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CARACTERIZACION MOLECULAR Y SELECCION DE LINEAS AVANZADAS DE
FRESA

D.R. Martin Aguilar Tlatelpa
Colegio de Postgraduados 2016

RESUMEN

La fresa es un fruto muy preciado alrededor del mundo por sus propiedades benéficas
para la salud, pero sobre todo debido a su sabor agradable y vistosidad. Sin embargo, la
produccion de este fruto requiere de grandes esfuerzos, y que se inician con el desarrollo
de las variedades que los productores demandan y que deben estar adecuadas a las
condiciones ambientales de la zona de cultivo. Dado que la fresa es una planta con poca
plasticidad fenotipica, es necesario desarrollar variedades idéneas para cada region
cultivada. El Colegio de Postgraduados, ha tenido un pequefio programa de
mejoramiento genético en frutales, donde se ha incluido a la fresa, y se han desarrollado
variedades como Jacona, Zamorana y CPLE7, que, seleccionadas bajo condiciones
adversas de nutricion y clima, les han conferido rusticidad, dandoles un nivel mayor de
plasticidad fenotipica. Como una pequefa contribucion a los esfuerzos de mejora en el
cultivo, en la presente investigacion se presenta una metodologia para caracterizar
molecularmente a partir de microsatélites SSR's, a las variedades de fresa, con fines de
identificacion y determinacion de la calidad genética en viveros. También se presenta una
metodologia de seleccién mediante el uso de componentes principales, donde mediante
seleccién individual en dos ciclos distintos de evaluacién, primero en el ciclo 2013 — 2014,
donde se desarrollaron 23 selecciones avanzadas, y después en el ciclo 2014-2015,
donde a partir de las poblaciones F2 de las selecciones 2013-2014, se logré seleccionar

un total de 70 genotipos sobresalientes en cuanto a productividad de fruto.

Palabras Clave: Caracterizacion molecular; Fragaria x ananassa; seleccion individual,

dialélico.




MOLECULAR CHARACTERIZATION AND STRAWBERRY BREEDING IN
ADVANCED SELECTIONS LINES

D.R. MARTIN AGUILAR TLATELPA
Colegio de Postgraduados 2016

SUMMARY

The strawberry is a very popular fruit around the world, because it has high nutritional
properties but especially because the fruit is delicious, colorful and aromatic. However,
the strawberry crop requires high human efforts and material inputs. These efforts starts
with the developed of strawberry varieties that the growers look for and the varieties
should be adapted to the crop production environmental conditions. It is known that the
strawberry has a low phenotypic plasticity, for that reason is necessary develop varieties
for each one of the strawberry production zones. The Colegio de Postgraduados has a
small fruit breeding program where it has been included the strawberry; in this program
have been developed strawberry varietes under poor environmental conditions as Jacona,
Zamorana and CPLE7. Like a contribution to enhance the breeding strategies in
strawberry breeding program of Colegio de Postgraduados, in this thesis is presented a
methodology for strawberry molecular characterization from microsatellites SSR’s with
the goal of varietal identification. Also is presented a methodology for strawberry individual
selection with the principal component analysis strategy (PCA), in two selection cycles
2013-2014 and 2014-2015, where they were selected 23 advanced selections in the first
cycle and 70 outstanding genotypes in the second cycle. Finally, it was obtained the
general and specific combinatory ability of advanced strawberry selections under a 7x7

diallelic design, with the aim of finding the best progeny of the parental.

Key words: Molecular characterization; Fragaria x ananassa, individual selection; diallelic

design.
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INTRODUCCION
La fresa cultivada (Fragaria x ananassa) (2n = 8x=56), es un cultivo de alto valor

comercial en muchas regiones templadas y subtropicales del mundo. Por tal motivo se
han creado mas de 100 programas de mejoramiento, con el objetivo de desarrollar
variedades superiores en diferentes caracteristicas, como sabor, textura, contenido de
anti-oxidantes, mayor tiempo de cosecha y sobre todo una mayor vida post-cosecha
(Govan et al. 2008).

En México existen algunos programas de mejoramiento de esta especie, donde destacan
los creados por el Colegio de Postgraduados, el CINVESTAV e INIFAP, de los cuales el
de mayor relevancia es el primero, creando las variedades Jacond, Zamorana y CPLE7,
cuya produccion comercial de planta y fruto es un hecho dentro de la zona productora de
fresa en los estados de Michoacan y Guanajuato.

En todo el mundo se hacen esfuerzos para hallar una forma facil y segura para identificar
las diferentes variedades de fresa, debido a que se propaga por via vegetativa mediante
estolones y se considera un reto mantener la integridad de las variedades mas
importantes. El fenotipo de la planta de fresa es extremadamente plastico y puede ser
una tarea dificil distinguir entre variedades solo por caracteristicas vegetativas y dado la
naturaleza invasiva de los estolones, se pueden mezclar entre selecciones de planta elite,
si se cultivan muy cercanamente, acarreando grandes pérdidas si se confunden los
materiales plantados.

Al ser una especie de alto valor econémico las variedades poseen un registro, que brinda
un titulo de obtentor sobre los materiales mas importantes, por tanto, se requiere pagar

regalias por cada planta que se propaga o se destina a la produccién de fruto.




En la actualidad se han probado un gran nimero de herramientas moleculares para tratar
de caracterizar la huella genética de los materiales de fresa como es el caso de los
AFLP’s, RAPD’s e ISSR’s, pero todos estos han tenido problemas de repetitividad o
dificultad en su implementacion. Mientras que los microsatélites presentan co-
dominancia, los RAPD (cuya repetitividad depende de las condiciones de la reaccion) y
AFLP que son dominantes. Por otro lado, los micro satélites (SSR’s) o Simple Secuence
Repeats, son identificadores genotipicos confiables, robustos y consistentes, ademas se
han usado para un gran nimero de cultivos, incluyendo a poliploides. Estos marcadores
son confiables para la deteccidn de poli nucledtidos repetidos que exhiben gran variacion,
incluso entre accesiones fuertemente relacionadas, tienen habilidad para distinguir
polimorfismos sutiles y son reproducibles. Los SSR son especialmente utiles en la fresa
cultivada ya que la especie tiene un genoma octaploide y presenta ocho variantes alélicas
para cada locus (Ashley et al. 2003).

En este contexto, Brunings et al. (2010), realizaron un ensayo con el objetivo de comparar
una serie de variedades y selecciones avanzadas de fresa del Programa de Mejoramiento
de la Universidad de Florida, donde se utilizé un set de 10 primers de marcadores SSR
caracterizados por Govan et al. (2008) y que muestran patrones complejos que cambian
en gran medida entre variedades.

Por otra parte, los marcadores del tipo SSR tienen aplicaciones en la evaluacién de
germoplasma, estudios de diversidad genética, mapeo, estudios de filogenia y estudios
de evolucién. Con la ventaja de ser co-dominantes, requiere muy poco DNA, no requieren
de ADN de alta calidad, son altamente polimérficos, estan uniformemente distribuidos a
través del genoma, la interpretacion de resultados es simple, son de facil automatizacion,

de alta reproducibilidad. Situacién que los hace idoneos para la caracterizacion varietal.




Sin embargo y a pesar de todos los avances en el campo de la biologia molecular, es
necesario acudir a las técnicas de mejoramiento genético convencional para desarrollo
de variedades de fresa con buenas caracteristicas de productividad, hace necesario
incursionar en el proceso de cruza y seleccion de materiales sobresalientes, de esta
manera existen muchos programas de mejoramiento en el cultivo alrededor del mundo.
La principal razén de esto es la pobre plasticidad fenotipica que expresa el cultivo de la
fresa, ya que existe una importante interaccion entre el genotipo y el ambiente donde se
desarrolla, (Alm et al. 2007; Bradford et al. 2010). Lo anterior aunado a la preferencia de
los consumidores, las exigencias de la industria, el mercado y los mismos productores,
hacen que la dinAmica de generacion de variedades sea muy activa, tanto en el sector

publico como privado, (Lezzoni et al. 2010).

De entre los caracteres mas importantes durante el proceso de mejora de la fresa se
encuentran: el tamafio y nimero de frutos, la estolonizacion, color externo e interno,
uniformidad de la produccion. Cuando se desean mejorar caracteristicas organolépticas
a las selecciones avanzadas del programa, se evallan caracteres como: el contenido de
sélidos solubles, la acidez titulable, azlucares individuales y compuestos volatiles,
(Whitaker et al., 2011).La mayoria de los programas de mejoramiento se basan en
esquemas de apareamiento recombinante complementario, para tomar ventaja de los
efectos no aditivos y de la actitud combinatoria especifica, para después hacer selecciéon

en la progenie de cada cruza dirigida (Faedi et al., 2002).

Con resultados de analisis de correlacion se ha determinado que durante el proceso de
seleccion y con la finalidad de incrementar el tamafio del fruto, en un programa de

mejoramiento genético, se debe poner mayor atencion a los siguientes caracteres:




namero de hojas, niumero de estolones por planta y nimero de frutos por planta, ya que
estos tienen efectos positivos sobre los componentes de rendimiento de la fresa, (Ara

et al., 2009).

Existen varias técnicas para discriminar la informacién morfologica colectada en campo
y relacionarla con los efectos del ambiente o encontrar diferencias entre los caracteres
medidos, las que son: el enfoque de regresion lineal y los relacionados con parametros
de estabilidad (analisis de conglomerados, analisis de componentes principales, métodos
geométricos y dominancia estocastica) (Westcott, 1986); el andlisis de componentes
principales es considerado equivalente al método de regresion linear, ya que la
estimacion de los minimos cuadrados es equivalente a obtener los componentes
principales de los datos colectados, y se pueden dividir los genotipos en dos grupos,
aguellos que muestren correlacion positivas y aquellos que tengan correlaciones

negativas con cada uno.

En el presente trabajo se estandariz6 y se desarroll6 una metodologia para caracterizar
molecularmente a las variedades de fresa del Colegio de Postgraduados, usando la
técnica de PCR vy visualizando los resultados via electroforesis capilar. Ademas, se
evaluaron cruzas de fresa entre progenitores élite, se obtuvo la poblacién F2 de las
selecciones de primer afio para su evaluacion, bajo el enfoque de componentes
principales. También se evallo un disefio de cruzas dialélicas bajo el segundo método
de Griffing, entre progenitores sobresalientes para evaluar su aptitud combinatoria

general (ACG), especifica (ACE) y parametros de heredabilidad, de caracteres asociados




CAPITULO I: REVISION DE LITERATURA

ASPECTOS GENERALES SOBRE LA FRESA

Importancia

El fruto de la fresa es uno de los alimentos mas importantes en el mundo, la produccion
global de este es de mas del doble en comparacion con la produccion de las otras frutillas
combinadas, (Stewart, 2012). El cultivo de la fresa es posible en casi todos los paises del
mundo. Aunque en la mayoria de los paises la produccion se efectla a pequefia escala,
con pocos insumos, bajos rendimientos y para su venta en mercados locales. Este
producto es muy apreciado en los paises desarrollados, y es en estos donde su consumo
es muy generalizado; los principales importadores son Estados Unidos de América,
Canada, Alemania, Francia y Rusia, mientras que los principales exportadores en orden
de importancia son: Espafia, Estados Unidos de América, México, Bélgica e Italia

(FAOSTAT, 2016).

En México se cultiva de manera intensiva en Michoacan, Baja California, Guanajuato,
Jalisco, Estado de México, que son los que poseen la mayor superficie sembrada, con
rendimientos promedios de 46 ton. ha, y un valor de la produccién a nivel nacional de $
5 472 457 800.00 pesos Mx, (SIAP, 2014). Sin embargo, aun existen muchas unidades
de produccion a pequefia escala, mismas que usan pocos insumos agricolas, con baja
productividad y por tanto baja rentabilidad. A pesar de estas circunstancias la produccion
y cultivo en México ha crecido como menciona Stewart, (2012), nuestro pais ha pasado

de ocupar el octavo lugar en 2007 al tercero en cuanto a exportaciones se refiere.




La gran aceptacion del fruto por parte de los consumidores, es en primer lugar gracias al
buen sabor del producto, y después gracias a sus potenciales beneficios en la salud por
su alto contenido en vitamina C, folato, magnesio, compuestos fendlicos, antocianinas,
taninos hidrosolubles y &cidos fendlicos, estos ultimos junto a la vitamina C se consideran

como compuestos con alta eficiencia antioxidantes, (Liston et al., 2014).

En segundo término, se tienen los precios altos de venta que alcanza el fruto, como lo
mencionan las estadisticas de FAOSTAT (2014), que en México el precio de la fresa
alcanza los US$ 897.73 ton, lo que equivale a $16 792.00 (MN). ton!; estos factores
hacen que el cultivo sea atractivo, tanto para el sector empresarial como para los
productores agricolas de menor tamafio. Tan solo México siembra anualmente una
superficie de 9 967 ha, considerando a todos los estados productores, con un precio

medio rural de $ 11 923.00 (MN). ton* (SIAP, 2014).

Sin embargo, aun faltan muchos retos por vencer en cuanto a la mejora de la eficiencia
de los sistemas de produccion predominantes en nuestro pais, sobre todo en lo referente
al uso del agua, los fertilizantes, manejo del suelo, obtencion de variedades resistentes a
los diversos patdgenos que atacan al cultivo, y adaptadas a las condiciones

predominantes de cada microclima de las zonas productoras del pais.

Anatomia y morfologia

Segun Bonet, G. 2010, la planta de fresa pertenece al la familia Rosacea, donde se
encuentran muchas especie (3000) de importancia econdmica, siendo esta una de las
familias de mayor importancia del mundo. La fresa es una planta dicotiledonea cuya

clasificacion sistematica es:




. Reino: Plantae

. Subreino: Embryobionta
. Division: Magnoliophyta
. Clase: Magnoliopsida

. Subclase: Rosidae

. Superorden: Rosanae

. Orden: Rosales

. Familia: Rosaceae

. Subfamilia: Rosoideae
. Tribu: Potentilleae

. Subtribu: Fragariinae

. Geénero: Fragaria

Dentro de este género se localizan alrededor de 25 especies, agrupadas en cuatro grupos
de fertilidad, asociados con su nivel de ploidia o0 nUmero de cromosomas. La especie
silvestre mas comun es F. vesca que tiene 14 cromosomas y se considera, como diploide;
sin embargo, la planta con mayor importancia econémica es Fragaria X ananassa, misma
que es octaploide, por tanto, posee 56 cromosomas. Esta fresa cultivada resulté del cruce
de dos especies octaploide silvestres de origen americano fragaria chiloenis (L.) Duch.,
y Fragaria virginiana Duch.; aunque también existen especies tetraploides, hexaploides

de origen silvestre (Hancock et al., 1991).

La fresa diploide ha sido una de las plantas mas estudiada del grupo de frutales al que

pertenece, sobre todo en aspectos como la regulacion de la floracion e interacciones de




la planta con el ambiente. Sin embargo, la fresa cultivada es de naturaleza octaploide

situacion que dificulta tomarla como modelo de estudios genéticos.

Segun Hancock (1999), la fresa es una planta herbacea y perenne que tiene un tallo
central llamado comunmente corona, a partir del cual surgen 6rganos como las hojas,
raices, estolones, inflorescencia e incluso las raices. La corona consiste en un ndcleo
central rodeado de anillos vasculares y compuesto basicamente por médula, con una
capa de cambium rodeandola. En cada axila de las hojas se encuentra una “yema axilar”,
mismas que pueden producir estolones, inflorescencias o permanecer latentes, en
funcién de las condiciones ambientales. Las hojas son trifoliadas y estan arregladas en
espiral, en donde en un intervalo de cada seis hojas, la primera se posiciona exactamente
debajo de la sexta. Estas hojas tienen la tipica conformacién de las dicotiledoneas desde
la epidermis, el tejido en empalizada y las capas del meséfilo. Sélo presentan estomas
en el envés de la hoja. En la mayoria de las especies las hojas solo viven unos cuantos
meses y mueren cuando son expuestas a temperaturas bajas, aunque algunas hojas
pueden seguir verdes incluso en invierno, pero mueren cuando las temperaturas bajan
de cero grados centigrados. Cuando las temperaturas son calidas emergen nuevas hojas

gue pasaron el invierno en forma de primordios protegidas por las estipulas.

Las raices emergen de la base de la corona a partir de donde entran en contacto con el
suelo; la anatomia de este 6rgano es tipico de las dicotiledoneas, de donde, a partir del
periciclo se originan raices adventicias que empujan a traveés del cortex, comienzan a
ramificar cuando alcanzan una longitud de 2 a 5 cm y a partir de este punto, continian

ramificado hasta convertirse en una masa fibrosa. Se considera, que del 50 al 90% de




las raices se concentran dentro de los primeros 10 a 15 cm de profundidad. Los estolones
de la mayoria de las plantas estan compuestos por dos nodos, en donde la planta hija se
localiza en el segundo nodo, mientras el primer nodo permanece latente o puede originar
un estolén de menor tamafo. Cada planta hija tiene la capacidad de producir su propio
estolon. La planta de fresa cultivada puede producir de 10 a 15 estolones por afo,
mientras que una planta silvestre puede duplicar esa cantidad.

Las inflorescencias de la fresa es un tallo modificado o cima, que termina con una flor
terminal, y por debajo de ésta, por lo regular se encuentran dos flores secundarias, cuatro
terciarias y ocho cuaternarias. Una flor tipica tiene diez sépalos, cinco pétalos, de 20 a
30 estambres y de 60 a 600 gineceos, el numero varia en funcion de la posicion de la
flor. En la actualidad existen algunas variedades que emiten solo flores primarias,
eliminando las secundarias y demas niveles. El polen madura antes de que las anteras
abran, pero no es dehiscente hasta la apertura floral, permanece viable por 2 o 3 dias. El
estigma permanece receptivo al polen por 8 a 10 dias, y la fertilizacion ocurre de 24-48
horas, después de la polinizacion.

El fruto es un “agregado” compuesto de muchos ovarios, cada uno con un simple évulo.
Las semillas resultado del proceso de polinizaciéon se llaman “aquenios” y son el
verdadero fruto de la fresa. El embridn consiste de dos cotiledones largos y semi elipticos.
Dada la estructura morfoldgica de la fresa, esta requiere ser polinizada por insectos,
tienen un porte bajo, son herbaceas perennes, con capacidad para multiplicarse
vegetativamente y sus frutos estan hechos para ser dispersados por los animales (Liston

et al., 2014).




METODOS DE MEJORAMIENTO EMPLEADOS EN EL CULTIVO DE LA FRESA

El mejoramiento genético

El mejoramiento genético, definido segun el diccionario de Ciencias Horticolas (Sociedad
Espafiola de Ciencias Horticolas, 1999), como la aplicacién de técnicas genéticas para
la obtencion de variedades vegetales o razas animales que son superiores en
productividad, resistencia, calidad, etc. La mejora genética es una seleccion que se hace
posible por la existencia de una variabilidad natural o provocandola mediante técnicas
diversas. Las técnicas de mejora genética actualmente en uso son la hibridacion
mediante cruzamientos dirigidos, la seleccion de mutaciones gemarias o de hibridos
espontaneos, la induccion y seleccion de mutaciones en yemas y semillas ademas de la
mejora mediante métodos biotecnoldgicos (ingenieria genética, seleccion asistida por

marcadores moleculares) (Llacér, 2005).

El ser humano en su continua busqueda del conocimiento y sobre todo de la satisfaccion
de sus necesidades basicas como por ejemplo la comida, ha seleccionado las plantas y
animales que le son de mayor utilidad, mediante un procedimiento muy sencillo como
elegir los individuos portadores de los caracteres deseables (progenitores) y cruzarlos
entre si, seleccionando en su descendencia a los individuos promisorios. En otros casos
no era posible efectuar los cruces, y el proceso de seleccion se reducia solo a usar los
individuos promisorios encontrados y reproducirlos de manera vegetativa; aun hoy se
procede asi. Con el paso de los afios, esta actividad fue tomando forma de disciplina
surgiendo la ciencia conocida como genética, que mas tarde se especializé en vegetal,

animal y humana. Esta disciplina ofrecié al mejorador los conocimientos para hacer mas
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eficiente este trabajo ya que permitio cuantificar la contribucion de la variacion fenotipica
de los componentes genético, ambiental y de la interaccion entre ambos; esto permite
escoger para la seleccion las caracteristicas con mayor aporte genético y velar
cuidadosamente por el manejo de los materiales seleccionados, cuya interaccion
depende en gran medida de la mencionada interaccion genotipo y ambiente (Cornide,

2001).

Dentro de los primeros caracteres a mejorar se encuentran los asociados al rendimiento
agricola, seguidos por los del rendimiento industrial o la calidad comercial, la resistencia
a enfermedades y plagas, la tolerancia a condiciones adversas y por ultimo los asociados

a la diversificacion de productos agricolas.

Es evidente que estos criterios también se han ido modificando con el pasar de los afios,
ya que en un primer momento se fueron seleccionando materiales de amplia o general
adaptacion, para posteriormente seleccionar materiales de adaptacion regional, pasando
a ser altamente especializados para ciertas condiciones ambientales, creando plantas
altamente productivas adaptadas a nichos especificos, pero que requerian de una alta
cantidad de insumos; ahora vivimos la tercera etapa o periodo del mejoramiento, en
donde auln no se han producido cambios importantes en el potencial de rendimiento, pero
se empiezan a tener resultados a partir de la comprensién y estudio de los mecanismo
moleculares que se presentan en el proceso de recombinacion meiédtica, y de la

manipulacion de la estructura y composicion de los genes.

En la actualidad cobran importancia en el proceso de mejora y seleccion, la calidad del
producto obtenido junto a la cantidad o rendimiento agronémico; esto surge gracias al

exceso de produccion de algunos cultivos en los paises desarrollados, en primera
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instancia el concepto de calidad va ligado a la calidad sensorial, después a la calidad
nutricional y sanitaria, (Bonet, G. 2010). Los criterios de calidad no siempre benefician a
los consumidores ya que dependen de criterios de las cadenas de distribucion. En frutales
por ejemplo, los esfuerzos se han dedicado a mejorar la apariencia externa mas que la

calidad nutricional (Llacer, 2005).

Sin embargo, la casi totalidad de variedades modernas provienen del mejoramiento
genético tradicional y de métodos tales como la inducciébn de mutaciones, el
aprovechamiento de la variacion somaclonal y en menor medida de la transferencia de
genes foraneos por medio de la ingenieria genética, en la mejora de caracteristicas

especificas de algunas variedades, para extender su vida util.

El mejoramiento genético en la fresa

La fresa es un frutal que se ha cultivado por cientos de afos, en las latitudes donde son
endémicas como en el hemisferio norte y también en el sur de América, por tanto, el
hombre ha consumido esta frutilla por milenios. Incluso existen evidencias arqueoldgicas
donde se demuestra que Fragaria chiloensis fue domesticada por las etnias Pinuche y
Mapuche hace mas de 1000 afios; Se sabe que Fragaria virginiana, es originaria del
extremo norte del continente Americano, sin embargo, no existen evidencias de que la
gente de aquellas areas hallan cultivado esta especie. Por otro lado, en Europa se ha
cultivado Fragaria vesca, al menos desde la época de los Romanos, y Fragaria mochata,

al menos desde el siglo XVI (Liston et al., 2014).

Las especies del género Fragaria se distribuyen en un rango muy amplio bajo diferentes
habitad y elevaciones, desde las dunas al nivel del mar, en las praderas mas productivas

hasta las cumbres de las montafias secas lo que indica una amplia adaptacion ecolégica
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dentro y entre especies del género. Es dentro de esta variacion donde se encuentra
precisamente una fuente potencial de variacion genética para rasgos como la tolerancia
a factores climaticos, a plagas y enfermedades y caracteres asociados al rendimiento.
Esta variacion da la oportunidad de investigar los factores gendmicos ecolégicos de
algunos rasgos como la época de floracion, sequiay resistencia al frio (Sgnsteby y Heide,

2011).

La fresa que se cultiva en la actualidad es resultado de la cruza entre dos especies de
fresa procedentes del continente Americano, que son: Fragaria chiloensis X Fragaria
virginiana; se comenta que esta cruza inicial proviene de Europa y que se hizo en el siglo
XVIII por Antoine Nicolas Duchesne (1747-1827); sin embargo, existen pruebas de cruzas
espontaneas entre estas dos especies de fresa en el noroeste de América del norte, es
altamente probable que las variedades de hoy en dia posean genes de ambas fuentes,

(Hancock et al., 1991, Liston et al., 2014).

No cabe lugar a dudas sobre la importancia que el fruto de la fresa tiene entre los
consumidores; por tal motivo, se la ha cultivado durante cientos de afios, generando una
gran cantidad de variedades a partir del cultivo continuo, pero la planta tiene ciertas
caracteristicas en sus habitos de reproduccion que la hacen motivo de estudio; por
ejemplo: es interesante denotar como la fresa cultivada que es hermafrodita auto-
compatible, fue originada a partir de dos especies octaploide silvestres que muestran
dimorfismo de género, Fragaria chiloensis es dioica (presenta plantas macho y hembra)
y Fragaria virginiana, tiene plantas dioicas ademas de hermafroditas (ambos sexos en la
misma flor). Por otra parte, dada la naturaleza poliploide natural de estas plantas, dan la

oportunidad de estudiar el mecanismo de evolucién de los organismos poliploides y ser
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un modelo excepcional para entender sus sistemas de reproduccion y los mecanismos

evolucionarios de sus cromosomas.

También es interesante notar que la cruza hecha por Duchensen en el siglo XVIII, se
considera como la base de todas las variedades de fresa cultivada que existen, y que la
cruza libre entre los dos progenitores iniciales es dificil de que se produzca de forma libre
en la naturaleza; queda lugar a la suposicion, que el germoplasma posee una base
genética restringida; sin embargo, algunos programas de mejoramiento sobre todo los
gue se encuentran en América, han ocupado germoplasma nativo, mediante
introgresiones de F. virginiana y F. chiloensis, para incrementar la variabilidad de sus
selecciones. Aunque los mejoradores la han dado mucha atencién a la hibridacion inter-
especifica de Fragaria silvestre y la octaploide cultivada, por medio de cruzas sexuales,
para incrementar la variabilidad genética en su germoplasma, existen algunas barreras
de incompatibilidad sexual entre plantas de diferente nivel de ploidia, que hacen dificil la
introgresion de los caracteres deseados, resultando semillas no viables o una serie de
individuos estériles. Otra limitante es que cuando se logra obtener progenie de la cruza
entre fresa silvestre y cultivada, la retro cruza con Fragaria octaploide cultivada resulta
en una baja fertilidad. La barrera de la ploidia se ha sobrepasado con la creacién de
octaploides sintéticos (Guelph syntetic octaploid 1 y 2). Guelph 1 es hibrido de Fragaria
moschata hexaploide y Fragaria nubicola diploide; Guelph SO2, es la cruza exitosa de
Fragaria vesca, diploide y Fragaria viridis, diploide, la cual después de la duplicacion
cromosomica se cruzO con Fragaria moupinensis, tetraploide. Al final el hibrido inter
especifico se traté mediante colchicina para producir una planta octaploide, mismo que

no present6 incompatibilidad con la fresa cultivada (Sangiacomo y Sullivan, 1994).
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El hecho de que la fresa tenga una restringida base genética, y que la especie es
susceptible a la depresion endogamica, indica que el fenbmeno de heterdsis se
manifiesta de manera importante; el inconveniente radica en que la planta es susceptible
a cualquier estrés causado por factores bioticos y abiéticos; ademas, puede resultar dificil
y lento el desarrollar nuevos cultivares; como respuesta a estos problemas se ha
intentado hacer introgresiones de germoplasma silvestre a la fresa cultivada pero lo
anterior tiene ciertas limitaciones tales como: la posibilidad de incorporar alelos no
favorables ligados a caracteres de interés, ademas, se requieren varios ciclos de
seleccién (al menos tres generaciones de reto cruza) para reestablecer los estandares
de calidad; en especial cuando se usa germoplasma proveniente de Fragaria Virginiana,
ya que presenta frutos muy suaves. Debido a esto se ha intentado reconstruir la cruza
original que dio origen la fresa cultivada (Stegmeir et al., 2010; Hancock et al., 2010),

para buscar nuevos rasgos que se pudieron haber omitido en la cruza fortuita original.

Mejoramiento genético tradicional

El mejoramiento genético tradicional de la fresa cultivada comenz6 después de ser
originada, a mediados del siglo XVIII, sin embargo, se intensificd en la segunda mitad del
siglo XX, surgiendo varios programas de mejoramiento alrededor del mundo (Gil-Ariza
et al., 2009). La planta de fresa en comparacién con otras especies frutales, resulta ser
muy atractiva para los esfuerzos de mejoramiento genético, ya que tiene varias ventajas
COMO SoN: ocupa poco espacio, se pueden obtener muchas plantulas en poco espacio,
tienen un ciclo corto, lo que permite hacer varios ciclos de seleccién por afio; estos
factores, aunado al valor potencial de la produccién, han hecho que aparezcan docenas

de programas de mejoramiento, tanto publicos como privados, al pasar de los afios, la
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mayoria aun siguen activos y otros se han quedado en el camino. Se dice que la fresa es
uno de los cultivos horticolas mas jovenes, sin embargo, es uno de los que ha cambiado
mas rapidamente, como resultado de ello se ha logrado rapidos incrementos en el
rendimiento, gracias en parte a la mejora de labores culturales o de manejo y también al
surgimiento de variedades con mejores caracteristicas como: frutos mas grandes, firmes
y en mayor cantidad. Desde 1960 a la fecha el incremento en el rendimiento se logré
duplicar y en algunas zonas como Espafia y California, el rendimiento ha subido mas de

10 veces (Stewart, 2012).

Al comienzo del nuevo milenio habia ya programas de mejoramiento genético en fresa
en 40 paises tanto publicos como privados, y de esos 35 paises han estado liberando
variedades desde 1980. Esas variedades las desarrollaron 79 instituciones de educacion
publica y 52 compafias privadas. Los principales programas de mejoramiento se
concentran en EUA (34 programas de los cuales 16 son privados), Europa (17 programas,
de los que 2 son privados) y Asia (19 programas de los que 1 es privado). La dinamica
actual es la de colaboracién entre instituciones para acelerar la generacion de
variedades. Los paises que liberan méas variedades son: USA (98 desde 1980, de las
cuales 56 son de California), Francia (48), Canada (37), Italia (34) y Japon (26) (Faedi
et al., 2002). Tan solo en 2014, en Europa la empresa Driscoll Strawberry Associates Inc.,

aplicé para registro de fresa 20 genotipos (Community Plant Variety Office, 2014)

En la fresa, el mejoramiento genético tradicional ha desarrollado cultivares que ofrecen
una produccion acorde a alguna ventana de comercializacion, con mejor tolerancia a los
factores ambientales adversos y con resistencia a enfermedades, con fruto mas grande

y en cantidades abundantes, en la mayoria de las veces. El paso mas importante para
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formar un programa de mejoramiento genético en fresa y en cualquier otro cultivo es
contar con una coleccién de germoplasma diversa, mejor si proviene de varias latitudes
con plantas adaptadas a diferentes condiciones ambientales y edéaficas. Se pueden lograr
colectas (si se cuenta con los suficientes recursos) como la del Banco de Germoplasma
de la USDA, localizado en Corvallis, Oregon (USDA Germoplasm Repository in Corvallis,
Oregon, USA); en este lugar cuentan con plantas que representan al género Fragaria
spp., en todos sus niveles de variacién y que han sido colectadas de todo el planeta (Folta
et al., 2011), 6 como la Coleccion de Germoplasma de Fresa, localizada en el Instituto de
Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA), Centro de Churriana Malaga,
Espafia, la cual es una extraordinaria fuente de genes para programas de mejoramiento
genético ya que contiene alrededor de 500 accesiones, 280 de las cuales pertenecen a
Fragaria X ananassa, que provienen de diferentes areas geograficas y algunas datan
desde 1849 (Gil-Ariza et al., 2009), Cada uno de los materiales presentes en la coleccion
inicial deben estar caracterizadas morfologica y agronOmicamente para poder disefiar un

esquema de mejoramiento adecuado.

El siguiente paso para continuar con el proceso de mejoramiento, en el esquema
tradicional, se escoge alguna metodologia de seleccion acorde con los habitos sexuales
y morfolégicos del cultivo. La fresa, por ser una planta con una alta heterocigocidad y
sensible a los procesos de endogamia, es considerada como un cultivo de polinizacién
cruzada (aldgama). Por estas razones la metodologia que mejor se adapta a sus habitos
y caracteristicas es la seleccion recurrente, donde se cruzan los mejores genotipos
(tipicamente se hacen alrededor de 100 cruzas controladas anuales de entre 30

genotipos parentales o mas), para hacer la seleccién; tomando registro genealdgico
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(pedigree) para llevar un mejor control de los cruces anuales, posteriormente la progenie
se propaga vegetativamente, para vrear un campo de evaluacién donde se instalen varias

plantas de un mismo genotipo para su evaluacion, (Gil-Ariza et al., 2009; Whitaker, 2012).

Los rasgos que se evaluan cuando se comienzan los esfuerzos de mejoramiento son
fenotipicos, como: tamafio y numero de frutos, estolonizacion, rendimiento, color externo,
tamafo de fruto, uniformidad de fruto, basadas en observaciones de campo. Cuando se
cuenta con un numero elevado de selecciones avanzadas que son promisorias, se
evallan otros rasgos como el contenido de solidos solubles, la acidez titulable, azGcares
individuales y compuestos volatiles; también se comparan con las variedades
comerciales exitosas en la época de evaluacion. Aunque se comenta que el proceso de
mejoramiento genético en la fresa puede ser mas sencillo que en otros frutales, no debe
menospreciarse la complejidad del proceso; como ejemplo se cita a la Universidad de
Florida, en donde los esfuerzos de mejoramiento comenzaron en 1968, y en el periodo
comprendido entre esa fecha y 2011, han liberado un total de 10 variedades, (Florida
belle 1975, Dover 1979, Sweet Charlie 1992, Rosa Linda 1996, Earlibrite 2000,
Strawberry Festival 2000, Carmine 2002, Winter Dawn 2005, Florida Radiance 2008,
Florida Elyana 2008); de estos solo Festival y Florida Radiance, fueron mas exitosas

(Whitaker et al., 2011).

Segun Faedi et al. (2002), la estrategia de mejoramiento depende de la heredabilidad de
los rasgos a mejorar, y se basa, en la informacion fenotipica y los valores genéticos
(breeding values), de los progenitores. La mayoria de los programas de mejoramiento se
basan al menos inicialmente, en esquemas de apareamiento recombinante

complementario, para tomar ventaja de la variabilidad no aditiva y de la aptitud
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combinatoria especifica, la seleccion se hace en la progenie que combinen los mejores
caracteres de cada parental. En las generaciones siguientes se hace la verdadera
seleccién para caracteres agrondémicos mediante parametros genéticos previamente
medidos. Otro esquema resulta ser la evaluacion fenotipica preferencial donde se cruzan
dos padres que contengan el mismo caracter (i.e. largo de fruto), para promover la

aparicion de este caracter en la progenie.

Algunos programas también usan la introgresion de germoplasma silvestre como
Fragaria virginiana, F. chiloensis, F. mochata, F. viridis, F. vesca, F. viridis y de F.
mochata; sobre todo para buscar buen sabor y resistencia a enfermedades. Sin embargo,
hoy en dia estas introgresiones han sido de poco aporte para el desarrollo de la fresa
cultivada y la mayoria de los programas usan como material base la fresa octaploide
cultivada. Ya que el uso de especies silvestres en el mejoramiento genético representa
una disminucion de muchos caracteres horticolas, como el rendimiento, tamafio de fruto
y la firmeza. Otros problemas puede ser la posibilidad de incorporar alelos no favorables
vinculados a los rasgos seleccionados, lo que indica que se requieren de varias
generaciones de seleccidn después del evento de retro cruza para restaurar la calidad
de fruto y los estandares de la industria (Stegmeir et al., 2010). Otra barrera que dificulta
el hacer introgresiones de especies silvestres radica en su nivel de ploidia, cuando se
desean hacer cruzas con especies diploides y tetraploides. Sin embargo la barrera de la
ploidia se ha sobrepasado con la creacion de octaploides sintéticos como lo son el Guelph
SO1, obtenido por duplicacion cromosémica del hibrido inter especifico de la cruza de
una especie hexaploide por una diploide y SO2, creado a partir de la duplicacion

cromosdmica de la cruza de dos especies diploides, cuya progenie se cruzé con una
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especie tetraploide, donde a esta ultima progenie se le aplicd colchicina, para producir

una planta octaploide, (Sangiacomo y Sullivan, 1994).

Uno de los logros mas significativos al usar esta técnica (introgresiéon de germoplasma
silvestre) fue la introduccion del caracter de dia neutro, en la Universidad de California en
las décadas de los 70 y 80's, derivada de una seleccion de F. virginiana subsp. Glauca,
otros caracteres que pueden ser incorporados son: una tasa fotosintética alta, bajos
requerimientos de fertilizacion, tolerancia al calor, resistencia a los patégenos del suelo

y vigor (Stewart, 2012).

Otra alternativa para generar variabilidad en el cultivo de la fresa, es reconstruir la cruza
que dio origen a la fresa cultivada entre F. virginiana x F. chiloensis (Luby et al., 2008;
Hancock et al., 2010; Stegmeir et al., 2010), existen muchas ventajas para usar el
esquema de reconstruccion de la cruza original, la principal y mas obvia es que se
incrementa la variabilidad en la diversidad genética de la especia F x ananassa, misma
que no solo le permitiria al mejorador tener una amplia variedad de genes de donde
seleccionar, si no también pueden aparecer interacciones epistaticas asociados a los
caracteres horticolas deseados. Pero si la poblacion de materiales nativos que se colecté
es lo suficientemente grande, se podrian seleccionar un grupo amplio de caracteres

positivos con un nivel minimo de combinaciones deletéreas.

El esquema para reconstruir la cruza original de la fresa cultivada es segun, Hancock
et al., (2010), el siguiente: i) seleccionar clones élites de F. chiloensis y F. virginiana, a
partir de experiencia propia o de publicaciones previas; i) hacer cruzas intra
poblacionales en las selecciones de ambos especies para caracterizar lineas avanzadas

con rasgos superiores; iii) volver a hacer seleccion intra poblacional para seleccionar los
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genotipos mas promisorios; iv) hacer cruzas inter especificas para reconstruir la cruza de
F. x ananassa, original entre las selecciones de F. virginiana y F. chiloensis; v) hacer
seleccion de la progenie resultante para escoger los mejores genotipos, de F. x ananassa,
mismas que se pueden usar para seguir con el proceso de mejora o para declararlas

como variedades si pasan las pruebas pertinentes.

Mejoramiento enfocado a calidad del fruto

Los frutos de las fresas silvestres son muy pequefios y solo alcanzan algunos gramos de
peso, sin embargo, los de la fresa cultivada son mas grandes; con el paso del tiempo, la
ganancia en tamafo y peso se ha ido incrementando; es dificil comparar los datos en
cuanto a tamafo de fruto entre diferentes estudios, ya que los criterios de medicién son
diferentes entre épocas, regiones y temporadas. Pero la tendencia es clara en las
variedades comerciales, seleccionar frutos cada vez mas grandes; por ejemplo, la
variedad Tioga en 1966, tenia un promedio de 15 gr por fruto, mientras que Albion
liberada en 2005, promediaba 33 gr de acuerdo a los descriptores varietales y la variedad
de Driscolls Strawberries Asociates, Sanibel, promedia 32 gr por fruto. Estas ganancias
son el producto de la mejora en la uniformidad de los frutos, eliminando los frutos mas

pequefios y menos productivos (Stewart, 2012).

El principal parametro a medir en cuanto a calidad del fruto, es el tamafo, se prefieren
frutos superiores a los 30 gramos, de forma coénica — alargada, de color rojo brillante,
aunque también se pueden evaluar parametros como el color externo, color interno, brillo;
otras variables que se miden son: la resistencia de la epidermis, la firmeza; y por Gltimo
se le hacen anélisis quimico de calidad como: contenido de solidos totales, contenido de

vitaminas, y analisis de acidos individuales. El principal objetivo es incrementar el tamafio
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y uniformidad de los frutos por planta, asi se logra reducir el nimero de frutos de desecho.
Lo anterior no solo resulta en producir frutos atractivos para el consumidor, sino también
en incrementar la eficiencia de cosecha. Se han hecho esfuerzos por incrementar el color
rojo en el tejido interno del fruto, asumiendo que el fruto sera mas aceptado por el
consumidor; para ello, se evalta el color de la pulpa interna del fruto pero se ha
encontrado que no existe correlacion entre el color de la parte interna y externa del fruto,
lo que indica que estos rasgos son regulados por genes independientes; sin embargo, se
pueden presentar correlaciones negativas entre el color de la parte interna del

receptaculo del fruto y otros rasgos de interés (Whitaker et al., 2011)

El tamafio de fruto es heredado de forma cuantitativa con seis a ocho pares de alelos
controlando la expansion del fruto. En cuanto a la posicion del fruto en la inflorescencia
existe una tendencia en reducir su tamafo a partir de los primarios hacia los inferiores.
Una gran parte de la variacion genética para este caracter es epistatica, aunque existe
también una gran porcion de efectos aditivos, esto depende de los progenitores. La
firmeza y tenacidad de la epidermis se correlacionan de manera positiva y se heredan de

manera cuantitativa, (Hancock, 2008).

Segun Ara et al. (2009), en base en resultados de analisis de correlacion, sugiere que
durante el proceso de seleccibn se debe poner mayor énfasis en los caracteres
siguientes: namero de hojas, nimero de estolones por planta y nimero de frutos por
planta, ya que estos tienen un efecto positivo sobre los componentes de rendimiento en

la fresa.

Esfuerzos como los de Zorrilla-Fontanesi etal. (2011), han tratado de encontrar

marcadores moleculares (QTL's) asociados a 17 caracteres de calidad de fruto con la
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finalidad de implementar mejoramiento asistido por marcadores moleculares, sin
embargo, se han encontrado con la desventaja de que la implementacién de esta técnica
esta limitada en gran medida por la estabilidad y complejidad de los marcadores
asociados al caracter de interés en diferentes ambientes. En su estudio identificaron 33
QTL's, para 14 de los 17 caracteres que estudiaron y el 37 % fueron estables en el
tiempo; identificaron de 1 a5 QTL's, con efectos individuales proporcionando de entre un
9.2 a un 30.5 % de la variacion fenotipica, lo que sugirio que todos los caracteres que

evaluaron son complejos y de herencia cuantitativa.

Mejoramiento enfocado a los habitos de floracion

En el mercado podemos encontrar plantas de fresa de dia corto, de dia largo y de dia
neutro (insensibles al fotoperiodo); el incremento en la produccion en el cultivo de fresa
se debe en parte, al desarrollo de cultivares remontantes o que florecen todo el afio, a
través del descubrimiento de plantas con habito de floracion de “dia neutro” o
“everbearing“ (que producen fruto siempre). El estado natural de la mayoria de las
especies de fresa es florecer cuando los dias se hacen cada vez mas cortos a finales de
verano, con habito de dia corto. La expresion del fotoperiodo es obviamente influenciada
por el ambiente, en particular por la temperatura, con temperaturas bajas, se favorece la
floracién aun cuando la planta crece bajo condiciones de dia largo. Las plantas de habito
remontante permiten una produccién mas estable, sobre todo en aquellos lugares donde
se pueden tener temporadas largas de produccion como es el caso de México, Florida y
Espafia; ademas de reducir riesgos y permitir la produccién en zonas donde de otra

manera no seria viable (Stewart, 2012).
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Folta y Davis (2006), comentan que se ha tratado de entender la base genética de este
rasgo, demostrando que en especies diploides el caracter de dia neutro o remontante, es
controlado por un solo locus, y que este es recesivo en comparacion al tipo silvestre; sin
embargo, a nivel de especies octaploides se considera un rasgo poli genético, donde uno
0 mas loci ejercen mayor influencia, dependiendo también de los antecedentes genéticos
de la variedad y del ambiente. Se cree que este habito se puede introducir facilmente a

partir de poblaciones silvestres.

En trabajos como el de Sugimoto et al. (2005); Weebadde et al. (2008), donde usan el
enfoque de construccion de mapas de ligamento para encontrar QTL's que representen
la variacion del caracter de dia neutro, concluyen que este caracter es poli génico, sin
embargo los QTL's que encontraron no representan mas del 36 % de la variacion del
caracter, y comentan que el habito de dia neutro puede ser regulado por varios loci
activados por la variacion climatica, ya que existe una fuerte interaccion entre la floracion
y la temperatura, en el cultivo de la fresa. Consideran que el QTL LG28, juega un papel
importante para la iniciacion floral en condiciones de temperaturas calidas, mismo que no

se expresa en temperaturas templadas.

Cuando las temperaturas estan por debajo de los 15° C, todos los genotipos son
susceptibles o sensibles a cambios en el fotoperiodo y cuando las temperaturas se
presentan por encima de los 26 °C, se inhibe la floracién sin importar el fotoperiodo

(Bradford et al., 2010).
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Mejoramiento enfocado a resistencia de enfermedades

La fresa es susceptible a muchas enfermedades, y la pérdida de rendimiento a causa de
factores bidticos puede llegar a ser hasta del 100%. Seria de gran provecho para el
productor el desarrollar variedades que tengan resistencia a los principales patdégenos
que atacan al cultivo; por tal motivo se ha intentado encontrar algunos marcadores
asociados a genes de resistencia mediante mapeo y otras técnicas genéticas, pero

también se han probado los encontrados en otras especies, (Folta y Davis, 2006).

Se han identificado varios loci que confieren resistencia a patdgenos, como los cinco
genes de avirulencia encontrados en variedades europeas, relacionados con Phytophtora
fragariae, el agente causal de la pudricién roja de la corona, y los diez genes encontrados
en variedades americanas, para resistencia a la misma enfermedad; se postula que la
resistencia a Phytphtora fragaria var. Fragaria estd controlada por un gen de efectos
mayores y para el caso de Phytphtora fragaria var. rubi se considera que esta controlado
por un modelo de dos genes con efectos de dominancia. Para el caso de Fragaria
cactorum no se encontrdé un modelo simple de resistencia en F. x ananassa, lo que indica
una herencia aditiva, poli génica, donde se han encontrado cinco probables QTL loci en
una poblacién de fresa cultivada. Se ha buscado resistencia “para esta enfermedad en
las especies silvestres relativas diploides de fresa, dado que se ha observado una alta
colinearidad y sintenia entre el genoma diploide y octaploide se espera que los estudios

en el primero, se pueda extrapolar al segundo (Eikemo et al., 2010).

Olbricht y Hanke (2008) y Pérez-Jiménez et al. ( 2012), evaluaron nueve cultivares de

fresa para hallar resistencia a tres enfermedades distintas: (Phytophtora cactorum,
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Verticillium dahliae kleb. y Xantomonas fragariae), donde no encontraron una variedad
con resistencia universal a las mencionadas enfermedades, lo atribuyen a el andlisis de
una colecta limitada de variedades y concluyen que no existe una variedad con buena
calidad, vida de anaquel y resistencia a enfermedades; sin embargo, encontraron que la
variedad “sabrosa”, presentd resistencia a dos de las enfermedades evaluadas. Lo
anterior anima a los mejoradores a buscar dentro de las progenies que evallan

resistencia a las enfermedades mas importantes de fresa.

Una de las enfermedades més destructivas en el cultivo es Botritis cinérea; este hongo
necrotrofico produce pérdidas masivas en pre y post cosecha, ademas infecta a
diverentes 6rganos de la planta es dispersado por la lluvia; incluso muchas variedades
gue son resitentes a otras enfermedades como Anthracnosis, tienen una suceptibilidad
alta a Botritis. (Landi et al. 2014); se ha estudiado la expresion algunos genes como
respuesta al tratamiento de elicitores, mismos que activan los mencionados genes y
promueven resistencia al ataque de Botritis, en frutos, donde se ha concluido que las
aplicaciones de estas sustancias activan genes que desencadenan eventos fisiolégicos
(relacionados con la pared celular) que activan la proteccién del fruto al ataque de la

enfermedad.

HERRAMIENTAS MOLECULARES EN EL CULTIVO DE LA FRESA

Uno de los primeros esfuerzos para desarrollar marcadores moleculares con fines de
mejoramiento genético en cualquier cultivo es la construccion de mapas de ligamiento,
donde mediante cruces de parentales previamente identificados y el posterior analisis de

la progenie para cierto caracter se determina la posicion del gen que maneja el
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mencionado rasgo. En el género Fragaria, Sargent et al. (2004), crearon un mapa
genético de ligamento para Fragaria diploide, mismo que mejoro dos afios después
agregando mayor cantidad de marcadores (Sargent et al. 2006). Recientemente Shulaev
et al. (2010), usaron los mapas de referencia creados por Sargent et al. (2004, 2006),
denominado mapa de referencia Fv x Fn, para hacer un mapa con la accesion #P1551572
de F. vesca accesion Hawai; en este estudio se compararon los resultados obtenidos con
el mapa anterior, usando 390 marcadores e incluyendo los 234 marcadores mapeados
en el mapa de referencia FV x Fn, (Fragaria vesca x Fragaria nuvicola); la metodologia
empleada les permiti6é identificar nuevos SNP's. con la informacion obtenida pudieron

inferir relaciones filogenéticas con otras plantas de la familia Rosaceas.

Sargent et al. (2006) formularon modelos de prediccién de genes, de donde obtuvieron
34 809, modelos de genes hibridos; junto con la identificacién de genes de RNA: 569 de
tRNA, 177 fragmentos de rRNA, 168 snRNA, 76 micro RNA y 24 de otros tipos de RNA,
analizaron el genoma del cloroplasto. La construccion de estos mapas en especies
diploides son los primeros pasos para poder analizar el complejo genoma de la fresa

comercial de naturaleza octaploide.

El primer mapa de ligamento en la fresa cultivada fue desarrollado por Lerceteau-Kohler
et al. (2003), este trabajo fue el punto de partida para entender el comportamiento
cromosomico de la fresa octaploide, a pesar de que encontraron 43 grupos de ligamiento
en ambos parentales, un resultado mucho mayor en comparacion con los 28 grupos de
ligamento esperados para cada uno. Durante el desarrollo de este trabajo, los autores
llegaron a sugerir mediante analisis de segregacion de los loci, analizados en fase de

acoplamiento vs. repulsion, que la fresa octaploide poseia una tasa de segregacion en
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meiosis tanto polisomica como disomica. También determinaron que el origen del nivel
de ploidia podia estar contribuido por hasta cuatro genomas distintos. En comparaciones
posteriores del mapa de Lerceteau-Kohler et al. (2003), con el mapa de la poblacion FV
x FB, se demostré que la segregacion alélica es principalmente disomica. Ademas se
observé colinearidad entre los grupos de ligamento homologos entre la fresa diploide y
poliploide; esto indic6 que durante el evento de poliplodizacion no hubo mayores cambios
en el arreglo de los cromosomas. Lo que permite el mapeo comparativo entre especies

del género Fragaria.

En otros estudios Sargent et al. (2009), encontraron 69 grupos de ligamento usando la
poblacién ‘ redgauntled x hapil’ y no hallaron evidencia de comportamiento polisomico.
Conociendo el comportamiento disémico del genoma octaploide de la fresa cultivada, los
mejoradores pueden interpretar las tasas de segregacion de cada marcador usado, la
dosis Unica de los marcadores, para reconocer los sub-genomas individuales. Lo que
resulta en la asociacion de los marcadores con algunos rasgos de interés. Para asociar
estos caracteres de interés a los marcadores deseados, se deben establecer los genes
mayores o los loci de rasgos cuantitativos (QTL, quantitative trait loci), en el caso de la

fresa se han encontrado algunas asociaciones como puede ser:
Resistencia a enfermedades

Esta es el area de mayor avance en este campo. El primer marcador asociado fue el
locus Rpfl, (Korbin, 2011), un gen dominante simple que confiere resistencia a
Phytoptora fragareae var. Fragarae, el agente causal de la pudricion de la corona; para
el mapeo de este gen se requirieron de 7 RAPD's, ligados al locus Rpfl, con una cercania

de 3 cM. Posteriormente se convirtieron los marcadores RAPD's a marcadores tipo
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SCAR, de tal forma que se facilite su repetitividad entre laboratorios. Sin embargo, no se
han dado casos en que este gen sea usado en algun programa de mejoramiento para
resistencia ya que se requiere de contar con mas locus para realizar, una seleccion

efectiva.

El segundo gen para resistencia en fresa es el Rca2, un gen que esta asociado a
resistencia a Colletotricum acutatum, y cosnta de dos SCAR's; este gen resulta ser un
candidato excelente para realizar MAS (Whitaker, 2011). Una condicidon para que la
seleccidn sea efectiva es que los dos SCAR's estén presentes y ligados en los parentales
resistentes. El Unico inconveniente es que QTL no confiere resistencia al grupo 1 de

patogenicidad de Colletotricum acutatum.

Fotoperiodo

La mayoria de las variedades de fresa son de fotoperiodo corto, lo que significa que
requieren de una duracion menor de 14 horas para florecer y solo un numero pequefio
de genotipos se consideran como de foto periodo neutro. El caracter de dia neutro esta
dado por la presencia de dos alelos recesivos en el locus de floracién estacional (SFL)
(Albani et al., 2004). En un principio, el locus se marcé con SSR's, sin embargo,
posteriormente se convirtieron a SCAR's. Desafortunadamente el modelo diploide no es
directamente transferible a Fragaria octaploide, donde la floracion repetida esta heredada
de manera dominante. Weebadde et al. (2007), describieron nueve QTL's para este
caracter describiendo el 36 % de la variacion, el rasgo de dia neutro podria no estar
controlado por un locus mayor. Sin embargo, con la saturacion de marcadores, podrian

identificar un QTL mayor. En otro estudio, Sugimoto et al. (2005), mediante RAPD's,
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confirmd la presencia de un locus simple dominante, para esta caracteristica, sin
embargo; no estuvieron lo suficientemente cerca para ser usados como herramienta de

seleccion.
Esterilidad masculina y femenina

La planta de fresa es hermafrodita, sin embargo F. virginiana y F. chiloensis presentan
esterilidad masculina y femenina. Mediante mapeo usando 350 SSR con 30 grupos de
ligamento en cada parental, el mapa de ligamento reveld que el género esta determinado
por dos loci ligados, uno para la esterilidad femenina y otra para la masculina, con
recombinacién limitada entre ellos. Mediante mapeo comparativo el grupo homadlogo en

Fragaria se identific6 como LG6, (Spigler et al., 2010)

Composicion gendmica de la fresa

El género fragaria incluye 13 especies diploides, un hibrido interespecifico tripode (F. x
bifera), ademas existen especies octaploides, hexaploides y tetraploides; también se han
derivado decaploides mediante hibridacion inter especifica acompafiada de duplicacion
cromosomica inducida, esta variabilidad demuestra lo complejo del género. En la fresa
cultivada se han hecho estudios citolégicos de apareamiento meioético para definir un
modelo de composicion genémica en la especie, se llegé a la conclusion que en Fragaria
X ananassa, existe solo apareamiento bivalente o preferencial y patrones de herencia
disémica, caracteristica de los alopoliploides (los genomas que lo componen provienen
de dos a mas especies diferentes). El comportamiento disémico se puede distinguir del
polisdmico comparando el numero de loci o grupos de ligamento ligados en las fases de
acoplamiento vs la fase de repulsion, o a traves del analisis de la tasa de segregacion de

los marcadores unica o multiple; lo anterior indica que de algun modo los cuatro juegos

30

——
| —



de cromosomas de un genoma encuentran su homaélogo y se aparean entre si. Dilucidar
el tipo de herencia en la fresa octaploide es de gran importancia para clarificar dudas
filogenéticas en la especie, asi como desarrollar estrategias para el mejoramiento
molecular asistido (Rousseau-Gueutin et al., 2008).

El modelo de composicion genémica toma en cuenta el nimero de contribuciones del
genoma diploide original al hexaploide e implica que existen dos genomas distintos estos
son el tipo A y el tipo B, con la diferenciaciéon entre los tipos A vs A"y B vs B,
diferenciando dentro de cada uno los tipos mayores, asi el modelo de la fresa octaploide

propuesto es AAA'A’'BBB’B’, (Hirakawa et al., 2014).

Identificacion del germoplasma

Las diversas técnicas de marcadores moleculares permiten definir ¢qué genes o alelos
especificos contiene un genoma?, ademas arrojan productos simples y reproducibles
para intentar identificar la variabilidad entre individuos, se basan en la identificacion de
los &cidos nucleicos, aunque también pueden identificar variantes de enzimas especificas
asociadas con algun caracter cuantitativo determinado. Un biomarcador que represente
fielmente un caracter de interés es de gran valor, estas técnicas no se han implementado
en programas publicos de mejoramiento en fresa y por el contrario, las empresas privadas
utilizan el poder de estas técnicas para delimitar el numero de lineas a seleccionar
durante su programa de mejoramiento anual; sin embargo, el principal uso de este tipo

de herramientas es para describir el genoma de la fresa (Folta et al., 2011).

En el cultivo de la fresa se han utilizado una serie de técnicas moleculares, principalmente

las basadas en estrategias sobre PCR. Los estudios mas prematuros se han utilizado

31

——
| —



para establecer analisis de la huella y el diagrama de diversidad genética (Govan et al.
2008; Arnau et al. 2003). El uso de técnicas basadas en PCR en sus enfoques de RAPD
(amplificacién de ADN polimérfico aleatorio) o AFLPs presentan adn algunos desafios a
vencer cuando se desea crear una huella genética; estos métodos son arbitrarios, y que
al manejar la secuencia del genoma se puede alterar el tamafio de la amplificacion;
ademas pueden verse influenciados por la calidad del ADN obtenido, iones, temperatura
y una serie de otras variables que pueden salirse de control en el laboratorio, limitando
su aplicacion. Mientras que los métodos basados en PCR pueden considerarse poco
fiables y su aplicacion ha conseguido varios éxitos en los objetivos planteados de algunas
investigaciones. La técnica de RAPDS se ha usado en la identificacion de cultivares;
estudios de diversidad genética, para la creacién de mapas de enlace genético (Davis y
Yu, 1997; Korbin et al. 2002). La técnica de AFLP se ha usado para establecer el mapa
genético en F. x ananassa (Lerceteau- Kohler et al. 2003). Los métodos basados en
marcadores moleculares se han usado como complemento de otros métodos (Korbin et

al. 2002)

Otra técnica utilizada en la descripcion genética de la fresa es el uso de microsatélites de
secuencias simples repetidas (SSR), que representan la expansion variable de las
repeticiones de los polinucleotidos, secciones cortas de ADN y secuencias redundantes,
mide ¢,qué tan rapido se expanden y contraen con el tiempo?, Ya que estos se originan
de secuencias primarias y se ligan en sitios conocidos, pueden ser amplificados y
analizados de forma confiable. Se han desarrollado microsatélites para especies de

diferentes niveles de ploidias: para la fresa cultivada octaploide, F. x ananassa (Davis et
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al. 2006; Rousseau-Gueutin et al. 2008), para F. virginiana (Ashley et al. 2003), para la

especie diploide, F. vesca (James et al. 2003; Ciprani y Testolin, 2004).

Las técnicas de marcadores moleculares se han utilizado también para elaborar mapas
genéticos, donde se describe la posicion de los genes, en la fresa se ha realizado en
organismos con diferentes niveles de ploidia. El primer mapa generado para fresa que
fue reportado su construyé mediante la técnica de marcadores de RAPD, el mapa cubre
445 centimorgans (cM), divididos en siete grupos enlazados, y se comprimioé en 75
RAPDS. El mapa publicado inicialmente consistio en 68 micro satélites, se amplifico una
secuencia de una region caracterizada por SCAR, seis marcadores para genes
especificos y tres caracteristicas morfologicas. El primer mapa genético en fresas
poliploides se obtuvo usando la técnica de marcadores AFLP, se us6 un pseudo test de
cruza de dos vias y se generaron mapas para hembras y machos con grupos de enlace
a 1 604 cMy 1496 cM de longitud, respectivamente; los grupos de enlace identificados
se expandieron después usando la técnica de marcadores SSR. Mas recientemente, se
han usado otros dos mapas de grupos de enlace usando marcadores AFLP o SSR, con
el objetivo de mapear el loci cuantitativo asociado a la caracteristica de dia neutro. Un
mapeo comparativo entre genotipos diploides y octaploides reveld altos niveles de
macrosintenia y colinearidad, lo cual sugiere que la poliploidizaciéon no provoca ninguna

diferencia en el reordenamiento de los cromosomas (Folta, et al., 2011).
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CAPITULO Il: HUELLA GENETICA DE LAS VARIEDADES DE FRESA

OBTENIDAS EN EL COLEGIO DE POSTGRADUADOS.
Martin Aguilar Tlatelpa

RESUMEN
En el presente trabajo se obtuvo la huella genética de las variedades de fresa CP0201,

CP0204, CP0615, CPLE7 y Festival, utilizando nueve micro-satélites (SSR). El proceso
incluyo la estandarizacion, tanto de la extraccion de ADN del tejido foliar de fresa; donde
se probaron tres metodologias CTAB, ChargeSwitch® gDNA Plant kit, de Life
Technologies y la solucion extractora DNAzol®, asi como de la estandarizacién del
proceso de amplificacion por via PCR de los SSR. El tamafio de los productos de PCR
fueron determinados mediante via electroforesis capilar y con el programa GeneMapper®
v. 4, el cual permitid la amplificacion de los diferentes alelos en funcion de su tamafio en
Pb, de la intensidad de la sefial y del numero de alelos amplificados. Se calcularon las
matrices de distancia con dos coeficientes distintos a partir de los alelos amplificados, el
de Jaccard y Dice. Se encontraron un total de 63 alelos distintos y cada iniciador amplifico
entre 3 y 12 alelos. Los marcadores que presentaron mayor numero de alelos fueron
EMFNn181 (1lalelos) y EMFv104 (12 alelos). Con los datos recabados se generaron los
perfiles de huella genética de cada variedad evaluada. Mediante los perfiles alélicos se
pudieron encontrar diferencias entre las variedades CP0615, CPLE7 y Festival; sin
embargo, CP0201 y CP0204 presentaron una huella genética similar, ya que estan
emparentadas mediante su progenitor femenino. Las variedades evaluadas tuvieron un
indice de uniformidad bajo debido al alto nivel de polimorfismo de los marcadores usados,
en tanto el indice de diversidad alélica dentro de las poblaciones vario entre 3.96 hasta

5.93.

Palabras clave: Fragaria x ananassa, huella genética, , SSR’s, PCR.
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INTRODUCCION

El género Fragaria, forma parte de la familia Rosacea que agrupa unas 3,000 especies
de 107 géneros y es una de las familias de mayor importancia a nivel mundial; se puede
diferenciar en funcion de su nivel de ploidia, presenta desde diploides, tetraploides,
hexaploides y octaploides; Sin embargo, Fragaria x ananassa es la especie mas
ampliamente cultivada, de naturaleza octaploide; se origind a partir de la cruza de dos
especies silvestres octaploides: F.virginiana y F. Chiloensis. Todos los esfuerzos de
mejoramiento genético en el cultivo de la fresa partieron de esta poblacion inicial, y se

considera que la fresa tiene una base genética reducida.

En México existen programas de mejoramiento genético, tanto publicos como privados,
que han intentado dar solucién a las problematicas de los productores y consumidores,
desarrollando variedades adaptadas a las condiciones climaticas de las zonas
productoras. Posterior al desarrollo de una variedad surge la necesidad de clasificarla de
manera fisiolégica, morfoldgica y/o molecular, con la finalidad de mantener su integridad
genética en todas y cada una de las etapas de incremento del germoplasma; para este
propoésito una de las herramientas mas promisorias e importantes del cultivo son los

marcadores moleculares (Whitaker, 2011).

Los marcadores moleculares nos permiten identificar poblaciones con una diversidad
genética reducida y mas vulnerables a un posible cambio ambiental, asi como distinguir
subpoblaciones genéticamente diferenciadas del resto, descubrir genealogias génicas y
conocer el grado de parentesco entre individuos (Graham et al., 1996; Powell et al., 1996;
Degani et al., 2001; Sargent etal., 2006; Carbone etal.,, 2006; Dangl etal., 2007,

Rousseau-Gueutin et al., 2008; Gil-Ariza et al., 2009). Otros usos son: identificacion
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varietal, para defensa de la propiedad intelectual, la evaluacion de la pureza del material
vegetal en viveros, la identificacion de variacion somaclonal en lotes de cultivo in vitro y

evitar la mezcla de material vegetal en bancos de germoplasma.

Para la identificacion varietal mediante el enfoque de los marcadores moleculares en
fresa se han usado diversas técnicas, como los AFLP’s (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism) y RAPD’s (Random Amplified Polymorphic DNA) (Powell et al., 1996;
Degani et al., 1998; Congiu et al., 2000; Degani et al., 2001; Arnau et al., 2001; Tyrka
et al., 2002; Garcia et al., 2002). También se han usado los microsatélites SSR (Simple
Sequence Repeat), que son arreglos de di-, tri- o tetra- nucledtidos, posicionados uno
enseguida del otro, muy abundantes en todo el genoma eucaridtico, codominates,
expresan varios alelos por locus, tienen un alto nivel de polimorfismo y su costo es menor
en comparacién con marcadores de generaciones anteriores (Arnau etal., 2002;

Shimomura y Hirashima, 2006; Gonzalez y Aguirre, 2007; Debnath y Ricard, 2009).

Los SSR se han convertido en los marcadores preferidos para la identificacion varietal,
tanto en el sector publico como privado; ademas de la identificacion varietal también se
han usado en otras disciplinas (Debnath etal., 2008). Son robustos, confiables,
reproducibles y consistentes como identificadores genotipicos, también se han usado en
la caracterizacion de poliploides (Holton et al., 2002; Beovides et al., 2006; Han et al.,
2006; Zhang et al., 2010; Novo et al., 2010; Hwang et al., 2011; Nantoumé et al., 2013),
en la caracterizacion molecular del cultivo de fresa (Arnau et al., 2002; Sargent et al.,
2003; Hadonou etal., 2004) y se ha probado su habilidad para distinguir entre
variedades de fresa altamente relacionadas (Shimomura y Hirashima, 2006; Carrasco

et al., 2007; Dangl et al., 2007; Debnath et al., 2008; Hussein et al.,, 2008; Debnath y
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Ricard, 2009). De esta manera la caracterizacion molecular se presenta como una
herramienta complementaria a la caracterizacion morfolégica, donde una vez puesto a
punto el proceso, se puede evaluar la integridad genética del material vegetal de manera

rapida.

El objetivo del presente trabajo fue obtener la huella genética de las variedades de fresa
del Colegio de Postgraduados CP0201 (Zamorana), CP0204 (Jacona), CPLE7, CP0615
y de la variedad comercial Festival mediante el uso de SSR, con nueve pares de primers.
MATERIALES Y METODOS
Para iniciar el proceso se colectd hoja de planta de fresa recientemente expandida,
proveniente de invernadero, e inmediatamente colocada a -20°C antes del proceso de
extraccion de DNA. Se probaron tres metodologias para la extracciéon de ADN de fresa
(En el kit ChargeSwitch® gDNA Plant kit, de Life Technologies (Invitrogene, 2006), la
solucién extractora Plant DNAzol® Reagent (Life Technologies, 2001) y la metodologia

de CTAB, (Porebski et al. 1997; Nunes et al. 2011).

Se hicieron algunas modificaciones a las metodologias en funcion de las necesidades de
las plantas como se describe a continuacion: En el kit ChargeSwitch®, se usaron 100 mg
de tejido foliar, 600 ul de lisis, 100 ul de reactivo A, el cual se modificé agregando PVP
40 000 en lugar de usar PVP 10 000, 2ul de RNasa, 400 ul de buffer de precipitacion; la
separacion y elusion del DNA se hizo con el robot de extraccion KingFisher™ Flex
Magnetic Particle Processors; el trabajo se llevé a cabo en el laboratorio de extraccion de

DNA del area de Genética, en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillos.

La segunda metodologia fue CTAB, disefiada para plantas con alto contenido de poli

fenoles y polisacaridos (Porebski et al. 1997; Nunes et al. 2011), se usaron 100 ug de
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tejido foliar en 5 ml de buffer y 50 mg de PVP 40 000, 5 M NaCl, 10 mM tris-HCI, 1 M

EDTA, 2 % CTAB, pH 8.

La tercer metodologia fue la solucion extractora Plant DNAzol se agregé PVP 40 000,
con 100 ug de tejido foliar, 300 pl de reagent, 10 mg de PVP 40 000, la extraccién se hizo
con 300 pl de cloroformo y la precipitacion con NaCl 5M, siguiendo las indicaciones del
manual de usuario, el macerado de la muestra junto a al buffer de lisis se hizo con el

macerador TissueLyser Quiajen®.

Tanto la metodologia de CTAB como la de DNAzol se hicieron en el laboratorio de usos
multiples en el area de Fruticultura del Colegio de Postgraduados. Cada ensayo tuvo
cinco repeticiones y se hicieron tres ensayos por cada una de las tres metodologias

evaluadas.

La concentracion expresada en nanogramos por microlitro (ng/pl) y la calidad de DNA en
términos de Densidad 6ptica relacion 260 y 280 nm de absorbancia (DOz2s0/280) s€ midid
con un espectrofotometro NanoDrop® 2000, Thermo Scientific, después se diluy6é a 20
ng.ult. Con el DNA extraido se hicieron pruebas de amplificacién de los SSR. En funcién
de las calidades de DNA se decidié tomar muestras con 1.3, 1.4 y 1.8 de DOz2s0/280 para
ello se usaron tres repeticiones de cada calidad de DNA evaluada. Esta prueba se evalu6
mediante electroforesis capilar en un secuenciador ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer.
En el proceso de amplificaciéon de PCR se usaron las condiciones mencionadas por
(Sargent et al., 2003), sin embargo se requirié optimizar la técnica de PCR en funcién del
equipo y condiciones del laboratorio como se explica a continuacion: Se us6 PCR de
punto final en lugar de PCR Touch Down y se incrementaron los tiempos de reaccion (

desnaturalizacion inicial 4:00 min, desnaturalizacion 1:00 min, temperatura de
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alineamiento 2:00 min, temperatura de elongacion 2:00 min, el paso de extension final

60:00 min).

Ademas, se corrieron pruebas en gradiente por cada par de primer, para determinar la
temperatura de alineamiento 6ptima (Ta). Estas pruebas consistieron en probar ocho
temperaturas distintas en un gradiente donde la temperatura decrece en 0.5 °C, a partir
de la temperaturas base usadas en el programa de PCR touchdown (Sargent et al.,

2003).

En la reaccion de PCR final se usé un volumen total de 25 pl con 20 ng.ul' de DNA
gendémico, 1.5 uM de MgClz, 10 pmol de cada primer, 1X PCR Buffer, 0.2 uM de DNTP’s,
una unidad de DNA polimerasa, proveniente del kit GoTag®, PROMEGA 500u. La
configuracion del programa de PCR constdé de los siguientes pasos: Un paso de
desnaturalizacion inicial de 95°C por 4 min; 30 ciclos: desnaturalizacion de 95°C por 1
min, alineamiento por 2 min, extensién de 72°C por 2 min; por ultimo extension final a

72°C por 60 min, en un termo-ciclador BIORAD modelo C1000 thermal cycler.

Para la caracterizacion molecular de las variedades de fresa se usaron un juego de nueve
SSR’s desarrollados para fresa diploide (Sargent et al., 2003) y posteriormente probados
en la fresa cultivada octaploide (Govan etal.,, 2008; Brunings et al., 2010), que se
agruparon en tres reacciones multiplex, para lo cual se us6 el programa Multiplex
Manager, (Holleley y Geerts, 2009), se etiquetaron con los siguientes marcadores
fluorescentes 5’"HEX y 5"FAM (Macrogen Inc.) Las reacciones multiplex se configuraron
de la siguiente manera: Grupo 1: EMFn182 5'FAM, EMFvi166 5'FAM, ARSFL11 5" HEX;
Grupo 2: EMFv104 5°'FAM, EMFn181 5"'HEX, EMFn121 5'FAM; Grupo 3: EMFvil136

5"FAM, EMFn170 5"HEX, EMFn111 5"'FAM, estas reacciones se configuraron como PCR
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multiple de punto final usando la Ta Optima para cada uno de los grupos. Una vez
estandarizado el proceso de PCR, se analizaron quince individuos de cada una de las

variedades de fresa evaluadas.

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis capilar en un secuenciador
ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer; como marcador de peso molecular se uso Liz 500
Applied Biosystems, Foster City, CA; se us0 un factor de dilucion de cinco al momento
de cargar los productos de PCR en el secuenciador. La lectura de los electroferogramas

e identificacion de alelos se hizo con el programa GeneMapper® version 4.

Una vez identificados los alelos de cada una de las variedades se construyeron patrones
alélicos a partir de donde se identificaron las diferencias en cuanto a numero, tamafio y
rango de amplificacion para cada SSR. Posteriormente, con el analisis de las frecuencias
alélicas, calculadas a partir de la matriz de presencia y ausencia elaborada con el paquete
en Polysat bajo el ambiente R (Clark y Jasieniuk, 2011), se compararon las similitudes
o diferencias en cuanto al patrén expresado en cada una de las variedades evaluadas.
Para ello se us6 el programa de andlisis de dato INFOGEN/E, v. 2014. A partir de donde
se obtuvo la matriz de distancias con dos coeficientes distintos, el de Jaccard (Sj) (Seath
y Sokal, 1973) y el de DICE (Sp) (Dice, 1945) o de Nei-Li (1979). Estos coeficientes
expresan la probabilidad de que un alelo en un individuo esté también en otro. A partir de

estos se construyeron fenogramas con el programa NTSYSpc v. 2.10.

Como estimadores poblacionales se calcularon a partir de conteo directo de cada uno de
los alelos obtenidos, los siguientes indices: indice de uniformidad de una poblaciéon (Uj=

1/m[> pij] ), indice de diversidad de una poblacion (HJ= -> pij In pij ), el polimorfismo de
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la poblacion media (Hpop= 1/n Y Hj = > pij In pij) y el polimorfismo de la especie (Hsp = -
> pi In pi).
RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado del proceso de estandarizacion en la extraccién de DNA se obtuvo que
el método Charge Switch Kit® tuvo calidades de entre 1.4 a 1.8 DO2sors0 Y
concentraciones de entre 150 a 192 ng.ul?. La metodologia de CTAB tuvo calidades de
entre 1.4 a 1.9 DOz2s0/280, Sin embargo arrojé concentraciones muy variables de entre 37.8
ng.ul ! hasta 400 ng.ult. La solucién extractora DNAzol®, presenté calidades fuera de los
rangos permisibles por debajo de 1.3 DOzs0/280 Y por arriba de 1.9 DOze0/280, por tal motivo
las muestras no son aptas para su amplificacién, también tuvo concentraciones de ADN
muy bajas de entre 17.3 ng.ul?, hasta 34 ng.ul, debido a los lavados salinos que implica
la metodologia. En el cuadro 1 se puede observar un resumen de los datos obtenidos en

cada una de las metodologias de extraccion empleadas.

La calidad 6ptima para la amplificacion de los SSR evaluados fue de 1.4 DO2s0280
(densidad optica relacion 260/280), hasta 1.8 DOzeor280, por debajo o arriba de este
intervalo no se obtuvo amplificacién alguna (Figura 1). Cabe destacar que Chargue
Switch Kit®, fue totalmente automatizado debido a que la etapa de lavado se hizo con el
robot de extraccion disefiado para el mencionado kit de extraccion; mientras que los
métodos de CTAB y DNAzol®, dependen de procesos manuales de precipitaciony lavado
(tiempos de incubacion, decantados, numero de lavados), es en este punto donde se
afecta la homogeneidad entre muestras del proceso de extraccion y la obtencion final del

ADN.
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Durante el proceso de amplificacion de los micro satélites via PCR se uso la metodologia
descrita por Sargent et al. (2003), misma que no produjo ningun evento de amplificacion,
ya que en su trabajo describi6 las condiciones de amplificacion usando la técnica de PCR
touch-down, donde las temperaturas de alineamiento se programan en un intervalo,
bajando la temperatura a partir del punto de alineamiento éptimo, donde se parte de una
temperatura menos permisiva para la amplificacion a una mas especifica, asegurando

que la amplificacion se lleve a cabo

Cuadro 1. Concentracion de ADN y densidad Optica de tres metodologias de

extraccion.
DNAZzol Chargue Switch kit CTAB
Muestra DNA DO DNA DNA DNA DO
(ng/ul) (260/280) ng/ul (260/280)  (ng/ul)  (260/280)
1 29.1 1.3 192.0 1.4 37.8 1.4
2 33.9 1.3 180.9 1.4 150.7 15
3 30.9 1.3 181.3 1.5 62.0 1.7
4 17.3 2.9 147.0 1.6 51.5 14
5 24.9 2.3 181.1 1.8 462.0 1.9

*Cada muestra consto de tres repeticiones

. Bajo estas condiciones no se conoce la temperatura de alineamiento (Ta) ni el ciclo en
que amplificé el primer (Oliveira et al. 2010). Por tal motivo en el presente trabajo se
buscaron las temperaturas de alineamiento éptimas mediante PCR de punto final,
presentadas en el Cuadro 2. En el mismo cuadro también se ve el nUmero de picos y su
tamafo expresado en pares de bases, en comparacion con las observadas por otros
autores, quienes probaron los SSR’s en selecciones avanzadas y variedades diversas,

obtenidas en sus respectivos programas de mejoramiento (Govan et al. 2008; Folta et al.
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2010), donde se destaca que el peso molecular de los fragmentos amplificados se

mantuvieron dentro de los limites reportados.

El nimero de alelos observados varié en comparacion de los reportados; esto se debio
al numero y el tipo de accesiones usadas en cada estudio ya que la diversidad alélica de

los marcadores SSR es mayor entre mas accesiones se analicen (Yoon et al., 2012).

Se encontraron un total de 63 alelos diferentes en las cinco accesiones probadas, cuadro
3, considerando los nueve SSR, el numero de alelos amplificados vari6 de entre 3y 12
alelos por cada SSR. Los marcadores que mas alelos presentaron fueron el EMFn181y
el EMFv104, con 11 y 12, respectivamente. Segun Govan et al. (2008), tan solo uno de
estos dos SSR puede discriminar entre accesiones muy relacionadas. Todos los
marcadores evaluados tuvieron un alto nivel de variabilidad y estan distribuidos por todo

el genoma del genero Fragaria, lo que resulté en una huella Unica para cada accesion.
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Figura 1. Prueba de amplificacién de PCR del marcador EMFn111 en funcién de la calidad de
DNA expresada en densidad 6ptica relacion 260/280 (DO2sor280)- Electroferograma elaborado
con el programa GeneMapper®. a) DOzeo/280; b) 1.4 DO2601280; C) 1.8 DO260/280.

Con los pesos moleculares expresados en pares de bases (pb) de cada alelo se crearon
patrones alélicos de las accesiones por cada SSR (Cuadro 4). En los mencionados
patrones se observa las diferencias entre accesiones en cuanto al tamafio y nimero de
los fragmentos amplificados; estos datos sirven como base estandar a modo de comparar
los resultados obtenidos en ensayos de identificacién varietal del germoplasma aqui
estudiado. Ademas, es un aporte a los procesos de estandarizacion de la técnica de PCR

entre diferentes laboratorios y condiciones de trabajo.
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Cuadro 2 . Temperaturas de amplificacion, picos observados y tamafio de los
fragmentos hallados en el presente estudio en comparacion con estudios previos.

Brunings et al., 2010 Govan et al., 2008

———————————— En el estudio --------
Primer Locus *Ta PO TRango TPOB "RB XPOG *RG
°C No Pb No Pb No Pb
1 ARSFL11 61.5 5 250 - 275 8 258-278 14 257-321
2 EMFN111 61.5 3 230 - 250 - - 24 208-269
3 EMFn121 51.5 5 225-260 8 228-254 15 226-256
4 EMFn170 58 9 185-230 9 188-233 15 188-238
5 EMFn181 54.6 11 155-240 7 164-212 35 138-248
6 EMFn182 59.8 5 170-210 8 179-202 15 191-219
7 EMFv104 58.6 12 75-135 15 72-126 27 69-138
8 EMFvi136 59.8 7 130-170 8 132-160 18 111-188
9 EMFvi166 59.8 4 255-285 4 268-281 11 254-282

Nota: *Temperatura de amplificacion; **Picos observados; ftamafio de los fragmentos; "Picos observados;
¥"Rangos observados por Brunings et al, 2010; *Picos observados; *Rangos observados por Govan et al,
2008.

Las accesiones CP0201 y CP0204, proceden del mismo progenitor femenino, por lo cual
estan altamente emparentadas, situacion que queda de manifiesto en su patron alélico;
sin embargo, las diferencias entre ellas se notan en los marcadores: EMFn182,
EMFvil66, EMFn181. En un estudio presentado por (Brunings et al>, 2010), reportd
anteriormente la huella genética de la variedad Festival en Florida, , donde se analizo el
mismo juego de marcadores moleculares. Las diferencias con la variedad Festival del
Colegio de Postgraduados son las siguientes: cuatro marcadores (EMFvi166, EMFn121,
EMFNn170) tuvieron el mismo numero de alelos, sin embargo tres SSR (ARSFL11,
EMFN182, EMFVi136) expresaron alelos distintos, en cuanto al tamafo de los fragmentos
encontrados. El SSR EMFn181 tuvo nueve alelos en el presente trabajo contra cuatro en
el trabajo previo y el SSR EMFv104 presentd ocho alelos en comparacion con seis del

perfil de Florida, figura 2.
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Figura 2. Comparativos entre patron alélico de las variedades Festival mantenida en el
Colegio de Postgraduados y la mantenida en Florida segun Brunings et al, (2010).

No obstante Brunings et al. (2010), encontraron en otras accesiones mayor cantidad de
alelos con tamarfios similares a los obtenidos en el presente estudio. Lo anterior puede
indicar que la variedad Festival que aqui analizamos no es la misma a la que evaluo el
mencionado autor, o que durante las etapas de multiplicacién sufri6 contaminacién de

otros materiales, generando algun tipo de variacién.

En la Figura 4 se observan los patrones alélicos obtenidos para cada una de las

accesiones evaluadas a partir de donde se puede comparar el patron de bandeo para

cada variedad.

Gréficas obtenidas mediante R.
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50

'



Cuadro 3 . Numero de alelos observados considerando todos los marcadores usados en
las cinco accesiones evaluadas

Alelos *A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al0 All Al2

ARSFL11 261 263 267 259 272
EMFn182 176 185 188 198 190 191
EMFvi166 278 271 278 269 260
EMFn121 229 233 254 255 248
;(./:)) EMFn181 166 172 175 185 188 211 218 231 159 209 236
EMFv104 78 88 91 104 108 112 123 125 128 95 110 117
EMFN111 244 247 236
EMFN170 187 193 197 201 208 223 225 216 205
EMFvi136 134 143 153 155 161 163 157

*Numero de alelos identificado

Como resultado del analisis fenético, se tiene que las accesiones evaluadas se
diferenciaron en funcion de su origen, de tal modo que tanto para el coefiente de Jaccard
como para el coeficiente de Dice se obtuvieron resultados similares cuando se calcularon
las matrices de distancias fenéticas, los resultados de ambos se pueden observar en la
Figura 3, donde se presentan los fenogramas que resultaron de cada uno de los
coeficientes aplicados. Es importante resaltar que con el uso de ambos coeficientes el
agrupamiento de las accesiones es la misma, en este tipo de fenogramas es posible hallar
similitudes o diferencias entre las accesiones usando los datos de presencia y/o ausencia
de alelos de la huella genética de las variedades de fresa que se usaron en el presente
estudio. Las variedades CP0201 (Zamorana) y CP0204 (Jacona) tuvieron una huella
genética muy similar, por situarse en la misma rama en el fenograma, y por tanto se
confirma que estan relacionadas, consultando los datos genealégicos de estas

variedades, se tiene que ambas comparten el mismo progenitor femenino.
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Las variedades CP0615, CPLE7 y Festival poseen un patron alélico distinto en
comparacion con las variedades del Colegio de Postgraduados. Lo anterior ratifica lo
mencionado por (Govan et al., 2008), sobre el poder de discriminacion de los micro
satélites aqui empleados. En cuanto a los estimadores poblacionales calculados, se tuvo
que el indice de uniformidad de una poblacion (Uj) indica la distribucion de cada uno de
los alelos evaluados dentro de cada poblacion, puede tomar valores de uniformidad alta

(Uj= 0 6 Uj= 1) o uniformidad baja (0 < Uj < 1).

‘CP0201 }CP0201

CP0204 CP0204

FESTIVAL

FESTIVAL

CPLE7 CPLET

CP0615 CP0615

r T T T 1 —_———1Yr——

COEFICIENTE DE DICE COEFICIENTE DE JACCARD

Figura 3.Fenogramas generados a partir de datos moleculares (SSR), resultados obtenidos del
célculo de matrices de distancias fenéticas mediante el coeficiente de Dice (izquierda) y de
Jacard (derecha)

Al estimar Uj en las variedades de fresa evaluadas, con los alelos derivados de SSR’s,
se tienen que las poblaciones presentaron un nivel de uniformidad bajo (cuadro 5). Esto
se debio a la naturaleza polimoérfica de los micros satélites, y el que mas alelos presento,

tuvo hasta nueve alelos de distintos tamafios; dado que el nimero de alelos amplificados
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por cada micro satélite cambia en funcién de las variedades evaluadas la uniformidad

entre poblaciones indica que existen diferencias entre los alelos observados.
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Figura 4. Geles virtuales elaborados a partir de los patrones alélicos de las
accesiones evaluadas. Usando R v.3.1.2
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En lo referente al indice de diversidad de una poblacion (Hj), este mide el grado de
entropia o grado promedio de incertidumbre en identificar a cual categoria puede
pertenecer un individuo escogido al azar de la coleccion. De esta manera las poblaciones
gue tuvieron mayor diversidad alélica fueron Festival, CPLE7 y CP0201 (Zamorana), con
respecto a las restantes. En el Cuadro 5, se observan también el polimorfismo de la

poblacién media y el polimorfismo de la especie.

Cuadro 4 . Estimadores poblacionales de las variedades de fresa evaluadas

VARIEDAD *Uj *Hj tHpop THsp
CP0615 0.54 3.96 4.89 24.45
CP0201 0.46 5.10
CP0204 0.50 4.32
CPLE7 0.53 5.15
FESTIVAL 0.49 5.93

*Indice de uniformidad de una poblacion; **indice de diversidad de una poblacién;
TPolimorfismo de la poblacién media; "Polimorfismo de la especie.

CONCLUSIONES
Con cada uno de los métodos de extraccion de ADN evaluados se obtuvieron calidades

y concentraciones Optimas para la amplificacion de los SSR, la diferencia entre ellos
radico en la homogeneidad y repetitividad de los resultados debido a los procesos
manuales de lavado, de tal manera que con el método automatizado Chargue Switch kit®,

se obtuvieron resultados repetibles.

Se obtuvo el patron alélico o huella genética de las variedades de fresa del Colegio de
Postgraduados. Las diferencias entre variedades se expresaron en el nimero de alelos

amplificados, asi como en su tamafio, expresado en pares de bases. Con el set de nueve
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marcadores SSR empleados y el patrén alélico que arrojaron se pudo evidenciar las
similitudes entre las variedades CP0201 y CP0204, indicando su parentesco ya que
comparten a su progenitor femenino. Se infiere que las variedades de CP0615 y CPLE?7,

tienen un patron alélico diferente a las demas variedades evaluadas.

Cada uno de los patrones alélicos generados o huella genética se puede usar para
asegurar la integridad genética de las variedades de fresa del Colegio de Postgraduados,
en todos y cada uno de los procesos de multiplicacion y produccion de planta (In vitro,

viveros y produccion comercial).
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CAPITULO lll: SELECCION DE LINEAS AVANZADAS EN EL
PROGRAMA DE MEJORAMIENTO GENETICO DE FRESA EN EL
COLEGIO DE POSTGRADUADOS

RESUMEN

Durante el ciclo 2013-2014 se germinaron aquenios de fresa provenientes de cruzas a
partir de progenitores élite, se evaluaron las plantas generadas durante cinco meses una
vez que comenzaron a emitir estolones vy frutos, las variables que se evaluaron fueron
componentes del rendimiento, analizandolas mediante analisis de componentes
principales, de donde se obtuvieron cuatro componentes principales, con tres de ellos se
logré explicar el 98% de la variacion, a partir de donde se seleccionaron 25 genotipos
mediante seleccion individual. Con los genotipos seleccionados se generaron familias F2,
obteniendo mas aquenios que se germinaron y evaluaron en condiciones de campo, se
obtuvieron un total de 1 559 plantas, evaluadas durante el ciclo de seleccién 2014-2015;
las familias obtenidas se evaluaron durante un periodo de cinco meses, midiendo
variables relacionadas con rendimiento, el procedimiento estadistico para escoger las
plantas superiores fue andlisis de componentes principales, de donde se obtuvieron seis
componentes principales, con cuatro de ellos se logré explicar el 90% de la variacién
existente. Como resultado de la seleccién individual se seleccionaron 70 genotipos de
distintas familias, mismos que se seguiran evaluando mediante la formacion de familias

clonales bajo distintas condiciones ambientales.

Palabras clave: Seleccion individual, componentes principales; fragaria x ananassa.
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INTRODUCCION

La fresa (fragaria x ananassa), de naturaleza octaploide es un cultivo de alto valor
comercial en todo el mundo, la produccion de fruto es de mas del doble si se compara
con la de otras frutillas combinadas (Stewart, 2012), por el mundo existen mas de 100
programas de mejoramiento; para el afio 2000 ya existian un total de 40 paises con
programas de mejoramiento, cuyas variedades fueron liberadas por 79 instituciones de
educacion publica y por 52 compaiiias privadas, (Community Plant Variety Office, 2014).
Sobre todo se enfocaron a elevar las caracteristicas agrondmicas y de calidad de fruto
tales como: sabor, textura, contenido de antioxidantes, produccién prolongada y sobre

todo una mayor vida post cosecha o de anaquel, (Govan et al., 2008).

El fruto de la planta de fresa es muy apreciado y consumido por los habitantes de los
paises desarrollados situacion evidente si se consultan las estadisticas de la FAO,
(FAOSTAT, 2016), donde muestran que los principales paises importadores de este fruto
son: Estados Unidos de América, Canada, Alemania, Francia y Rusia, mientras que los
principales exportadores son: Espafia, Estados Unidos de América, México, Bélgica e
Italia. Esta situacion sitta al cultivo de la fresa como atractivo para la entrada de divisas

al pais, producto de la exportacion de fruto, tanto en fresco como congelado.

En México la fresa se considera como un cultivo industrial y en algunos estados se cultiva
de manera intensiva como en: Michoacan, Baja California, Guanajuato, Jalisco y el
Estado de México. Un incentivo extra para fomentar el cultivo de la fresa es el alto precio,
tan solo, en México alcanza los US$ 897.73 por ton. (SIAP, 2014), equivalente a $16
792.00 MN. ton', segun el tipo de cambio actual ($ 18.87, pesos por délar, Banxico,

2016).
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Dada la importancia del cultivo en México, existe algunos programas de mejoramiento
genético, donde se hacen esfuerzos de mejora mediante las técnicas tradicionales, como
en el caso del Colegio de Postgraduados y el INIFAP (Instituto nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias), de donde se han liberado variedades
como Jacona, Zamorana, Nikte y Pakal, sin embargo también instituciones como el
CINVESTAV estan incursionando en el uso de técnicas biotecnologicas en el proceso de

mejoramiento.

La principal razén para la existencia de varios programas de mejoramiento alrededor del
mundo es la pobre plasticidad fenotipica que expresa el cultivo de la fresa, ya que existe
una importante interaccion entre el genotipo y el ambiente donde se desarrolla, (Alm
etal., 2007; Bradford etal., 2010). Lo anterior aunado a la preferencia de los
consumidores, las exigencias de la industria, el mercado y de los mismos productores,
hacen que la dinAmica de generacion de variedades sea muy activa, tanto en el sector

publico como privado (Lezzoni et al., 2010).

De entre los caracteres mas importantes durante el proceso de mejora de la fresa se
encuentran: tamafio y namero de frutos, estolonizacién, color externo e interno, y
uniformidad de la produccion. Cuando se desean mejorar caracteristicas organolépticas
a las selecciones avanzadas del programa se evaltan caracteres como: el contenido de
sélidos solubles, la acidez titulable, los azucares individuales y compuestos volatiles,
(Whitaker et al. 2011).La mayoria de los programas de mejoramiento se basan en
esquemas de apareamiento recombinante complementario, para tomar ventaja de los
efectos no aditivos y de la actitud combinatoria especifica, para después hacer seleccion

en la progenie de cada cruza dirigida (Faedi et al. 2002).
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El principal objetivo es incrementar el tamafo y la uniformidad de los frutos por planta,
reduciendo el numero de frutos de desecho, con frutos atractivos para el consumidor, y
aumentando la eficiencia de cosecha (Whitaker, 2011). Con resultados de andlisis de
correlacion se determiné que durante el proceso de seleccion y con la finalidad de
incrementar el tamafio del fruto, se debe poner mayor atencidbn a los siguientes
caracteres: numero de hojas, nimero de estolones por planta y numero de frutos por
planta, ya que estos tienen efectos positivos sobre los componentes de rendimiento de

la fresa (Ara et al., 2009).

Existen varias técnicas para discriminar la informaciéon morfolégica colectada en campo
para relacionarla con los efectos del ambiente o encontrar diferencias entre los caracteres
estas son: enfoque de regresion lineal y los relacionados con parametros de estabilidad
(andlisis de conglomerados, analisis de componentes principales, métodos geométricos
y dominancia estocéastica) (Westcott, 1986); y el analisis de componentes principales,
considerado equivalente al método de regresion linear, ya que la estimacion de los
minimos cuadrados es equivalente a obtener los componentes principales de los datos
colectados; y permiten dividir los genotipos en dos grupos, aquellos que muestren

correlacion positivas y aquellos gue tengan correlaciones negativas con cada uno.

En el presente trabajo se evaluaron cruzas F1 de fresa entre progenitores €lite, ademas,
se obtuvo la F2 de las selecciones de primer afio para su evaluacion en un segundo afio,
bajo el enfoque de componentes principales, con el objetivo de seleccionar plantas de

fresa con mayor productividad.
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MATERIALES Y METODOS

Primer afio de evaluacion

El presente estudio se hizo bajo condiciones de campo abierto en Montecillos, Texcoco,
México, a una altura de 2 500 msnm, donde se hicieron cruzas a partir de progenitores
elite de donde resultaron 13 cruzas (cuadro 5); se obtuvieron aquenios a partir de la
infrutescencia colectadas, a cada familia de semillas se les dio tratamiento con acido
sulfurico al 80%, durante cinco minutos, después se enjuagaron con agua corriente, para

lo cual se us6 un cedazo y se limpié cada semilla para eliminar el pericarpio.

Después del tratamiento se germinaron las semillas en charolas redondas con un
volumen de 5.5 dm?; el sustrato de germinaciéon consisti6 en arena de rio con una
granulometria de 2 — 5 micras, regadas cada tercer dia por inmersion, el proceso de
germinacion sucedio en mes y medio a partir de la siembra, al término de cuatro meses
después de la siembra, las plantulas se trasplantaron a vasos de unicel y cuando
alcanzaron seis hojas, cuando pasaron seis meses después de la siembra, se
trasplantaron a macetas de dos litros, con un sustrato constituido por una mezcla de
tierra, agro lita y turba a razén de 1:1:1, la evaluacion se desarroll6 en las macetas, bajo

condiciones de invernadero de cristal.

Las variables que se midieron fueron las siguientes: numero de frutos, rendimiento total,
peso de frutos y estolonizacion; el periodo de evaluacion fue de cinco meses, una vez
que las plantas comenzaron a producir frutos, en la temporada invernal. Con estos
parametros y mediante analisis de componentes principales usando el programa

estadistico SAS, v. 9.2, se escogieron las plantas mas productivas.
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Cuadro 5. Cruzas de fresa evaluadas,

durante el presente estudio
Cruza realizada
Tesoro x Festival
Zamorana X Albion
Jacona x Kristal
Zamorana X San Andreas
Zamorana x 1B6
Zamorana F2
Jacona F2
Festival x Kristal
Zamorana x Tesoro

10 Jacona x Chiflon

11 Jacona x Kristal

12 Zamorana x Fortuna

13 Tesoro x Festival

©oo\103014>oor\>|—\§

Segundo afio de evaluacion

A partir de las selecciones del primer afio de evaluacion, se obtuvieron semillas F2 de 23
familias seleccionadas, con la finalidad de fomentar la variabilidad de los caracteres
evaluados en el primer afio. A las semillas de cada familia se le dio tratamiento de etefon
(acido 2-cloroetilfosfénico), a razén de 20 000 ppm en solucién acuosa, para fomentar
una germinacién homogénea, ya que el &cido sulftrico concentrado empleado el primer

afo de evaluacion resulté en una baja tasa de germinacién de las cruzas realizadas.

Las semillas tratadas se sembraron en las charolas empleadas el primer afo, pero en
esta ocasion se emple6 turba como sustrato de germinacién, se le puso a la bolsa una
cubierta plastica, para mantener la humedad constante, a los tres meses después de la
siembra se trasplanto a charolas de germinacion, cinco meses después de la siembra se

trasplanté a campo, en surcos cubiertos con acolchado plastico.

La evaluacién comenz6 un afio después de las siembras de la semilla y el periodo de

evaluacion tardo cinco meses, donde se midieron las variables, estolonizacién, nUmero
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de frutos por planta, peso y forma de fruto, ademas de tipo de inflorescencia. El analisis
de los datos se hizo mediante analisis de componentes principales, con el programa

estadistico SAS v. 9.2.

RESULTADOS Y DISCUSION

Primer afio de evaluacién

El analisis de componentes principales (ACP) es una técnica estadistica de sintesis de la
informacion o reduccion de la dimension del numero de variables; las variables
seleccionadas se agrupan en componentes principales o factores que son una
combinacion lineal de las variables originales y ademas son independientes entre si, (Hair
et al. 1995). Mediante esta técnica de analisis se pueden elaborar indices de seleccion,
definido como una combinacion lineal de los valores fenotipicos, que permiten separar
genotipos con base en la evaluacion simultanea de varios caracteres, (Sahagun-
castellanos, 1996). El analisis de componentes principales se ha usado para estudios
genéticos en tres maneras: como una herramienta para visualizar patrones de variacion
genética, para definir los pardmetros que deben ser evaluados y para reducir el nimero
de caracteres fenotipicos para después estimar sus parametros genéticos, (Kirkpatrick y

Meyer, 2004)

Mediante las funcionalidades del andlisis de componentes principales y con la matriz de
correlaciones se presentan a continuacion los datos del primer afio de evaluacién de
cruzas entre progenitores élite de fresa. Se escogid la mencionada matriz de
correlaciones debido a la naturaleza de las varianzas presentadas por los datos

obtenidos, matriz que se presenta en el Cuadro 6.
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Cuadro 6. Matriz de correlaciones para las variables estolones, nUmero de
frutos, peso de fruto y rendimiento

esto nf pf rto
esto 1 0.0026 -0.0214 -0.0021
nf 0.0026 1 -0.1713 0.8498
pfs -0.0214 -0.1713 1 0.2786
rto -0.0021 0.8498 0.2786 1

esto = nimero de estolones; nf= nimero de frutos; pf= peso de fruto; rto =
rendimiento por planta

Se obtuvieron cuatro componentes principales denominados fres 1, fres 2, fres 3, fres 4,
que explican la variacion de los datos evaluados, mismos que se presentan en el cuadro
7.

Cuadro 7. Componentes principales obtenidos durante el andlisis

fresl fres2 fres3 fres4
esto 0.002033 0.201727 0.979433 0.003736
nf 0.691321 0.285138 0.059815 0.661206
pfs 0.094745 0.924553 0.189412 0.316778

rto 0.716306 0.15233 0.035456 0.680033
esto = numero de estolones; nf= nimero de frutos; pf= peso de fruto; rto =
rendimiento por planta

Del cuadro siete presentado anteriormente se escogieron los tres primeros componentes
principales ya que estos explican un 98% de la variacion de los datos evaluados. Solo se
escogio el componente fresl, fres2 y fres3, el primero explica en un 71 % a la variable
rendimiento (rto) y en un 69 % al nimero de frutos, lo que indica que estas dos variables
tienen una relacion directa; el segundo componente explica en un 92 % a la variable peso
de fruto; mientras que el tercer componente explica en un 97 % a la variable estolones
(esto). A partir de las combinaciones lineales independientes generadas durante el
analisis de componentes principales se generaron diagramas bidimensionales donde se

pueden observar la dispersion de cada uno de los genotipos evaluados.
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En la Figura 5, se observa la relacidén entre los componentes principales fres 1y fres 2,
los numeros sobre cada uno de los puntos identifica el nUmero de planta asignado
durante el analisis. Los puntos que se observan en el primer cuadrante del grafico
representan a las plantas con un namero de frutos y rendimiento altos, pero de igual
manera un peso de frutos alto en comparacion con las plantas que ocupan el tercer
cuadrante donde se representa la relacion inversa a lo anteriormente explicado. De
manera general, en los cuadrantes dos y tres, se encuentran las plantas que tuvieron un
valor alto, pero solo para una variable en particular. Cabe destacar que los componentes
fres 1y fres 2, presentaron un coeficiente de correlacion de Pearson de cero lo que indica
gue las combinaciones lineales de las variables que representan dichos componentes no

estan correlacionadas.
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Figura 5. Puntos de dispersion de los componentes principales Fres 1 (productividad) y Fres 2 (peso de
fruto), en el primer afio de seleccion individual en fresa.

Bajo el mismo esquema de andlisis se grafic6 el componente fres 1 (productividad) con fres 3
(estolones), (Figura 6); de este grafico se puede deducir que la productividad de la planta

expresada en nuamero de frutos y rendimiento, es inversamente proporcional a la emision de
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estolones de la planta por tal motivo se deben escoger plantas que tengan un alto grado de

productividad y emisidn de estolones de moderada a baja.
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Figura 6. Dispersion de los componentes principales Fres1 (productividad) y Fres3 (estolonizacién), en el
primer afio de seleccion individual en fresa.

A partir del andlisis de componentes principales se escogieron para el siguiente ciclo de
seleccion a los individuos que expresan mayor productividad usando las combinaciones
lineales generadas por el mismo ACP, de tal manera que los individuos seleccionados
resultaran ser los que demostraron ser superiores bajo los términos de las variables
medidas. En el Cuadro 8, se presenta una lista de los individuos seleccionados durante

el primer ciclo de seleccién.
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Cuadro 8. Plantas de fresa seleccionadas mediante analisis de componentes principales durante el
primer ciclo de seleccién 2013-2014

%(()e. Peso por fruto  Rendimiento

Seleccion No. referencia frutos (gr) (ar)

CP-13-01 6 75 9.35 652.8
CP-13-02 7 42 10.64 423.2
CP-13-03 10 45 12.75 500.4
CP-13-04 14 45 13.65 570.1
CP-13-05 16 54 10.05 572.4
CP-13-06 29 41 10.81 419.6
CP-13-07 35 44 10.98 451.5
CP-13-08 36 51 14.5 584.3
CP-13-09 37 49 11.19 392.3
CP-13-10 46 50 8.95 438.1
CP-13-11 47 41 9.48 372.6
CP-13-12 48 39 9.64 393.5
CP-13-13 53 47 8.53 417.7
CP-13-14 59 48 10.5 434.3
CP-13-15 62 56 8.84 496.9
CP-13-16 67 53 10.51 560.8
CP-13-17 68 41 7.76 330.5
CP-13-18 69 34 11.25 360.3
CP-13-19 72 60 11.94 646.6
CP-13-20 73 46 12.97 566.1
CP-13-21 76 45 14.1 565.5
CP-13-22 77 37 10.17 352.9
CP-13-23 83 35 10.75 3384
CP-13-24 90 38 11.29 404.8
CP-13-25 95 39 11.19 385.8

Segundo afio de evaluacion

En el siguiente ciclo de seleccidén (2014-2015) se partié de las plantas escogidas en el
primer afio, a partir de donde se generd una poblacién F2 de las selecciones de primer
afo; la evaluacion procedio del mismo modo que en el primer afio, cuyos resultados se

presentan en las siguientes paginas.
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El analisis de componentes principales se presenta a continuacion (cuadro 9) la matriz
de correlacion de las variables evaluadas, de donde se obtuvieron las relaciones de las

variables evaluadas.

Cuadro 9. Matriz de correlaciones para las variables tomadas en el segundo afio de evaluacion, ciclo

2014-2015

No. De Peso por Rendimiento Forma de Tipo de . Estolonizacion

Frutos fruto fruto Inflorescencia
No. De Frutos 1 0.3842 0.8367 0.3744 0.3278 0.2023
Peso por fruto 0.3842 1 0.6312 0.535 0.3628 0.063
Rendimiento 0.8367 0.6312 1 0.4023 0.3129 0.1793
Forma de fruto 0.3744 0.535 0.4023 1 0.4478 0.0349

Tipo de

Inflorescencia 0.3278 0.3628 0.3129 0.4478 1 0.0226
Estolonizacion 0.2023 0.063 0.1793 0.0349 0.0226 1

Posteriormente se calcularon los componentes principales propios para los datos
analizados, de donde resultaron seis componentes principales, que son combinaciones

lineales de las variables medidas, estos se presentan en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Componentes principales obtenidos durante el andlisis del ciclo de seleccion 2014-

2015
Componentes Principales
fresal fresa2 fresa3 fresad fresab fresab

No. de Frutos 0.472 0.293 0.350 0.377 0.275 0.593
Peso por fruto 0.452 0.172 0.036 0.584 0.559 0.334
Rendimiento 0.514 0.223 0.385 0.041 0.104 0.725
Forma de fruto 0.413 0.343 0.306 0.330 0.707 0.096

. . 0.350 0.368 0.501 0.623 0.317 0.051

Tipo de Inflorescencia

Estolonizacion 0.125 0.763 0.619 0.137 0.036 0.007

A partir de los valores calculados para cada componente principal se observo, que el

componente fresal, esta altamente relacionado a la productividad con variables como
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rendimiento, peso de fruto y namero de frutos; el componente fresa2 esta altamente
relacionado con la estolonizacién; el componente fresa3 esta altamente relacionado con
el tipo de inflorescencia y la estolonizacion; el componente fresa4 esta relacionado con
el tipo de inflorescencia vy el peso del fruto; el componente fresa5 esta relacionado con
la forma del fruto. De acuerdo a los resultados del andlisis solo con considerar cuatro

componentes principales se explica un 90% de la variacion existente.

Como el principal objetivo de este estudio es seleccionar plantas de fresa con una
productividad alta, se consideraron los tres primeros componentes principales y a partir
del andlisis de los graficos de puntuaciones se procedio a seleccionar las plantas mas

productivas.

En el proceso de seleccion se tomo la decision de usar solo los componentes
relacionados con productividad y estolonizacion, ya que segun, Ara et al., (2009), tienen
mayor efecto en los componentes del rendimiento. Mediante los componentes de
rendimiento y estolonizacion se escogieron las mejores setenta plantas a partir de la

Figura 7.
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Figura 3.
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Figura 7. Dispersion de los valores lineales obtenidas por los componentes principales Fresal
(productividad) y Fresa2 (estolonizacion), en el ciclo de seleccion 2014-2015.

En el Cuadro 11, se observan los setenta genotipos que fueron seleccionados en el
proceso de mejoramiento individual, de las familias F2, obtenidas a partir de las
selecciones de fresa del ciclo de seleccion 2013-2014; se trabajé con una presion de
seleccion del 5%, escogiendo solo los mejores individuos en cuanto a componentes de
rendimiento, estos pueden pasar a la siguiente etapa del proceso de seleccién donde se
formaran familias de origen clonal para ser evaluadas bajo distintas condiciones

ambientales y probar su capacidad adaptativa.
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Cuadro 11. Plantas de fresa seleccionadas durante el ciclo 2015-2016

Seleccion de Familia Numero ((:I:or)eferencia Seleccion de Familia Numero ((:lsor)eferencia
procedencia procedencia
CP1301 H1 61 CP1315 H13 1005
CP1304 H3 316 CP1315 H13 1007
CP1305 H4 384 CP1315 H13 1008
CP1305 H4 386 CP1315 H13 1018
CP1306 H5 402 CP1315 H13 1033
CP1306 H5 419 CP1315 H13 1047
CP1307 H6 450 CP1315 H13 1053
CP1307 H6 455 CP1315 H13 1055
CP1309 H8 513 CP1317 H15 1087
CP1309 H8 518 CP1317 H15 1088
CP1309 H8 519 CP1317 H15 1097
CP1308 H7 532 CP1317 H15 1102
CP1308 H7 537 CP1317 H15 1110
CP1308 H7 546 CP1317 H15 1114
CP1307 H6 553 CP1317 H15 1117
CP1313 H11 697 CP1317 H15 1119
CP1313 H11 698 CP1317 H15 1120
CP1313 H11 704 CP1317 H15 1121
CP1313 H11 707 CP1317 H15 1122
CP1311 H9 733 CP1317 H15 1124
CP1313 H11 746 CP1317 H15 1125
CP1313 H11 770 CP1317 H15 1126
CP1312 H10 826 CP1317 H15 1128
CP1312 H10 874 CP1317 H15 1143
CP1312 H10 877 CP1317 H15 1147
CP1312 H10 884 CP1317 H15 1148
CP1317 H15 907 CP1317 H15 1150
CP1317 H15 910 CP1317 H15 1154
CP1317 H15 923 CP1317 h15 1201
CP1317 H15 925 CP1318 H16 1238
CP1317 H15 926 CP1318 H16 1239
CP1316 H14 939 CP1318 H16 1259
CP1316 H14 946 CP1324 H20 1425
CP1316 H14 956 CP1325 H21 1444
CP1316 H14 966 CP1319 H17 1475

74

——
| —



CONCLUSIONES

El andlisis de componentes principales resulté ser una herramienta facil de implementar
e interpretar al establecer una relacion entre dos o mas variables; En nuestro caso en
particular resulto util para discriminar las plantas de fresa con mayor productividad, puede
ser usada como un complemento a la seleccidn fenotipica hecha por el investigador y
tener un punto de vista mas objetivo. El proceso se realiz6 en dos ciclos de seleccion
individual donde en el ciclo 2013-2014, resultaron 25 selecciones de fresa, mientras que
en el ciclo 2015-2016, resultaron 70 selecciones que se pueden denominar de segundo
afio, mismas que seran evaluadas como familias clonales en la siguiente etapa del

proceso de seleccion.
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CAPITULO IV: APTITUD COMBINATORIA DE CARACTERISTICAS
ASOCIADAS AL RENDIMIENTO DE FRUTO EN FRESA, A PARTIR DE
UN DISENO DIALELICO

RESUMEN

En el presente trabajo se evaluaron por su capacidad como progenitores a siete
variedades de fresa, pertenecientes a la colecciéon de germoplasma del postgrado de
fruticultura en el colegio de postgraduados; bajo un disefio de cruzamientos dialélico por
el método Il de Griffing. Se obtuvieron pardmetros como la ACG, ACE, componentes de
ACG y ACE, asi como la heredabilidad en sentido amplio y estricto. Los caracteres
evaluados fueron rendimiento total, peso por fruto y nimero de frutos por planta. Para el
proceso de andlisis estadistico se uso el software denominado, AGD-R, v 2.0, (Analysis
of Genetics Designs, CIMMYT). Como resultado se obtuvo que en todos los caracteres
evaluados la ACE tuvo mayor efecto que la ACE, por tanto los efectos génicos
predominantes fueron los no aditivos, esta situacion se reflejo de igual manera en la
heredabilidad ya que la heredabilidad en sentido estricto, resulté baja en los rasgos
medidos, mientras que la heredabilidad en sentido amplio fue mayor. Se concluye que
las metodologias seleccion apropiadas para estos caracteres son la reciproca recurrente

y/o la hibridacion.

Palabras clave: Dialélico, Aptitud combinatoria general (ACG), Aptitud combinatoria
especifica (ACE), heredabilidad, AGD-R.
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INTRODUCCION

Durante el proceso de mejoramiento en cualquier especie es necesario contar con
herramientas estadisticas de toma de decisiones, donde se analicen parametros como la
aptitud combinatoria general (ACG), aptitud combinatoria especifica (ACE), efectos
maternos (EM), efectos reciprocos (ER) y componentes de varianza; para ello se han
usado de manera extensiva los disefios de cruzas dialélicas, (Luna-spinoza, 2009). De
tal manera que los sistemas de cruzas dialélicas son los mecanismos de apareamiento
mas utilizados para eficientizar el proceso de mejoramiento genético; en un disefio tipico
se tienen un grupo de lineas auto fecundadas p, de donde se cruzan todos los genotipos
entre si, ya que estos permiten el conocimiento de las propiedades genéticas intrinsecas
del material en estudio, el control genético de caracteres cuantitativos y permiten

identificar progenitores y cruzamientos superiores, (Ruelas-Hernandez et al., 2008).

En este tipo de disefios existe un nimero maximo de cruzas posible p2, mismas que se
pueden dividir en tres grupos: i) un niamero p de autofecundaciones; ii) un grupo de F1's
[p(p-1)/2]; iii) un grupo de [p(p-1)/2] cruzas reciprocas. Los métodos experimentales
usados para analizar un disefio dialélico pueden variar en funcion de la presencia o de la
inclusién de las autofecundaciones o de las cruzas reciprocas F1's, en el disefio de
cruzamientos. Existen cuatro métodos: i) donde se incluyen las autopolinizaciones, las
cruzas directas y reciprocas de la F1 (todas las combinaciones p?); ii) se incluyen las
autopolinizaciones y las cruzas directas pero no las reciprocas, resultan las
combinaciones [p(p+1)/2]; iii) se incluyen las cruzas directas y las reciprocas, pero no se
incluyen las autopolinizaciones, resultan [p(p-1)] combinaciones; iv) se incluye las cruzas
directas pero no las reciprocas ni las autopolinizaciones, donde resultan [p(p-1)/2]

combinaciones, (Griffing, 1956a; Griffing, 1956b; Olfati et al., 2012).
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Cuando el numero de progenitores es muy elevado, usualmente mas de diez, se complica
manejar una gran cantidad de cruzamientos, por tal motivo se crearon disefios dialélicos
parciales, las cuales ensayan un subconjunto del total de las cruzas que es posible formar
entre los progenitores basicos, siendo esta una herramienta mas elastica para el
genetista, estos experimentos pueden ser simétricos y asimétricos, los primeros
requieren que cada progenitor involucre el mismo nimero de cruzas, mientras que el
segundo requiere que uno de los progenitores tenga un numero diferente de cruzas,

(Luna-spinoza, 2009).

Mediante la informacion obtenida a partir de un disefio de cruzamientos dialélico, se
obtiene el valor genético (breeding value) de los genotipos parentales, el cual es un dato
esencial para el éxito de un programa de mejoramiento genético; este parametro se
puede deducir a partir de la aptitud combinatoria general y especifica, para cada uno de

los tratamientos evaluados, (Masny et al., 2005).

La aptitud combinatoria general (ACG) de un progenitor para un rasgo en particular es
definida como la media del valor de un caracter en una poblacién de medios hermanos y
sus padres; representa los efectos aditivos de los genes para este tratamiento y refleja la
utilidad general de los parentales para producir nuevos cultivares. La aptitud combinatoria
especifica refleja como un par de parentales contribuyen a la expresion superior de un
caracter en particular en la progenie hibrida. También es definida como la interaccién
entre un par de parentales para un caracter de la progenie y es un parametro que
determina los efectos no aditivos de los genes que contralan el caracter de interés, asi

como los efectos de dominancia y epistasis. La ACE puede variar ampliamente entre
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pares de parentales de un programa de mejoramiento, (Masny et al., 2005; Davik y

Honne, 2005).

Para determinar qué efectos genéticos aditivos 0 no aditivos contribuyen mas sobre un
caracter en particular, se usa el coeficiente de las medias de la aptitud combinatoria
elevada al cuadrado (S%cca/ S%cca), cuando se analizan datos provenientes de un disefio
de cruzas dialélicas o de disefios de cruzas factoriales, un coeficiente alto indica que son
mas importantes los efectos aditivos que los no aditivos en el caracter de interés,

(Lagunes-Espinoza et al., 2003).

En el presente escrito se analizé un disefio de cruzamientos dialélicos 7x7, bajo el
esquema del segundo método de Griffing, (1956a) y Olfati et al., (2012) en el cultivo de
fresa, escogiendo progenitores sobresalientes del programa de mejoramiento del colegio
de postgraduados.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarroll6 en las instalaciones del Colegio de Postgraduados,
Campus, Montecillos, la primera etapa consistié en hacer una serie de cruzamientos bajo
el esquema del método Il de Griffing, cuadro 12, en condiciones de invernadero de cristal
pertenecientes al postgrado de Fruticulturay la segunda etapa consistié en la evaluacion
en campo de los caracteres agronémicos se llevé a cabo en un lote experimental del

campo San Jose, del postgrado de Fruticultura en el Colegio de Postgraduados.
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Cuadro 12.. Disefio de cruzamientos dialélico segun el método 2 de Griffing, y los progenitores de fresa
usados, donde: [p(p+1)/2]

CP-02-01 | CP-02-04 | ALBION FESTIVAL CPLE7 | CP-06-15| NIKTE

CP-02-01 X11 X21 X31 X41 X51 X61 X71
CP-0204 X22 X32 X42 X52 X62 X72
ALBION X33 X43 X53 X63 X73
FESTIVAL X44 X54 X64 X74
CPLEY X55 X65 X75
CP-06-15 X66 X76
NIKTE X717

El germoplasma evaluado como progenitor se puede observar en el cuadro 1, entre ellos
se encuentran dos variedades del Colegio de Postgraduados (CP0201 y CP0204), dos
selecciones avanzadas CP0615 y CPLE7, dos variedades comerciales Albion y Festival,
y una variedad liberada por el INIFAP, llamada Nikte. Las variables que se evaluaron
fueron las asociadas al rendimiento de fruto entre ellas el rendimiento expresado en gr.pl-

1, el peso por fruto en gramos (gr) y el nimero de frutos por planta.

La primera etapa consistio en las siguientes actividades: i) seleccidn de los progenitores;
i) cruzamiento; iii) Colecta de frutos y extraccién de semilla (aquenios); iv) tratamiento
para germinacion de los aquenios; v) germinacion; vi) etapa de plantula. Duracion 7

meses.

La segunda etapa consisti6 en: i) preparacion del terreno (rastreado, surcado y

acolchado); ii) trasplante; iii) evaluacién. Duracién: 9 meses.

El andlisis de los datos del disefio de cruzamientos dialélico propuesto por Griffing (1956),
método dos modelos uno de efectos fijos, se ejecutd con el procedimiento propuesto por

Rodriguez et al, (2015), mediante el software denominado AGD-R, v 2.0, (Analysis of
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Genetics Designs, CIMMYT). Cuyo modelo al evaluarse en un solo ambiente se expresa

a continuacion:

Yik = 1 + REP« + gcai + scajj+ eii

donde:

Yijk es el valor observado

M es la media

REPy es el efecto de repeticiones (k= 1;2;.......r)
gCaj es el efecto paterno (i=1;2;....... p)

SCajj es el efecto materno (i= 1;2;....p y j= 1;2;....p)

€ijk es el efecto del error

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de varianza

En lo referente al analisis de varianza derivado de los resultados del disefio de cruzas
dialélicas se observé que los efectos de la cruza para los caracteres rendimiento, peso
de fruto y nimeros de frutos por planta, resultaron ser altamente significativos (p < 0.01);
mientras que los efectos de ACG y ACE, resultaron también ser altamente significativos
(p =0.01), en la prueba de F derivada del analisis de varianza. Estos resultados sugieren
que los caracteres evaluados estan influenciados por la accion génica aditiva como no

aditiva.

Al analizar la relacion ACG/ACE, se tiene que para rendimiento y niumero de frutos resultd
de mayor importancia la ACG, mientras que en el peso de fruto tuvo mayor peso la ACE,
como se observa en el cuadro 13. Segun Ruelas-Hernandez et al., (2008), cuando la
mayor proporciéon de la relacion mencionada favorece a la ACG, es mas importante la

acciéon génica aditiva, por lo que las metodologias de mejoramiento por seleccion son
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mas efectivas, mientras que cuando la relacion favorece a la ACE, cobra mayor
importancia la accién génica no aditiva, por lo que es mas apropiado usar metodologias

de mejoramiento mediante hibridacion.

Cuadro 13. Relacién ACG/ACE, para tres caracteres asociados a rendimiento en

Fresa
Rendimiento Peso de fruto NUmero de fruto
1.34 0.53 1.97

Aptitud combinatoria general (ACG)

En lo que se refiere a la aptitud combinatoria general, se tuvo que para la variable
rendimiento los progenitores con mayor ACG, fueron CP0201, CP0204, Festival y
CPLE7; en el peso de fruto los progenitores que sobresalieron fueron CP0201 y Festival,
mientras que para numero de frutos destacaron CP0201, CPLE7 y CP0615. Solo CP0201
y Festival coincidieron en ACG méas alta en al menos dos caracteres evaluados, Cuadro
14. Tomando en cuenta que la ACG es un parametro que expresa la accion génica aditiva
del caracter de interés y que en términos mas simples es la desviacién de la media con
respecto a los demas cruces, entonces este pardmetro muestra el potencial de los
progenitores para transmitir algunas de sus caracteristicas a sus descendientes, (Olfati
et al., 2012), por tales motivos y de acuerdo a los resultados mostrados para ACG, se

tuvo que los efectos aditivos no son de importancia para los caracteres evaluados.
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Cuadro 14. Efectos de aptitud combinatoria general (ACG) en tres caracteres asociados al
rendimiento en fresa

Progenitor Rendimiento Peso de fruto Numero de frutos
CP0201 13.07 1.68 1.11
CP0204 6.44 0.30 0.23
ALBION 1.12 0.23 0.01
FESTIVAL 6.42 1.54 0.19
CPLE7 7.91 0.39 0.60
CP0615 4.58 0.34 0.44
NIKTE 1.71 0.45 0.10

Aptitud combinatoria especifica (ACE)

En el cuadro 15, se presentan los efectos de aptitud combinatoria especifica para los
caracteres evaluados, en €l se observa la cruza que obtuvo el valor mas alto para este
parametro en cada uno de los caracteres evaluados, es de importancia mencionar que la
cruza con mayor valor absoluto de ACE, es la que fue superior con respecto a las otras
cruzas. Para el rendimiento las cruzas que presentaron ACE alta en comparacién con las
demas fueron ALBION x CP0204, FESTIVAL x ABION, CPLE7 x FESTIVAL, y NIKTE X
CP0204. Para el caso del peso de fruto las cruzas con alta ACE fueron NIKTE x CP0201,
y ALBION x CP0204. Para el numero de frutos las cruzas con mayor ACE fueron NIKTE
x CP0204, ALBION X CP0204, y FESTIVAL x ALBION. Considerando que cada cruza en
particular tiene un valor esperado mismo que es la suma de la aptitud combinatoria
general de los parentales, y que cuando este valor esperado se desvia en mayor o menor
medida es llamado aptitud combinatoria especifica, entonces se tiene que el dato
obtenido de este ultimo pardmetro mencionado representa la familia que tuvo un

comportamiento superior para el caracter en cuestion.
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Cuadro 15. Efectos de la aptitud combinatoria especifica (ACE) para componentes de

rendimiento en fresa.

Rendimiento

CP-0204 ALBION FESTIVAL CPLE7 CP-06-15 NIKTE
CP-02-01 -5.96 -4.86 -6.94 0.93 2.06 5.52
CP-0204 43.28 0.68 9.19 9.13 28.38
ALBION 19.52 -14.14 5.72 -3.42
FESTIVAL 18.29 3.55 -16.08
CPLE7Y -1.62 17.64
CP-06-15 11.69

Peso de Fruto

CP-0204 ALBION FESTIVAL CPLE7Y CP-06-15 NIKTE
CP-02-01 -0.09 -1.44 -0.59 1.23 1.74 11.32
CP-0204 3.80 0.28 2.30 2.97 1.18
ALBION 2.87 -2.47 3.15 -0.27
FESTIVAL 2.84 1.32 -2.20
CPLE7 -0.65 1.61
CP-06-15 0.47

Numero de Frutos

CP-0204 ALBION FESTIVAL CPLE7 CP-06-15 NIKTE
CP-02-01 -0.40 -0.12 -0.75 -0.42 -0.40 -0.69
CP-0204 1.69 0.32 0.91 0.36 2.23
ALBION 1.24 -0.33 0.26 -0.03
FESTIVAL 1.05 0.15 -1.13
CPLE7 0.06 1.16
CP-06-15 0.73

Componentes de ACG, ACE y heredabilidad

Mediante el analisis de los componentes de ACG y ACE, se puede inferir el tipo de efectos

gue son mas importantes en los caracteres que se evaluaron, en el presente trabajo estos

parametros se presentan en el cuadro 16. en cada uno de los rasgos mencionados la

ACE tuvo valores mas altos que la ACG, lo que indica la importancia de los efectos

génicos no aditivos, en los rasgos evaluados. Como se registro un efecto mayor de la

85

——
| —



ACE, se tiene las metodologias de seleccion apropiadas para continuar con el
mejoramiento de estos caracteres son mediante un programa de seleccion recurrente

reciproca o por medio de hibridacion (de la Cruz-Lazéro et al., 2010).

Cuadro 16. Componentes de ACG, ACE y Heredabilidad para tres caracteres en fresa
ACG ACE GCA/SCA Heredabilidad en sentido Heredabilidad en

Rasgo o Caréacter estricto sentido amplio
Rendimiento 56.19 377.20 0.15 0.09 0.38
Peso de fruto 0.94 16.31 0.06 0.04 0.35
NUmero de Frutos 0.31 1.40 0.22 0.10 0.32

Segun Moreno-Maldonado et al., (2002), la heredabilidad es una de las propiedades mas
importantes de un caracter, pues expresa la proporcion de la varianza total que es
atribuible a los efectos medios de los genes y esto es lo que determina el grado de
parecido entre parientes. La heredabilidad en sentido estricto determina el grado en que
los fenotipos de los individuos estdn determinados por los efectos de los genes
transmitidos por los progenitores a sus descendientes y esta directamente relacionada a
los efectos génicos aditivos; cabe resaltar que esta fue la razén por la que en el presente
estudio se tuvieron heredabilidades en sentido estricto bajas ya que sobre los caracteres
se tiene poca influencia de los efectos aditivos sobre el fenotipo expresado en las

progenies evaluadas.

Por otro lado, la heredabilidad en sentido amplio resulta del cociente de la varianza
genotipica sobre la varianza fenotipica, en la primera involucra ademas de los efectos de
la varianza aditiva, las varianzas de dominancia y de interaccion epistatica, es decir los
efectos génicos no aditivos, mismos que tienen efecto principal sobre los caracteres que

se evaluaron en el presente trabajo.
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Cuando se tienen heredabilidades en sentido estricto son bajas no se puede aprovechar
algun efecto aditivo, por lo tanto, la respuesta a la seleccion sera baja en cada ciclo de

seleccioén.

CONCLUSIONES

Todos los caracteres evaluados tuvieron bajos efectos génicos aditivos, esto fue asi
debido a que son componentes del rendimiento, por lo tanto, tuvieron una ACE alta y una
baja ACG, por tales motivos se recomienda seguir un programa de seleccion recurrente
reciproca o mediante hibridacién; lo anterior se refleja en las bajas heredabilidades en

sentido estricto que se presentaron.

Las progenies de los progenitores que resultaron con alta ACE, son los que fueron
superiores en los caracteres evaluados, por tanto, se puede continuar el proceso de

seleccion en ellas por la elevada ACE, de sus progenitores.
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