU

DgCH == 08 08 093 0M 0.91 0.88 0.91 o8y 090 090
DguM 0077 == 083 093 080 0.90 0.88 0.88 D86 088 0.89
DguP 013 0087 ™= 0390 030 0.88 0.89 087 DB 091 087
LhAW 007 00V0 011 == 034 0395 0.92 0.92 092 092 094
LhFI 0.0 011 011 0058 ™= D96 0.94 0.95 093 095 094
LpCUEM0.095 011 013 0.052 D4 M D92 094 0393 094 0395
LpMB 013 013 0.1 0.085 0.057 0.08 - 094 083 093 0393
LoUMil 0095 013 015 0.082  0.050 0.066 0.066 ™= 091 080 0892
LmAF 015 013 D6 0082 0.071 0075 0.076 0.085 == 0891 085
LmhZ 0.1 013 0094 0084 005 0.070  0.070 0105 010 == 054
Lml 0.10 012 014 0086 0080 00523 0.070 0.080 0.054 0.0B5 ™=

*kkk

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

Los valores de distancia genética fueron de 0.0412 a 0.1611. En siete cultivares de L.
perenne Kubik et al. (2001) reportan valores 0.111 a 0.409, mientras que la distancia
genética entre nueve ecotipos Polacos de L. perenne varid de 0.31 a 0.51 y para las 53
accesiones, incluyendo a los nueve ecotipos fue de 0.25 a 0.67 (Bolaric et al., 2005);
ademas, Ghariani et al. (2003) senalan valores de 0.28 a 0.78 en 18 accesiones de L.
perenne. El rango de distancia genética obtenida en el presente estudio fue menor, con
respecto a los observados en los estudios mencionados. Las diferencias encontradas
pueden asociarse a que las accesiones o genotipos utilizados en cada estudio fueron
distintos; también puede estar relacionado con las diferentes condiciones ambientales
donde se desarrollaron los genotipos o accesiones.

El dendograma de los genotipos (Figura 1) indica la integracion de dos grupos externos
y cuatro grupos mas. El grupo externo, 1y 2, lo conformo el genotipo Canada Hércules
(D. glomerata, poblacion 7) y el genotipo New Zealand (L. multiflorum, poblacion 2). El

grupo uno lo formé USA Napier y USA Potomac (D. glomerata, poblacién 9 y 8), lo que
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indica similitud genética para ambos genotipos y pudiera asociarse al origen
ecogeografico y de pedigri, en comparacion con Canada Hércules que proviene de
Canada, originada del -cultivar Manchurian por seleccibn masal, progenitor
completamente distinto de USA Potomac y USA Napier (Casler, 1991). El grupo dos
quedo constituido por Australia Wimmera 62, France Itaque (L. hybridum, poblacién 10
y 12) y Canada Uri (4n) (L. perenne, poblacion 6); todos los integrantes de este grupo
son tetraploides. El grupo tres lo integr6 Ansyl France y Uruguay (L. multiflorum,
poblacién 1y 3). El grupo cuatro lo constituyé Netherland Barenza y USA Manhattan |l,
correspondientes a la especie L. perenne (poblacion 4 y 5).

Los agrupamientos formados en el dendograma (Figura 1) sugieren que los
marcadores moleculares SSR utilizados en el presente estudio permiten hacer una
separacion entre especies, géneros y nivel de ploidia.

Figura 12. Dendograma de 11 genotipos, correspondientes a D. glomerata, L.
hybridum, L. perenne y L. multiflorum.

+ pop7 (D. glomerata, Canada Hercules, tetraploide) Grupo Eterno 1

I + pop9 (D. glomerata, USA Mapier, tetraploide) Grupo 1

+ popé (D. glomerata, USA Potomac, tetraploide) Grupo 1

+ pop10 (L. hybridum, Australia wimmera 62, tetraploide) Grupo 2

|

|

|

|

|

-10 e — pop12 (L. hybridum, France itague, tetraploide) Grupo 2
: +-5 — pop6 (L. perenne, Canada uri 4n, tetraploide) Grupo 2

: N pop1 (L. multiflorum, Ansyl France, tetraploide) Grupo 3

i Il A pop3 (L. multiflorum, Uruguay, diploide) Grupao 3

+ g1 + pop4 (L. perenne, Netherland Barenza, diploide) Grupo 4

+ pops (L. perenne, USA manhattan Il diploide) Grupo 4

|
|
l
+ pop?2 (L. multiflorum, New Zealand, diploide) Grupo Eterno 2

pop = numero de poblacion (especie, genotipo, ploidia) grupo al que pertenece cada
poblacion.

Al igual que en el presente estudio, Kolliker et al. (1999) diferenciaron entre especies
de Festuca pratensis, Lolium perenne y Dactylis glomerata, al utilizar RAPDs como

marcadores. Ademas, Saha et al. (2004) indican que el uso de los SSR les permitid
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diferenciar 11 genotipos de acuerdo a especie y ploidia, lo que coincide con la presente
investigacion.

Ademas, Kubik et al. (2001) senalan la integracién de tres grupos con respecto a
similitud o distancia genética en siete cultivares de L. perenne, de acuerdo con la
relacion cercana (similitud genética) que presentaron los cultivares: el primer grupo lo
integré Pennfine y Linn, el segundo Affinity y Palmer Il y el tercero Loretta y Manhattan
II. El cultivar Jet, se agrupo por separado, debido a que su colocacion en el
dendograma, no estuvo fuertemente relacionada con el resto de los grupos.

Ghariani et al. (2003) usaron marcadores ISSR en 18 accesiones de L. perenne, y
encontraron la conformacion de tres grupos: el primero y segundo quedd formado por
cinco accesiones cada uno y el tercero por ocho; la diferencia en el numero de
accesiones en cada grupo puede estar asociado a que las variables agroecoldgicas
presentes en los sitios de recoleccidon fueron distintas. De acuerdo con Bolaric et al.
(2005), en nueve ecotipos de L. perenne, unicamente uno (el PN3) fue el mas distante,
agrupandose por separado de las demas poblaciones. Las diferencias encontradas en
la formacién de los grupos esta determinada por diversos factores, destacando las
condiciones agroecoldgicas en las que se desarrollaron, puesto que en la mayoria de
los estudios los cultivares, genotipos o accesiones fueron recolectadas en diferentes
zonas dentro de un pais o region, ya que el objetivo en las investigaciones fue
determinar la distancia genética entre los individuos involucrados.

Las similitudes o diferencias en los resultados obtenidos en la presente investigacion,
con respecto a otras, pueden estar relacionados a que la variabilidad genética dentro
de cultivares depende considerablemente de las especies y genotipos seleccionados
(Kolliker et al., 1999), ya que genotipo locales, se adaptan mejor a las condiciones
ambientales, con respecto a los que provienen de otras regiones, debido a que
crecieron y se desarrollaron bajo esas condiciones (.Lesica and Allendorf, 1999).
Mediante la estimacién de la distancia genética es posible determinar la diversidad
genética que existe entre individuos dentro y fuera de las poblaciones, por lo que es
posible aplicar programas de mejoramiento, aplicando estrategias de seleccién asistida

por marcadores moleculares.
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4. Conclusiones

Los marcadores moleculares de secuencias simples repetidas (SSRs) mostraron su
eficacia al separar y diferenciar claramente a los genotipos de acuerdo al género y al
nivel de ploidia.

La valores similitud y distancia genética encontrados indican que existe una amplia
diversidad genética entre los 11 genotipos analizados.

Los SSRs pueden ser potencialmente utiles en la selecciéon de genotipos o individuos
contrastantes en cada especie.

Los genotipos correspondientes a las especies de L. perenne, L. multiflorum, L.
hybridum y D. glomerata, representan un recurso genético valioso que puede ayudar a
incrementar la variacion genética en gramineas forrajeras de Valles Altos Centrales de
México.

Estudios adicionales de diversidad genética en genotipos que presenten una relacion
cercana a las especies de L. perenne, L. multiflorum, L. hybridum y D. glomerata serian
de mucha utilidad ya que permitirian establecer sistemas de seleccién asistida con
marcadores para establecer programas integrados de mejoramiento genético en
gramineas forrajeras de zonas templadas; asi como el uso de marcadores neutrales

SSR podrian ser utiles en el mapeo asociativo de caracteres morfoldgicos.
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Estudio 3. Relaciéon entre marcadores moleculares y caracteres fenotipicos.

1. Introduccién

La diversidad genética ha desempefiado una funcién importante en el mejoramiento de
plantas, y se ha utilizado en la eleccién y uso del germoplasma, huella genética y en la
seleccidon de genotipos (FAO, 1998 y Engles et al., 2002). Existen diversos métodos
para estimar la diversidad genética y el mas recurrente es el de rasgos morfologicos ya
que proporciona una forma simple de cuantificar la variacion genética, aunque la mayor
limitante de ese método es que los rasgos morfolégicos son modificados por el
ambiente y pueden estar controlados por genes con efecto epistatico o pleiotrépico
(Van Beuninge y Busch, 1997b). Se ha estudiado la utilidad que representa el uso de
algunos meétodos para determinar la diversidad genética en especies forrajeras
(caracterizacion fenotipica, bioquimica y molecular), pues con base en ellos se ha
logrado separar una especie de otra (Warpeha et al., 1998b), identificar poblaciones
naturales (Xu et al., 1992), variedades registradas (Huff et al., 1997) y accesiones muy
cercanas (Roldan-Ruiz et al., 2000b).

La relacion entre marcadores y distancias fenotipicas puede tener varias aplicaciones
practicas, entre las que destacan: 1) el fenotipo de una linea dada puede predecir una
alta similitud en el nivel del marcador, con una linea que fue caracterizada
fenotipicamente; 2) entre un grupo de lineas con fenotipos similares. El analisis del
marcador permite la identificacion de las lineas que probablemente comparten alelos
similares en los QTLs, lo que es importante en la identificacion de variedades
existentes o en creacién de nuevas variedades; de esta forma se garantiza la
proteccion de los derechos de autor, asi como la conservacion de los recursos
genéticos (Burstin y Alain, 1997).

Estimar la conformidad genética entre variedades de pasto ballico puede basarse en
caracteristicas fenotipicas similares o empleando la aplicacion de técnicas bioquimicas
o moleculares (Gilliland et al., 2000). Se han realizado investigaciones para identificar
variedades de ballico, empleando diferentes técnicas como: el uso de datos
morfolégicos (Camlin y Mc Michael, 1990; Loos, 1993; Gilliland et al., 2000), variacion
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de la proteina (Ostergaard et al., 1985; Moller y Spoor, 1993; Charmet y Bulfourier,
1994) y marcadores moleculares (Warpeha et al., 1998; Roldan-Ruiz et al., 2000a),
mismas que han demostrado ser de gran utilidad, al identificar y separar una variedad
de otra.

Aunque existen diversas técnicas para determinar la diversidad genética (datos de
rasgos morfolégicos, marcadores bioquimicos, marcadores moleculares de ADN, etc.),
en pocos estudios se ha examinado la relacion entre caracteres morfolégicos con los
marcadores moleculares en gramineas forrajeras y los que se han realizado se basan
en el uso de diagramas, correlaciones, graficos de coordenadas y componentes
principales, regresiéon de componentes principales o de minimos cuadrados parciales.
La regresion por minimos cuadrados parciales (MCP) es un método de analisis
estadistico que permite estudiar la relacion entre marcadores moleculares y caracteres
agronomicos de interés. EI MCP se ha utilizado en el analisis de este tipo de datos
porque aisla la multicolinealidad en las variables predictoras (Vargas, 1999).

La metodologia MCP generaliza y combina caracteristicas del analisis de componentes
principales y analisis de regresion multiple. A diferencia de los componentes
principales, en el MCP los datos de entrada ademas de la matriz de predictores X, debe
contener una matriz de respuesta Y (Vargas, 1999). El numero de componentes o
factores MCP que se requieren para estimar un modelo de regresién, se elige por el
criterio de minimizacion de la suma de cuadrados de residuales (Vargas, 1999). La
regresion MCP ha sido utilizada en agronomia para interpretar la interaccion genotipo
por ambiente (Vargas et al., 1998), y en biotecnologia para la identificaciéon de QTLs
(Crossa, et al., 1999).

Existe poca informaciéon que establezca la relacién entre marcadores moleculares y
caracteristicas agrondmicas de especies forrajeras. Por tanto, el objetivo de este
estudio fue establecer dicha relacidn, utilizando la informacion generada de los
componentes morfolégicos de L. perenne, L. multiflorum, L. hybridum y D. glomerata
evaluados en campo, con los alelos identificados a partir de los marcadores
moleculares de secuencias simples repetidas, mediante regresion por minimos

cuadrados parciales.
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2. Materiales y métodos

2.1 Caracterizacion de componentes morfolégicos.

Se utilizaron 11 genotipos, tres de L. perenne, tres de L. multiflorum, dos de L.
hybridum y tres de D. glomerata; provenientes del Banco de Germoplasma de la Red
de Informacién de Recursos de Germoplasma del Departamento de Agricultura —
Servicio de Investigacién Agricola (GRIN-USDA-ARS), en Beltsville, Maryland, Estados
Unidos. Los genotipos evaluados provenian de accesiones diploides y tetraploides
(Estudio 1, Cuadro 2).Todos los genotipos se establecieron en el Campo Agricola
Experimental “Cuadro San Juan” lote J-116 de la Universidad Auténoma Chapingo, de
julio de 2007 a septiembre de 2008, en un diseiio completamente al azar en bloques
(excepto el genotipo 11, France lItaque, ya que unicamente se utilizé en dos
repeticiones, en las parcelas 31 y 40, para completar la falta de plantulas al trasplante
de los genotipos USA Manhattan Il y USA Potomac, en las repeticiones 3 y 4),
considerando cuatro repeticiones y medidas repetidas a través del tiempo, 11 cortes.

El procedimiento para estimar las variables en cada corte fue similar. En el caso de
altura y numero de tallos a partir del corte 1 se eligieron al azar cinco plantas por surco,
15 por parcela (3 surcos= 1 parcela, que se consider6 como unidad experimental) y por
ende en cada corte se midieron las mismas plantas. Para calcular los porcentajes de
hoja, tallo y material muerto, se mezclaba lo mas homogéneo posible el forraje
cosechado en una parcela, se tomaba una muestra, para separar por 5 min los
componentes y después pesarlos. La relacion hoja: tallo se obtuvo al dividir el
porcentaje de hoja entre porcentaje de tallo. La obtencion del peso seco total por
planta, hoja, tallo y material muerto se obtuvo en base seca a una temperatura de 60
°C y hasta peso constante.

Los rasgos de componentes morfolégicos utilizados para estimar la relacion caracter
fenotipico-marcador molecular fueron: porcentaje de hoja (PH), porcentaje de tallo (PT),
porcentaje material muerto (PMM), relacion hoja: tallo (RHT), peso seco por planta
(PSP), peso seco de tallo por planta (PSTP), peso seco de la hoja por planta (PSHP),

peso seco de tallo por planta (PSTP), peso seco del material muerto por planta
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(PSMMP), altura de las plantas (Alt) y numero de tallos (NTa). Estas variables fueron

medidas en 11 momentos distintos del ciclo de crecimiento.

2.2 Caracterizacion molecular de los genotipos

En noviembre de 2007 y enero de 2008, se recolectaron 238 muestras en total de tejido
foliar, dos plantas por surco, de un total de 119 surcos. Las muestras provenian de los
genotipos establecidos en el Campo Agricola Experimental, Cuadro San Juan de la
Universidad Autonoma Chapingo de julio de 2007 a septiembre de 2008. El tejido foliar
recolectado se liofilizd, se molié y se almacend a -20 °C hasta el momento de la
extraccion de ADN. La extraccion de ADN se realizé por el método de CTAB
modificado (Hoisington et al., 1994), el cual se caracteriza porque al emplear
determinados reactivos, tales como: CTAB, cloroformo/octanol, fenol/cloroformo,
isopropanol, ETOH al 75 % y la enzima RNAasa, se obtiene ADN. EI ADN se conservo
en tubos de 1 mL hasta su analisis. En la caracterizacion molecular se usaron 13
iniciadores de secuencias simples repetidas (SSRs) con los que se detectaron 59

alelos, los cuales fueron utilizados en este estudio para relacion caracter-marcador.

2.3 Analisis estadistico

La relacién entre marcadores moleculares de SSR y componentes morfolégicos, se
estudié mediante regresion por minimos cuadrados parciales siguiendo la metodologia
presentada por Vargas (1999).

Los resultados de la descomposicion bilineal obtenida de MCP se resumié en forma
grafica (biplots), donde los Y- casos de los caracteres fenotipicos y las X- unidades de
los alelos se representan por vectores en un espacio con puntos de inicio en el origen
(0,0) y puntos finales determinados por los valores de los casos o unidades (Vargas,
1999).

Los biplots son dispositivos graficos que representan simultaneamente objetos
(genotipos) y variables (caracteres fenotipicos, frecuencias de bandas o frecuencias
alélicas de los marcadores moleculares), sirven para identificar las principales

caracteristicas en el genotipo por la matriz de datos de la variable: distancias entre
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variedades, correlaciones entre variables y valores de las variedades en las variables
(Gower y Hand, 1996).

Los valores de las X unidades (alelos) y los Y casos (caracteres fenotipicos), fueron
calculados para cada estacion del afio. En los Y-Scores se presentan los porcentajes
de los factores 1 al 5: destacando el 1 y 2 que fueron los utilizados para la elaboracién
de cada biplot. Esta informacion esta disponible en el Anexo 4.

Los datos se analizaron con el procedimiento de regresion por minimos cuadrados
parciales (PROC PLS) del programa SAS para Windows, versiéon 9.1 (SAS, 2000).

3. Resultados y discusion

En los biplots los numeros del 1-59 indican el alelo y las letras el caracter fenotipico. Se
realizé un biplot por cada estacion del afo, para identificar la relacién entre marcadores
moleculares SSR y caracteres fenotipicos, con el propésito de detectar la variacion
genética y con base en ella establecer programas de mejoramiento genético, utilizando
la seleccion asistida con marcadores. Se observé que la relacidon entre marcadores
moleculares (alelos) con los caracteres fenotipicos, vario de acuerdo a la estacion del

ano.

La Figura 13 corresponde al biplot que relaciona a los marcadores moleculares con los
caracteres fenotipicos durante el otofio. Se encontré que el PH esta relacionado con los
alelos 21 y 48 que corresponden a los marcadores moleculares NFFa002 y NFFa034.
El PT se relacioné con los alelos 5, 24, 32, 34, 40 y 55, correspondientes a los
marcadores LPSSRHO1E10, NFFa009, NFFa023, NFFa024, NFFa027 y NFFa066. Los
marcadores LPSSRHO1HO06, NFFa002 y NFFa030, representados por los alelos 11, 18
y 42, se relacionaron con el caracter RHT. EIl PSMMP estuvo relacionado con los
siguientes alelos: 10, 14, 28 y 54; los cuales pertenecen a los marcadores
LPSSRHO1HO06, LPSSRK01A11, NFFa009 y NFFa059. Los factores 1 y 2 explican
13.37 % de la relacién marcador-caracter. Los factores 1 y 2 son el resultado de la
descomposicion bilineal obtenida de MCP, en donde los Y-casos (11 variables de
componentes morfolégicos, que corresponden a los caracteres fenotipicos) y las X-

unidades (59 alelos que corresponden a 13 marcadores moleculares) se representan
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por vectores en un espacio con puntos de inicio en el origen (0,0) y puntos finales
determinados por los valores de los casos (caracteres fenotipicos) o unidades (alelos o
marcadores) (Vargas, 1999).

Figura 13. Biplot de MCP enriquecido con 59 alelos y 11

variables fenotipicas, en la estacion de otoiio.
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En el biplot de la estacion de invierno (Figura 14) se encontré6 que el PH estuvo
relacionado con el alelo 54, correspondiente al marcador NFFa059. EI PT se asocié al
alelo 2, atribuible al marcador LPSSRHO01A10. Los marcadores NFFa002, NFFa009,
NFFa024 y NFFa059, representados por los alelos 21, 27, 33 y 53, estuvieron
asociados con el PMM. Los alelos 15 y 54; de los marcadores LPSSRKO1A11 vy
NFFa059, se vincularon con la RHT. El caracter PSTP se relacioné con los alelos 8 y
35, pertenecientes a los marcadores LPSSRHO1E10 y NFFa024.El porcentaje de
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relacién entre el marcador con el caracter fenotipico fue de 13.4532, con base en los
factores 1y 2.

Figura 14. Biplot de MCP enriquecido con 59 alelos y 11

variables fenotipicas, en la estacion de invierno.
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Factor 1

La relacion entre marcadores y caracteres durante la primavera, se muestran en la
Figura 15. Se encontré que el PSHP estuvo asociado con el alelo 17 del marcador
NFFa002. El alelo 56 correspondiente al marcador NFFa066, se relacion6 al caracter
fenotipico PSMMP. EIl porcentaje de relacidn marcador- caracter, basado en los
factores 1y 2, fue 12.252.
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Factor 2

Figura 15. Biplot de MCP enriquecido con 59 alelos y 11

variables fenotipicas, en la estacion de primavera.
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La Figura 16 hace referencia al biplot que relaciona a los marcadores moleculares con
los caracteres fenotipicos de verano. El porcentaje de relacion marcador molecular-
caracter fenotipico, de acuerdo con los factores 1 y 2, fue 14.3 %. El marcador
LPSSRHO1A10, representado por el alelo 2, se relaciond con el caracter PT. Los alelos
12, 21, 26, 30, 46 y 59 correspondientes a los marcadores LPSSRHO1HOG6,
LPSSRHO1A10, NFFa002, NFFa009, NFFa023, NFFa034 y NFFa066, se asociaron
con PMM. El PST presentd relacién con los alelos 8 y 57, pertenecientes a los
marcadores LPSSRHO1E10 y NFFa066. El caracter PSHP, se asocié al alelo 17 del
marcador NFFa002. El alelo 44, del marcador NFFa030 se relaciond con el PSTP.




Figura 16. Biplot de MCP enriquecido con 59 alelos y 11

variables fenotipicas, en la estacion de verano.
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Los marcadores moleculares con las siglas LPSSR, en el

caso particular del

LPSSRHO1HO06, fue utilizado en el desarrollo y caracterizacion de marcadores de SSR

para Lolium perenne, los resultados obtenidos en ese estudio indicaron que detecto

tres alelos en el subgrupo p150/112, progenie F1. En el analisis de secuencias de ADN

de individuos clonados, los productos de amplificacidon confirmaron de la presencia de

SSRs repetidos, en todas las especies probadas para el locus LPSSRH01HO06, aunque

SSRs interrumpidos fueron detectados en todos los taxas apartados de L. perenne y L.

multiflorum, un alto grado de secuencias de conservacion fue detectado en la region 3°

flanqueada, aunque diferentes nucledtidos simples y varios pares de polimorfismo de
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insercidon/delecion fueron distinguidos para cada especie (Jones et al., 2001). En el
presente estudio el marcador-locus LPSSRHO1HO6 se asocid con los caracteres RHT
en otoio y PMM en verano, lo que sugiere que este marcador puede estar ligado a
estos rasgos y pueden estar expresandose de manera positiva o negativa debido a la
interaccion genotipo x ambiente. En el caso de RHT, la relacion marcador-caracter es
negativa, lo que puede atribuirse a que en esta estacién del afio se da una reduccién
en la temperatura. Con respecto al PMM, la relacion marcador-caracter es positiva, lo
que puede estar relacionado a la madurez de la planta, es decir, pueden estar
involucrados genes de senescencia que cuando existe condiciones ambientales
favorables (temperatura, humedad, edad de la planta).

El porcentaje acumulado del factor 1 y 2 en los biplots presenté un rango de 12.25-
14.32 % (una r* de 0.1225 a 0.1432) en la relacion marcador molecular- caracter
fenotipico, segun la estacion del afio. Estos valores son menores a los reportados por
Roldan- Ruiz et al. (2001), quienes indican una relacion marcador-genotipo en
variedades de Lolium perenne de 42.71 % utilizando AFLPs y 55.58 % con marcadores
SSTs; dichos porcentajes son parecidos a los encontrados por Hufa et al. (2005),
quienes observaron una relacion marcador-caracter de 59 % en cultivares de trigo rojo
duro de invierno. Ademas, Roldan- Ruiz et al. (2000) en un estudio para estimar la
conformacién genética en variedades de Lolium utilizando AFLPs, reporta que la
variacion total de los marcadores moleculares con los cultivares fue 51 %.

La diferencia encontrada en el porcentaje de la variacidn genética de la relacion entre
marcadores moleculares y caracteres fenotipicos en el presente estudio, fue menor con
respecto a las otras investigaciones, lo que puede estar asociada al tipo y numero de
marcadores moleculares utilizados, al numero de alelos identificados, a las
combinaciones de marcadores implicadas (Roldan- Ruiz et al., 2000b), al caracter
fenotipico estimado, al numero de plantas examinadas (Z- Q. Liu et al., 1999) y de la
interaccién genotipo X ambiente (Vargas et al., 1998, 1999).

Cuando se evaluan por varios afios diferentes genotipos cultivados en la misma zona o
en diferentes localidades, normalmente éstos responden de forma distinta a los

cambios ambientales en el lugar donde se desarrollan, como por ejemplo aumento o
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disminucién en la temperatura, horas luz, precipitacion, presibn a plagas vy
enfermedades; en conjunto es lo que se conoce como interaccion genotipo x ambiente.
El estudio y conocimiento de las bases genotipicas de la adaptacion de los genotipos a
las diferentes condiciones ambientales donde se prueban, asi como las causa
ambientales, son importantes en la evaluacion de la relacion entre los valores
fenotipicos y genotipicos, ya que permiten la seleccion de genotipos sobresalientes y
estables (Vargas, 1999).

4. Conclusiones

El porcentaje de variacién en la relacion alelo- caracter fenotipico fue diferente de de
una estacion a otra, lo que puede asociarse a la interaccion genotipo-ambiente. Los
porcentajes de variacion son similares entre estaciones, con un rango de 10 y 20%.

Al seleccionar 13 marcadores distintos, se pueden discriminar bien los materiales, hay
poca correlacion entre marcadores y no se puede esperar que se explique mucha
variacion, lo que significa que los marcadores pueden estar ligados o no a los rasgos
de interés. Es posible que haya marcadores que estén relacionados con genes que se
expresan en distintos momentos del ciclo de la planta, por ejemplo marcadores
asociados a produccion de lignina, elongacion, floracion, etc. Hay que tener en cuenta
que como se estudian todos los marcadores y caracteristicas fenotipicas
simultaneamente, los o las que se expresan mas en determinado momento, pueden
enmascarar otras que puedan ser menos importantes, aunque si se analizaran de
forma individual podrian detectarse como importantes. Para la identificacion y mapeo
de segmentos gendmicos especificos se podrian cultivar genotipos provenientes de las
poblaciones genéticas disponibles: F;, retrocruzas, lineas recombinantes, probarlas en
ambientes distintos y probando marcadores moleculares que repercutan en los QTLs.
Se encontraron pocos marcadores relacionados con algunas caracteristicas
fenotipicas, por lo que se considera necesario realizar mas estudios que permitan
caracterizar mejor las relaciones entre el genoma y el fenotipo, con base en la
seleccion de las covariables de covariables mas importantes que estén afectando la

interaccidén genotipo x ambiente, utilizando MCP o regresiones factoriales individuales.
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Anexo 1. Datos climatologicos de temperatura, precipitacion y humedad relativa.
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Figura 1. Temperatura maxima, media y minima (°C) mensual, de octubre de 2007 a
septiembre de 2008 en Chapingo, México.
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Figura 2. Precipitacion (mm) mensual, de octubre de 2007 a septiembre de 2008.
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Figura 3. Humedad Relativa (%) mensual, de octubre de 2007 a septiembre de 2008.




Anexo 2. Arreglo de los genotipos en campo.

Repeticion 2

Hilera 1

Hilera 2

Surco 30
Surco 29. Genotipo 10
Surco 28

Surco 31
Surco 32. Genotipo 1
Surco 33

Repeticion 3

Hilera 3

Hilera 4

Surco 90
Surco 89. Genotipo 10
Surco 88

Surco 91
Surco 92. Genotipo 12*
Surco 93

Surco 27
Surco 26. Genotipo 7
Surco 25

Surco 34
Surco 35. Genotipo 5
Surco 36

Surco 24
Surco 23. Genotipo 6
Surco 22

Surco 37
Surco 38. Genotipo 4
Surco 39

Surco 87
Surco 86. Genotipo 2
Surco 85

Surco 94
Surco 95. Genotipo 2
Surco 96

Surco 21
Surco 20. Genotipo 9
Surco 19

Surco 40
Surco 41. Genotipo 8
Surco 42

Surco 84
Surco 83. Genotipo 4
Surco 82

Surco 97
Surco 98. Genotipo 1
Surco 99

Surco 18
Surco 17. Genotipo 3

Surco 43
Surco 44. Genotipo 2

Surco 81
Surco 80. Genotipo 3
Surco 79

Surco 100
Surco 101. Genotipo 8

Surco 102. Genotip 11*

Surco 78

Surco 77. Genotipo 7

Surco 103
Surco 104. Genotipo 3

Surco 14. Genotipo 6
Surco 13

Surco 16 Surco 45
Repeticion 1
Surco 15 Surco 46

Surco 47. Genotipo 1
Surco 48

Surco 76 Surco 105
Repeticion 4
Surco 75 Surco 106

Surco 74. Genotipo 5
Surco 73

Surco 107. Genotipo 6
Surco 108

Surco 12
Surco 11. Genotipo 10
Surco 10

Surco 49
Surco 50. Genotipo 8
Surco 51

Surco 72
Surco 71. Genotipo 9
Surco 70

Surco 109
Surco 110. Genotipo 7
Surco 111

Surco 9
Surco 8. Genotipo 4

Surco 7

Surco 52
Surco 53. Genotipo 3
Surco 54

Surco 69
Surco 68. Genotipo 3
Surco 67

Surco 112
Surco 113. Genotipo 10
Surco 114

Surco 6
Surco 5. Genotipo 7

Surco 4

Surco 55
Surco 56. Genotipo 5
Surco 57

Surco 3

Surco 2. Genotipo 2

Surco 1

Surco66
Surco 65. Genotipo 4
Surco 64

Surco 115
Surco 116. Genotipo 1
Surco 117

Surco 58
Surco 59. Genotipo 9
Surco 60

*Genotipos de relleno.

Surco 63
Surco 62. Genotipo 2
Surco 61

Surco 118
Surco 119. Genotip 12*
Surco 120




Anexo 3. Valores promedio por mes de corte para las variables de componentes
morfoldgicos.

Cuadro 1. Porcentaje promedio de hoja por mes de corte

Promedio
Genotipo oct nov dic ene abr jun jul ago sep de cortes EEM* CNV.**
Dacitylis glomerata
Canada_Hércules 7400 7941 7955 6923 5855 64.20 63.29 67.82 59.45 68.39 473 318
USA_Mapier 78.19 7852 7885 6GEES 4438 6080 59.15 62.55 68.23 66.60 548 3251
USA_Potomac 7541 7940 75T 6989 4773 5744 45435 71.35 4928 G372 561 372
Lolium hybridom
Australia_Wimmera 62 48.24 S5B7E 58.09 55901 2188 4945 50.80 43.29 ME*** 458.30 533 478
France_ltague 6385 6785 7011 67.49 62.86 7045 69.56 BB.85 4713 65.37 672 397
Lolivm multiflorum
Ansyl_France 6969 7178 7565 7397 6641 67.89 6749 68.16 68.39 69.94 473 311
Mew_Zealand 6366 6760 66.87 6770 4562 6280 6£1.90 64.37 4963 61.13 473 356
Uruguay 5460 6953 6753 6416 3212 3486 3814 46.68 MNE*** 50.95 473 427
Lolium perenne
Canada_Uri(4n) £9.11 7163 7362 7217 74.20 71.40 73.34 71.33 62.36 71.03 548 329
Metherland Barenza 65.14 7023 7165 7462 61.85 7340 TOET 73685 4701 G7.93 473 320
USA_Manhattan 72.32 81.50 B85.06 69.97 60.16 45.74 58.39 44829 62.02 G4.46 548 363
*EEM= Error estandar de la media
=*C.\.= Coeficiente variacion
=*NE= Mo estimado
Cuadro 2. Porcentaje promedio de tallo por mes de corte

Promedio
Genotipo oct nov dic ene abr jun jul ago sep de cortes EEM* CNV.**
Daciylis glomerata
Canada_Hércules 2308 18.72 18.94 2872 41.26 2678 34.79 18.43 2063 2580 432 5.05
USA_Mapier 2006 1906 1992 2987 5523 2824 3069 18.62 25.27 2844 500 T7.86
USA_Potomac 2014 1952 2183 2671 5121 2848 309098 1461 31.65 2824 512 8.01
Lodivm hybridoum
Australia_Wimmera 62 4963 33.25 3952 41.55 FT83 41.60 48.25 31.31 MNE*** 4538 4.85 4.85
France_ltague 31.01 29.06 27.46 29,11 36.96 28.73 3043 29.89 32.35 30.56 6.14 8.1
Lodivm multiflorum
Ansyl_France 2744 26.23 23.44 2470 3351 2897 3251 2515 2581 2753 432 7.55
Mew_Zealand 3341 30.77 31.41 30.78 54.02 31.01 36.26 27.60 32.55 3420 432 6.08
Uruguay 43.07 27.06 30897 32.44 67.54 49.25 49.44 48.79 NE*** 43.20 4.32 4.81
Lofivm perenne
Canada_Uri(4n} 2032 2583 25.35 25.34 2544 2074 2209 19.23 2097 2391 5.00 9.35
Metherland Barenza 28.26 2792 26.57 2206 37.65 2141 29135 18.235 2569 26.33 432 7.89
USA_Manhattan Il 24.84 16.88 13.85 2093 39.77 44.38 40.20 39.08 28.04 29.79 5.00 7.51
*EEM= Error estandar de la media
=C_V.= Coeficiente de variacion
=*NE= Mo estimado .
Cuadro 3. Porcentaje promedio de material muerto por mes de corte

Promedio
Genotipo oct nov dic ene abr junio jul ago sep de cortes EEM* C.NV.**
Dactylis glomerata
Canada_Hércules 202 187 151 2086 019 9.02 183 13.75 1593 5.81 274 2850
USA_Mapier 1.75 242 1.22 1.44 0.39 10.96 1.15 18.84 6.49 4.96 317 3589
USA_Potomac 4.45 1.08 0.60 3.40 1.068 1408 1459 14.04 15.07 5.04 325 2241
Lolium hybridum
Australia_Wimmera 62 213 797 2.39 2.54 0.19 8.965 0.85 2541 ME*** 6.32 308 2776
France_ltague 5.04 289 243 3.40 018 082 0.01 1.26 2052 4.07 389 4846
L ofivrn muftiflorum
Ansyl_France 2.88 1.99 0.92 1.33 0.08 3.14 0.00 6.69 5.80 2.54 274 6526
Mew_Zealand 283 162 1.72 1.53 0.36 6.1%9 1.84 5.03 17.682 4 67 274 3543
Uruguay 2.33 341 1.50 340 0.34 1888 12.43 453 ME* ** 5.85 274 2828
L olium perenne
Canada_Uri(4n) 157 2.54 1.03 249 0.26 7.B6 3.67 943 16.67 5.06 317 3522
Metherland Barenza 3.60 1.85 1.78 3.32 051 5.18 0.00 812 27.30 574 274 2883
USA_Manhattan |l 2.84 1.62 1.00 9.10 0.06 9.88 1.41 15.93 9.94 575 3.17 32095

*EEM= Error estandar de la media
*=C.\.= Coeficiente de variacion|
==*NE= Mo estimado



Cuadro 4. Relacién hoja: tallo promedio por mes de corte

Promedio

Genotipo oct nowv dic ene abr jun jul ago sep de cortes EEM*
Daciylis slomerata
Canada_Hércules 319 513 4 54 243 1.44 249 1.90 378 2094 3.09 0.58
UsSA_Mapier 435 4.39 4.08 240 0.81 219 1.60 3.46 285 290 0.67
USA_Potomac 483 417 3.60 267 1.30 2.20 1.36 478 216 3.01 0.67
Lodivm hybridum
Australia_Wimmera 62 0.98 1.79 1.52 1.28 0.29 1.59 1.02 1.28 ME** 1.22 0.67
France_ltague 2.08 232 287 2 1.66 248 226 247 1.44 217 0.83
Lodivm mitifforom
Ansyl_France 2.64 2.80 3.34 3.03 203 245 214 319 473 293 058
Mew_Zealand 1.90 220 219 229 0.86 2.06 1.70 237 1.76 1.94 0.52
Uruguay 1.33 267 216 1.97 0.49 0.89 0.67 1.54 ME** 1.46 0.52
Lolivm perenne
Canada_Uri(4n) 241 278 2.96 240 204 353 3.22 3.88 3.58 313 0.67
Metherland Barenza 242 266 312 358 1.67 3.59 276 4.39 1.85 289 0.58
USA_Manhattan|l 2.96 5.04 7.19 3.50 1.92 1.31 1.46 2.01 263 3.1 0.67
*EEM= Error estandar de la media
=MNE= MNo estimado
Cuadro 5. Peso seco promedio por planta (g) por mes de corte

Promedio
Genotipo oct nov dic ene mar abr may jul ago sep de cortes EEM* C.V**
Daciylis glomerata
Canada_Hércules 2187 2680 1732 2346 1857 2643 2189 1251 12.57 947 19.10 246 822
USA_Mapier 2412 3389 1828 2535 2607 4534 2335 1472 1472 14.59 24.04 286 T.03
USA_Potomac 3856 3289 1953 2337 1619 2301 18.35 1053 9.95 841 20.08 285 841
Lolium hybriduwm
Australia_Wimmera 62 57.85 1894 1027 1733 1899 2828 13086 249 6.37 ME*** 19.29 272 B56
France_ltague 5402 3923 2044 2097 1427 2047 1619 813 727 7.90 2233 351 8.38
Lolivrm mitiflorum
Ansyl_France 66.20 4535 2689 2929 15893 2185 19.00 9.89 3.90 7.51 25.08 246 626
MNew_Zealand 5325 4489 2425 2669 2106 3057 2115 T.84 722 6.13 2430 225 617
Uruguay 62.43 31.61 17.64 19.89 16.85 26.92 12.59 4.14 4.59 MNE*** 21.85 2.25 6.86
Lolium perenne
Canada_Uri(4n) 33.51 4140 2437 2834 1554 2304 1822 1020 5.65 547 2057 288 821
Metherland Barenza 32.21 3579 2105 2381 1784 27.21 13.63 812 .96 568 19.24 246 B16
USA_Manhattan Il 2540 2176 1333 1854 1327 2245 85.22 G6.38 4.75 377 13.79 286 1226
*EEM= Error estandar de la media
=C.\W.= Coeficiente de variacion
=*NE= Mo estimado
Cuadre 6. Peso seco promedio del tallo por planta (mg) por mes de corte

Promedio
Genotipo oct nov dic ene mar abr jul ago 5ep de cortes EEM* CN*
Dactylis glomerata
Canada_Hércules 29495 31440 21235 19193 13043 18933 09882 79.90 7812 176.69 2085 258
USA_Mapier 26348 37674 20890 16115 15551 29299 8857 78.92 8711 190.37 2415 258
USA_Potomac 45764 377.03 23620 23040 13521 15102 10879 8476 88.83 20776 2414 238
Lolivm hybridum
Australia_Wimmera 62 37347 22952 13940 12283 15602 27650 3954 64.10 ME*** 175.13 2305 274
France_ltague 38952 28546 16236 11610 7199 8332 5125 61.54 69.44 143 .44 2965 3.80
Lofivrm multiflorum
Ansyl_France 53434 42481 26265 21743 12106 16169 8466 83.01 7472 21826 2085 2.09
Mew_Zealand 44359 38146 248389 18213 14567 20933 7325 57.91 65.44 200.85 1889 2186
Uruguay 48430 30249 18434 15577 13288 20973 5159 F297 MNE*** 19923 18.80 218
Lolivm perenne
Canada_Uri (4n) 197.39 33847 159.30 11051 68.29 a7.37 46.50 3121 31.06 120.01 2415 4.09
Metherland Barenza 164.81 21014 11571 8010 51.82 59.90 27.02 28.60 22.58 85.63 2085 533
USA_Manhattan Il 91.54 10242 4533 45.30 28.60 37.20 16.42 17.22 10.51 43.84 2415 11.21

*EEM= Error estandar de la media
**C.\.= Coeficiente de variacion

=*NE= Mo estimado



Cuadro 7. Peso seco promedio de la hoja por planta (g) por mes de corte

Promedio
Genotipo oct nov dic ena abr jul ago sep de cortes EEM* CNV.**
Dactylis glomerata
Canada_Hércules 16.13 21.14 1358 16.12 1535 775 548 5.56 13.01 1.60 972
LUSA_Mapier 18.89 27.06 1479 17.39 20.08 3.91 9.29 10.19 15.82 1.85 5.61
LUSA_Potomac 28.48 26.13 15.32 16.32 11.16 460 T7.28 415 14.18 1.85 9.60
Lolium hybridum
Australia_Wimmera 62 27.85 11.20 G.08 9.63 5.34 1.82 2.85 MNE*** 9.40 1.85 1449
France_ltague 3414 26.05 13.58 13.53 12.40 4.98 427 3.60 14.07 228 1073
L olivm multiflorum
Ansyl_France 45.64 32.44 2022 21.45 14 .66 6.59 577 4.47 18.891 1.60 5.69
Mew_Zealand 3323 30.28 15.90 17.76 13.84 4.40 4.36 2.96 15.34 1.46 T.87
Uruguay 34 .47 21.85 11.28 12.42 5.81 1.10 1.80 MNE*** 13.10 1.46 922
Lolium perenne
Canada_Uri(4n) 23.30 2995 18.17 20.64 17.50 775 4.31 372 15.67 1.85 5.69
Metherland Barenza 21.88 25.09 1479 17.53 16.94 563 4.98 273 13.70 1.60 9.24
USA_Manhattan |l 15.74 17.82 11.69 12.91 13.93 3.84 256 2.40 10.50 1.85 1297
*EEM= Error estandar de la media
*C.\.= Coeficiente de variacion
=*NE= Mo estimado
Cuadro 2. Peso seco promedio de tallo por planta {(g) por mes de corte
Promedio
Genotipo oct nov dic ene abr jul ago sep de cortes EEM® CN.™~
Dactylis glomerata
Canada_Hércules 5.26 511 3.41 6.79 11.02 4.35 2.28 2.02 5.03 123 22.09
UsSA_Mapier 4.95 G.20 3.45 7.83 25.29 5.68 2.61 3.49 7.44 143  16.07
USA_Potomac 8.57 6.51 4.20 6.37 11.57 4.34 1.24 2.64 5.68 143  21.04
Lolivm hybridum
Australia_Wimmera 62 2871 6.23 3.95 7.28 21.83 1.13 2.07 MNE*** 1017 141  11.68
France_ltague 1650 1134 5.87 6.33 752 2.66 237 275 G.92 175 1814
Lolivem muitifforum
Ansyl_France 1848 12.00 G.41 7.41 715 3.30 223 227 7.41 123 15.00
New_ZFealand 1776 1358 7.65 8.14 16.34 2.88 2.03 1.2 879 111 11.89
Uruguay 26.38 8.44 5.83 6.57 1777 1.99 227 MNE*** 9.89 111 10.66
L olivm perenne
Canada_Uri(4n) 9.88 10.63 6.17 7.23 5.69 2.16 0.98 1.04 5.47 143 21.84
Metherland Barenza 9.05 10.02 5.84 5.47 10.15 2.49 1.42 1.45 574 123 1937
USA_Manhattanll 6.15 3.74 1.74 3.74 8.70 2.49 1.54 1.01 3.64 1.43 32.84
*EEM= Error estandar de la media
**C.\.= Coeficiente de variacion
=*ME= Mo estimado
Cuadro 9. Peso seco promedio de material muerto por planta (g) por mes de corte
Promedio
Genotipo oct nov dic ene abr jul ago sep de cortes EEM*
Daciylis glomerata
Canada_Hércules 0.58 0.55 0.24 0.54 0.06 0.42 1.80 1.89 0vT 0.21
USA_Mapier 053 087 028 037 022 038 3.06 1.15 0.86 036
USA_Potomac 1.60 0.33 0.09 076 037 1.67 153 1.70 1.01 036
L ofitem hybridum
Australia_Wimmera 62 1.29 1.51 0.25 042 012 0.50 0.47 MNE** 0.65 0.35
France_ltague 2480 1.35 0.51 062 0.06 0.01 0.15 1.06 083 044
Lofivm multiflorum
Ansyl_France 208 0.91 0.26 043 0.04 0.00 0.90 077 067 0.31
Mew_7ealand 202 07a 045 0.54 0.14 0.31 0.59 1.00 073 023
Uruguay 1.41 1.14 0.35 ovz 016 0.87v 0.34 ME** 071 02a
Lolitim perenne
Canada_Uri (4n) 0.6 11 0.3 o 01 0.5 0.6 1.0 0.6 0.4
Metherland Barenza 1.3 or 0.4 0.8 02 0.0 0.6 1.5 0.7 0.2
UsA_Manhattan |l 0.8 0.3 0.1 2.1 0.1 0.3 0.9 0.6 0.7 0.4

*EEM= Error estandar de la media

=MNE= Mo estimado



Cuadro 10. Altura promedio de las plantas (cm) por mes de corte

Promedio
Genotipo oct nov dic ene mar abr jul ago sep de cortes EE* CN.*™
Dacrylis glomerata
Canada_Hércules 3282 2333 1963 1703 1893 2868 2378 1825 17.37 2220 137 527
USA_Mapier 33.03 2359 2259 1961 2174 3841 2499 20.36 18.52 2487 158 5.06
USA_Potomac 3904 2410 2175 20896 1786 24956 2573 1854 15.58 2317 158 543
Loliuvm hybridum
Australia_Wimmera 62 5045 1802 1708 1817 2145 3798 2354 1169 MNE*** 24 80 137 472
France_ltague 4938 3391 2608 2025 1638 25098 2155 1541 18.15 26.12 1.94 534
Lolivm muitifforum
Ansyl_France 4962 3540 3483 2463 2142 2473 2642 1887 18.23 28.35 137 412
Mew_Zealand 4355 3066 2722 2102 2399 2711 2503 17.59 17.07 26.47 124 420
Uruguay 5484 2589 2478 2221 2512 3297 2184 15.86 ] S 27.94 1.24 398
Lofium perenne
Canada_Uri(4n) 3870 2756 2499 1950 1687 1967 1576 1212 15.50 21.19 158 594
Metherland Barenza 2947 1910 1620 1418 14.82 1723 1285 10.85 13.27 16.44 137 7.1
USA_Manhattan Il 2205 1214 1299 1023 1252 1539 1056 9.10 7.05 12.45 158 1011
*EEM= Error estdndar de la media
*C.V.= Coeficiente de variacion
***NE= Mo estimado
Cuadro 11. NiOmero de tallos promedio de las plantas por mes de corte

Promedio
Genotipo oct nov dic ene mar abr jul ago sep de cortes EEM® CN*™
Dacylis glomerata
Canada_Hércules 7483 BBB3 8293 12355 14348 15327 12900 16073 12587 12028 1949 367
USA_Mapier 9247 9298 B9R0 16435 166.54 15058 16651 186.35 led481 141.671 2256 3.35
USA_Potomac B246 BE636 8273 10373 12071 16013 10060 11957 99.40 10619 2255 447
Lofium hybridum
Australia_Wimmera 62 15605 8277 B048 13947 12100 10655 7917 4430 ME*** 10122 2191 462
France_ltague 141.34 13904 12291 17944 19874 26361 15317 102.34 97.16 162.57 2769 324
Lolivm multiflorum
Ansyl_France 12358 10893 10283 13153 12815 13542 11917 10980 599.05 11761 1949 375
Mew_Zealand 12082 12599 9923 14565 14371 14970 10795 13974 51.99 12498 1760 336
Uruguay 13054 10813 9965 13773 13437 13102 7763 6344 NE*** 110.31 17.60 3.80
Lolium perenne
Canada_uUri(4n) 168.62 12889 15855 25647 21718 23462 201.29 18898 166.18 191.20 2256 248
Metherland Barenza 21695 172953 19233 33325 35101 35463 30181 26252 25540 27565 192.49 1.60
USA_Manhattan |l 293.15 23478 275.27 3B278 41675 567.35 326898 27662 30531 34211 2256 139

*EEM= Error estandar de la media
*C.V.= Coeficiente de variacion

**NE= No estimado



Anexo 4. Valores de X-loadings y Y-scores por cada estacion.

Cuadro 1. X- loadings de 5 factores de BMCF_ estaci

n de obtoio

Alelo
Factol 1 2 3 4 ] [:] rd (] a2 10 11 12 13 14 15
1 o1 o1z 014 0.00 0.25 -0.09 -0.04 000 om [ [ -0.10 -0z oo o1z 010
2 ool o.ovF ooz ooz oo -0.10 0.0 ozz oz -003a -0.za oz21 o0z -0z -013
3 oos -0z3 -0.14 -0.26 -0.10 0.05 oar 013 [ ) -0.05 [ [ ooz 005 oov om
+ -0.14 oo -0z 0.0z o 0.0E -0z -om -0.0z2 o 0.0E -oe e o1z -0.10
5 0.3 011 0.0 -043 -0.01 0.01 0.0 0.00 024 -0.2 S -0 -0.04 O.0E -0.11 -0.23
16 1r 18 19 20 21 22 =3 24 25 26 27 28 29 30
1 0.0z -002  -0.23 0.08 [al=3 | -0.Z0 B b -0.03 o -odE -0.z0 -0.08 ois -0 -0
2 -0.0z (e cic] -0 o1s -0E -0.0s -0.o0z s o0 o.ovF n.0s -003a -0.o0= oz o1z
3 -0.03 040 -0.06 -0.16 0.0z o.ov 0.03 oz 005 [aNulu] 005 azv ozz -0.03 -0z
+ 01z e 0.0 014 -0.28 0.05 -0.33 015 [y =] -0 -014 -0 009 oz4 o1z
L] -0 1E -0.13 0.1z -0.03 0.11 -0.05 -0.03 023 -0.03 -0.10 -0.11 023 -0.05 -1 012
21 32 33 4 35 1 32T I8 39 40 41 a2 43 44 45
1 -0.02 o.z0 [N 026 005 -0 -0 oo oo 0.z4 R -0A0 oiz -015 -04z2
2 ool o.ovF -0.13a oz ozz ool 0.0z 014 -0z n.0s n.0s -013 00ns oavr -0.av
3 0.0 o5 -0.01 0.0z -0 -0.14 o1z ooz -0.0 -0.0E -015 -0.05 -0Z23 -0zz -0.23
+ -0.132 -0z 014 -0.132 0.0 -0.09 0.25 -0.032 -0.z0 -0.04 o.os -5 -0E -0.25 0.z4
L] -0z -0.10 0.0 -0.z0 002 -0.27 -0.0E -0 1E 0.1z 0.0z 0.1 0.0 -0.24 .15 -017
46 47 48 49 50 ] ] 53 4 55 56 57 58 L]
1 -0.E0 -0z -0A7 -0.03 [NaT] o1z -0.0z -0.05 -3 o.z0 -0.03 EeRTY -0.03 -0L08
2 on o.oo0 -0.04 n.ze 0.0 ooz ooz -0.14 002 oz 0.0E o.ze o.na oz
3 -018 005 025 0.03 -0 015 0.0= -0.0 o o0z om 00z -0.z= -0z
+ -0z -0z 0.0z -0z o7 0.2z -0 o.os -0z -0.0g 000 -0 -0.0z -0z
L] -0.01 0,04 -2 -0.12 0.0 0.2E -0.0E -0.05 -10.04 .05 0,04 .02 o.01 -0.0%5

Cuadro 1. ¥- scores de 5 Factores de MCP, estacion de otoho

Total de Factores extraidos Efecto total por Factor [*%] Efecto acumulado del Factor [2]  Efecto total de la variable Efecto acumulado de la variable

1 o.0948 0943 121154 121154
2 [TRciaei] 124532 £.4135 205244
3 22406 166933 0.03ET 294716
4 4264 20,9523 2833 324063
5 20124 24 BER 2483 a4 BREE
Cuadro 2_X- loadings de 5 factores de MCP. estaciGn de invierno
Alelo
Factor 1 - F 4 L] L] ra & k] p L1 11 12 13 14 15
1 o.av oz 010 o1z 0.05 -0z n.oe 024 0.o7 -0.1z2 032 0.z0 -0 -01s -0z
2 o014 -0.23 =003 -0.06 o014 o.a0 o.oo [ 157 L8 b 003 (1% Irg -0.05 004 o3 A7
F -0.04 o4 0.0E oz 005 -0n0g oo -0.10 -019 010 .04 -0E -0.0v o.0s (e Ml
=+ 0.zZe oz o1z -0z ozz oz -0.zo -on ozz -0.14 -0z -0.04 oz ool -0.04
L] 0.7 -0.01 .10 -0.073 014 014 -017 0.05 -0.072 .01 .01 .01 0273 024 -015
16 1 185 19 210 21 22 23 24 25 26 27 28 29 F0
1 -0.05 nzz -0.40 o015 0.05 -01g -0.0E 0.07 ooz -0.02 -0z 0.0z -014 on 0.0z
2 -0.0z n.z0 -0 -0.14 0.3 -00v oz 0.00 -0.01 0.08 -0.04 01z 010 -0 -0.z2a
3 [ 1) -0.21 -0.m ool o.z1 -010 0.2z -0.z2g 0.z0 -0.z2z -0zs -0.05 o1z -0.z24 o.o1
-+ 0.0 -014 0.0z o1z -0.z20 -0z4 [ R k=] on 0oz -01E 0.0z -019 0.0s -01E [ k-
Lo -0.0z -0.0z 014 -0.07 -0.01 0.0s 0.2z o1z -0 0.05 -0 oS o0z a7 -onz
31 32 FF 34 35 36 FT FH 39 R il 41 42 43 44 45
1 -0, n.o7 -01E 014 o.zz (e M T} -014 .00 -0 .07 o1E 005 .04 023 -00E
2 004 [ajc] | -0.10 o1z 004 -0 -0.03 0.07 003 0.05 By W e -0.0E -0.04 -7 -02E
3 -0.1z -0.0z 015 0zz 0.a7 ooz -0.01 -0.13 e 014 o.z1 0oz ooz -0ns ae
- =005 oo -0.05 -0.03 -0.20 =015 =020 oS 0.o0s 013 o.z1 -0.25 -0.05 =003 =020
L 0.1z -010 017 -0.24 023 -0.11 D.0E -017 0.1z -0.z0 0.1z -0.0E 002 0.1z .10
46 47 45 49 Lol ] 51 Lo L] o4 L) 56 Lo 58 59
1 =005 003 -0.30 o 003 1S =006 -0.13 =003 014 0.06 [ =7 [N E 0.ov
2 -0.24 -00z .03 -0.01 -0.10 [ k- n.o7 -0.09 [oc] | 013 -0z -0.04 027 -0z
3 -0.15 -0.07 -0.27 -0.25 0.0z .04 -0.0E [au}] 003 ofl -5 025 a3 -0
- o.o1 -0.21 -0z 0.0z 0.0e -01s ooz o0 0.o7 -0.02 -01E -0.0E -0.07v o000
L] -0.32 .04 -0.13 -0.11 013 025 013 -0.13 -0.05 -0.26 016 -0.01 -0.10 -5

Cuadro 2. ¥- scores de 5 factores de MCP, estacion de invierno

Total de Factores extraidos Efecto total por Factor [] Efecto acumulado del Factor [2]  Efecto botal de la wariable Efecto acumulado de la variable

1

o = L a

20342
5.3583
32408

4.253
39124

20342
134632
16,6338

20,9528
24,8653

121154
£.4195
59367
29337
24833

121154
205349
234716
324083
34,8886




Cuadro 3 H- loadings de

5 Factores de MO estacidn de primawvers

O leloe
Factol 1 2 F 4 ] [ i (] 2 10 11 12 13 14 15
1 -0.06 o.z1 013 0.z3 -0 =015 003 o3 005 -015 -0.z25 0.z -0 -0.Z3 -0z
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Cuadro 3. ¥- scores de 5 factores de MCP, estacidn de primavera

Total de Factores extraidos Efecto total por Factor [2] Efecto acumulado del Factor [2]  Efecto total de la variable Efecto acumulado de la variable

1 T.713E T.7136 171243 171243
2 45384 12.252 120543 2a.arar
3 42462 164382 57685 349382
4 40616 213533 44023 39,3405
5 31804 24.5402 3212 42,6625
Cuadro 4 X- loadings de 5 Factores de MO, estaciton de verano
Sleloe
Factol 1 2 3 4 = [ rd [ a 10 11 12 13 14 1%
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Cuadro 4. Y- scores de 5 factores de MCP, estacion de verano

Total de Factores extraidos Efecto total por Factor [] Efecto acumulado del Factor [2]  Efecto botal de la wariable Efecto acumulado de la variable

1

o o L

98738
4.4478
33003
43773
35613

98738
143216
18,2226
225393
26,1618

204223
207
5.71ED
i
28042

204223
29433
35,2093
ATEMe
40.6E5E




