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Resumen

La calidad nutricional de las plantas de alfalfa se correlaciona positivamente con la
presencia de hojas multifolioladas (MF). Mediante seleccién fenotipica recurrente se
desarrollaron poblaciones (Pob) extremadamente sin reposo invernal con un porcentaje de
expresion MF (%MF) que fue desde 6,7 % en la poblacién original (CO) y alcanz6 un 77,7
% en el cuarto ciclo (C4), con estabilidad en la expresién. Uno de los objetivos se planted
en planta individual sobre C0O, C1, C2 y C3 y bajo cuatro ambientes [humedad edéafica
(secano y riego) y temporada de evaluacion (2010-2011 y 2011-2012)] y otro de los
objetivos en stand denso en secano para las temporadas 2012/2014 sobre C3 y C4 en
comparacion con CO, Ruano, Mireya y CW1010. En ambos objetivos, se determind la
variabilidad y correlacion entre variables productivas, morfoldgicas y de calidad forrajera.
La Pob CO present6 los maximos valores de rendimiento de forraje con plantas mas altas,
mayor numero de tallos y nimero de hojas. Dichas variables fueron significativamente
menores en C3 y C4 en evaluaciones a planta individual pero no fue asi cuando se las
evaluo en cultivo denso. De manera diferente C3 y C4 presentaron los valores mas altos en
cuanto a %MF, relacion hoja/tallo y porcentaje de proteina bruta. La caracterizacion
sanitaria en lo que respecta a resistencia a pulgones (azul y moteado) y antracnosis fue otro
de los objetivos, encontrandose que el proceso de seleccion no modifico el
comportamiento sanitario de la Pob C4 en comparacion con la poblacion original. En un
cuarto objetivo se evalud la diversidad genética de CO y C4 representadas por 40 plantas
cada una y utilizando 25 microsatélites. Se observd un alto nimero de alelos por locus en
CO y C4. La diversidad genética dentro de la Pob (Hg) fue de 0,723 para CO y 0,726 para
C4 con ausencia de diferencias significativas entre las dos Pob, indicando que la diversidad
genética presente en C4 fue tan grande como en CO. La diferenciacion segun Nei (Gsr)
entre las Pob indico que solo el 1,3 % de la diversidad genética total fue entre las
poblaciones y el 98,7 % estaba dentro de ellas, mostrando asi un proceso de seleccion

eficiente sin aumento de la consanguinidad.

Palabras Clave: mejoramiento de alfalfa, relacion hoja/tallo, resistencia a plagas

y enfermedades, microsatélites, heterocigosidad.



Abstract

The nutritional quality of alfalfa plants correlate positively with the presence of
multifoliolate (MF) leaves. Using phenotypic recurrent selection we developed extremely
non-dormant populations (Pop) with an increased percentage of MF expression (%MF)
that was 6.7 % in the original population (C0) and reached 77.7 % in the fourth cycle (C4),
with stable expression. The objectives of this study were to evaluate forage yield and
quality and stem and leaf morphology on individual plants of CO, C1, C2 and C3 Pop
under four environments defined by the combination of growing seasons (2010-2011 and
2011-2012) and moisture condition (rainfed or irrigated) and on stand dense in rainfed
seasons 2012/2014 on C3 and C4 compared to CO, Ruano, Mireya and CW1010. The Pob
CO values showed the maximum forage yield with taller plants, higher stem and leaf
numbers. These variables were lower in C3 and C4 although these differences were
significant at individual plant evaluations but not when they were evaluated in dense
culture. Differently C3 and C4 showed the highest values in terms of % MF, leaf/stem ratio
and crude protein percentage. Pest (blue and spoted aphid) and desease (anthracnose)
resistance were characterized, finding that the selection process did not change the
resistance behavior of Pop C4 compared with the original population. Also, the effect of
selection on genetic diversity was evaluated. The Pop CO and C4 were represented by 40
plants each that were genotyped by 25 SSR markers. The number of alleles per locus was
large in both CO and C4, averaging 6.28. The within population genetic diversity (Hg)
overall estimation, was 0.723 for CO and 0.726 for C4. The absence of significant
differences for He between the two populations indicated that the genetic diversity present
in C4 was as large as the diversity observed in CO. The Nei’s population differentiation
(Gst) overall estimation was 0.013, meaning that only 1.3% of the total genetic diversity
was between populations and 98.7% was within populations. These results showed that an

efficient selection process was conducted without any increase in inbreeding.

Key words: alfalfa breeding, leaf/stem ratio, pest and disease resistance,

microsatellites, heterozygosity
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GUIA DE LA PRESENTACION

Esta tesis se ordena de la siguiente forma:

El Capitulo 1 presenta la introduccion donde queda expuesta la definicién del
problema a tratar y su dimensionamiento, la revision de los antecedentes cientificos
relacionados con la tematica bajo estudio, las hipotesis de trabajo y la descripcion de los

objetivos propuestos.

El Capitulo 2 contiene todos los materiales y métodos de estudio utilizados y la
descripcion de los analisis estadisticos que se han realizado a los datos obtenidos en esta

tesis.

En el Capitulo 3 se presentan todos los resultados obtenidos en relacion a la
comparacion de modelos estadisticos para cada uno de los objetivos especificos

planteados.

La discusion agrondmica de los resultados se presenta en el Capitulo 4 en contraste

con resultados encontrados por otros autores nacionales e internacionales.

El Capitulo 5 enumera la sintesis de conclusiones elaboradas a partir del analisis de
las hipotesis planteadas y las futuras lineas de investigacion relacionadas a la temética en

estudio.

El Capitulo 6 identifica toda la bibliografia empleada durante la elaboracion de este

trabajo.

Por ultimo, se presenta el anexo con informacion complementaria que puede ser

consultada por los lectores de ésta tesis.



Introduccion

CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Definicion del problema

En Argentina la alfalfa (Medicago sativa L.) constituye el principal componente de
la oferta forrajera de las pasturas implantadas para sistemas de produccion bovina de carne
y leche y de alimentacion de otras especies animales.

Actualmente Argentina es uno de los productores méas importantes de esta especie
en el mundo y posee aproximadamente 3,7 millones de hectéreas de alfalfa sembradas en
un 60 % como cultivos puros y en un 40 % como pastura con mayor proporcion de alfalfa
en mezcla con gramineas templadas -anuales y/o perennes- y en menor medida con
gramineas megatérmicas (Basigalup, com. pers., 2014'). Relacionado a factores tanto
internos como externos, es factible que a mediano plazo esta superficie se incremente,
especialmente como cultivo puro para la produccion de heno. Con respecto a los factores
internos, la expansion de la frontera agropecuaria produjo cambios en la estructura
productiva de las explotaciones, con el objeto de lograr escala en la produccion. Los
procesos que condujeron la configuracion de la estructura regional Argentina, dieron como
resultado una conformacion espacial desigual, de acuerdo con el grado de penetracion,
implantacion y difusién del sistema de relaciones econdmico-sociales capitalista en el
espacio nacional (Pertile, 2003). De este modo se originaron areas diferenciadas, por un
lado las mas desarrolladas, que concentraron historicamente gran parte de la actividad y
potencial econdmico (area metropolitana y otros polos menores como Santa Fe y Cordoba)
y por otra parte, el resto del pais, con caracteristicas restrictivas y en algunos casos de
extrema pobreza (Pertile, 2004). El abandono de la convertibilidad a partir del 2002 y la
consecuente devaluacién del peso argentino condicionaron fuertemente el mercado de la

alfalfa en la campafa de siembra 2002/03. La nueva paridad cambiaria y las condiciones
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internacionales produjeron que, mientras los precios de los granos en general y de la soja
en particular se incrementaran, los precios de los productos pecuarios -la carne y
especialmente la leche- se mantuvieran sin mayores cambios durante el 2002. Esta
situacién provocd que en las zonas mixtas de la region pampeana se experimentara una
notoria preferencia por el cultivo de soja en detrimento de las actividades ganaderas, hecho
que no se reflejé en una disminucién proporcional de las existencias vacunas (Basigalup et
al., 2007). Esto genero, no solo la intensificacion de los sistemas ganaderos, sino también
su desplazamiento hacia zonas con mayores limitaciones edaficas y/o climaticas. En lo
externo sobresale la creciente demanda de megafardos de alfalfa compactados para el
Cercano y Lejano Oriente y de pellets/cubos de alfalfa para Latinoamérica, que ha
impulsado la instalacion de empresas productoras en distintas regiones del pais (Basigalup
et al., 2014). Existen tambien otros mercados potenciales como China. Si bien la superficie
de alfalfa esta fuertemente concentrada en la region pampeana y se hace en condiciones de
secano, la produccion bajo riego en otras regiones del pais es cada vez mayor. Este
crecimiento previsto en superficie asi como la mayor intensificacion, debe ir acompafiado
con una evolucidn tanto de los programas de mejoramiento genético, especialmente en los
grupos de menor grado de reposo invernal (GRI) 7 a 10, como del uso de las técnicas
adecuadas de manejo de cultivo, cosecha y postcosecha que requieren las variedades, a fin

de poder expresar su potencial productivo (Basigalup et al., 2007).

Ademas de la importancia de obtener un buen volumen de forraje, no menos
relevante es la calidad que produce un alfalfar. Elliot et al. (1972) menciona a la alfalfa
como la especie de mayor valor nutritivo dentro de todos los cultivos forrajeros cultivados
comercialmente. De su calidad depende el nivel de produccion y el resultado de todo
sistema que la incluya (Pordomingo et al., 2004). La proporcion de hojas con respecto a los
tallos -conocida como relacién hoja/tallo (RHT)- del heno es un indicador de calidad muy
importante. Se busca que esta sea lo mas alta posible; las hojas son mas digestibles, tienen
un contenido de proteina superior y por lo tanto mayor valor nutritivo (Fick y Holthausen,
1975; Buxton et al., 1985) y su calidad se conserva durante mas tiempo que la de los tallos.
El contenido proteico de los peciolos, estipulas y estructuras reproductivas (botones
florales y flores) es intermedio entre el de las lAminas de las hojas y los tallos. De acuerdo

con Fulkerson (1973) el 60 a 75 % de la proteina total de la planta de alfalfa se encuentra
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en las hojas. A fin de lograr una RHT lo mas alta posible es fundamental, por un lado, las
caracteristicas genéticas de la variedad de alfalfa sembrada y por otro, poner especial
cuidado para evitar pérdida de hojas. Hittle et al. (1958) sugirieron que cualquier cosa que
aumenta la RHT también aumenta el valor nutritivo de la planta. La calidad de este cultivo
puede ser mejorada mediante criterios de seleccion que apunten a una mayor cantidad de
hojas o foliolos por hoja o al aumento de la proporcion de hojas con relacion a los tallos
(Johnson et al., 1994).

La alfalfa tiene hojas compuestas, formadas normalmente por tres foliolos -hojas
trifolioladas (TF); no obstante, se suelen observar, con alguna frecuencia, hojas de cuatro o
mas foliolos —multifolioladas (MF), siendo ésta una caracteristica altamente heredable
(Bingham y Murphy, 1965). Desde el punto de la calidad forrajera, y por lo anteriormente
mencionado con respecto al valor nutritivo de las hojas, el caracter MF cobra un papel
importante. Varios investigadores tales como Bingham y Murphy (1965) y Brick et al.
(1976) han sugerido que el caracter MF puede aumentar el rendimiento de forraje, asi

como mejorar la calidad de la alfalfa.

A fin de lograr un avance en la mejora de la calidad forrajera de la alfalfa, es
importante establecer el esquema de seleccion a implementar. La seleccion fenotipica
recurrente (SFR) es un método de mejoramiento intrapoblacional muy eficiente (Dudley et
al., 1963). Este método ha sido empleado con éxito por el programa de desarrollo de
cultivares de alfalfa del INTA Manfredi -Convenio de Vinculacién Tecnolégica- (CVT
INTA-Palo Verde S.R.L), para el mejoramiento de caracteres como el rendimiento de
forraje, persistencia y la resistencia combinada a plagas y enfermedades, entre otros. No
obstante, también se ha prestado alguna atencion a la obtencion de poblaciones
experimentales (Pob) extremadamente sin reposo invernal, con alta expresion del caracter
MF.

Desde un punto de vista agrondmicamente abarcativo, el avance genético logrado
en un proceso de mejoramiento, orientado hacia la seleccién de Pob de alfalfa con alta
expresion del caracter MF, dependera de las correlaciones entre caracteres morfoldgicos,

caracteres de productividad y calidad. Es importante tener en cuenta que los caracteres
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también estan influenciados por la situacion ambiental en la cual se desarrolla el cultivo;
por tal motivo, se torna necesario evaluarlos en ambientes (A) diferentes. Conocer la
magnitud de los patrones de interaccion genotipo-ambiente (P*A) es también fundamental

en un proceso de mejora genética.

Ademas de caracteristicas morfolégicas deseables, es necesario también apuntar a
la obtencion de materiales con buen comportamiento agrondémico, incluyendo
caracteristicas como altos rendimientos de biomasa aérea, persistencia y resistencia
combinada a plagas (insectos y enfermedades). Uno de los requisitos importantes de
cualquier programa de mejoramiento genético es el conocimiento de la magnitud y
estructura genética de la variabilidad en el germoplasma considerado (especies,
poblaciones, genotipos, clones).

Durante un proceso selectivo se producen cambios en las frecuencias alélicas. La
caracterizacion y cuantificacion de dicha variabilidad se puede realizar sobre bases alélicas
y/o fenotipicas, a traves de marcadores moleculares y de caracteres agronomicos, tales
como la variacién en el rendimiento (Tester y Bacic, 2005). En ese contexto, la SFR por
alta expresion del caracter MF no garantiza el alto rendimiento o caracteristicas sanitarias
de resistencia deseables de las poblaciones derivadas. Por tal motivo es necesario
caracterizar las Pob obtenidas con respecto a su comportamiento frente a plagas y
enfermedades y medir la magnitud de la diversidad genética luego del proceso selectivo a
través, por ejemplo, de marcadores moleculares. La identificacion de las bases genéticas,
fisiologicas y bioquimicas de caracteres relacionados con la productividad y calidad del
forraje, la tolerancia a factores bioticos (plagas) y abioticos (frio, sequia, salinidad), entre
otros, permite interpretar las respuestas poblacionales y establecer criterios de seleccion
(Ashraf, 2004).

La biotecnologia contribuye al mejoramiento genético ya que, entre otras cosas, es
posible estudiar el nivel de diferenciacion entre materiales originados a través de un
proceso de mejoramiento genético convencional y entre esos materiales y el pool genético
que le dio origen. En la actualidad, se cuenta con un gran nimero de marcadores

moleculares, no obstante, los Simple Sequence Repeats (SSRs) son los que ofrecen
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mayores ventajas en el analisis genomico debido a su capacidad para detectar
polimorfismos entre genotipos, su alta reproducibilidad y su cobertura genémica (Julier et
al., 2003).

En el presente trabajo se estimod el impacto de la seleccién por alta expresion del
caracter MF. Para ello, se evaluaron a campo, mediante ensayos en planta individual y en
cultivo denso, componentes del rendimiento tanto en biomasa como en calidad, entre las
Pob obtenidas en ciclos sucesivos de seleccion por caracter MF. Se evalud el
comportamiento de la poblacion obtenida luego del Gltimo ciclo de SFR con respecto a la
resistencia frente a antracnosis y pulgones azul y moteado en ensayos bajo condiciones
controladas. Por Gltimo, se realizd screening molecular a través de marcadores
codominantes SSR con el fin de describir la diversidad genética entre la poblacion original
y aquella obtenida luego del cuarto ciclo de SFR.
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1.2 Revision de antecedentes

La Republica Argentina, ubicada en la porcion templada del Continente Americano,
cuenta con 270 millones de ha de secano, con grandes superficies inhabitadas frente a la
alta densidad poblacional de otras zonas de igual latitud en el mundo. Dichas superficies
estan cubiertas principalmente por pastos, alguna presencia de arboles y, en menor medida,
cultivos extensivos. Se estima que el 60 % de la superficie del pais corresponde a
pastizales nativos y el 10 % a agricultura forrajera, distribuidas en una gran diversidad de
ambientes, y representan la Gnica fuente de alimento para millones de herbivoros. Debido a
ello, deberian encontrarse soluciones para cada ambiente integrando la inversion en
insumos (semillas, fertilizantes, tratamientos quimicos, etc.), las modificaciones de manejo
(momento Yy sistema de siembra, mezclas apropiadas, frecuencia e intensidad de pastoreo,

etc.), con los nuevos logros de la genética vegetal (Echenique et al., 2001).

La alfalfa es la planta forrajera de la Division Magnoliophyta, Clase
Magnoliopsida, Orden Fabales, Familia de las leguminosas (Fabaceae), Subfamilia
Faboideae, Tribu Trifolieae, mas antigua e importante a nivel mundial. En Argentina se
utiliza principalmente como forraje y en la mayoria de las areas geogréaficas, donde las
producciones bovinas de leche y carne son relevantes, esta constituye uno de los

componentes basicos en la alimentacion del ganado (Chimicz, 1988).

La difusion del cultivo de alfalfa se apoya en sus altos rendimientos de biomasa en
materia seca (MS) ha® (porcentaje de forraje sin agua). La MS es una variable muy
importante ya que indica indirectamente la humedad del forraje; los balances de dieta
deben realizarse siempre sobre la base seca porque el agua diluye los nutrientes pero,
ademas un exceso de humedad del forraje modifica negativamente el consumo voluntario.
Materiales muy secos también desmejoran la calidad y el consumo (llenado ruminal). Su
excelente calidad forrajera es capaz de satisfacer las necesidades nutritivas de animales de
altos requerimientos (Pagliaricci et al., 1991) y su gran adaptabilidad a diversas
condiciones ambientales (Basigalup et al., 2007) acentdan su amplia difusion. D’Attellis
(2005), indica que la alfalfa es un cultivo que permite aumentar la carga animal, mantener
el stock, mejorar la ganancia en peso o el rendimiento en produccion individual de leche.

Ademas, su amplia participacion es impulsada por poseer caracteristicas agrondmicas



Introduccion

valiosas como perennidad, plasticidad y capacidad para la fijacion simbidtica de nitrogeno
atmosférico cuando estd correctamente asociada a cepas especificas de Sinorhizobium
meliloti, cumpliendo un rol fundamental en el sostenimiento de la estructura y la fertilidad
nitrogenada de los suelos en los que crece (Muslera Pardo et al., 1984). Ademas, se
constituye en la base de la oferta forrajera como un forraje posible de ser cosechado y
conservado como reserva forrajera. Por otra parte, no limita a los sistemas de alta
productividad, reduce costos variables, aumenta la estabilidad de produccion, y, bien
manejado, no extrae del sistema uno de los recursos méas escasos, como el nitrégeno
edéafico, sino que, por el contrario, incorpora materia organica y recupera fertilidad del
suelo. Todos estos atributos mencionados la convierten en una especie esencial para
muchos sistemas de produccidn agropecuaria, desde los intensivos a corral que la incluyen
en la dieta animal como forraje cosechado y procesado, es decir, rollos y fardos como
reserva forrajera, henolaje, silaje, pellets, entre otros (Zubizarreta, 1992), hasta los
pastoriles, en menor proporcion, que la utilizan en pastoreo directo (Roberto y Viglizzo,
1993; Wilberger, 1984).

En la intensificacion de los sistemas de produccion de carne y leche, es
practicamente imposible pensar en una planificacion a largo plazo sin incluir esta especie

forrajera en las rotaciones de los cultivos, debido a las cualidades mencionadas.

El manejo de la alfalfa no se debe hacer buscando la mayor produccién de MS, sino
la maxima produccion de leche o carne, que en definitiva son los productos que generan

los ingresos de las empresas (Bustillo, 2012).

El rendimiento del forraje y la persistencia de la pastura son consideraciones muy
importantes a tener en cuenta en el manejo productivo de un alfalfar, aunque estos factores
son de mucho peso, la calidad del forraje radicada especialmente en las hojas, se ha
convertido en el principal factor en un sistema de produccidn intensiva (Bustillo, 2012). La
persistencia es un rasgo complejo que se ve afectada por una serie de factores, incluyendo
el genotipo, los factores ambientales abi6ticos y bi6ticos, gestion y sus interacciones
(Riday y Brummer, 2006).



Introduccion

Cangiano (2001), manifiesta que los cultivares existentes en el mercado, ofrecen
una amplia versatilidad en produccion, longevidad, reposo invernal y resistencia a

enfermedades y plagas.

El origen de esta forrajera se centra en la zona del Golfo Peérsico, méas
especificamente en el actual Irdn (Rodriguez, 1986), desde donde comenzd su dispersion
hasta convertirse en una especie cosmopolita. Su domesticacion ocurrié probablemente en
multiples lugares y las fechas no estan claras (Small, 2011). Sin embargo, la alfalfa se
menciona en textos babilonicos del 700 aC (Hendry, 1923) lo que sugiere que se cultivaba
en ese momento. Desde el centro (s) de origen, la alfalfa se propag6é en gran parte de
Europa, norte de Africa, Oriente Medio y Asia Central y del Norte. EI germoplasma de
alfalfa se introdujo en Norte y Sur América, a partir del siglo XVI y en Australia en la
década de 1800 (Barnes et al., 1977). Por la ruta del Pacifico ingreso a Pert y a Chile y
posteriormente a Argentina por via terrestre. En Argentina se cultivo en primer lugar en la
region cuyana, luego en la provincia de Cordoba y finalmente en el resto de la region
pampeana. Se difundié rapidamente en el territorio argentino a fines del siglo XIX y

comienzos del siglo XX (Itria, 1969).

Actualmente, el intercambio de germoplasma entre todas las regiones de cultivo de
alfalfa continda, tanto a través de las colecciones de germoplasma de las poblaciones
silvestres o asilvestradas y por medio de las ventas comerciales o adquisicion de material
de reproduccion de elite de las empresas de cria comercial. Como consecuencia, gran parte
de la variacion genética que se encuentra en las poblaciones silvestres persiste incluso en el
material genético de elite (aunque las frecuencias alélicas han cambiado presumiblemente),
y la variabilidad de la secuencia de ADN presentes en una poblacién determinada (ya sea

un cultivar o germoplasma) sigue siendo muy elevada.

La alfalfa se cultiva como forrajera en 32 millones de ha en todo el mundo (Tesfaye
et al., 2006) en un amplio rango de condiciones de suelo y clima. En el Hemisferio Norte
se cultivan 21 millones de ha, principalmente en EE.UU. y Europa, mientras que en el

Hemisferio Sur la superficie alcanza los 12 millones de ha.
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La superficie implantada con este cultivo ha ido variando a traves del tiempo en
nuestro pais. El record histérico se present6 en el 1921/1922 con 8 millones de ha y a lo
largo del siglo XX la superficie tuvo vaivenes muy marcados debido a problemas de
persistencia y produccion llegando a un minimo de 3 millones de ha en los afios 1972/1973
debido a la aparicion del pulgon verde de la alfalfa (Acyrthosiphon pisum Harris) que
produjo pérdidas muy importantes en el cultivo. En los afios 1997/1998 la superficie
implantada ya sea pura o en mezcla con otras gramineas o leguminosas era de alrededor de
7 millones de ha. A partir de los afios 1998/1999 la superficie fue disminuyendo debido a
la baja rentabilidad del sector ganadero, fundamentalmente de la actividad lechera en
particular. Esta disminucién alcanzo el 31 % desde el afio 1996 hasta el afio 2001 (Picca y
Devoto, 2004).

En los ultimos afios el cultivo ha tenido una recuperacion interesante, pasandose de
los 3 millones de ha en 2002/2005 a los 4,5 millones en 2011. Actualmente Argentina
concentra su superficie en la provincia de Buenos Aires, seguido por Cérdoba, Santa Fe,
La Pampa y Entre Rios, representando el 90 % de la superficie cultivada. En tanto que la
produccién de semilla se concentra en zonas aridas bajo riego y con ausencia de
precipitaciones estivales (Echeverria et al., 1995). La provincia de Cordoba es la principal
productora de alfalfa pura, en tanto que Buenos Aires es la mayor productora de alfalfas
coasociadas con gramineas anuales o perennes. La mayor parte de la superficie esta
implantada con semilla importada, proveniente principalmente de los EE.UU. y de
Australia. Actualmente, el aumento de paridad cambiaria y la reduccion de las
importaciones han hecho disminuir la entrada de semilla. Es importante sefialar que la
mayoria de las semillas de variedades nacionales también son producidas en el extranjero;
no obstante, debido a estos hechos mencionados se ha incrementado en alguna medida la
produccién de semilla netamente nacional y el uso, algunas veces en valores no

recomendados, del peleteo (Basigalup, D., com. pers.?).

El reposo invernal se refiere a la caracteristica genética que permite a las plantas de

alfalfa mantenerse en latencia durante el periodo de bajas temperaturas y menor longitud
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del dia, previa acumulacion de reservas en el sistema radicular y la corona. Entre los GRI
que se utilizan en Argentina, el 26 % de los cultivares tienen GRI 6-7 y el 74 % no tienen
reposo, 0 sea GRI 8 a 10. La tendencia para el futuro inmediato es un aumento

significativo en el uso de variedades sin reposo.

En los ultimos afios se han incorporado al mercado algunas variedades de GRI 10 -
extremadamente sin reposo invernal (SRI)-, que potencialmente ofrecen menor intervalo
entre cortes y mayor numero de cortes al afio. Las variedades SRI se utilizan
principalmente en los sistemas pastoriles de produccion lechera e invernada intensiva y
también para la produccion de heno bajo riego en las regiones argentinas del NOA y Cuyo.
En general, son muy susceptibles a enfermedades foliares y exigen un manejo bastante
cuidadoso en condiciones de pastoreo. No obstante, durante los Gltimos afios, la mejora de
los programas de seleccion ha permitido desarrollar materiales sin reposo con excelente
potencial de rendimiento, persistencia y muy buen comportamiento frente a enfermedades
de hoja (Basigalup et al., 2007).

En el pais el cultivo de alfalfa se realiza mayoritariamente bajo condiciones de
secano pudiendo producir entre 8 y 22 t ha™ afio™ de MS, dependiendo de la disponibilidad
hidrica del afio, radiacion, fertilidad regional y temperatura, ademéas de otros factores

(Hijano y Basigalup, 1995).

Los cultivos que crecen en condiciones de secano pueden ver afectada la eficiencia
con la que capturan los recursos radiacion y agua para la produccion de MS (Collino et al.,
2007). La produccion potencial de forraje requiere de una disponibilidad no limitante de
agua para satisfacer la transpiracion del cultivo. Se define como rendimiento potencial de
forraje, en un determinado ambiente, a aquel que se puede obtener sin limitantes bioticas y
abidticas controlables (plagas, deficiencia de nutrientes y agua, etc.) pero bajo las

condiciones de radiacion y fotoperiodo de ese ambiente.
En la region pampeana la disponibilidad de agua es el principal factor limitante

para la produccién de forraje en secano. La alfalfa consume agua durante todo el afio, aln

durante el reposo invernal, generando una demanda evapotranspiratoria mayor que un
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sistema de cultivos anuales, en donde siempre existen periodos de barbecho (Collino et al.,
2007). El maximo potencial de produccion de alfalfa se alcanza con 1.200 mm anuales en
promedio (Dorenboos y Kassam, 1979), situacion alejada de la que se presenta en la region
semidrida central de nuestro pais, donde el aporte de agua por precipitaciones
efectivamente infiltradas, es de aproximadamente 640 mm. En ese contexto, la utilizacion
de riego suplementario puede constituir una herramienta de gran utilidad para que el
cultivo satisfaga sus demandas de agua y se acerque a la produccién potencial de forraje.
El riego modifica el modelo de distribucion estacional del forraje, transforma una curva
bimodal en una unimodal, y permite obtener entre 16 % y 38 % mas de forraje (Bertin,
1999). En un cultivo como la alfalfa, cuya duracién promedio en buenas condiciones de
manejo es de 4 afios (Rossanigo et al., 1995), el agua almacenada en el suelo s6lo tiene una
influencia relevante durante el primer afio de vida. Por lo tanto, la principal fuente de
suministro de agua para el cultivo, considerando su ciclo en conjunto, son las
precipitaciones. En algunos casos, habra que considerar también el aporte de la napa
freatica, en particular porque el sistema radical puede alcanzar profundidades de hasta 6 m

a partir del segundo afio de implantacion (Borg y Grimes, 1986).

Con una adecuada poblacién de plantas (> 250 pl m™ al término del primer afio) se
produjeron 28,3 t MS ha™ afio™ y se consumieron 1464 mm de agua, con una eficiencia en
el uso del agua de 18,6 kg mm™ (Lépez et al., 1997). Con una densidad de plantas
significativamente menor, se obtuvieron 17,1 t MS ha™ afio™, con un consumo de 1101
mm y una eficiencia en el uso del agua de 15,5 kg mm™ (Collino et al., 2005). La
eficiencia en el uso del agua es mayor en primavera que en verano debido a que, aun
cuando en primavera la temperatura media esta ligeramente por debajo del valor critico, el
forraje producido resulta no sélo de los fotosintatos generados a partir de la radiacién
interceptada sino también de aquéllos provenientes de la removilizacion desde la corona y
la raiz. Contrariamente, la baja eficiencia del uso del agua en otofio e invierno son
producidas por limitaciones de temperatura y por la movilizacion de fotoasimilados hacia

los érganos de reserva (Collino et al., 2007).

Las variaciones entre localidades en el consumo potencial anual de agua del cultivo

se deben a las diferencias en la demanda atmosférica. Esta a su vez esta integrada por dos
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componentes: el componente radiativo, que depende principalmente de la radiacion solar
(factor que esta directamente relacionado con la generacién de MS), y el componente
advectivo, relacionado con la sequedad del aire, que esta influenciado por la temperatura y
la humedad relativa (Collino et al., 2007). Con respecto a la radiacion, la produccién de
forraje depende de: a) la cantidad de radiacion que el cultivo sea capaz de interceptar, y b)
la eficiencia con que utilice dicha radiacion para generar biomasa aérea (hoja y tallo).
Estos parametros pueden disminuir por temperaturas limitantes para la fotosintesis y por
condiciones que favorezcan la acumulacion de carbohidratos en estructuras de reserva:
corona y porcién superior de las raices (Heichel et al., 1988). Ademas, la eficiencia se da
con diferente intensidad segin el GRI de las distintas variedades y afecta la distribucion
estacional de la MS pero no la produccion anual de forraje (L6pez et al., 1997).

Una manera de incrementar el buen uso de la radiacion es aumentando la densidad
de siembra, de manera tal de proveer una poblacién de plantas que favorezca una rapida
recuperacion de la intercepcion de la radiacion luego de cada corte. Paralelamente, a fin de
utilizar de manera més eficiente esa radiacion, se deben minimizar las limitaciones en la
disponibilidad de agua (Collino et al., 2007). La densidad de siembra a utilizar esta
relacionada con la especie, el ambiente y la calidad de la semilla que se utilice. Es
importante realizar el analisis de calidad de la semilla previo a la siembra, con el fin de
calcular la densidad adecuada (kg ha™) y lograr una buena implantacién y una rapida

emergencia en pasturas y cultivos.

En condiciones de siembra a campo, las plantas de alfalfa no se encuentran
aisladas; por el contrario se presentan inmersas en un sistema donde existen interacciones
entre las plantas dentro de una misma poblacion. En este contexto, ademas de los factores
antes mencionados, la estructura o caracteristicas morfologicas de las plantas de alfalfa
también juegan un rol fundamental en cuanto a captacion y utilizacion de recursos y su
interaccién con las demas plantas que forman parte del sistema de cultivo para la

produccién forrajera (Heichel et al., 1988).

Ya que la variabilidad en la produccion de forraje y sus componentes es mas

significativa durante el segundo afio de desarrollo de la alfalfa (Falcinelli y Veronesi, 1984;
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Kertikova y Yancheva, 2000; Petkova y Marinova, 2004), se hace necesaria la evaluacioén

de las variables en dos 0 més temporadas de corte.

Comparada con otras especies, el forraje de alfalfa tiene un mayor contenido de
proteinas y por consiguiente, altos requerimientos nitrogenados (INTA-FAO, 1986;
Howarth, 1988). Esto implica, para contenidos medios de proteina del 20 %, un consumo
cercano a los 500 kg ha™ afio® de nitrégeno, posibles de ser exportados del area de
produccion, cuando se utiliza como forraje de corte bajo condiciones de riego, con
rendimientos que pueden superar las 28 t, las extracciones de nitrogeno se pueden
aproximar a los 800 Kg ha™ afio™ (Collino et al., 1997; Racca et al., 1998).

Las reservas nitrogenadas tienen importancia en algunos procesos relacionados con
el rebrote y la tolerancia a las bajas temperaturas. La alfalfa depende en gran parte del
nitrégeno proveniente de la fijacion simbiotica para satisfacer sus requerimientos totales
(Cangiano, 2007). Las variaciones estacionales de los niveles de reserva de estos
compuestos en la raiz, tanto del nitrogeno total como de las proteinas solubles, sigue una
tendencia similar a la de los carbohidratos (Li et al., 1996). La disminucion en los niveles
de reservas nitrogenadas se produce como consecuencia de la alta tasa de crecimiento que

muestran las alfalfas durante la primavera y el verano (Cangiano, 2007).

El objetivo de una buena siembra es lograr muchas plantas por hectarea. Lograr una
buena implantacion de alfalfa constituye el 70% del éxito de la produccion de forraje. El
concepto que se debe manejar, es el de plantas por m? o ha y no kg de semilla por ha y éste
depende de la preparacion del suelo, la maquina sembradora, el control de malezas, etc., en
el caso de siembra convencional y en el tratamiento del rastrojo en el caso de siembra
directa (Bustillo, 2007). El rendimiento de pasturas puras de alfalfa esta explicado por el
namero de plantas por area, la cantidad de tallos por planta y el peso de los tallos (Volenec
et al, 1987). Cuando el stand inicial de plantas es bajo, es posible que haya cierto nivel de
compensacion de la densidad de plantas a través de la emisidn de tallos y/o el peso de los
tallos (Croll et al., 1993; Romero et al., 1995). Por otro lado, los stands inicialmente muy
densos pierden plantas en mayor proporcion que los logrados con densidades bajas y

ambos tienden a estabilizarse en un nimero similar de plantas (100-150 pl m™) en los afios
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sucesivos. Stout (1998) sefiala que el nimero de plantas que maximiza la produccion
forrajera del primer afio de la pastura, practicamente duplica al namero de plantas en el que

la misma se estabilizara a partir del segundo afio.

En la Region Pampeana, es comun usar densidades de siembra mayores a las
requeridas para alcanzar un promedio de 100-150 pl m?. El objetivo de usar densidades de
siembra altas no sélo responde a los bajos logros de implantacion que se obtienen en
general (Hijano y Navarro, 2008) sino a la intencion de maximizar la produccion de forraje
durante el primer afio de aprovechamiento de la pastura (Romero et al., 2006). En este
sentido, la ventaja de utilizar densidades de siembra altas estaria asociada a que cuando las
plantas son jovenes y aun con coronas poco desarrolladas, el nimero de tallos
potencialmente cosechables aumenta con la densidad lograda. Por otro lado, Huarte y
Benech (2003) aumentando la densidad de plantas (de 200 a 400 plantas establecidas por
m?) observaron menor invasién de malezas y mayor produccién de MS de la especie de

interés.

Con respecto a la etapa o desarrollo fenologico, existe una gran cantidad de
clasificaciones para describir la fenologia y la evolucion del desarrollo morfoldgico de las
plantas de alfalfa. La utilidad de definir estos estadios de madurez reside en la definicién
de practicas de manejo apropiadas para el cultivo. En ese contexto, y utilizando
principalmente la altura del canopeo y la sucesion de estadios vegetativos y reproductivos,
se han establecido cuatro categorias béasicas: estado vegetativo, boton floral, floracion y
fructificacion (Rodriguez y Spada, 2007). Por su estrecha relacién con la calidad
nutricional del forraje, el estado de desarrollo (o estado de madurez) es una variable
frecuentemente usada en la descripcion de las pasturas (Kilcher y Heinrichs, 1974; Kalu y
Fick, 1983; Fick y Mueller, 1989; Sanderson et al., 1989; Griffin et al., 1994; Sule et al.,
2001).

En estudios comparativos de cultivares de alfalfa, la determinacion del estado de
desarrollo puede explicar diferencias en la expresion de caracteres tales como la
composicion quimica o la incidencia de meteorismo (Berg et al., 2000). En la basqueda de

un método que posibilitara definir cuantitativamente el estado de desarrollo de la alfalfa,
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Kalu y Fick (1981) idearon un sistema numérico que, en funcién del desarrollo
morfoldgico individual de los tallos individuales, establece diez estados de madurez (Tabla
1). Ademas de su utilidad para la caracterizacién del grado de desarrollo de una pastura,

los estados de madurez se utilizan para predecir la composicion quimica del forraje.

Tabla 1. Estados de madurez de la alfalfa definidos por Kalu y Fick (1981) con
base en el desarrollo morfolégico de tallos individuales en una muestra de forraje.

Escala numérica Denominacion Definicién morfoldgica
0 Vegetativo Ausencia de botones florales, flores, vainas y yemas
temprano axilares
. Ausencia de botones florales, flores y vainas.
Vegetativo ; ' oraies, iores y
1 medio Presencia de primeras hojas originadas de yemas
axilares
9 Vegetativo Ausencia de botones florales, flores y vainas.
tardio Presencia de ramificaciones axilares
3 Boton temprano 1 a 2 nudos con botones. Ausencia de flores y vainas
4 Boton tardio > 3 nudos con botones. Ausencia de flores y vainas
Floracién . . .
5 1 nudo con una flor abierta. Ausencia de vainas
temprana
6 Floracién tardia > 2 nudos con una flor abierta. Ausencia de vainas
Fructificacion .
7 1 a 3 nudos con vainas verdes
temprana
Fructificacion .
8 B > 4 nudos con vainas verdes
tardia
Semillas .
9 Nudos con vainas marrones
maduras

Sobre la base de esta categorizacion, e incluyendo criterios fisiologicos, se
establecié que el indicador méas generalizado para determinar el momento de uso es el
inicio de floracion, el cual tiene una alta correlacion con el fin de la acumulacion de
carbohidratos de reserva en la raices para posteriores rebrotes (Kloster y Zaniboni, 2007).
Por lo tanto, el comienzo del corte o pastoreo podria definirse como el momento en el que
el cultivo alcanza el 10 % de floracion o cuando los rebrotes basales (desde la corona)
alcanzan tres a cinco centimetros de altura, lo cual también permite compatibilizar calidad
del forraje obtenido y duracién de la pradera (Bariggi y Romero, 1986; Romero et al.,
1995; Rossanigo y Aragon, 2003). Esto se basa en que la alfalfa, con el avance de la
madurez, disminuye su calidad porque decrecen la digestibilidad y el contenido proteico y

aumentan los contenidos de pared celular y de lignina. Con el avance de la madurez se
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acrecienta la proporcion relativa de los tallos, de menor digestibilidad, por sobre la de
hojas, que aunque de alta calidad se mantiene casi constante a través del tiempo. A su vez,
el contenido de fésforo disminuye y el de calcio se mantiene alto (Bariggi y Romero, 1986;
Berger et al., 1985, 1986).

Como regla general puede decirse que los aprovechamientos tardios de un rebrote
aumentan la cantidad de MS acumulada, pero en detrimento de la calidad y de la facilidad
de cosecha; de este modo, el consumo animal y las ganancias de peso normalmente se
resienten. Por lo tanto, el factor mas importante que influye en la calidad del forraje en pie
es su madurez, ya que a medida que avanza el desarrollo de la alfalfa, aumenta su
contenido de MS vy la porcion digestible de la planta disminuye; siendo el contenido de
proteina el componente que presenta mayor variacion en el cultivo. En ese sentido, las
proteinas disminuyen desde 23 % en estado de pre-botdn, hasta 15 % cuando la alfalfa esta
en 100 % floracion. Paralelamente, la energia disminuye desde 2,49 megacalorias (Mcal)
de energia metabolizable por kg de MS, hasta 2,00 Mcal para los mencionados estados de
pre-boton y 100 % floracién (Jahn et al., 1998). De una forma mas sencilla y préactica, en
una semana de retraso en la cosecha de alfalfa disminuye la digestibilidad y la
concentracién de proteina cruda por alrededor de 20 g Kg™ y aumenta la concentracién de

la pared celular 30 g Kg™ aproximadamente (Buxton, 1996).

Los cortes de primavera-verano son mas frecuentes que los de otofio-invierno. La
mayor frecuencia de cortes en primavera-verano es consecuencia principalmente de la

mayor temperatura, combinada con un efecto fotoperiodico (Rossanigo et al., 1995).

La alfalfa es una especie cuantitativa de dia largo, que tiende a florecer mas
rapidamente con fotoperiodos largos; por lo tanto, durante los periodos del afio con dias
mas cortos, requiere mayores sumas térmicas para llegar al momento de corte (Fick y
Mueller, 1989).

En primavera-verano la pérdida de intercepcion de la radiacidon fotosintéticamente

activa es mas elevada y de mayor magnitud en términos diarios; por lo tanto, la baja
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densidad de plantas y la desuniformidad del cultivo tendrén efectos mas detrimentales en

esta época del afio en términos de conversion a MS (Collino et al., 2007).

El &rea foliar en plena expansion es afectada por la temperatura y se registran los
valores maximos con temperaturas proximas a los 20-25°C (Christian, 1977). A
temperaturas méas bajas, el area foliar disminuye gradualmente, debido a la entrada del
periodo de latencia invernal que se produce en el cultivo; y a temperaturas mayores, el area

foliar disminuye més rapidamente (Bula, 1972; Fick et al., 1988).

Aunque el concepto de reservas en la planta hace referencia a varios compuestos en
forma simultanea, los carbohidratos no estructurales son los que han sido objeto de la
mayor cantidad de estudios destinados a explicar su relacion con la persistencia y la
productividad de la alfalfa. No obstante, Reynolds (1971) establecio que las
concentraciones otofiales de carbohidratos no estructurales observadas en los 6rganos de
reserva, como raiz y corona, no se correlacionaron con la produccion de MS en la

temporada siguiente.

Entre los factores mas importantes que modifican la particion de los fotoasimilados
originados por la fotosintesis se encuentran la posicion, el estado de desarrollo de las hojas
y la competencia entre los 6rganos. Las hojas totalmente expandidas, ubicadas en los
estratos inferiores del canopeo, exhiben una mayor exportacion de asimilados y tardan mas
tiempo en completarla que las hojas nuevas y en crecimiento, situadas en la parte superior
de la planta. A pesar de estas diferencias, las hojas superiores e inferiores contribuyen en
forma simultanea al abastecimiento de carbohidratos hacia la raiz y la corona (Cangiano,
2007).

La maxima acumulacién de carbohidratos se alcanza a un 10 % de floracion
(Reynolds y Smith, 1962). La disminucion de los niveles de reservas que se produce luego
de haberse alcanzado el valor maximo es atribuida fundamentalmente a la actividad de dos
destinos: el desarrollo de nuevos brotes a partir de yemas de la corona y el comienzo del

desarrollo de frutos (Dobrenz y Massengale, 1966).
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El momento éptimo para su uso esta dado, fundamentalmente, por el balance entre
la cantidad de carbohidratos acumulados en la raiz y el estado de desarrollo alcanzado al
momento del corte, lo cual también permite compatibilizar calidad del forraje obtenido y
duracion de la pradera (Soto y Jahn, 1993).

A medida que avanza el estado de madurez, desde prebotén a floracién completa,
disminuye el valor nutritivo de la alfalfa (Jahn et al., 1993). Inmediatamente después del
corte o pastoreo, la disminucion de las reservas se debe a las pérdidas por respiracion de la
planta y al desarrollo inicial de los nuevos brotes a partir de las yemas de la corona, siendo
las pérdidas por respiracion las de mayor magnitud (Ta et al., 1990).

En el caso de la alfalfa, las yemas o meristemas apicales estan siempre por encima
de la altura de defoliacion, debido a la elongacion que rapidamente se produce en los
entrenudos de los tallos; como consecuencia de lo anteriormente mencionado, el rebrote
después del corte o pastoreo se origina en las yemas de la corona o de la parte basal de los
tallos remanentes. Luego de una defoliacion y a medida que avanza en su madurez,
presenta un patron tipico de acumulacion de forraje en el cual la cantidad de tallos se
incrementa continuamente, mientras que la de hojas se detiene antes, y la presencia de
material muerto comienza a aumentar. EI mayor contribuyente de material muerto es la
hoja, indicando que en un determinado momento se producen tantas hojas como las que

mueren (Cangiano, 2007).

Bajo las cambiantes condiciones climaticas que se producen durante todo el ciclo
de crecimiento, la acumulacion de MS que se observa en los subsiguientes rebrotes luego

de las defoliaciones es muy variable (Cangiano, 2007).

En las especies de crecimiento indeterminado, junto con el inicio de la floracion se
produce una reduccién gradual de la RHT, lo que se debe a una menor produccion de
hojas, a un incremento de la senescencia foliar en la parte inferior del canopeo, y

produccién de tallos de mayor peso (Nelson'y Moser, 1994).
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Mientras que Albrecht et al. (1987) sefialaron que en alfalfa la RHT decrece desde
1,5 en el estado vegetativo a 0,5 cuando las plantas alcanzan la madurez, Nordkvist y
Aman (1986) registraron valores de 3,9 a 0,5, respectivamente. Esto demuestra que, a

medida que disminuye la RHT decrece la calidad del forraje.

El concepto de calidad forrajera es complejo e involucra no solo al forraje en si,
sino también al animal que lo consume. La calidad forrajera determina la contribucion de
un forraje a la produccién animal, reconociendo al menos cuatro componentes: a)
consumo, es decir qué cantidad de ese forraje es voluntariamente consumido por el animal;
b) digestibilidad, o sea cuanto de lo consumido es absorbido a través del aparato digestivo;
c) eficiencia, que es la relacién entre la produccién animal y el suministro de nutrientes; y
d) factores de anti-calidad: todos aquellos componentes presentes en el forraje que pueden
disminuir el consumo, la digestibilidad y la eficiencia (Fick y Muller, 1989).

Fulkerson (1973) posiciona a las leguminosas forrajeras como el mayor recurso de
proteinas concentradas. Una de las caracteristicas mas importantes de la alfalfa para la
alimentacion animal es su alta calidad nutricional con porcentajes de 15-22 % de proteina
bruta (PB), vitaminas (A, B, C, D, E) y minerales (McCoy y Walker, 1984).

Una buena calidad de la alfalfa puede reducir considerablemente la necesidad de
suplementos proteicos. Ademas, sus contenidos relativamente altos de calcio, fésforo y
magnesio son importantes en el equilibrio de los requisitos de minerales del ganado. La
alfalfa es relativamente baja en fibra, pero alta en proteinas en comparacion con otros
forrajes, lo que se traduce en un alto consumo. La fibra de las plantas esta constituida por
tres compuestos: la celulosa, la hemicelulosa y la lignina. La principal fuente de fibra de la
racion proviene de los forrajes. A medida que aumenta la fibra en los forrajes, disminuye la
energia. Los rumiantes necesitan una cantidad minima de fibra para mantener la motricidad
ruminal, la rumia, y la produccion de saliva. La cantidad o el contenido de fibra depende

de las especies forrajeras y del estado de madurez a la cosecha.

Los factores mas importantes que afectan la calidad final de una planta de alfalfa

son: la edad de la planta, la variedad, el contenido de: PB, celulosa, hemicelulosa, lignina,
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el total de nutrientes digestibles, foliosidad -RHT- y la ausencia de enfermedades
especialmente de hoja. Los factores ambientales como la temperatura, la luz, la humedad,
el tipo de suelo y la fertilidad también influyen en el valor nutritivo de la alfalfa. Cuando se
habla de calidad en alfalfa se hace referencia a materiales que alcancen una alta
digestibilidad de la MS y la mantengan a medida que avanzan es su desarrollo fenolégico
y, que ademas, presenten altos contenidos de PB (Juan et al., 1995). En otras palabras, la
calidad de este forraje, se basa en la relacion entre digestibilidad y contenido proteico en
una determinada etapa fenoldgica de desarrollo del cultivo (Demarquilly, 1966; Kalu y
Fick, 1983).

Aun cuando la alfalfa es una de las especies forrajeras de mas alto valor nutritivo,
se llevan a cabo trabajos para incrementar su calidad a través de mejoramiento genético,
aungue el mejoramiento de la calidad forrajera no ha tenido la atencion que se anticipaba

hace algunos afios.

A partir de los afios 1991 en EE.UU. y 1992 en Argentina, comenzaron a aparecer
en el mercado variedades de alfalfas denominadas High Quality (alta calidad), que ademas
de presentar altos rendimientos de forraje fueron seleccionadas especificamente por alta
calidad (Huset et al., 1991). No obstante, es un tema que todavia merece ser desarrollado.
Las futuras acciones deberian orientarse no sélo a la disminucion de fibra (particularmente
lignina), sino también al aumento del contenido de carbohidratos no estructurales y a la
mejora de la relacion entre proteina degradable y no degradable en rumen (Basigalup et al.,
2004).

Las hojas y los tallos tienen diferentes composiciones quimicas y digestibilidades,
donde las hojas contienen 2,5 a 3 veces mas PB y tantas veces menos fibra cruda que los
tallos; y su digestibilidad es casi 2 veces mayor que la de los tallos (Krachunov y
Naydenov, 1995) y que los peciolos. Dobrenz et al. (1969) mostraron que los porcentajes

de proteina de los tallos y de las hojas fueron de 11 % y 26 %, respectivamente.

La RHT es una caracteristica no suficientemente investigada por los programas de

mejoramiento, pero se trata de una forma simple de mejorar el valor nutritivo de la alfalfa.
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Como ya fuera mencionado, a medida que la planta de alfalfa avanza en sus estados
de madurez, desde rebrote a floracion, va modificando no sélo su forma de acumular
forraje sino también su digestibilidad y su composicion quimica. Entre otros parametros, la
digestibilidad (IVTDMS) y el contenido de PB varian en funcion de la distribucion vertical
de la MS presente en las hojas y tallos. En una planta de alfalfa proxima a floracion, el
peso de sus hojas estd concentrado en la parte media y disminuye hacia los extremos
superior e inferior, mientras que el peso de tallos aumenta gradualmente hacia la parte
inferior de la planta y no s6lo disminuyen la IVTDMS y el contenido de PB de los tallos
sino también la RHT. De acuerdo con Fletcher (1976) la digestibilidad de la planta entera
es influenciada directamente por la digestibilidad de los tallos y su variacion a través del
tiempo, en consonancia con los cambios de morfologia y calidad en los distintos estratos,
adquiere una gran importancia en la utilizacion del forraje bajo pastoreo. La digestibilidad
de los tallos es muy variable tanto dentro como entre afios, pudiendo llegar en verano a
valores inferiores a 40% (Cangiano, 1992). Segun Vough y Marten (1971), la
digestibilidad de los tallos se relaciona directamente con las altas temperaturas y el

aceleramiento de la madurez que se producen en esa estacion.

Para la evaluacion de la calidad se han desarrollado métodos de analisis basados en
las propiedades fisicas y quimicas de los forrajes. Un grupo importante de técnicas de
andlisis de calidad forrajera tienen como objetivo determinar la cantidad relativa de pared y
de contenidos celulares. La pared celular estd compuesta principalmente por celulosa,
hemicelulosa y lignina, que contribuyen al basamento estructural de la planta y que
constituyen la fibra del forraje. A medida que la planta avanza en su madurez, se
incrementa el contenido de lignina, confiriendo mayor resistencia a la estructura. Para los
rumiantes, la celulosa y la hemicelulosa son sélo parcialmente digestibles, en tanto que la
lignina es indigestible. Por eso, el contenido de fibra se asocia negativamente con la
calidad. Por otro lado, los contenidos celulares (citoplasma) son la parte de mayor valor
nutritivo y de maés alta digestibilidad, proveyendo la mayor parte de la PB, los

carbohidratos solubles y los lipidos (grasas) (Basigalup, 2007).
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La digestibilidad y el consumo son criterios que brindan informacion sobre valores
nutricionales del forraje y esto deriva en la utilizacion por los animales. La manera ideal de
estimar la calidad forrajera es por medio de ensayos con animales (in vivo), en donde se
mida su respuesta productiva. Siendo esta via dificil, lenta y sumamente costosa, se
desarrollaron diferentes métodos de laboratorio que simulan el proceso de digestion en el
rumen. Entre ellos figuran el método in vitro en base a degradacion mediante jugo ruminal
(Tilley y Terry, 1963), el método en base a degradabilidad enzimética (Jones y Hayward,
1975) y el de produccidn de gas in vitro para incubacion de forraje en jugo ruminal (Menke
y Steingass, 1988).

A pesar de las excelentes caracteristicas en calidad de la alfalfa, en el pais, la
produccién de heno presenta en general serias deficiencias de calidad, reflejadas en los
parametros que surgen de los andlisis quimicos. En este contexto, de todas las muestras
analizadas por los laboratorios del INTA en Rafaela y Manfredi durante los ultimos cinco
afios, se obtuvieron promedios generales de 16 % PB (rango: 13 % a 24 %), 56 % de fibra
detergente neutro (FDN), 44 % de fibra detergente acido (FDA) y 58 % de IVTDMS,
cuando los valores deseables para estos parametros serian 18-22 %, 40-47 %, 32-36 % y
>62 %, respectivamente. Lo mencionado es fruto del uso de maquinaria de corte
inapropiada (hélices), del inadecuado manejo que reciben muchos lotes (cortes tardios,
deficiente control de malezas y plagas, uso de rastrillos estelares, etc.) y del estacionado de
los rollos a la intemperie. Lamentablemente, otro factor que contribuye a la baja calidad
del heno producido para el mercado interno es que el producto se paga por cantidad y no
por calidad forrajera. No obstante lo anterior, se viene también experimentando una
paulatina mejora de calidad por parte de aquellos sectores que apuntan a la exportacion de
megafardos y pellets y/o a satisfacer la demanda de sectores domésticos exigentes en valor
nutritivo. En este panorama, existe un nimero creciente de empresas que se dedican a la
produccién de heno (pellets, cubos y megafardos) de calidad y que atienden tanto al
mercado interno como a la exportacién. De todo lo anterior, se desprende que las
perspectivas para la produccion de heno de alfalfa en el pais son muy alentadoras. En lo
que respecta a las exportaciones, la demanda creciente de varios mercados, en especial
paises del Cercano y Lejano Oriente, permiten avizorar condiciones muy favorables para

los proximos afios. En el recientemente celebrado Congreso CIDE 2013, organizado por la
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Conferencia Europea de Deshidratadores de Forrajes, se pudieron comprobar no solo estas
tendencias sino también las interesantes posibilidades que se abren para el mercado
argentino de alfalfa (Basigalup, 2014).

Morfoldgicamente, las variedades comerciales de alfalfa, poseen normalmente
hojas compuestas TF, alternas y pecioladas, con foliolos de color verde oscuro y dentados
en el tercio superior. La primera hoja de la plantula en aparecer es unifoliolada y de forma
orbicular. Las segundas y subsiguientes son imparipinnadas y se originan en el apice del
tallo. Cuando la planta ya esté desarrollada, las hojas pueden originarse del apice del tallo
0 de las yemas laterales/axilares ubicadas en los nudos de los tallos. En el nacimiento de
las hojas se observan las estipulas, que son unos apéndices delgados a modo de pequefias
hojas modificadas situadas en la base del peciolo y adheridas a sus lados. Los foliolos
tienen una nervadura central prominente, que se extiende a lo largo de la lamina y de la

cual parten nervaduras laterales pinnadas (Rodriguez y Spada, 2007).

El término MF es usado para describir hojas que contienen mas de tres foliolos por
hoja. La presencia de hojas MF ha sido mencionada y estudiada en varias leguminosas
como alfalfa, tanto a nivel diploide (Bingham, 1964; Bingham y Murphy, 1965; Barnes y
Hanson, 1967; Brick et al., 1976) tetraploide (Bingham 1964, 1966) y hexaploide
(Bingham y Binek, 1969), Trifolium incarnatum L. (Knight, 1969), soja (Glycine max L.)
(Fehr, 1972), trébol rojo (Trifolium pratense L.) (Jaranowski y Broda 1978) y trébol blanco
(Trifolium repens L.) (Baltensperger et al., 1991; Ford and Claydon, 1996).

En algunas oportunidades se suelen observar hojas MF con cuatro (tetrafolioladas),
cinco (pentafolioladas), seis (hexafolioladas) y siete (heptafolioladas) foliolos, aunque
también pueden encontrarse algunas hojas con ocho y nueve, o como en algunos
individuos seleccionados en la Estacién Experimental Agropecuaria (E.E.A.) Manfredi-

INTA con diez y once foliolos (Odorizzi, A. S., com. pers.®) (Figura 1).

% Ing. Agrénomo (MSc). Mejoramiento Genético de Alfalfa- E.E.A. Manfredi — INTA.
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Figura 1. Hojas compuestas de alfalfa: hoja trifoliolada (TF) y 8 hojas
multifolioladas con foliolos desde 4 a 11 (MF4 a MF11).

Varios informes indican que el caracter MF es altamente heredable (Bingham vy
Murphy, 1965).

Tanto en alfalfas con caracteristicas TF como MF, la primera hoja verdadera en
aparecer es unifoliolada y a medida que la planta continta su desarrollo van apareciendo en
disposicion alterna hojas TF o MF (Mueller and Teuber, 2007).

Las variedades de alfalfas MF han generado el interés de los productores de carne y
leche en los beneficios potenciales de estas variedades sobre las TF, ya que han sido
promovidas como mas frondosas y de mayor valor nutritivo que las TF (Twidwell et al.,
2002).

Desde el punto de la calidad forrajera, el caracter MF puede ser importante dado

gue, como Yya se mencionara, las hojas de la alfalfa poseen un valor nutritivo mas elevado
que el de los tallos (Fick y Holthausen, 1975; Buxton et al., 1985).
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Varios estudios demostraron en alfalfas MF una RHT mas alta que la de plantas TF
(Bingham y Murphy, 1965; Ferguson y Murphy, 1973; Brick et al., 1976), lo que podria
elevar la calidad forrajera (Buxton, 1988). No obstante, y a pesar de su potencial
importancia, existe sobre este caracter muy escasa informacién que se haya generado en
Argentina. Un trabajo realizado por Romero et al. (2002) en la E.E.A. Rafaela- INTA,
hace referencia a que algunos cultivares MF no presentaron mayor RHT que otros TF
tradicionales.

Existen en el mercado cultivares con porcentajes variables de hojas MF (alfalfas
"multileaf”), que se publicitan como poseedores de un mayor valor nutritivo como
consecuencia de haber sido seleccionados por ese caracter. Hay evidencias de que la planta
compensa fisiologicamente el mayor numero de foliolos en las hojas con tallos mas
pesados o con una menor produccion de forraje por ha, de manera que el resultado final es
comparable al de las alfalfas TF seleccionadas por mayor valor nutritivo relativo (VNR).
Por razones de mercado, en algunas variedades se ha buscado mayor expresion del caracter
MF a partir de materiales previamente seleccionados por menor contenido de fibra,

promocionando de ese modo productos con supuestamente mayor VNR por ser MF.

En el caso especifico de las alfalfas MF, el efecto del avance genético de la
seleccion por alta expresion MF sobre el valor agrondmico de la poblacion, dependera de
las correlaciones entre este caracter y los parametros de productividad y calidad forrajera.
En este contexto, es importante que la alta expresion MF se correlacione con caracteres
morfologicos (tamafio y numero de hojas, RHT, altura y porte de la planta, etc.), con la
produccidn de forraje y con parametros de calidad (PB, IVTDMS, contenido de fibra, etc.).
Por otro lado, conocer la magnitud de la interaccion genotipo-ambiente (Pob*A) se torna
esencial para orientar al mejorador en la toma de decisiones concernientes a los programas
de mejoramiento. Es importante no ignorar esta respuesta diferencial de los genotipos
sujetos a evaluacion en diferentes ambientes, ya que podria conducir a conclusiones

erroneas.
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Ferguson y Murphy (1973) y Brick et al. (1976) reportaron que las plantas de
alfalfa MF tuvieron mayor porcentaje en peso seco de hoja que plantas TF. Brick et al.
(1976) también encontré que las plantas MF tenian un mayor peso especifico de las hojas
(peso seco de hoja por unidad de area foliar) que las plantas TF. Bauder (1938) y Bingham
y Murphy (1965) informaron que plantas MF de alfalfa no mostraron un porcentaje
significativamente méas alto de hoja que los testigos TF. Ademas varios investigadores
como Pearce et al. (1969), Delaney y Dobrenz (1974) y Retzinger (1977) han demostrado
que el peso especifico de hoja esta correlacionado positivamente con la fotosintesis
aparente por unidad de area foliar en alfalfa.

Eames (1961) sugirio que las plantas MF son la forma primitiva en leguminosas. La
expresion del caracter MF bajo diferentes condiciones ambientales ha sido estudiada por
varios investigadores. El investigador ruso Mokeyeva (1940) informé que la expresion MF
era influenciada por el fotoperiodo y observé que, alfalfas MF creciendo a campo,
reaccionaban a fotoperiodos cortos con un aumento de la frecuencia de las hojas MF; en
éstas Ultimas se presentaban hojas MF en brotes de primavera y otofio y que ademas, estas
condiciones también propiciaban el incremento en el tamafio foliar. Bingham (1964)
informo que, tanto en condiciones controladas en camara de crecimiento como a campo, la
frecuencia de hojas MF no era afectada por la estacion del afio (primavera, verano u otofio)
y que, en condiciones de baja temperatura y fotoperiodos cortos, no se afectaba la
frecuencia de hojas MF pero si el incremento de tamafio de las hojas. El rasgo también fue

reportado por Mokeyeva (1940).

El caracter MF tanto en alfalfas diploides como tetraploides, se ha estudiado en los
Gltimos afios por varios investigadores, incluyendo Bingham (1964, 1966), Bingham y
Murphy (1965), Ferguson y Murphy (1973), Brick et al. (1976) y Retzinger (1977). Bauder
(1938) fue el primero en estudiar el caracter MF; él propuso un modo disémico de herencia
con dos genes independientes, que muestran epistasis (interaccidn entre genes situados en
distintos loci en un mismo cromosoma gque consiste en que cada gen puede enmascarar 0
suprimir la expresion del otro). El efecto epistasico, que es no alélico y por tanto opuesto a
la relacion de dominancia, puede ser debido a la presencia de factores recesivos

homocigéticos en unparde genes o de un alelo dominante, que se contrapone a
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la expresion de otro gen dominante. Bingham (1964) estudié el patron de herencia MF en
alfalfa diploide. Después de analizar las proporciones de segregacion en dos Si, una Fy,
once F2 y tres familias de retrocruzamiento, sugirié que eran tres genes independientes los
involucrados en la expresion del caréacter; un gen recesivo (mf) en condicién homocigota
en un locus se requiere para el desarrollo de hojas MF, y dos genes aditivos en otros loci
que influyen en el grado de expresion. A nivel tetraploide Bingham (1964) postulé que dos
0 mas loci estan envueltos en el control genético de éste caracter. Bingham y Murphy
(1965) estudiaron el efecto de la seleccion de la frecuencia de las hojas MF en alfalfas
tetraploides luego de tres ciclos de SFR. Observaron que la frecuencia de las plantas MF
(con 60 a 100 % de hojas MF) aumenté del 19 % en el ciclo 11 hasta el 68 % en el ciclo
[11. Concluyeron que la seleccion recurrente fue eficaz en el aumento de la frecuencia de
las plantas MF, plantas con alta frecuencia de hojas MF y estabilidad de la expresion. Estas
conclusiones muestran que el rasgo es altamente heredable. Brick et al. (1976) estudiaron
la transmitancia del caracter MF en alfalfas sin reposo invernal concluyendo que, el rasgo
era facilmente transmisible, aunque parecia estar bajo un complejo control genético. Un
examen preliminar realizado por Azizi (1980) de los resultados de cruzamientos dialélicos
indico que el caracter MF en alfalfa tetraploide fue controlado por méas de dos genes
principales. También fue evidente que el grado de expresion del rasgo era dependiente del
namero de alelos dominantes. Asumiendo la herencia tetrasomica en alfalfa, parecia que
tres genes principales influyeron en el grado de expresion del caracter MF. Estos tres
genes, denominados LA, LB, LM, acttan con independencia y con la misma contribucion
a la expresion del caracter. No se encontré evidencia de efecto epistatico. EI nimero
promedio de foliolos por hoja (FH) se incrementd a medida que el nimero de alelos
dominantes aumentd. El efecto de dominancia fue sélo de dominancia parcial y la
dominancia completa estuvo ausente. Se planted la hipotesis de que las plantas con una
puntuacion media de 3,1; 3,2 a 3,4; 3,5 a 4,0, y mayor a 4,1 FH contenian 4, 5, 6, y 7 alelos
dominantes por genotipo, respectivamente. Observaciones en segregaciones de familias F,
sugieren que el caracter MF, en alfalfa tetraploide, es controlado por al menos tres genes
tetrasdbmicos, LA, LB y LM, con herencia cromosdmica al azar. La presencia de cuatro o
mas alelos dominantes produciria hojas MF en alfalfa. La heredabilidad en el sentido
amplio de este caracter en la alfalfa fue de alrededor del 86 %. Esto indica que los factores

ambientales tenian poca influencia. Estos resultados estan en desacuerdo con los de Bauder
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(1938), quien sugirié que habia dos genes independientes y dominantes, ambos heredados
disomicamente que controlaban la expresion del caracter MF. Hubo poca evidencia de la
presencia de citoplasma o efecto materno.

El género Medicago se compone de aproximadamente 60 especies, incluyendo
algunas alégamas perennes, como la alfalfa, y otras anuales autégamas, como M.
truncatula (Tesfaye et al., 2006). Su ploidia varia de diploide (2n = 16) a poliploide (2n =
32, 48, 64). La alfalfa cultivada es autotetraploide (Stanford, 1951), con 2n = 4x = 32
(Armstrong, 1954), con un tamafio de genoma de 800-1000 Mpb (Blondon et al., 1994).
Existen dos subespecies principales en cada nivel de ploidia, subsp. falcata con flores
amarillas y vainas falcadas y subsp. sativa con flores de color pdrpura y vainas enrolladas

(subsp. caerulea a nivel diploide) (Quiros y Bauchan, 1988).

La alfalfa posee flores perfectas y fecundacion alégama, favorecida por
mecanismos de autoesterilidad y autoincompatibilidad (Viands et al., 1988). En
condiciones naturales, la polinizacion es entomofila realizada por distintas especies de
himenopteros, que utilizan sofisticados mecanismos de desenlace floral (Quiros y col.,
1988).

La extraordinaria variabilidad genética de la alfalfa es enriquecida por la
introgresion de las especies que conforman el complejo Medicago sativa (Quiros y
Bauchan, 1988) lo que le otorga una gran capacidad de adaptacion a las mas diversas

condiciones de suelo, clima y manejo.

La herencia de caracteres en alfalfa es compleja, por tratarse, como se ha
mencionado, de una autotetraploide. Su naturaleza tetrasomica hace que su
comportamiento genético sea distinto al de los diploides; esto, sumado a la gran
sensibilidad a la endocria que presenta, condiciona los métodos utilizados para su
mejoramiento. Tradicionalmente, la depresion por endocria se ha considerado el opuesto a
la heterosis (Wilsie, 1966; Falconer y Mackay, 1996). Aunque las causas de dicha
depresion no son completamente conocidas, se considera que, al menos en parte, ésta se

debe a la exposicion de alelos deletéreos que se acumulan a medida que la autofecundacion
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fuerza a los loci hacia la homocigosidad (Willis, 1999). Estas caracteristicas biolégicas han
dictado que muchos cultivares de alfalfa, se obtengan por SFR y se comercialicen como
cultivares sintéticos obtenidos luego de tres a cuatro generaciones de cruzamientos

panmicticos (Tysdal et al., 1942).

La mejora convencional de plantas se basa en la seleccion por el fenotipo de los
individuos de interés por alguna caracteristica distintiva, entre los individuos de progenies
segregantes resultado de la hibridacion. La obtencién de nuevos cultivares por esta via
implica se toma no menos de ocho a diez afos. En otras palabras, el mejoramiento
convencional o tradicional se basa en la existencia de variabilidad genética natural
heredable de esta forrajera y, mediante la aplicacién de los principios genéticos clasicos
relativos al fenotipo, 0 caracteristicas observables de la planta que se desean mejorar y se
vale de la reproduccion sexual para la modificacion de los mismos. Este hecho hace que el

aprovechamiento de la variabilidad esté restringido por barreras de cruzabilidad.

Los métodos de mejoramiento constituyen diferentes modos de combinar técnicas y
unidades de seleccion con el posterior manejo de los genotipos seleccionados. Estos se
pueden clasificar de acuerdo con distintos criterios, que los agrupan segun sistemas de
apareamiento (intra o interpoblacionales) y unidades de seleccion (individuos o familias)
(Rumbaugh et al., 1988).

La SFR es un refinamiento de la seleccion masal, y consiste en elegir individuos
deseables a través de su fenotipo y su posterior entrecruzamiento para la produccion de la
generacion siguiente, donde se repite el proceso anterior (Dudley, et al., 1963; Eberhart et
al., 1967; Hanson et al., 1972), tantas veces sea necesario, hasta que se aumente la

frecuencia de los alelos favorables y se alcance el nivel de mejoramiento propuesto.
Otro método muy utilizado en alfalfa es el cruzamiento complementario de

cultivares (Elgin (Jr.) et al., 1983). El retrocruzamiento se utilizd en unos pocos casos

(Murphy y Lowe, 1966; Peaden et al., 1976), pero ya ha caido en desuso.
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La SFR, al igual que la seleccién masal, es mas efectiva para el mejoramiento de
caracteres cualitativos y de alta heredabilidad (Twamley, 1974). Para su empleo exitoso, es
fundamental mantener una adecuada presion de seleccién (Rodriguez, 1986), término que
define el grado con que se ejerce la seleccion sobre una determinada caracteristica. Como
lo sefialan Hill y Haag (1974), las complicaciones que pueden aparecer con la utilizacion
de este método se relacionan con bajas frecuencia inicial de los genes de interés, baja
heredabilidad del caréacter en cuestion y elevado valor de la varianza ambiental.

La SFR ha sido empleada con éxito por el programa de desarrollo de cultivares de
alfalfa del INTA Manfredi (Convenio de Vinculacion Tecnolégica INTA-Palo Verde
S.R.L) para el mejoramiento de caracteres como el rendimiento de forraje y la resistencia
combinada a plagas y enfermedades y se han obtenidos los para la obtencion de cultivares
comerciales GRI 6 al 10. Para ello, se utiliza la SFR de genotipos destacados en
condiciones de campo (pastoreo o corte), los cruzamientos complementarios de cultivares
y los ciclos de SFR para resistencia a antracnosis (Colletotrichum trifolii Bain & Essary), a
podredumbre hiumeda o fitéftora (Phytophthora megasperma Drechs. f .sp. medicaginis) y
a los pulgones azul (Acyrthosiphon kondoi Shinji) y moteado (Terioaphis trifolii Monnell),
de acuerdo a los protocolos definidos por la North American Alfalfa Improvement
Conference (NAAIC). Durante la seleccion a campo, se conservan las plantas vigorosas y
con coronas compactas y se eliminan los individuos afectados por corchosis (Xylaria spp.),
por el complejo de podredumbres de corona y raiz (Fusarium spp., Phoma spp.,
Rhizoctonia spp., Colletotrichum spp., etc.) o por enfermedades foliares. Las plantas
selectas —provenientes tanto de la seleccion a campo como de los insectarios y/o de los
infectarios- se agrupan por GRI, se transplantan a jaulas de intercruzamiento con abejas
meliferas (Apis mellifera) y se conducen de ahi en mas como variedades sintéticas. La
produccién de semilla prebéasica o breeder se lleva a cabo en la EEA Manfredi-INTA. La
produccién de semilla fundacion o basica de cada sintético se hace en la EEA San Juan-
INTA, donde las condiciones ambientales son méas propicias para la obtencion de buenos
niveles de produccion de semilla de calidad. La evaluacion de la produccién de forraje y
persistencia de los sintéticos avanzados (Sin-2 o Sin-3), se hace bajo condiciones de corte

en una red interna que incluye cinco localidades y series de ensayos que se conducen por
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tres afios. Los materiales que se destacan en todas las localidades son caracterizados e

inscriptos como nuevos cultivares.

La mayoria de los programas de mejoramiento de alfalfa se enfocan en tres temas
principales: incremento de la produccion de forraje, aumento de la persistencia y
resistencia multiple a plagas y enfermedades. No obstante lo anterior, también se realizan
esfuerzos para mejor la calidad forrajera a través del aumento de la digestibilidad o del
valor nutritivo relativo (alfalfas “HQ”), de la disminucion de la concentracion y/o
composicion de la lignina, de la reduccion del potencial timpanizante 6 del aumento de la
expresion del caracter MF. La seleccion por todos estos parametros debe estar asociada a la
obtencion de materiales con buen comportamiento agronémico (altos rendimientos de
biomasa aerea, persistencia y resistencia combinada a plagas y enfermedades), dado que en
un cultivar comercial el aumento de la calidad per se, no garantiza su difusion entre los

productores pecuarios.

La productividad y la persistencia de la alfalfa se ven afectadas por numerosos
factores de tipo abiotico (salinidad, acidez, sequia, anegamiento, niveles toxicos de
aluminio, etc.) y de tipo biotico (plagas), entendiéndose por plaga a todos los animales,

microorganismos Yy plantas que tienen un efecto negativo sobre la produccion agricola.

El cultivo de alfalfa, destinado tanto a la produccion de forraje como a la
produccién de semillas, forma un microclima particular, por la densidad del cultivo y un
ciclo de crecimiento plurianual, lo que lo transforma en un agroecosistema perenne a corto
plazo, capaz de albergar una amplia variedad de plagas, tanto insectos benéficos y
perjudiciales como patégenos. Los ataques pueden causar grandes peérdidas de
productividad tanto en la cantidad como la calidad del forraje y en la persistencia del

alfalfar.

En la Argentina, cuatro grupos de insectos causan del 80 al 90% del dafio de plagas
al cultivo de alfalfa, dentro de los que se encuentran los pulgones. Los pulgones o afidos
pertenecen a la familia Aphididae del orden Homdptera. Estos poseen un complejo ciclo

reproductivo, incluyendo fases partenogenéticas y sexuadas (Gonzalez, 2003); forman
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colonias activas en las plantas y se alimentan de éstas extrayendo la savia del floema -lo
que explica, en parte, su especificidad con plantas hospedantes- a través de su aparato
bucal picador-suctor e inyectan saliva toxica. Esta savia contiene una alta concentracién de
carbohidratos, siendo muy baja la de nitrdgeno y por lo tanto ellos filtran la savia
reteniendo parte de las sustancias nitrogenadas y excretando los carbohidratos (Delfino,
2003; Brewer y Arguello, 1980). Las plantas detienen su crecimiento, acortan sus
entrenudos y las hojas se amarillean. Por lo antes mencionado, el rendimiento y la calidad
del forraje se reducen en proporcién a la intensidad y la duracién del ataque de esta plaga
(Aragén e Imwinkelried, 2007) y, en ataques severos, pueden producir la muerte de
plantas. También puede segregar sustancias melosas sobre las que se desarrollan hongos
saprofitos que desmejoran la calidad del forraje.

A nivel mundial se conocen unas 10 especies de pulgones que colonizan plantas de
alfalfa. De éstas, solo ocho son conocidas en Argentina y cuatro son las declaradas serias:
pulgon verde (Acyrthosiphon pisum Harris), pulgon azul de la alfalfa (Acyrthosiphon
kondoi Shinji), pulgon moteado o manchado (Therioaphis trifolii Money) y pulgén negro
(Aphis craccivora Koch) (Ortego y Mier Durante, 2003). Actualmente los mas
problematicos son el pulgdén azul y el moteado, aunque el pulgdn negro esta teniendo una
reciente importancia por ser uno de los presuntos agentes vector del rhabdovirus del

achaparramiento de la alfalfa o de la enacién de la alfalfa (Alfalfa Enation Virus).

El pulgdn azul originario del Norte de China y Manchuria hizo su aparicion en
Argentina en 1976. El mayor ataque se produjo en el otofio de 1977 produciendo pérdidas
de hasta el 70 % al no contarse con variedades 0 ecotipos resistentes o tolerantes. Las
colonias se establecen sobre tallos y brotes, reproduciéndose en forma activa. Los dafios
causados son similares a la de otros pulgones pero, tiene sintomas que son caracteristicos
de ésta especie. El dafio econdmico causado por el pulgén azul se da a menores densidades

que otras especies de afidos (Aragon e Imwinkelried, 2007).
El pulgon moteado de la alfalfa esta presente en todas las regiones del pais donde se

cultiva esta especie. Los mayores ataques se registran durante el periodo primavera-

verano-otofio, especialmente en condiciones de sequia, y las zonas usualmente mas
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afectadas son los sectores subhimedo y semiarido de la Region Pampeana. A diferencia de
las demas especies de pulgones que atacan la alfalfa, el pulgon moteado se ubica con
preferencia en la cara inferior de las hojas basales de las plantas. En caso de ataques muy
intensos y prolongados, pueden ocasionar defoliaciones importantes e incluso la muerte de
la planta. En 1957 se logro en EE.UU. el cultivar Moapa, primera variedad de alfalfa con
resistencia a este pulgén. En la actualidad, existe en nuestro pais un gran nimero de
variedades resistentes, cuyo uso reduce significativamente la necesidad de efectuar
tratamientos de control no s6lo para este pulgdn sino también para el resto de afidos de la
alfalfa. El control de los pulgones puede realizarse de varias maneras; éstas pueden ser a
través de controladores bioldégicos como son las avispas parasitas de la familia Aphididae e
insectos de la familia Coccinellidae y a través de hongos del género Entomophthora.
También se puede realizar por medio de la aplicacion de agroquimicos y a traves del uso
de variedades de alfalfa resistentes al ataque de pulgones (Aragon e Imwinkelried, 2007),

siendo éste ultimo el método de control mas efectivo, eficiente y duradero.

La accién de microorganismos plaga 6 patdgenos tales como hongos, bacterias,
nematodos, virus y micoplasmas que generan enfermedades, son responsables también de
la disminucion de la calidad forrajera, la reduccion de la vida atil de la pradera, la mayor
predisposicion a factores adversos como insectos, malezas, estrés hidrico por déficit o

exceso y desbalance nutricional (Leath et al., 1988).

Toda enfermedad genera una disminucion de la produccién de MS y semilla, del
stand de plantas y vigor, como asi también del valor nutritivo del forraje destinado al

consumo (Barnes et al., 1969).

Las enfermedades que afectan al cultivo de la alfalfa son limitantes en el
mantenimiento de lotes productivos (Hijano y Pérez Fernandez, 1995), teniendo en cuenta
que hasta un 25 % de la produccién de forraje y hasta un 10 % de la produccion de semilla

se pierde debido a su incidencia, Leath (1981, citado por Hijano y Pérez Fernandez, 1995).

Se denomina triangulo de la enfermedad o triada ecoldgica a la interaccién que se

produce entre la cepa virulenta de un agente patdgeno, el huésped susceptible y las
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condiciones ambientales favorables para el desarrollo de los agentes patdgenos (Berger,
1977). De acuerdo con Graham et al. (1979), las enfermedades son el resultado de la
interaccion entre hospedantes susceptibles, patdégenos virulentos y condiciones ambientales
predisponentes, incluyendo entre éstas no sélo los aspectos climaticos y edéficos, sino
también los vectores y las practicas culturales inadecuadas.

Las enfermedades pueden provocar pérdidas econémicas de dos tipos: directas e
indirectas. Dentro de las primeras, se destacan las pérdidas de calidad por manchas foliares
y/o defoliacion y el menor rendimiento debido a la mortandad de plantas y/o disminucion
del vigor. Las indirectas se generan por disminucion del valor nutricional del forraje
(presencia de micotoxinas), disminucién de la nodulacién y de la consecuente fijacion de
N, mayor susceptibilidad al ataque de insectos, proliferacion de malezas agresivas, etc.
(Gieco et al., 2007).

La antracnosis es una enfermedad de relevancia en alfalfa en muchas regiones
calidas y himedas del mundo, producida por hongos del genero Colletotrichum (Irwin,
1974; Ostazeski (1978, citado por Boland y Brochu, 1989); Elgin (1981, citado por Boland
y Brochu, 1989)), presentando sintomas de mayor severidad en esta especie y trébol rojo
(Stovold y Francis, 1988; Welty, 1982). En alfalfa, la infeccién puede llegar a la corona
resultando en la muerte de la planta o provocando lesiones que perduraran en el invierno,
afectando la posterior produccion de forraje, Graham (1979, citado por O'Neill et al.,
1989). En estados avanzados de la enfermedad, la corona sufre una fase de podredumbre
que se caracteriza por una coloracion negra o azul negruzca (Irwin, 1974; Barnes (1969,
citado por Graham et al., 1972)). Durante el periodo de establecimiento del alfalfar, el
patdgeno puede ocasionar la muerte de las plantulas -damping off- (Gieco et al., 2007).
Como consecuencia de ésta, se han observado pérdidas de stand de plantas que oscilan
entre el 3 % y el 45 %, dependiendo de la susceptibilidad de los cultivares afectados
(Hijano, 1985). Esta enfermedad se hace presente en primaveras templadas y humedas,
disminuye en periodos de estrés hidrico del verano y retoma importancia hacia el otofio
(Hijano y Pérez Fernandez, 1995; Gieco et al., 2007). En cultivares susceptibles, con altos
niveles de infeccion de antracnosis, la produccién de forraje se redujo entre 25 y 30 %,

causando una pérdida del stand de plantas de 30 % o mas, y predisponiéndolas a sufrir
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dafio durante el invierno (Barnes et al., 1969). Segun Grau et al. (1984), la antracnosis
puede reducir la produccién de forraje entre 0,5 a 1,25 t MS ha™. La forma de control de
enfermedades puede variar desde la aplicacion de fungicidas -practica poco econémica-
hasta el aprovechamiento répido del lote al evidenciar los sintomas de la enfermedad,
aunque la més efectiva es el empleo de cultivares resistentes (Gieco et al., 2007).

Sorensen et al. (1988) clasifican la resistencia de las plantas en cinco grados: alta
resistencia, resistencia intermedia, baja resistencia, susceptibilidad y alta susceptibilidad.
La NAAIC publica la serie completa de pruebas estandarizadas que se han establecido para
la caracterizacion de los niveles de resistencia a las principales plagas y enfermedades de
importancia econdmica. Alli se especifican las condiciones de cultivo de patégenos o de
cria de insectos, las condiciones ambientales de las pruebas y los testigos (cultivares o
lineas experimentales) resistentes y susceptibles a emplear en cada caso. La Tabla 2
resume las clases de resistencia para caracterizacion de cultivares que utiliza la NAAIC en
base a los porcentajes de plantas resistentes que se obtienen en pruebas protocolizadas. En
la actualidad, la forma mas efectiva de control es el empleo de cultivares resistentes
(Barnes et al., 1969; Graham et al., 1976; Gieco et al., 2007).

La SFR, en conjunto con la seleccidén en tandem o el uso de niveles independientes
de seleccidn, ha sido muy efectiva en el desarrollo de cultivares con resistencia multiple a
plagas. EI cruzamiento complementario de cultivares también ha sido exitoso en la

obtencidn de materiales resistentes (Sorensen et al., 1988).

Tabla 2. Clases de resistencia utilizadas en la caracterizacion de cultivares de

alfalfa.
% Plantas Resistentes Clases de resistencia Abreviatura
0-5 Susceptible S
6-14 Moderadamente Susceptible MS
15-30 Moderadamente Resistente MR
31-50 Resistente R
>50 Altamente Resistente AR
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En la resistencia a los insectos, los mecanismos de resistencia se deben a la accion
individual o combinada de tres factores: antibiosis (sustancias segregadas por las plantas
que afectan de varias maneras sobre el insecto, desde el crecimiento, la supervivencia y/o
la tasa de reproduccion), tolerancia (la planta soporta el dafio causado por los insectos) y la
antixenosis o0 no preferencia (caracteristica de la planta que la hace no deseable como
alimento, lugar de oviposicion o como proteccion). Con respecto a la resistencia a
enfermedades, segun Fernandez Valiela (1978), la capacidad de resistir una enfermedad
puede expresarse como inmunidad, cuando el patdgeno es incapaz de atacar a su

hospedante, o por distintos grados de resistencia.

La resistencia puede estar condicionada por factores internos y externos que
contribuyan para reducir la probabilidad y el grado de infeccion. Los distintos grados de
resistencia pueden lograrse mediante cualquier caracteristica heredable de la planta que
contribuya a localizar o aislar el patégeno en el punto de infeccion, reducir el efecto
perjudicial de las sustancias toxicas producidas por el patogeno, limitar o inhibir la
reproduccion del mismo u otra caracteristica que permita a la planta completar su
crecimiento y desarrollo. Dentro de los mecanismos de resistencia, se destaca la resistencia
especifica que se expresa en ciertos cultivares luego de la fase de penetracion del patégeno.
Este tipo de resistencia depende de la presencia de genes de resistencia dominantes en la
planta que discrimina entre razas virulentas y avirulentas del patogeno (Esquerré-Tugaye et
al., 1992).

De modo general la resistencia a antracnosis es considerada una caracteristica de
alta heredabilidad (Ostazeski et al., 1969; Gieco et al., 2007). Después de un ciclo de
seleccion, la resistencia puede incrementarse entre 18 y 75 % (Ostazeski et al., 1969). En
la mayoria de los casos, la resistencia a microorganismos que causan enfermedades esta
condicionada por uno o pocos genes con grado variable de dominancia (Elgin et al., 1988),
lo que hace que el progreso de seleccidn sea relativamente rapido, como en Colletotrichum
trifolii, Phytophthora megasperma, Peronospora trifoliorum y virus del mosaico o Alfalfa
Mosaic Virus (AMV). En unos pocos casos, la herencia de la resistencia es cuantitativa,

como en Leptosphaerulina briosiana y Verticillum albo-atrum (Kehr et al., 1972).
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Otro aspecto interesante es que, por lo general, los genes de resistencia a distintas
enfermedades no estan ligados y actuan en forma independiente unos de otros.
Afortunadamente, la produccion de razas fisioldgicas o patogénicas es insignificante en la
mayoria de los patégenos, habiéndose registrado s6lo unas pocas excepciones en C. trifolii
(Welty y Mueller, 1979) y Peronospora trifoliorum (Stuteville, 1973). Por lo anteriormente
mencionado, es de fundamental importancia contar con materiales con resistencia a plagas
ya que es la forma mas eficiente, ecolégicamente amigable y econémica para abordar su

control.

Caracterizar el material seleccionado con respecto a su comportamiento frente a
plagas y enfermedades, es de suma importancia a fin de mejorar o no los niveles de
resistencia combinada a enfermedades e insectos en pos de obtener un cultivar MF con
niveles aceptables de resistencia. La resistencia genética posee caracteristicas propias que
son determinantes de su priorizacion entre los caracteres a incorporar en los programas de
mejoramiento de alfalfa. En ese contexto, la correcta valoracion del nivel de resistencia a
una determinada plaga debe hacerse en funcién de la frecuencia o del porcentaje de plantas

presentes en cada clase de resistencia preestablecida.

La biotecnologia contribuye al mejoramiento genético ya que, entre otras
caracteristicas permite estudiar el nivel de diferenciacion entre materiales originados a
través de un proceso de mejoramiento genético convencional y entre éstos el pool genético
que le dio origen. Las diferencias en las frecuencias alélicas entre los padres de una
poblacion sintética, son necesarias para contrarrestar los efectos de consanguinidad (Rotili
et al., 1999) y para poner en evidencia y explotar los efectos de la heterosis (Brummer,
1999). A pesar de esto, la diversidad genética por si sola no es suficiente para la expresion
de la heterosis (Kidwell et al., 1999, Riday et al., 2003).

Luego de varios ciclos de SFR es dificil saber si la diversidad genética presente en
la poblacion original, se mantuvo o decrecid luego del proceso selectivo. Por lo antes
mencionado es importante entonces estimar y comparar la diversidad genética entre y

dentro de la poblacion original y la obtenida luego del proceso selectivo.
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En la actualidad, se cuenta con un gran niumero de marcadores moleculares, no
obstante, los SSRs y AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms) son los que
ofrecen mayores ventajas en el analisis genémico debido a su capacidad para detectar
polimorfismos entre genotipos, su alta reproducibilidad y su cobertura gendmica. Para
estudiar la diversidad genética se utilizan cominmente los SSR, conocido como
marcadores microsatélites. Estos proporcionan informacion (til y son eficientes debido a
que son altamente polimdrficos, co-dominantes, abundantes en el genoma y pueden ser
facilmente detectados por métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (Suwabe et al., 2004). Los SSR consisten en pequefias secuencias con 1 a 4 pb de
largo, repetidas en tdndem. En plantas, se distribuyen con una frecuencia de uno cada 50
mil pb, y la secuencia repetida mas comun es el dinucledtido AT (Ferreira y Grattapaglia,
1998). La base genética del polimorfismo detectado en los microsatélites se basa en la
variabilidad del nimero de repeticiones en tandem y consecuentemente del tamafo del
microsatélite amplificado en individuos de una especie. Julier et al. (2003) indicaron que
los marcadores SSR son herramientas Utiles para explorar el genoma de alfalfa, debido a su
herencia tetrasomica ampliamente aceptada y su infrecuente fenémeno de doble reduccion
que los hacen efectivos para los analisis de la diversidad y la elaboracion de mapas
genéticos. Diwan et al. (1997) fueron los primeros en desarrollar estos marcadores en
Medicago spp. e indicaron que los marcadores SSR pueden funcionar en alfalfa para la
construccion de mapas genéticos. Por lo tanto, estos marcadores demostraron ser Utiles en
la construccién de mapas de ligamiento genético (Julier et al., 2003), analisis de la
diversidad genética (Bagavathiannan et al., 2010; Flajoulot et al., 2005; Sakiroglu et al.,
2010), andlisis de QTL (Maureira-Butler et al., 2007), mapas de asociacion (Sakiroglu et
al., 2012) y de relaciones filogenéticas (Sakiroglu y Brummer, 2013). Los marcadores de
SSR se han aplicado en alfalfa en otros estudios (Carelli et al., 2009; Diwan et al., 2000;
Ellwood et al., 2006; Eujayl et al., 2004; Falahati-Anbaran et al., 2007; Flajoulot et al.
2005; He et al., 2009; Mengoni, 2000a y 2000b; Petolescu et al., 2010; Sledge et al.,
2005).
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1.3 Justificacion

Es importante que el mejorador, a efectos de orientar su tarea de seleccion,
disponga no solo de informacion bésica sobre pardmetros genéticos tales como
componentes de varianza y heredabilidad, sino también sobre correlaciones genéticas entre
los caracteres de importancia. A tal efecto, el presente trabajo de tesis se justifica, desde el
punto de vista teorico, en la generacién de conocimientos sobre diferentes aspectos de la
genética de materiales MF. La bibliografia existente sobre estos aspectos es escasa a nivel
internacional y en Argentina préacticamente nula; por consiguiente, los resultados
generados serdn un valioso aporte para el mejoramiento genético de la alfalfa. Ademas, el
conocimiento de la herencia del caracter MF puede ayudar a determinar los procedimientos
de seleccion mas eficientes para el desarrollo de poblaciones de alfalfa con estas

caracteristicas.

Desde un punto de vista practico, la generacion de una poblacion de alfalfa con alta
expresion del caracter MF, sin reposo invernal, permitird contar en un futuro cercano con
un cultivar desarrollado en Argentina y adaptado integramente a las condiciones locales, lo
cual es un avance sin precedentes en el pais. Ademas, se contara con un material de alto
valor nutritivo que permitiria a los productores ganaderos incrementar su produccion de

carne y leche.

Desde el punto de vista metodoldgico, el aporte de esta investigacion a otros
estudios futuros —tanto en la faz de materiales y métodos como en otros aspectos concretos,
como la deteccion de hasta once foliolos por hoja, caracteristica que no habia sido citada
anteriormente- permitird la generacién de nuevos conocimientos y podria tener un efecto
multiplicador. Por otro lado, la metodologia de seleccién que se empled en este trabajo,
que incluye la seleccion de plantas MF en dos estados de madurez de la alfalfa, permite no
s6lo aumentar la presion de seleccion, sino también reducir el nimero de plantas que se
utilizan. Esto Gltimo es muy importante en términos de aumentar la eficiencia de los

recursos humanos, econémicos y de infraestructura.

40



Introduccion

1.4 Hipdtesis

1. El caracter MF no implica un mayor rendimiento de forraje en MS aunque si una

mayor calidad de forraje en comparacion con cultivares TF; por ende, existe covariabilidad
entre el indice de expresion MF (IMF) y la calidad de forraje en las poblaciones de alfalfa

MF obtenidas por SFR utilizadas en este estudio.

2. El proceso de SFR no modifica las caracteristicas de resistencia presentes en la

poblacién original frente a antracnosis, pulgdn azul y pulgén moteado de la poblacion
obtenida luego de cuatro ciclos de seleccion.

3. No hay pérdida de variabilidad en el proceso de seleccion ya que la diversidad

genética presente en la poblacion original se mantiene luego de cuatro ciclos de SFR.
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1.5 Objetivos de la investigacion

1.5.1 Objetivo general

Evaluar componentes del rendimiento, morfologia de tallo y hoja, calidad forrajera,
comportamiento frente a plagas y caracterizaciébn molecular mediante SSRs, en Pob de
alfalfa extremadamente sin reposo invernal, obtenidas por SFR con diferente indice de
expresion del caracter MF.

1.5.2 Objetivos especificos

Objetivo 1: Determinar componentes de rendimiento de forraje, caracteristicas
morfologicas de tallo y hoja y parametros de calidad forrajera en Pob de alfalfa con
diferente indice de expresion del caracter MF, en ambientes definidos por la condicion
edafica y por condiciones de humedad (riego y secano) en base a plantas individuales.
Explorar la interaccién poblacion-ambiente (P*A) y correlacionar el rendimiento y los
parametros de calidad de forraje de las Pob seleccionadas con las caracteristicas

morfologicas evaluadas.

Objetivo 2: Determinar componentes de rendimiento de forraje, caracteristicas
morfologicas de tallo y hoja y parametros de calidad forrajera en Pob de alfalfa con
diferente indice de expresion del caracter MF, en base a plantas bajo cultivo denso.
Explorar la interaccion P*A y correlacionar el rendimiento y los parametros de calidad de

forraje de las Pob seleccionadas con las caracteristicas morfologicas evaluadas.

Objetivo 3: Caracterizar el comportamiento de la resistencia a antracnosis, pulgon

azul y moteado de la Pob original y de aquella obtenida luego de cuatro ciclos de SFR.

Objetivo 4: Estimar la diversidad genética a través de marcadores moleculares

SSR, entre la Pob original y aquella obtenida luego de cuatro ciclos de SFR.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

Los estudios planteados en este trabajo se desarrollaron en el marco del Convenio
de Vinculacion Tecnoldgica (CVT Alfalfa INTA-Palo Verde S.R.L.) para el mejoramiento
genético de alfalfa de Argentina y se llevaron a cabo en el campo experimental,
invernaderos y laboratorios de la E.E.A. Manfredi-INTA, ubicada a los 31° 49’ 12” de
Latitud Sur y 63° 46’ 00” Longitud Oeste y a 292 m.s.n.m. Las evaluaciones y resultados
del presente trabajo fueron obtenidas durante las temporadas 2010-2014.

2.1 Caracterizacion edafoclimatica del area de estudio

El clima del area se caracteriza por ser templado, con una precipitacion media anual
de 744 mm, distribuidos segun un régimen de tipo monzonico. La E.E.A. Manfredi se halla
en el sector de la carta de suelos denominado Pampa Alta. Se caracterizé el area mediante
la Hoja Oncativo INTA-SMAG y RR (Jarsun et al., 1987). El relieve es muy plano
(subnormal), con una pendiente < 0,5 %. El suelo esta clasificado como Haplustol éntico
(Serie Oncativo), profundo, bien drenado, desarrollado sobre materiales loéssicos de
textura franco-limosa que ocupan las lomas casi planas y muy extendidas. La secuencia de
horizontes cominmente es A, AC y Ck, los dos primeros presentando estructuras de
blogues subangulares y el tercero estructura masiva. Desde el punto de vista morfolégico,
no se evidenciaron caracteristicas que pudieran estar condicionando el normal desarrollo

de las plantas en los ensayos.

A través del Grupo manejo de cultivos y recursos naturales del Area de Agronomia
de la E.E.A. Manfredi-INTA, se obtuvieron los datos de temperatura, humedad y
precipitaciones (Tabla 1-Anexo) durante las temporadas de estudio (Alvarez y Severina,
2014).
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En base a muestras recogidas segln procedimientos habituales (0-20, 20-40 y 40-60
cm de profundidad), se realiz6 la caracterizacion fisica (estructura) y quimica del suelo
donde se condujeron los ensayos. Los pardmetros quimicos evaluados fueron: carbono
organico total (CO) por Walkey y Black; porcentaje de materia organica (MO); pH en agua
(suelo:agua 1:1); conductividad eléctrica (CE); fosforo extractable (Pe) por Bray y Kurtz;
nitrégeno total (Nt) por Kjeldhal; nitrégeno como nitratos (N-NO3Y); calcio (Ca*") y
magnesio (Mg?*) extractables por quelatometria; y sodio (Na*) y potasio (K*) extractables
por espectrofotometria de llama; capacidad de intercambio cationico (CIC) por saturacion
con acetato de amonio a pH 7 y porcentaje de sodio intercambiable (PSI). Las técnicas

utilizadas se describen en Sparks (1996).

2.2 Desarrollo de las poblaciones experimentales

Para el desarrollo de las Pob de alfalfa empleadas en este trabajo, se realizaron
cuatro ciclos de seleccion fenotipica recurrente (SFR) en favor del caracter multifoliolado
(MF). En cada ciclo, se trabajé con una poblacion inicial de 1000 individuos y se
seleccionaron aquellos que expresaban el caracter MF en dos estados de madurez
diferentes definidos por Kalu y Fick (1981) con base en el desarrollo morfolégico de tallos
individuales. En el estado O (vegetativo temprano) se seleccionaron aquellas plantas que al
menos presentaran una hoja MF. Posteriormente, las plantas selectas fueron reevaluadas en
el estado 5 (floracién temprana), reteniendo solo a los individuos que correspondian a dos
de las categorias de expresion MF definidas en la Tabla 3. Cada una de estas categorias se

basa en el promedio de hojas MF por tallo (Sheaffer, et al., 1995).

Tabla 3. Categorias de expresion multifolioladas segun el N° de hojas MF por tallo.

Categoria MF Descripcion

todas las hojas trifolioladas
1 hoja multifoliolada por tallo
2-3 hojas multifolioladas por tallo
4-5 hojas multifolioladas por tallo
6-7 hojas multifolioladas por tallo
8 0 + hojas multifolioladas por tallo

Ol | W N O
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Se seleccionaron aquellas plantas alcanzadas por las categorias 4 (6-7 hojas MF
por tallo) y 5 (8 6 méas hojas MF por tallo). Estas selectas fueron entonces interpolinizadas

manualmente para producir la semilla que daria origen al siguiente ciclo de seleccién.

2.2.1 Poblacion original

Partiendo de tres cultivares comerciales trifoliolados (TF) extremadamente sin
reposo invernal (GRI 10), que se sembraron en forma espaciada (0,50 x 0,50 m) en el
campo experimental de la E.E.A. Manfredi-INTA en marzo de 2007, se lograron 116
plantas del cultivar Ruano, 110 de Mireya y 123 de CW 1010. De estas plantas, después de
una cuidadosa evaluacién de caracteristicas agrondémicas -como vigor, capacidad de

rebrote y ausencia de enfermedades- se seleccionaron 28, 30 y 25 plantas, respectivamente.

A continuacion, las selectas fueron interpolinizadas por abejas meliferas y se
obtuvo la semilla de la poblacion original (CO) para la seleccion por el caracter MF. De
esta manera el pedigree de la poblacion CO estaria conformado por un 34 % de Ruano, 36
% de Mireya y 30 % de CW 1010.

2.2.2 Poblaciones experimentales

En marzo de 2008, con la semilla CO se sembraron 1000 macetas plasticas (0,05 m
de diametro), rellenadas con suelo esterilizado en autoclave a 1 atm de presion por 2 h. En
cada maceta se distribuyeron 3 semillas, para posibilitar la seleccion de plantulas con
mayor vigor al estado unifoliolado. De esos 1000 individuos, al cabo de 8 semanas de
crecimiento, aquellos que presentaron el caracter MF al estado O, se transplantaron a
macetas de 0,20 m de didmetro y se conservaron en invernaculo con condiciones de 12 a
16 hs de luz artificial (luz halégena de 400 W) y temperaturas que oscilaron entre 15 y
26°C. Al momento de la floracién, las plantas fueron interpolinizadas manualmente en
agosto de 2008. Se procedi6 al desenlace floral con la consecuente carga de polen
mediante una cufia de carton recortado y plegado en forma de “V” (Figura 2). Para iniciar

la polinizacion y evitar la autofecundacién, se corté una inflorescencia y se recolecto el
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polen en la cufia de carton; al dia siguiente, se repetia la operacién pero recortando el

extremo de la cufia para descartar el polen no viable que hubiera quedado del dia anterior.

Figura 2. Cruzamientos manuales: a) recoleccion de polen para la policruza; b)
policruzamiento de las selectas (Gentileza Bi6l. Valeria Arolfo).

La poblacion de policruzamiento fue mantenida bajo condiciones de invernaculo
hasta la madurez de las vainas, las que fueron finalmente cosechadas en masa. Después de
una trilla manual se obtuvo la semilla C1.

Durante los periodos que las plantas permanecieron en el invernaculo, segln
necesidad, se realizaron aplicaciones de insecticidas y acaricidas para controlar la aparicion
de larvas de lepidopteros (Agrotis sp., Porosagrotis sp.), trips (Frankiniella australis M.,

Thrips tabaci L.) y arafiuela roja (Tetranychus desertorum B.).

Para la obtencion de la semilla C2, se realizd el mismo planteo descripto
anteriormente partiendo de la semilla C1, sembrandola en noviembre de 2008. De los 1000
individuos iniciales, se identificaron aquellos que resultaron de caracter MF al estado 0. De
€sos, cuando las plantas alcanzaron el estado 5, se identificaron aquellos que correspondian
a las categorias 4 y 5, los que fueron policruzados en invernaculo durante el otofio de 2009.

La semilla obtenida se denominé C2.

La poblacion C3 se obtuvo a partir de seleccionar sobre la poblacion C2, sembrada

en noviembre de 2009, con un procedimiento idéntico al anterior. De los individuos C2 con
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caracter MF al estado 0, se identificaron los que correspondian a las categorias 4 y 5 al

estado 5, los cuales fueron policruzados en junio de 2010 para obtener la semilla C3.

La poblacion C4, obtenida a partir de seleccionar sobre la poblacion C3, fue
sembrada en marzo de 2011, con un procedimiento idéntico al anterior. Sobre la base de
los individuos C3 con caracter MF al estado 0, se identificaron los que correspondian a las
categorias 4 y 5 al estado 5, los cuales fueron policruzados en octubre de 2011 para obtener

la semilla C4.

2.3 Metodologia utilizada para el logro del objetivo especifico 1

2.3.1 Descripcion de los ambientes y diseiio experimental

A efectos de crear dos diferentes ambientes (A) para este estudio, se plantearon dos
condiciones de humedad edafica: secano (Al) y riego (A2). Los ensayos con las diferentes
poblaciones obtenidas se establecieron en la primavera de 2010, utilizando para ello
plantas individuales que se trasplantaron al campo experimental como plantas aisladas

(0,50 men la hilera'y 1,20 m entre hileras).

En cada ambiente se incluyeron 25 plantas, tanto de cada ciclo de seleccion como
del testigo empleado, siguiendo un disefio en Blogques Completos Aleatorizados (BCA) con
tres replicaciones (Figuras 3 y 5). La unidad experimental fue entonces una parcela
formada por 25 plantas. Estas plantas individuales se obtuvieron en invernaculo mediante
siembra en bandejas de alvéolos de plastico, que fueron trasplantadas luego a macetas de
plastico de 0,10 m de diametro y finalmente trasplantadas a campo entre las 8 y 12

semanas de emergidas (Figura 4).

Los ensayos siguieron un disefio factorial, con dos factores y dos niveles en cada
uno: el factor humedad edafica incluyo los niveles secano (Al) y riego (A2); y el factor
temporada los niveles 2010-2011 y 2011-2012. Como testigo se utiliz6 la CO y los
materiales evaluados fueron C1, C2 y C3. En esta etapa experimental no se contaba aun
con la Pob C4.
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*************************C 0 xxxxxxxx C 3 *************************C 2
*************************C 3 *************************C 2 kkkkkkkkkkhkkkkkkk C 1
*************************C 2 *************************C 1 kkkkkkkkkkhkkkkkkk C O

*************************C 1 *************************CO *************************C3

Rep 3 Rep 2 Rep 1

Figura 3. Plano de ensayos de plantas individuales con disefio BCA con tres

repeticiones.

: 4

las plantas individuales para la confeccion de los

st

Figura 4. Siembra y desarrollo de
ensayos: a) emergencia de plantulas en bandejas de alvéolos plasticas; b) plantines en

vasos plasticos; c) trasplante de plantines a campo.

5 B
Figura 5. Ambientes definidos por la condicidon de humedad edafica. a: Al

(secano); b: A2 (riego).
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En la Tabla 4, se detallan los aportes de agua realizados por las precipitaciones y por el

riego suplementario durante la conduccion de los ensayos.

Tabla 4. Aportes de agua (mm) por precipitaciones y por riego durante las
temporadas de corte evaluadas.

Precipitaciones®  Riego

Temporada
Afo Mes (mm) (mm)
de corte
Aly A2 A2
Octubre 45 80
2010 Noviembre 57 80
Diciembre 42 80
Enero 206 40
2010/2011
Febrero 106 40
2011 Marzo 81 80
Abril 70 80
Mayo 11 80
Total 618 560
Total por ambiente 618 1178
Octubre 132 40
2011 Noviembre 190 40
Diciembre 40 80
Enero 77 80
2011/2012
Febrero 241 40
2012 Marzo 63 80
Abril 11 80
Mayo 19 80
Total 773 520
Total por ambiente 773 1293

* Informacion proveniente de la Estacion Agrometeoroldgica del Avrea de Recursos Naturales — INTA E.E.A.
Manfredi - Responsable: Ing. Agr. (MSc) Carolina Alvarez
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El ensayo con riego se manejo teniendo en cuenta el consumo (en mm) de agua
mensual del cultivo, la precipitacion efectiva y la deficiencia de agua a aportar (Lopez et
al., 1997). Se reg6 una vez por semana durante 4 horas a razon de 20 mm cada vez que se
regaba. La ldmina de riego fue calculada en 5 mm por hora. El riego fue aplicado
sistematicamente para todos los meses de las temporadas de corte desde el trasplante,
excepto en los meses de enero, febrero, octubre y noviembre de 2011 y febrero de 2012, en
donde los aportes por riego suplementario fueron la mitad de los mm aportados en los otros

meses ya que las precipitaciones superaron al consumo.

Los lotes donde se realizaron los ensayos se prepararon mediante pasadas de rastra
de discos y rolo, con una aplicacion previa de glifosato 48 % a razén de 2,5 | ha™.
Posteriormente, y de acuerdo a necesidad, se realizaron tambien controles quimicos, para
prevenir infestaciones de ortiga mansa (Lamium amplexicaule L.), perejilillo (Bowlesia
incana R.) y pasto puna (Stipa brachychaeta G.), malezas muy comunes en el area. Se
utilizé trifluralina 48 % a razon de 1,5 | ha™ en presiembra incorporada. El control se
complementd con una mezcla de herbicidas postemergentes, aplicados a partir del estado
de 3 hojas trifoliadas de la alfalfa. Para eliminar Brassicaceas y cardos, principalmente
cardo pendiente (Carduus thoermeri L.) se utiliz6 2,4-DB 100 % a razén de 0,5a 1,0 | ha™
+ imazetapir 10 % (0,6 a 0,8 | ha™). Después de implantado el cultivo se observé la
presencia de pasto puna, gramon (Cynodon dactylon L.) y pasto cuaresma (Digitaria
sanguinalis L.), que se controlaron con haloxifop-r-metil a razén de 3,0 a 4,0 | ha™. Se
realizaron también controles manuales para mantener la limpieza tanto entre plantas como

en los caminos de los ensayos.

2.3.2 Evaluaciones

Para las determinaciones de rendimiento de forraje, caracteristicas morfologicas y
parametros de calidad se tuvieron en cuenta los estados de madurez de la alfalfa. Las
mismas se realizaron cuando la mayoria de las plantas en cada ambiente alcanzaron el
estado 5 segun Kalu y Fick (1981) durante las temporadas de corte 2010/2012.
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2.3.2.1 Rendimiento de forraje

El rendimiento de forraje en MS se evalu6 mediante corte a una altura de 0,05 my
pesado de todo el forraje cosechado por parcela y en cada fecha de corte (Tabla 5). La
produccién se expresé en kilogramos de MS por parcela (kg MS parcela™). Las
determinaciones del porcentaje de MS (% MS) en cada corte se hicieron sobre muestras
compuestas de 200 g por parcela, secadas en estufa a 45°C hasta peso constante. Para los
analisis se utilizé el rendimiento de forraje acumulado por parcela durante cada temporada

de corte (Racum).

Tabla 5. Fechas de corte de forraje para cada ambiente evaluado durante las
temporadas 2010/2012.
Temporada N° de corte Fechas

13/12/2010
05/01/2011
02/02/2011
02/03/2011
06/04/2011
04/05/2011
31/10/2011
23/11/2011
14/12/2011
09/01/2012
13/02/2012
07/03/2012

2010/2011

2011/2012

o O B W N | O O b W N P

En la Figura 6 se muestran algunos de los procedimientos empleados en cada uno

de los cortes manuales realizados para cada fecha.
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;T J e = e
Figura 6. Toma de datos de produccion de forraje: a) alfalfa

Pt
- N |
en floracién temprana;
b) recoleccién del forraje cosechado manualmente por parcela; c) pesaje del forraje
cosechado por parcela; d) ensayo luego del corte a 0,05 m del nivel del suelo; €) muestra

compuesta de 200 g para determinacion de MS; f) bandeja con muestra para secado en

estufa usado en la estimacion del % de MS.

2.3.2.2 Caracteristicas morfoldgicas

Las siguientes determinaciones fueron efectuadas en cuatro oportunidades:
segundo, cuarto y sexto corte de la temporada 2010/2011 y cuarto corte de la temporada
2011/2012. Para cada una de las determinaciones, los datos se presentaron como la media

por parcela.

Primero se estimo el namero de tallos (T) de cada Pob, sobre cinco plantas de cada
parcela tomadas al azar. Seguidamente, sobre el tallo erecto mas alto de cada planta se

determind:

Altura de planta desde el suelo (H) en cm.
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Numero de nudos por tallo (N) por conteo directo.

Distancia media de entrenudos (DN) en cm mediante la ecuacion H/N.

Numero de hojas por tallo (NH) por conteo directo.

Numero de foliolos por hoja (FH) y porcentaje de hoja multifoliolada (%oMF),
contando los foliolos en la hoja més vieja de cada nudo.

Relacion hoja/tallo (RHT), estimado como el cociente entre el peso seco de las
fracciones hoja (foliolos, peciolos, estipulas, etc.) y tallo; se usé una muestra de 200 gr por
parcela que, luego de secada en estufa, se separd en hojas y tallos y se peso6 cada fraccion
(Figura 7).

indice de expresion multifoliolada (IMF), que se basé en la caracterizacion de la
expresion del caracter MF para cada poblacion (CO a C3) de acuerdo a la escala visual
definida por la NAAIC (Sheaffer et al., 1995). Con los valores obtenidos en cada categoria

MF se calcula el IMF segun la siguiente ecuacion:

((N91x1)+(N°2x 2)+ (N°3x 3)+ (N°4 x 4) + (N°5x 5))
Totalde plantasde la poblacion

IMF=

donde N° es el nimero de plantas que se ubican en cada categoria MF (1 a 5).
Los valores IMF se agruparon posteriormente en tres categorias de expresion de la

multifoliosidad, segin los siguientes rangos de aceptacién: baja (IMF = 1,40-2,40),
moderada (IMF = 2,41-2,80) y alta (IMF = 2,81-3,80).
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B
- - -7 -7 - -7 g -
Figura 7. Determinacion de la relacion hoja/tallo: a) separacion en seco de hojas y

tallos; b) pesado de tallos en seco; ¢) pesado de hojas en seco; d) muestras de hojas y tallos

para analisis de calidad.

En la Figura 8 se ilustra la metodologia utilizada pata la medicion de algunas de las
variables de este estudio. Como puede apreciarse, se trabajo tanto a campo como en

gabinete, de acuerdo a practicidad en la toma de datos.
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.....

2 Py el € R H

Figura 8. Evaluacion de variables: a) conteo de tallos; b) medicion de altura; c)

corte del tallo erecto mas alto; d) evaluacion de rendimiento de forraje; e) conteo de
foliolos; ) conteo de hojas por tallo.

2.3.2.3 Parametros de calidad de forraje

Las determinaciones de contenido de proteina bruta (PB), fraccion fibra detergente
neutra (FDN) y digestibilidad in vitro de la MS (IVTDMS) se realizaron en dos
oportunidades (segundo y cuarto corte de la temporada 2010/2011) y sobre las muestras
compuestas de 200 g por parcela, secadas en estufa a 45°C hasta peso constante, que se
utilizaron para las determinaciones del % MS. Las muestras fueron analizadas de acuerdo a
la Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990) siguiendo los métodos de la
Cornell Net Carbohydrate and Protein System (CNCPS) para MS (método 930.15),
cenizas (método 924.05), PB Kjeldahl (método 984.13) usando el analizador automatico
Kjeltec Sampler 8420 de FOSS (Orskov y McDonald, 1970).

El contenido de PB, que resulta de determinar el contenido total de nitrogeno de la
muestra y multiplicarlo por el factor 6,25, estima no sélo el contenido de la verdadera
proteina sino también de aminoacidos y otros compuestos nitrogenados (como clorofila y
acidos nucleicos). La fraccion FDN contiene fundamentalmente celulosa, hemicelulosa y

lignina. Complementando lo anterior, también se estimod el porcentaje de fibra detergente
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neutro digestible (FDNdig) (Van Soest, et al., 1991). El célculo de la IVTDMS se obtuvo
mediante la fermentacion de la muestra con microorganismos del rumen (licor ruminal)
(Menke y Steingass, 1988).

2.3.3 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos de los datos generados se realizaron con el software Info-
Gen (Balzarini y Di Rienzo 2011).

Para cada una de las variables en estudio se realizé un analisis de la varianza al
finalizar cada temporada de produccion. EI modelo ANAVA incluyo los efectos de Pob, A,
repeticion dentro de A (rep) e interaccion Pob*A. Para cada variable se usé la prueba de
comparaciones multiples DGC (Di Rienzo, et al., 2002) para todos los pares posibles de
comparaciones. Ademas de lo anterior, se tomaron conjuntamente las dos temporadas de

evaluacion para un andlisis multivariado de la varianza (MANOVA).

También se realizo un anélisis de componentes principales (ACP) con todas las
variables, a fin de explicar la variabilidad entre las Pob a través de los A. Este analisis se
basa en una combinacion lineal de las variables hasta encontrar indices 6 componentes
principales (CP), con maxima varianza. La interpretacion del estudio se realiz6 mediante
gréfico biplot, que permitio visualizar -en un plano 6ptimo para el estudio de variabilidad-

las poblaciones y las variables de manera simultanea.

Para conocer la relacion funcional entre las variables, se realizd un analisis de
correlacién fenotipica. La medida de asociacion entre las variables se estimé a traves del

coeficiente de correlacion de Pearson (r), definido por la ecuacion
r; =Cov; ol ><0'j2 .

. Cov, . .. o?
donde: I es la covarianza entre los caracteres i y j,

9 es la varianza del

..o : A
caracter iy ! es la varianza del carécter j.
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2.4 Metodologia utilizada para el logro del objetivo especifico 2

2.4.1 Disefio experimental

El ensayo fue sembrado en otofio de 2012, a densidad comercial (10 kg ha™), en

parcelas de 1 x 5 m. En cada ensayo se incluyeron seis tratamientos: dos poblaciones MF

(C3 y C4), la poblacion original CO y las tres variedades comerciales TF (Ruano, Mireya y

CW1010) que dieron origen a la CO. Se siguid un disefio en Bloques Completos

Aleatorizados (BCA) con tres repeticiones (Figura 9). La unidad experimental fue cada

parcela.

El lote, previo a la siembra, se preparé mediante pasadas de rastra de discos y rolo

con una aplicacion previa de glifosato 48 % a razén de 2,5 | ha™. Se realizaron también

controles quimicos (similares a los efectuados en el experimento realizado para el logro del

objetivo especifico 1) y manuales para mantener el ensayo libre de malezas. El ensayo se

protegid durante los primeros meses con tela anti-pajaros para evitar el dafio por palomas,

muy comun en la zona donde se realizan los ensayos.

Repl
1 CO
2 C3
3 C4
4 Cw1010
5 Ruano
6 Mireya

Rep2
6 Mireya
5 Ruano
3 C4
4 Cw1010
2 C3
1 CO

Rep3
3 C4
4 CWwW1010
6 Mireya
5 Ruano
2 C3
1 CO

Figura 9. Plano de ensayo con disefio en BCA con las 3 repeticiones y los 6

tratamientos que se utilizaron para la determinacion de los datos bajo stand denso.
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2.4.2 Evaluaciones

En la siguiente tabla se detallan las fechas de los diferentes cortes de las parcelas.
Los cortes realizados fueron seis por temporada (Tabla 6).

Tabla 6. Numero y fecha de cortes durante las temporadas 2012/2013 y 2013/2014.

Temporada N°decorte  Fechas

18/10/2012
21/11/2012
13/12/2012
15/01/2013
13/02/2013
05/04/2013
25/09/2013
05/11/2013
05/12/2013
06/01/2014
13/02/2014
02/04/2014

2012/2013

2013/2014

OO P WINRFRPIO OB W N

Para las determinaciones de rendimiento de forraje, caracteristicas morfologicas y
parametros de calidad se tuvo en cuenta, en este ensayo también, el estado de madurez de
la alfalfa. Las mismas se realizaron cuando la mayoria de las plantas alcanzaron el estado 5
(floracion temprana) (Kalu y Fick, 1981) durante la temporada de corte 2012/2013.

También se evalu6 el rendimiento forrajero durante la temporada de corte 2013/2014.

2.4.2.1 Rendimiento de forraje

La productividad forrajera en MS (Racum) se evalué con los mismos criterios que
se explicitaron para el objetivo especifico 1, pero en este caso realizando cortes con una
segadora autopropulsada (Figura 10). La produccién se expresé en t de MS ha™. Las
determinaciones del porcentaje de MS (%MS) en cada corte se hicieron sobre muestras

compuestas de 200 g por parcela, secadas en estufa a 45 °C hasta peso constante.
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d

Figura 10. Toma de datos de produccion forrajera: a) maquinaria autopropulsada

de corte; b) parcela previa al corte en estado de floracion temprana; c) pesaje de una
muestra de una parcela para determinacién de % MS; d) canastas metalicas para el
acondicionamiento en estufa.

2.4.2.2 Caracteristicas morfoldgicas

Las determinaciones se realizaron previas al tercer y al quinto corte de la temporada
2012/2013. Los datos se presentaron como media por parcela. Las caracteristicas medidas

fueron:

Altura de planta desde el suelo (H) en tres sectores al azar de cada parcela, para lo

cual se utilizé una regla.

Numero de nudos por tallo (N) por conteo directo sobre 25 tallos al azar por

parcela.
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indice de expresion multifoliolada (IMF), estimado en forma similar a la realizada

para el logro del objetivo especifico 1. Se realiz6 sobre 25 tallos al azar por parcela.

Relacion hoja/tallo (RHT), calculada por el cociente del peso seco de las fracciones
hoja y tallo de una muestra de 200 g de material verde por parcela. Los valores de RHT
fueron estimados para toda la muestra (RHTt) y para los tres estratos en que cada muestra
se subdividio: superior (RHT1), medio (RHT2) e inferior (RHT3).

La Figura 11 ilustra la metodologia utilizada en la toma de las diferentes variables.

Figura 11. Toma de datos de caracteristicas morfoldgicas: a) medicién de la altura
de planta; b) corte de tallos al azar para determinar el IMF y N; ¢) separacion en seco de
hojas y tallos; d y e) almacenado de muestras en bolsitas para su posterior andlisis de

calidad; f) hojas MF con cinco foliolos en comparacion con una hoja TF.
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2.4.2.3 Parametros de calidad de forraje

Las determinaciones se realizaron en dos oportunidades (tercero y quinto corte) de
la temporada 2012/2013 sobre las muestras compuestas de 200 g por parcela, secadas en
estufa a 45 °C hasta peso constante, destinadas previamente a determinar el % MS. Se
compararon los valores de tres ciclos: CO, C3 y C4. Por cuestiones econdmicas se
establecié no determinar estos parametros en los cultivares testigos que dieron origen a la
Pob CO.

Las muestras fueron analizadas de la misma manera y bajo las mismas
metodologias que las utilizadas para el logro del objetico especifico 1 determinando PB,
FDN, FDNdig e IVTDMS.

2.4.3 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos de los datos generados se realizaron con el software
Infostat (Di Rienzo et al., 2010).

Se realiz6 un andlisis multivariado de la varianza al finalizar el primer ciclo de
produccién. EI modelo MANOVA incluyo los efectos de poblacion y repeticion. La
diferencias significativas entre medias se identificaron mediante la prueba de
comparaciones multiples DGC (Di Rienzo et al., 2002) con un nivel de significancia p=
0,05.

También se realiz6 un anélisis de componentes principales (ACP) con todas las
variables a fin de explicar la variabilidad de las poblaciones respecto de los caracteres
evaluados. Este andlisis se baso en una combinacion lineal de las variables hasta encontrar
indices 6 componentes principales (CP) con maxima varianza. La interpretacion del

estudio se realiz6 mediante grafico biplot.

Se determinaron las correlaciones entre todas las variables mediante el coeficiente

de correlacién de Pearson (r).
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Se realiz6 un analisis ANOVA de la variable Racum para la temporada 2013/2014,

que incluyd los efectos de poblacion y repeticion.

2.5 Metodologia utilizada para el logro del objetivo especifico 3

2.5.1 Caracterizacion por protocolos de resistencia a agentes
bioticos

Los protocolos de caracterizacion de niveles de resistencia a insectos vy
enfermedades utilizados en este trabajo estan avalados por la NAAIC de los Estados
Unidos de Norteamérica (O Neill, 1991, Berberet et al., 1991a;b). Las determinaciones se
realizaron sobre las poblaciones CO y C4 representadas por 50 plantulas distribuidas
equitativamente en dos surcos de bandejas plasticas de 40x30x15 cm. Como sustrato se
utiliz6 una mezcla de suelo y mantillo, esterilizada en autoclave durante 2 h a una presion
de 2 atm. En cada prueba de resistencia se emplearon cuatro bandejas, cada una
correspondiente a una repeticion. Se utilizaron testigos resistentes y susceptibles, de
acuerdo a cada prueba, cada uno representado por dos surcos y 50 plantulas por bandeja.
Inicialmente se sembraron 80 semillas, ajustando el nimero final a 50 a través del raleo de

las plantulas sobrantes.

2.5.1.1 Resistencia a pulgon azul (PA)

La poblacion de pulgones (ninfas y adultos) fue recolectada de pasturas de alfalfa
en la E.E.A. Manfredi mediante golpe de plantas sobre una bandeja plastica. Luego en el
laboratorio y con ayuda de una lupa y una pinza, se seleccionaron los pulgones azules mas
sanos Yy vigorosos. Seguidamente, y a fin de purificar la colonia de otros insectos, parasitos
y/o enfermedades, los pulgones fueron puestos en cuarentena sobre tallos de alfalfa que
habian sido previamente lavados con alcohol al 70 % durante 30 s y posteriormente con
hipoclorito de sodio al 0,5 % por otros 30 s. Una vez purificada, la colonia de pulgones fue
multiplicada en una cdmara bajo condiciones controladas (16 h luz y 22 + 4 °C) sobre

tallos de alfalfa, preparados como se describié anteriormente. Durante el proceso, los tallos
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fueron reemplazados por otros nuevos al menos dos veces por semana. Se utilizd como
testigo resistente el cv CUF 101 y como susceptible el cv Costera SP INTA. Para la
caracterizacion de la resistencia, las bandejas fueron infestadas con al menos dos pulgones
azules por plantula un dia después de la emergencia (Figura 12). Los pulgones se
mantuvieron en las bandejas por un tiempo promedio de 25 dias, al cabo de los cuales se
procedié a la categorizacion de las plantulas segun su estado y sintomatologia: 1-
Resistente: plantulas altas, hojas normales; 2-Resistente: plantulas altas, hojas pequefias; 3-
Resistente: plantulas moderadamente altas, hojas pequefias y deformadas; 4-Susceptible:
plantulas cortas; hojas pequefias, deformadas, usualmente cloréticas; y 5-Susceptible:
plantula muerta. De acuerdo al nimero de plantulas en cada categoria y al nimero total de
plantulas emergidas, se calcul6 el % de resistencia de la poblacién segun la ecuacion:

% resistencia = Y plantulas categorias 1-3 / total de emergidas

Figura 12. Protocolo de seleccion para resistencia a A. kondoi y T. maculata: a)
cria de pulgones en condiciones controladas sobre tallos de alfalfa; b) y c) infestacion de

plantulas y desarrollo de dafio; d) identificacién de genotipos resistentes (R) y susceptibles

(S).
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2.5.1.2 Resistencia a pulgon moteado (PM)

La obtencion de la poblacion de pulgones se realiz6 de la misma manera descripta
para pulgén azul, aunque bajo diferentes condiciones ambientales: 18 h de fotoperiodo y
26 + 4 °C. Se utilizaron los mismos testigos resistente (CUF 101) y susceptible (Costera
SP INTA). Para la caracterizacién, las bandejas se infestaron con al menos dos pulgones
moteados por plantula en el estado de hoja unifoliolada (aproximadamente a los siete u
ocho dias después de la emergencia). Los pulgones permanecieron en las bandejas por un
tiempo promedio de 18 dias, al cabo de los cuales se realizd la categorizacion de las
plantulas segin una escala de 1 a 5, donde 1 y 2- Resistente: plantulas con al menos una
hoja verdadera; 3-Resistente: plantulas con muy poco desarrollo; 4-Susceptible: plantulas
vivas pero sin formacion de hoja verdadera; y 5-Susceptible: plantula muerta. De acuerdo
al nimero de plantulas en cada categoria y al namero total de plantulas emergidas, se

calculd el porcentaje de resistencia de la poblacion segun la ecuacion:

% resistencia = ) plantulas categorias 1-3 / total de emergidas

2.5.1.3 Resistencia a antracnosis (AN)

Las bandejas con las plantulas a evaluar fueron colocadas en invernaculo con
fotoperiodo de 16 h y 23 °C de temperatura promedio. Se utilizd como testigo resistente el
cv ARC y como testigo susceptible el cv Costera SP INTA. La inoculacién con el patdgeno
se realizo asperjando las bandejas con una suspension de esporas del patégeno obtenidas a
partir de un cultivo puro C. trifolii. Para el recuento inicial de esporas se empled una
camara de contaje (rayado Neubauer) con la ayuda de un microscopio. Seguidamente, se
ajusté el volumen final de la suspensién para llegar a una concentracion de 2x10° esporas

ml™ (O"Neill et al., 1989), segun la siguiente ecuacion:

C, xV, =C, xV,

donde: C; es concentracion inicial; Vi es volumen inicial; C; es concentracion final y

Vs es volumen final.
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La inoculacidn se efectu6 10 dias después de la siembra utilizando un pulverizador
manual que facilit6 la distribucion del indculo sobre las plantulas. Las bandejas inoculadas
se mantuvieron durante 48 h en cAmara himeda, bajo condiciones de 100 % de humedad
relativa y 23 °C. Luego de ese periodo, las bandejas fueron regresadas al invernaculo para
permitir el desarrollo de la enfermedad durante 10 dias (Figura 13). Al cabo de ese
periodo, se estimé el porcentaje de supervivencia de plantulas relacionando el nimero de
sobrevivientes y el nimero inicial en cada bandeja. Para determinar el namero inicial de
plantulas se tomé como valido el conteo registrado a los 10 dias de la siembra. La

evaluacion se realiz6 segun lo establecido por O"Neill (1991).

Figura 13. Protocolo de seleccion para resistencia a C. trifolli: a) cultivo del hongo
y recuento de esporas; b) pulverizacidn de plantulas con suspension de esporas; ¢) camara

himeda (24-72 h) para favorecer la infeccion; d) identificacion de genotipos resistentes.
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2.5.2 Andlisis estadistico para caracteristicas de resistencia

El comportamiento de las poblaciones CO y C4 y de los testigos, tanto para
pulgones como para antracnosis, se determind a través de la prueba de comparacion de
medias LSD, con un nivel de significacion del 5% (o = 0,05). Para los analisis estadisticos

se uso el software Infostat (Di Rienzo et al., 2010).

2.6 Metodologia utilizada para el logro del objetivo especifico 4

2.6.1 Material vegetal y extraccion de ADN

El analisis de la diversidad genetica se realizo a través de la caracterizacion
molecular de un total de 80 genotipos individuales de alfalfa provenientes de las
poblaciones CO y C4. Para ello, de cada poblacion se seleccionaron 40 plantas con buen
desarrollo agronomico (plantas de buen porte y tamafio, coronas compactas y sin
enfermedad aparente). Las plantas estaban cultivadas en maceta bajo condiciones de
invernadero en la EEA Manfredi-INTA (Figura 14). En cada poblacion se mantuvo la
proporcion original de expresion MF, esto es 6,7 % y 77,7 % para CO y C4,

respectivamente.

El nimero de plantas por poblacion fue elegido de acuerdo a Herrmann et al.
(2010a), quienes llegaron a la conclusién de que 40 genotipos era un tamafio de muestra
razonable para estudios de diversidad entre poblaciones de alfalfa tetraploides
estrechamente relacionadas basados en marcadores SSR. En esa linea, otros investigadores
(Bataillon et al., 1996; Nei y Roychoudhury, 1974) coinciden en que la fiabilidad de las
estimaciones de la variacidén genética, tales como la diversidad de genes y las distancias

genéticas, depende mas del nimero de loci que del namero de individuos.
Diez hojas jovenes desarrolladas de cada planta se recogieron y se liofilizaron

(LABCONCO Modelo 7949030). Este proceso consiste en la deshidratacion de las

muestras por sublimacion a bajas temperaturas. Las muestras liofilizadas fueron molidas en
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mortero, colocadas individualmente en tubos Eppendorf y almacenadas a -80 °C hasta la
extraccion del ADN.

4 Y 3 v
i I AT

Figura 14. Plantas de las poblaciones CO y C4 en macetas para extraccion de ADN.

El ADN se extrajo mediante el protocolo CTAB modificado (Doyle y Doyle,
1987). Para ello, 30 mg de polvo liofilizado se mezclaron con 0,7 ml de tampén
precalentado (65 °C) de CTAB (2 % CTAB, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, Tris 100 mM
(pH 8), 1 % de PVP 40 y 0,2 % P - mercaptoetanol) y se incubaron durante 1 h a 65 °C. El
sobrenadante se extrajo con 0,6 ml de cloroformo-octanol (24:1) y se centrifug6 durante 10
min; seguidamente se recuperd y se mezclé con 1/10 de CTAB 5 %, para luego extraerse
nuevamente con 0,6 ml de cloroformo-octanol. La fase acuosa se recuperd y el ADN se
precipitdé con 2/3 vol de isopropanol frio. EI sedimento se lavo en etanol al 70 % durante

toda la noche, se seco y se resuspendié en 100 pl de TE que contenia RNAsa 10ug/pl.

2.6.2 Genotipado mediante SSR

El analisis de SSR se llevo a cabo utilizando 40 pares de primers originados

principalmente de M. truncatula (Julier et al., 2003). Las pruebas preliminares (en agarosa)
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se realizaron con material de algunas plantas (8) a fin de evaluar la amplificacion de cada

cebador (Figura 15).

Figura 15. Geles de agarosa con la amplificacion de seis pares de primers SSR
selectos (MTIC441: calles 1 a 8; MTIC21: calles 9 a 16; MTIC471: calles 17 a 24;
MTIC153: calles 25 a 32; MTIC250-2: calles 33 a 40 y MTIC470: calles 41 a 48).

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 6 pl de una
mezcla que contuvo 20 ng de ADN molde, 200 nM de cada cebador (forward and reverse),
200 M de cada dNTP, 1X tampon de Tag ADN polimerasa, 0,45U Taq ADN polimerasa y
1,5 mM de MgCl,. EIl perfil de PCR fue como sigue: 94 °C durante 4 min, 6 ciclos
incluyendo 1 min a 94 °C, 1 min a 50 °C (-1 °C por ciclo), 1 min a 72 °C, seguido por 35
ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 50 °C durante 1 min y 72 °C durante 1 min con un
paso de extension final de 72 °C durante 10 min (Flajoulot et al.,, 2005). Las
amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp sistema AB9700
(Applied Biosystems). Se confirm6 la amplificacion de los fragmentos por electroforesis

en gel en agarosa al 2%.
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De los 40 loci, dos fueron monomorficos y 13 mostraron amplificacion poco

exitosa en la mayoria de las muestras, por lo que fueron excluidos de este estudio. Se

identificaron 25 loci con patrones claros, bandas fuertes, individuales para cada alelo.

Estos 25 loci (Tabla 7) fueron los que se amplificaron y se utilizaron en este trabajo.

Tabla 7. Secuencias de pares de cebadores de microsatélites para cada locus de los

25 seleccionados, grupo de ligamiento (LG) en M. truncatula y M. sativa. Secuencias en

direccion 5'a 3.

Locus Primers5'a 3' LG M. truncatula LG M. sativa

MAAGG0870 GTACATCAACAACTTTCTCCT 8
ATCAACAAAATTCATCGAAC

MTR58 GAAGTGGAAATGGGAAACC 1 1
GAGTGAGTGAGTGTAAGAGTGC

MAL369471 ATTCACACAAACCCATCTTC 1 1
AAACCCTTAGCACCGACA

B21E13 GCCGATGGTACTAATGTAGG 5 5
AAATCTTGCTTGCTTCTCAG

ENOD20 CGAACTTCGAATTACCAAAGTCT 3 8
TTGAGTAGCTTTTGGGTTGTC

MTIC77 TCTTCATCGCTTTCTTCTATTTCA 3 3
GCCGTATGGTGTTGTTGATG

MT1C82 CACTTTCCACACTCAAACCA 7 7
GAGAGGATTTCGGTGATGT

MT1C94 GCTACAACAGCGCTACATCG
CAGGGTCAGAGCAACAATCA

MTI1C95 AAAGGTGTTGGGTTTTGTGG 1
AGGAAGGAGAGGGACGAAAG

MTIC103 _ TGGGTTGTCCTTCTTTTTGG )
GGGTGCAGAAGTTTGACCA

MTIC131 _ AAGCTGTATTTCTGATACCAAAC 3 3
CGGGTATTCCTCTTCCTCCA

MTIC153  TCACAACTATGCAACAAAAGTGG 6 6
TGGGTCGGTGAATTTTCTGT

MTIC210  CCAAACTGGCTGTGTTCAAA 5 >
GCGGTAAGCCTTGCTGTATG

MTIC232  TAAGAAAGCAGGTCAGGATG 7 7
TCCACAAATGTCTAAAACCA
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Tabla 7 (Continuacién). Secuencias de pares de cebadores microsatélites para
cada locus de los 25 seleccionados, grupo de ligamiento (LG) en M. truncatula y M. sativa.
Secuencias en direccion 5'a 3'.

Locus Primers5'a 3' LG M. trucatula LG M. sativa

MTIC238 TTCTTCTTCTAGGAATTTGGAG 5 5
CCTTAGCCAAGCAAGTAAAA

MTIC247 TTCGCAGAACCTAAATTCAT 1 1
TGAGAGCATTGATTTTTGTG

MTIC249 TAGGTCATGGCTATTGCTTC 4
GTGGGTGAGGATGTGTGTAT

MTIC258 CACCACCTTCACCTAAGAAA 1 1
TGAAATTCACATCAACTGGA

MTIC304 TTGGGCTTAATTTGACTGAT 2 2
AGCGTAAAGTAAAACCCTTTC

MTIC331 CCCTCTTCTACCTCCTTTCCA 4 4
GGAAGAGAAGATGGGGGTGT

MTIC332 CCCTGGGTTTTTGATCCAG 4 4
GGTCATACGAGCTCCTCCAT

MTIC338 TCCCCTTAAGCTTCACTCTTTTC 3 3
CATTGGTGGACGAGGTCTCT

MTIC447 TCTTGTTGTATCCTCCGAAC 1 1
TCCTGAGTTGTAGAGTGAGTGA

MTIC470 GGTTCGTGTATTTGTTCGAT 7 7
CCCTTCACAGAATGATTGAT

MTIC471 ATCAGGTGATGATTGGTTTT 7
CCAACCATCTTTGTTTCCTA

Cada 80 productos de la PCR de cada primer se mezclaron con un volumen igual de
formamida (98 %). Luego, 3 pl de muestra se cargaron en un gel de poliacrilamida
desnaturalizada al 6 %, se corrieron a 50 W durante 120 min en tampon TBE 1X y se
visualizaron por tincion con plata (Bassam et al., 1991; Creste et al., 2001). El tamafio de

cada producto se determin6 con un ladder de ADN de 10 pb (Invitrogen).

En la Figura 16 se muestra la extraccion de ADN y la preparacion para el

genotipado de muestras.
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Figura 16. Preparacion de material para extraccion de ADN y posterior genotipado:
a) liofilizado de muestras; b) molienda de muestras para posterior extraccion; c) extraccion
de ADN; d) equipo para reaccion de amplificacion y €) cuba para corrida electroforética de

geles de poliacrilamida (Gentileza Lic. Nancy Grandon).

Cada gel fue escaneado y las imagenes tratadas mediante el software Quantity
One® 1-D (Bio-Rad Laboratories, Inc.) (Figura 17) para la identificacién de los diferentes
alelos. Algunas bandas que siempre estuvieron presentes junto a otras bandas de mayor
intensidad, se consideraron como “réplicas” y se desecharon. Finalmente, con la

informacion validada, se determiné el nimero de alelos para cada individuo.
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Figura 17. Ejemplo de variacion SSR en el locus MTIC447 en 24 individuos.

NUmeros y guiones rojos y verdes indican los diferentes alelos. NUmeros y guiones azules
indican el ladder (10 pb).

2.6.3 Analisis estadistico de los datos SSR

Para calcular la diversidad genética dentro y entre las poblaciones (Van Puyvelde et
al., 2010) se utilizo el programa ATetra version 1.2. Este programa calcula la
heterocigosidad esperada segun Hardy -Weinberg (Hg), también denominada diversidad
genética de Nei (Nei, 1978; Nei, 1987). Este parametro, representado como Hg, se calcula

como

A2

A |
H = %{1‘2 P J
- ==/, donde N es el tamafio de la muestra.

Para poder hacer comparaciones entre poblaciones, se calculd el indice de
diferenciacion de Nei, denominado Gst (Nei, 1973). También se calculé la distancia
genética de Nei, representada como D (Nei, 1972; Nei, 1978). Ambos parametros implican

la enumeracion explicita de todas las posibles configuraciones de los alelos.
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No se realizd dosaje alélico ya que la técnica de tincion con plata utilizada no lo
permite. EI no poseer el dosaje alélico conduce a un sesgo en la estimacion de las
frecuencias alélicas y, por lo tanto, del grado de diferenciacion de la poblacién. No
obstante, existen algunos paquetes estadisticos -como ATetra (Meirmans y Van Tienderen,
2013)- que permiten compensar este sesgo mediante la sustitucion de los datos faltantes en
las operaciones de célculo. El método se basa en una simulacion de Monte-Carlo, donde se
considera un subconjunto de combinaciones elegidas al azar. La practica demuestra que,
para poblaciones con cerca de 20 individuos, un namero de 10.000 combinaciones elegidas
al azar conduce a un buen resultado, incluso si este nimero es un subconjunto muy
pequefio del namero total de posibles combinaciones (Van Puyvelde et al., 2010);
obviamente, cuanto mayor es el nimero de simulaciones mayor es la precision de los

resultados obtenidos. En este estudio, se utilizaron 100.000 simulaciones.

Para comparar el nivel de significacion de He entre CO y C4 se utilizé la prueba de
comparaciones de medias DGC mediante el software Info-Gen (Balzarini y Di Rienzo,
2011).

El desequilibrio de ligamiento (LD) se puso a prueba para todos los pares de
primers utilizando el software LD4X desarrollado por Julier (2009). Este programa realiza
una prueba exacta de Fisher entre pares de alelos tomados de a dos loci. Todas las
combinaciones de alelos de dos loci son tratadas de a una. Si dos alelos de un par de loci
tienen una distribucion no aleatoria, los marcadores se consideran como vinculados. El
software LD4X fue utilizado mediante el software libre R (R Core Team, 2013).
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Caracterizacion edafica

En la Tabla 8 se detallan las caracteristicas quimicas evaluadas en el sector donde
se implantaron los ensayos.

Tabla 8. Caracteristicas quimicas del suelo en el sector de la E.E.A. Manfredi

donde se realizaron los ensayos.

Caracteristicas Profundidades del suelo (cm)
quimicas 0-20 20-40 40-60
CO (%) 0,84 sd™ sd
MO (%) 1,44 sd sd
pH 6,89 7,75 8,6
CE (dSm™) 1,31 1,56 1,74
Pe (ppm) 45,23 30,24 21,8
Nt (%0) 0,09 sd sd
N-NO3 (ppm) 18,42 11,16 9,75
Ca”* (cmol(+) kg™ 11,93 13,6 23,23
Mg®* (cmol(+) kg™) 4,55 3,77 4,32
Na* (cmol(+) kg™) 2,21 2,33 2,42
K* (cmol(+) kg™ 2,28 1,87 1,79
CIC 14,46 16,38 19,79
PSI (%) 15,26 14,3 12,22

CO= carbono organico total; MO= porcentaje de materia organica; pH en agua
(suelo:agua 1:1); CE= conductividad eléctrica; Pe= fosforo extractable; Nt= nitr6geno
total; N-NO3'= nitrégeno como nitratos; Ca*'= calcio extractable; Mg?*= magnesio
extractable; Na'= sodio extractable; K'= potasio extractable; CIC= capacidad de

intercambio catidnico; PSI= porcentaje de sodio intercambiable; (1) sd: sin dato.
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Se observé un contenido de MO moderado para la profundidad entre 0 y 20 cm. En
cuanto al pH, se observo un valor cercano a la neutralidad en los primeros 20 cm de
profundidad, ligeramente alcalino entre los 20 y 40 cm y alcalino a partir de los 40 cm. No
se detectd un valor de CE que pudiera afectar el normal desarrollo de las plantas. Tampoco
el contenido de Pe se consideré como limitante. En tanto que el valor de Nt aparecié como
moderado, el contenido de N-NO3" se estim6 como de moderada disponibilidad para los
primeros 20 cm y de baja disponibilidad desde los 20 cm hacia abajo. El valor de la
capacidad de CIC se definié como alto y adecuado para las profundidades de 20-40 cm y
40-60 cm, respectivamente. El valor hallado del porcentaje de PSI no afectaria en forma
notoria la exploracién de raices ya que, segun Bressler et al. (1982), la alfalfa es tolerante
hasta un rango de 40-60 % de PSI, a partir del cual se reduce el crecimiento por

condiciones fisicas del suelo adversas.

3.2 Expresion (%) multifoliolada en las poblaciones experimentales

De los 1000 individuos que se evaluaron de la poblacién inicial (CO0), s6lo 67
presentaron el caracter MF al estado O, determinando asi un 6,7 % de expresion MF. Estos

67 genotipos se utilizaron para la conformacion del primer ciclo de seleccion (C1).

Para la obtencion de Pob C2, de los 1000 individuos de la C1 que se analizaron,
348 resultaron de caracter MF al estado 0. De esos, se identificaron 252 que correspondian
a las categorias 4 y 5 al estado 5, determinado asi un 25,2 % de expresion MF en la C1.

Esas 252 plantas fueron las que se intercruzaron para generar la C2.

De los 1000 individuos iniciales de la poblaciébn C2 que se analizaron, 463
presentaron caracter MF al estado 0, y de éstos 313 correspondieron luego a las categorias
4 y 5 al estado 5, indicando 31,3 % de expresion MF en la poblacion C2. Los 313

genotipos se emplearon para la obtencion del tercer ciclo de seleccion o C3.
En la Figura 18 se presenta un esquema detallado de todo el proceso de seleccion

fenotipica recurrente empleado para la obtencién de las diferentes Pob a partir de los

cultivares elegidos (material basico de cria) y la poblacién original lograda.
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Figura 18. Esquema del proceso selectivo fenotipico recurrente aplicado para la

obtencidn de poblaciones de alfalfa con alta expresion del caracter multifoliolado.
En el siguiente ciclo de seleccion, de los 1.000 individuos evaluados en la

poblacion C3, 613 presentaron el caracter MF al estado 0, y de ellos 532 correspondieron

luego a las categorias 4 y 5 al estado 5. Esto significd 53,2 % de expresion MF en la
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poblacién C3. Esos 532 genotipos MF fueron policruzados para la generacion del cuarto
ciclo de seleccién o C4.

Finalmente, sobre las 1.000 plantas C4 analizadas, se identificaron al estado 5 un
total de 777 MF (categorias 4 y 5), lo que arrojé 77,7 % de expresion MF en la poblacién
surgida del cuarto ciclo de seleccion.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para los Obijetivos
Especificos 1 y 2 de este trabajo de tesis, tanto para cada temporada individual como para
el andlisis conjunto de ambas temporadas. Se aclara que en este capitulo solo se incluyen
las tablas y figuras del analisis conjunto de los datos. El detalle de las tablas y figuras de la

informacion correspondiente a cada temporada individual se ofrece en el Anexo.

3.3 Objetivo Especifico 1

Como se menciond en el Capitulo 1, el objetivo aqui tratado fue determinar
componentes de rendimiento de forraje, caracteristicas morfologicas de tallo y hoja y
parametros de calidad forrajera en las Pob seleccionadas, en los ambientes definidos por la
condicién edafica y por condiciones de humedad en base a plantas individuales. Ademas,
explorar la P*A'y correlacionar el rendimiento y los pardmetros de calidad de forraje de las

Pob seleccionadas con las caracteristicas morfologicas evaluadas.

3.3.1 Temporada 2010/2011

La media £ el error estandar del rendimiento acumulado, de las caracteristicas
morfoldgicas y de los parametros de calidad evaluados, para cada una de las poblaciones y
bajo las dos condiciones ambientales propuestas durante la temporada 2010/2011, se
presentan en la Tabla 2-Anexo. A lo largo de esta primera temporada, se observd una

importante variabilidad en todos los caracteres evaluados.
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La productividad de biomasa (Racum) fue inversamente proporcional al avance de
los ciclos de seleccion; vale decir que el aumento de la expresion MF se vio acompariado
por una tendencia a disminuir el rendimiento de materia seca. Como era de esperar, los
Racum fueron mayores en el ambiente con riego (A2), por la mayor disponibilidad de
agua, que en el ambiente en secano (Al). Se detectaron diferencias significativas (p<0,05)
entre los distintos ciclos de seleccion (Pob), aunque no se observé interaccion (p>0,05)
entre Pob y ambientes (A). Esto ultimo significa que las diferencias en Racum entre las
Pob se mantuvieron a través de los diferentes A generados; en consecuencia, no fue
necesario analizar las diferencias entre Pob dentro de cada A. En la Tabla 3-Anexo, se
muestra el resultado de la prueba de comparaciones multiples DGC entre las medias de MS
acumulada en 2010/11 (6 cortes) para todas las Pob en los dos ambientes generados (Al y
A2). No hubo diferencias significativas (p>0,05) entre las Pob C1 y C2, pero si entre estas
y la Pob C3, que presento el valor mas bajo de Racum. Por el contrario, la Pob CO acumulo

mayor cantidad de forraje en esta primera temporada de evaluacion.

El namero de tallos (T) fue mayor en la Pob C1 respecto de la Pob CO en ambos
ambientes; no obstante, a partir de la Pob C2 se observé una sostenida disminucion en el
namero a lo largo de los ciclos de seleccion. Los valores de T presentaron diferencias
significativas (p<0,05) entre las Pob pero no entre A. Tampoco se detectd interaccion
Pob*A, indicando que las diferencias entre Pob se mantuvieron tanto en secano como bajo
riego. En la prueba de comparaciones mdaltiples (Tabla 3-Anexo), las Pob CO y C1

presentaron mayor namero de tallos (p<0,05) que las Pob C2 y C3.

La altura de planta (H) disminuy0 a medida que se avanzd en los ciclos de
seleccion, observandose en ambos A que los valores maximos de H correspondieron a la
Pob CO. Se detectaron diferencias significativas (p<0,05) de H entre Pob y entre A, pero no
hubo interaccién Pob*A. El resultado de las comparaciones multiples (Tabla 3-Anexo)
indica que la Pob CO presenté plantas mas altas (p<0,05) que el resto de las Pob, en tanto
que la Pob C3 exhibio las plantas mas bajas (p<0,05). Por su parte, las Pob C1 y C2

alcanzaron alturas intermedias y sin diferencias entre ellas.
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Relacionado con el parrafo anterior, la distancia entre nudos (DN) se redujo a lo
largo de los ciclos de seleccidn porque, si bien el nimero de nudos (N) entre ciclos no
vario, la pérdida de H afectd obviamente la DN. El analisis de la variable N no detectd
diferencias significativas entre A y Pob (p>0,05), pero si detectd interaccién Pob*A (Tabla
3-Anexo). En consecuencia, las diferencias entre Pob se analizaron discriminadas por A.
En ese contexto, no se detectaron diferencias entre Pob para las condiciones de secano pero
si para las condiciones de riego. Bajo condiciones de secano, si bien se aprecié una
tendencia a que N disminuya con el avance de los ciclos se seleccion, ésta no alcanzé
niveles de significancia estadistica. Por el contrario, bajo condiciones de riego no se
observo ninguna tendencia de N respecto de los ciclos se seleccion, siendo la Pob C1 la
que exhibié menos nudos por tallo (p<0,05) que el resto de las Pob, que no se diferenciaron
entre si. El analisis de la variable DN no detectd interaccion Pob*A ni diferencias
significativas entre A, pero si entre Pob. En consecuencia, las comparaciones de medias
entre ciclos de seleccion se hicieron con el conjunto de los datos (Tabla 3-Anexo). La
menor DN correspondié a la Pob C3, que se diferencid estadisticamente (p<0,05) de las
otras Pob. Como era de esperarse, esto estd estrechamente ligado a lo sefialado
previamente respecto de la evolucion de las variables H y N a lo largo de los ciclos de

seleccion.

El analisis de la varianza para el namero de hojas por tallo (NH) no detecto
diferencias estadisticamente significativas entre A pero si entre Pob. Los valores de NH
fueron similares entre las Pob en Al pero muy variables en A2. Esto es compatible con la
interaccion Pob*A (p<0,05) que se detectd en el analisis. En consecuencia, la comparacion
entre medias se realizO dentro de cada A en particular (Tabla 3- Anexo). No hubo
diferencias (p>0,05) para NH entre las Pob bajo condiciones de secano (Al), pero si bajo
condiciones de riego (A2), donde la cantidad de hojas disminuyd progresivamente a lo

largo de los ciclos de seleccion (CO>C1>C2>C3).

Contrariamente a lo anterior, el namero de foliolos por hoja (FH) registré un
aumento sostenido en ambos A a medida que avanzaron los ciclos de seleccidn,
presentandose las mayores diferencias entre las Pob C1 y C3. Asi, se detectaron diferencias

altamente significativas (p<0,0001) entre Pob pero no entre A. Tampoco se detectd
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interaccion Pob*A, por lo que los datos se analizaron en conjunto. Las comparaciones de
las medias entre las Pob se resumen en la Tabla 3-Anexo. La Pob C3, lograda luego de tres
ciclos de SFR por alta expresion del caracter MF, presentd una media de FH = 4,17,
superando significativamente al resto de las Pob y corroborando el éxito del proceso de
seleccién, dado que el caracter FH fue uno de los objetivos de mejoramiento del presente
trabajo. La Pob C2, con una media de FH = 3,65, también super6 significativamente a las
medias de las Pob C1 y CO. Como era esperable, la cantidad de foliolos por hoja en la Pob
CO0, no sujeta a seleccion por el caracter MF, alcanz6 una media de FH = 3,09, acorde a su
condicion de alfalfa trifoliada (TF).

El analisis de la expresién multifoliolada (%MF) detect6 diferencias altamente
significativas (p<0,0001) entre Pob pero no entre A ni tampoco interaccion Pob*A. En
consecuencia, las comparaciones de medias entre Pob se hicieron con el conjunto de datos
(Tabla 3-Anexo). Los datos muestran una clara respuesta a la seleccion, dado que las Pob
exhibieron un aumento significativo a medida que se avanzé en los ciclos de seleccion por
el caracter MF. La frecuencia de hojas MF fue mayor en las hojas primarias que en las

axilares (datos no mostrados).

La Pob C3 exhibio los mayores valores de relacion hoja/tallo (RHT) en ambos A.
No obstante, las mayores diferencias entre C3 y las otras Pob se registraron en Al. El
andlisis estadistico de la RHT no detecto interaccion Pob*A ni tampoco diferencias
significativas entre A, pero si entre Pob. La comparacién de medias (Tabla 3-Anexo)
indicoO una clara respuesta a la seleccion, dado que los valores RHT mostraron una
tendencia a incrementarse con los ciclos de seleccidn; sin embargo, solo las Pob C3 y C1

se diferenciaron (p<0,05) de CO.

El andlisis del indice de expresion multifoliolada (IMF) sélo detecté diferencias
altamente significativas (p<0,01) entre Pob; en consecuencia, la comparacion de las medias
se hizo en base al conjunto de datos (Tabla 3-Anexo). En consonancia con lo expresado en

el parrafo anterior, el IMF mostré una evolucidn acorde al progreso de seleccion.
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Respecto de los pardmetros de calidad, el % PB se increment6 en forma linear
desde CO a C3 en ambos A. Sin embargo, el analisis de la varianza no detectd diferencias
significativas entre los A, las Pob o su interaccion. En este contexto, y a fin de visualizar
mejor la existencia de diferencias entre Pob, se analizaron las medias a través del test DGC
(Tabla 3-Anexo). De esta manera, se aprecia que el contenido de PB tiende a aumentar con

los ciclos de seleccion.

El contenido de fibra detergente neutra (% FDN) tendi6 a disminuir a medida que
avanzaban los ciclos de seleccién, tanto en condiciones de secano como de regadio. Para
éste parametro, el analisis detecto interaccion Pob*A y diferencias entre Pob pero no entre
A. En funci6n de esto altimo, las comparaciones entre las medias de las Pob se realizaron
para cada condicion ambiental (Al y A2) en particular (Tabla 3-Anexo). En secano, las
Pob no se diferenciaron (p>0,05) en cuanto a su contenido de FDN. Contrariamente, bajo
condiciones de regadio, las Pob derivadas de los tres ciclos de seleccion (C1, C2 y C3)
tuvieron menor (p<0,05) contenido de fibra que la CO.

Los porcentajes de digestibilidad (% IVTDMS) de las distintas Pob no variaron
demasiado entre A, aunque bajo riego (A2) se observaron mayores valores que en secano
(Al). Las diferencias mas grandes se registraron entre las Pob CO y C3, si bien el analisis
de la varianza no detecto diferencias significativas entre Pob ni entre A, al igual que

tampoco detecto interaccion Pob*A.

En la Tabla 3-Anexo se presentan las medias de cada Pob, que en todos los casos
alcanzaron valores muy altos. Si bien se observa una tendencia a aumentar % IVTDMS en
funcion del progreso en los ciclos de seleccion, esta diferencias no alcanzaron (p>0,05) la
suficiente entidad como para atribuir ventajas a las Pob MF respecto de la TF original
(C0). No obstante la ausencia de diferencias significativas entre las Pob, el aumento de la
digestibilidad en consonancia con el progreso de seleccion tiene una significancia
biolégica que no debe soslayarse, cuyo posible impacto en la produccién animal deberia

evaluarse en un futuro.
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3.3.2 Temporada 2011/2012

La media £ el error estandar del rendimiento acumulado, de las caracteristicas
morfoldgicas y de los parametros de calidad evaluados, para cada una de las poblaciones y
bajo las dos condiciones ambientales propuestas durante la temporada 2011/2012, se
presentan en la Tabla 4-Anexo. La prueba de comparaciones multiples DGC entre las
medias de todas las Pob en los dos A generados se ofrece en la Tabla 5-Anexo.

El analisis de varianza para la variable Racum (6 cortes) en ambos A (riego y
secano) detectd diferencias significativas (p<0,05) entre las Pob, aunque no se observd
interaccion (p>0,05) A*Pob, indicando que las diferencias de biomasa producida entre las
Pob evaluadas se mantuvieron a traves de los ambos ambientes. No se detectaron
diferencias (p>0,05) de Racum entre CO, C1 y C2, pero si entre éstas y C3; esta Ultima
presento el valor mas bajo de produccion, situacion similar al de la temporada precedente.
La Pob C1 fue la que acumuldé mayor cantidad de forraje durante esta segunda temporada

de evaluacion.

En cuanto al nimero de tallos (T), se observaron diferencias significativas (p<0,05)
entre las Pob pero no entre A. Tampoco se detectdé Pob*A, lo que indica que las diferencias
entre Pob se mantuvieron estables tanto en secano como bajo riego. La comparacion de
medias (DGC) indico que las poblaciones CO y C1 presentaron mayores valores de T que
C2 y C3 (p<0,05).

El andlisis de la altura de plantas (H) detectd diferencias significativas (p<0,05)
entre Pob pero no entre A. Tampoco se encontro interaccion Pob*A (p>0,05). La prueba
DGC indico que CO y C1 presentaron plantas méas altas (p<0,05) que C2 y C3. El tercer

ciclo de seleccion (C3) tuvo las plantas mas bajas.

Tanto T como H, son dos componentes importantes para la determinacion del
rendimiento de forraje. En consecuencia, su evolucion inversamente proporcional al
avance de los ciclos de seleccidn, podria explicar los menores valores de Racum de C1, C2

y C3 respecto de la poblacion trifoliada original (CO).
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No hubo diferencias (p>0,05) en cuanto al namero de nudos (N) entre A y Pob, asi
como tampoco interaccion Pob*A. Por su parte, la distancia entre nudos (DN) no present6
interaccion Pob*A ni diferencias significativas entre A (p>0,05) pero si entre Pob
(p<0,05). En consecuencia, las comparaciones de medias entre ciclos de seleccion se
hicieron con el conjunto de los datos (Tabla 5-Anexo). C3 exhibié entrenudos mas cortos
respecto de CO, aungue sin diferenciarse (p>0,05) de C1 y C2. Al igual que en la primera
temporada, los menores valores de DN en C3 se explican por tener una menor H que las

otra poblaciones con un nimero similar de tallos (T).

El andlisis de la varianza para las estimaciones de la variable namero de hojas por
tallo (NH) no detectdé diferencias estadisticamente significativas entre A ni tampoco
interaccion Pob*A, pero si entre Pob (p<0,05). De acuerdo a los datos de comparaciones

multiples (Tabla 5-Anexo), CO y C1 presentaron mayores valores de NH que C2 y C3.

Para la variable niumero de foliolos por hoja (FH) se detectaron diferencias
altamente significativas (p<0,0001) entre Pob pero no entre A. Tampoco se detecto
interaccion Pob*A. La poblacion C3 presentd una media de 4,84 foliolos por hoja, lo que
la diferencio (p<0,05) del resto de las poblaciones. Estos resultados, al igual que lo
observado en la primera temporada de evaluacién, confirman la efectividad del proceso de
seleccion. La poblacién C2, con un promedio de FH = 3,79, supero significativamente
(p<0,05) a las medias de C1 y CO. Como era de esperar, la cantidad de foliolos por hoja de
CO0, no sujeta a seleccion por el caracter MF, alcanzé una media de FH = 3,06, compatible

con su condicidn de alfalfa trifoliolada (TF).

El analisis de la expresion multifoliolada (%MF) arrojé diferencias altamente
significativas (p<0,0001) entre Pob, pero no entre A ni tampoco detectd interaccion
Pob*A. Las comparaciones de medias entre Pob se hicieron con el conjunto de datos
(Tabla 5-Anexo). Aqui se pone de manifiesto una clara respuesta a la seleccion, dado que
las poblaciones exhibieron un aumento significativo en %MF a medida que avanzaban los

ciclos de seleccion por el caracter multifoliolado.
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La relacion hoja/tallo (RHT) no mostré interaccion Pob*A ni tampoco diferencias
significativas entre A, pero si entre Pob. La comparacion de medias (Tabla 5- Anexo),
indicd que solo C3 y C2 se diferenciaron estadisticamente (p<0,05) de CO. En general, los
valores de RHT tuvieron un incremento sostenido a lo largo de los ciclos de seleccion, lo
que también corrobora la efectividad de la SFR por el caracter MF.

El andlisis del indice de expresion multifoliolada (IMF) detect6 diferencias
altamente significativas (p<0.0001) entre Pob, pero no entre A ni tampoco interaccion
Pob*A. En consecuencia la comparacién entre medias se hizo en base al conjunto de datos
(Tabla 5-Anexo). Al igual que las dos variables anteriores, el aumento de IMF mostré una
relacién directa con el progreso de seleccién, alcanzando aumentos significativos en cada

ciclo.

3.3.3 Andlisis conjunto de ambas temporadas (2010/2012)

A fin de realizar inferencias simultaneas sobre los efectos de los factores sobre las
13 variables que incluyd este estudio, se efectud un analisis de la varianza multivariado
(MANOVA) con toda la informacion generada en las dos temporadas de evaluacion. Para
ello, se consideraron el factor humedad edéafica, con los niveles secano y riego, y el factor
temporada, con los niveles 2010-2011 y 2011-2012. Mediante este modelo se analizaron
las diferencias entre poblaciones, ambientes y su interaccion. Los componentes del
rendimiento de forraje y parametros de calidad forrajera fueron evaluados para todas las
poblaciones de alfalfa con diferente expresion MF (CO a C3) en los cuatro ambientes

generados para este estudio (Tabla 9).

Se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre las Pob evaluadas para casi
todas las variables, excepto para N y IVTDMS. Las Pob CO y C3 presentaron los valores
méaximo y minimo de produccion de forraje, respectivamente. Del mismo modo, las
variables T, H y NH -que son componentes del rendimiento de forraje- también alcanzaron
los mayores valores en CO y los menores en C3. Por otro lado, C3 presentd los valores méas
altos en cuanto a %MF y RHT; de ese modo, ambas variables exhibieron una clara

respuesta a la seleccion, dado que su incremento fue consistente con el avance de los ciclos
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de seleccion por el caracter MF. En igual sentido, el aumento del contenido de PB fue
mayor (p<0,05) en C3 y menor en C0. Por el contrario, el % FDN disminuyé (p<0,05) en
C3 respecto de CO, aunque no hubo diferencias (p>0,05) entre los ciclos de seleccién.

Tabla 9. Resultado de comparaciones multiples DGC entre las medias de las

variables evaluadas en las poblaciones CO a C3 y en promedio de los cuatro ambientes.

Co C1 Cc2 C3

Racum (kg MS 430, 411a  390a  3,15b
parcela™)

T 75,70a 80,72a 68,00b 60,77b

H (cm) 48,34a 45,64b 43,97b 40,87c

N 9,69a 9,50a 9,67a 9,49a

DN (cm) 5,11a 4,85a 4,58a 4,39b

NH 41,28a 39,64a 41,07a 37,67b

%MF 4,89d 17,08c 39,40b 67,25a

FH 3,08c 3,28b 3,71b 4,51a

RHT 1,17b 1,30a 1,34a 1,40a

IMF 0,40d 1,11c 2,31b 3,63a

PB (%) 26,60b 28,25a 28,70a 29,25a

FDN (%) 40,47a 39,70b 39,44b 38,91b

IVTDMS (%) 79,29a 80,29a 79,45a 80,72a
Medias en filas con una letra comun no son significativamente diferentes (p< 0,05).

Referencias: Racum= rendimiento acumulado; T= nimero de tallos; H= altura de planta;
N= numero de nudos; DN= distancia entrenudo; NH= nimero de hojas; %MF= porcentaje
de hoja multifoliolada; FH= foliolos por hoja; RHT= relacion hoja/tallo; IMF= indice de
expresion multifoliolado; PB= proteina bruta; FDN= fibra detergente neutro; IVTDMS=

digestibilidad in vitro de la materia seca.

La Tabla 10 presenta un resumen esquematico de lo ocurrido para las diferentes

variables entre las poblaciones y los ambientes generados (riego/secano y temporadas).
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Tabla 10. Representacion esquematica de la valoracion de cada variable evaluada

en las poblaciones generadas (CO a C3) para las temporadas (individuales y en conjunto) y

para las condiciones de humedad (riego y secano) utilizados en este estudio.

2010/2011

2011/2012

Al e o 201012012
Racum (kg C0>C1=C2>C3 C0=C1=C2>C3 C0=C1=C2>C3
MS parcela™)
T C1>C0>C2>C3 C0=C1>C2=C3_C0=C1>C2=C3
H (cm) C0>C1=C2>C3 C0=C1>C2>C3_C0>C1=C2>C3
N C0=C1=C2=C3 C0=C1=C2>C3 C0=C1=C2=C3 C0=C1=C2=C3
DN (cm) C0>C1=C2>C3 C0>C1=C2=C3_C0=C1=C2>C3
NH  C0=C1=C2=C3 C0>C1>C2>C3 C0=C1>C2=C3 C0=C1=C2>C3
FH C3>C2>C1>C0 C3>C2>C1>C0_C3>C2>C1>C0
%MF C3>C2>C1>C0 C3>C2>C1>C0_C3>C2>C1>C0
RHT C3=C1>C0=C2 C3>C2>C1=C0_C3=C2=C1>C0
IMF C3>C2>C1>C0 C3>C2>C1>C0_C3>C2>C1>C0
PB (%) C3=C2=C1>C0
FDN (%) C0>C1=C2=C3
IVTDMS (%) C0=C1=C2=C3

Referencias: Al= ambiente en secano; A2= ambiente bajo riego; Racum=
rendimiento acumulado; T= numero de tallos; H= altura de planta; N= nimero de nudos;
DN= distancia entrenudo; NH= nimero de hojas; %MF= porcentaje de hoja multifoliolada;
FH= foliolos por hoja; RHT= relacion hoja/tallo; IMF= indice de expresion multifoliolado;
PB= proteina bruta; FDN= fibra detergente neutro; IVTDMS= digestibilidad in vitro de la

materia seca.

3.3.4 Analisis de componentes principales temporada 2010/2012

Para explicar la variabilidad de las Pob seleccionadas con respecto a todas las
variables intervinientes y determinar las correlaciones entre ellas, se realizd un andlisis de
componentes principales o ACP. Con las dos primeras componentes (CP1 y CP2) que se
generaron, y que explicaron el 95,1 % de la variabilidad, se confeccion6 el grafico biplot

gue se muestra en la Figura 19.

86



Resultados

5,00
M
rH
250+ /
IMF c2
ahdF i /
= FH o
~ FON O
= 0,00 9] RHT -
= _ﬁ%ﬂ Racum
o c3 e
I H
O ol
1
-2 501
T
NTOMS
_S'I:II:I_ T T T T T
-5,00 -250 0,00 250 500

CP1(83.9%)

Figura 19. Biplot generado por el andlisis de componentes principales de las
variables en estudio para el promedio de los cuatro ambientes evaluados. Referencias:
Racum= rendimiento acumulado; T= namero de tallos; H= altura de planta; N= namero de
nudos; DN= distancia entrenudo; NH= naumero de hojas; %MF= porcentaje de hoja
multifoliolada; FH= foliolos por hoja; RHT= relacion hoja/tallo; IMF= indice de expresion
multifoliolado; PB= proteina bruta; FDN= fibra detergente neutro; IVTDMS=

digestibilidad in vitro de la materia seca.

A nivel de la CP1, que explica por si sola casi 84 % de la variabilidad total, se
aprecia la alta diferenciacion entre C3 y C0. Considerando que las variables PB, %MF y
RHT tienden a estar agrupadas, conformando entre ellas un angulo agudo y muy cerrado,
se infiere que estan positiva y altamente correlacionadas entre si; en menor medida, ese
grupo de variables también se infiere que se correlaciona con IVTDMS. Por otro lado, este
primer grupo de variables, fuertemente identificadas con calidad forrajera, se infiere que se
correlaciona negativamente con T, Racum, H, NH y FDN. Dentro de éstas Gltimas, Racum,

FDN y H estarian positiva y altamente correlacionadas entre si. Las variables T, Racum, H,
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NH y FDN tuvieron una gran influencia para separar las Pob CO y C1 respecto de C2 y C3.
Consecuentemente, la Pob C3, en respuesta a la seleccion realizada por MF, se asocio a
niveles mas altos de PB, %MF y en menor medida de IVTDMS.

3.3.5 Andlisis de correlacion de Pearson temporada 2010/2012

La matriz de correlacién lineal fenotipica de Pearson (r) entre todas las variables en
estudio y para el conjunto de poblaciones en los cuatro ambientes generados (temporadas
2010-2011y 2011-2012 y condicion de humedad riego/secano) se presenta en la Tabla 11.

Tabla 11. Correlaciones fenotipicas de Pearson (r) entre todas las variables y

considerando las cuatro poblaciones y los cuatro ambientes utilizados en este estudio.

Racum T H N DN NH 9%MF FH RHT IMF PB FDN IVTDMS

Racum 1 ** ol ns *x ns ns ns ns ns * ns ns
T 0,59 1 ns R xRk A ns ns ** ns ns ns ns

H 0,63 -0,02 1 ** ** ** * * ** * ns ns ns

N 0,18 -049 0,67 1 ns ns ns ns ** ns ns ns ns
DN 055 051 053 -026 1 ns * ns ns * ns ns ns
NH 0,05 -06 064 089 -016 1 ns ns ** ns ns ns ns
%MF -025 -014 -033 -01 -03 -0,18 1 ns ns ns ** ** ns
FH -022 -009 -029 -0,13 -0,19 -0,21 0,97 1 ** ns ** ** ns
RHT -006 052 -064 -0,69 -007 -08 0,39 0,4 1 * ns ns ns
IMF -0,26 -02 -031 -0,02 -0,36 -0,1 0,99 0,94 0,31 1 ** ** ns
PB -029 -021 -0,13 0,04 -022 0,01 061 0,61 0,21 0,62 1 ** **
FDN 0,06 0,05 0,0046 -0,09 0,09 -0,06 -04 -041 0,16 -041 -0,72 1 *x
IVTDMS -008 -0,06 016 0,18 -0,02 0,08 0,23 0,24 -0,04 0,21 0,63 -0,62 1

*, ** ns. significativo a los niveles de probabilidad 0,05, 0,01 y no significativo,
respectivamente. Referencias: Racum= rendimiento acumulado; T= numero de tallos; H=
altura de planta; N= namero de nudos; DN= distancia entrenudo; NH= namero de hojas;
%MF= porcentaje de hoja multifoliolada; FH= foliolos por hoja; RHT= relacion hoja/tallo;
IMF= indice de expresion multifoliolado; PB= proteina bruta; FDN= fibra detergente

neutro; IVTDMS= porcentaje digestibilidad in vitro de la materia seca.

Se detectaron correlaciones importantes entre algunas variables, con valores de r

moderados a altos. EI Racum tuvo una correlaciéon altamente significativa (p<0,01) y
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positiva con T, H y DN; mientras que con PB fue solamente significativa (p<0,05) y
negativa. Del mismo modo, la variable T manifestd una correlacion altamente significativa

y positiva con DN y RHT, pero negativa con N y NH.

La variable H mostr6 una correlacién alta y positiva con N, DN y NH, pero
moderada y negativa con %MF, FH e IMF; en cambio, su relacién con RHT fue alta y

negativa.

El %MF estuvo alta y positivamente correlacionado con PB, pero moderada y
negativamente con FDN. A su vez, FH tuvo una correlacion altamente significativa y

positiva con PB, pero moderada y negativa con FDN.

3.4. Objetivo Especifico 2

Cabe recordar que el objetivo fue determinar componentes de rendimiento de
forraje, caracteristicas morfologicas de tallo y hoja y pardmetros de calidad forrajera en las
Pob seleccionadas, en base a plantas bajo cultivo denso. Ademas, explorar la P*A y
correlacionar el rendimiento y los parametros de calidad de forraje de las Pob

seleccionadas con las caracteristicas morfoldgicas evaluadas.

3.4.1 Resultados de la temporada 2012/2013

Los valores medios de produccién acumulada para todos los cortes, asi como los
valores promedio para las demas variables evaluadas durante la temporada 2012/2013 del
ensayo en cultivo denso, se presentan en las Tablas 6, 7 y 8-Anexo. Las significancias del
analisis MANOVA para las 12 variables consideradas en este estudio, con su respectivo

coeficiente de variacion, se presentan en la Tabla 12.
Para Racum no se detectaron diferencias entre Pob y testigos para los 6 cortes, asi

como tampoco se observaron diferencias significativas para las variables H, RHT1, RHT2,

FDN y FDNdig. Por el contrario, si se registraron diferencias significativas (p<0,05) entre
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Pob y testigos para las variables IMF, RHT3, RHTt y PB. Si bien las diferencias para N y
IVTDMS no fueron sensu estrictu significativas al nivel de 0,05, se hace notar que los
bajos valores de p (0,071 y 0,057, respectivamente), muy cercanos al nivel de significancia
del 5% pre-fijado, permiten inferir un cierto nivel de significancia biol6gica para ambas

variables entre los ciclos de seleccién y los testigos usados.

Tabla 12. Andlisis de la varianza MANOVA para las 12 variables morfoldgicas,
de calidad y de produccion de forraje evaluadas durante la temporada 2012/2013 en plantas

bajo cultivo denso.

CV (%)  p-valor

Racum 23 0,7616
H 14,27 0,7532

N 0,00 0,0708
IMF 15,17 <0,0001

RHT1 21,28 0,3899
RHT2 41,79 0,3717
RHT3 17,16 0,0458

RHTt 7,93 0,0386
PB 1,55 0,0019
FDN 5,50 0,3805

FDNdig 6,45 0,5118
IVTDMS 1,30 0,0574
CV= coeficiente de variacion; p-valor=valor de significacion (p<0,05). Racum=

rendimiento acumulado; H= altura de planta; N= nimero de nudos; IMF= indice de
expresion multifoliolado; RHT1-2-3= relacion hoja/tallo  superior-medio-inferior,
respectivamente; RHTt= relacion hoja/tallo total; PB= proteina bruta; FDN= fibra
detergente neutro; FDNdig= fibra detergente neutro digestible; IVTDMS= digestibilidad in

vitro de la materia seca.

En la Tabla 13 se resumen las comparaciones de las medias para cada una de las 12

variables entre las poblaciones y los testigos.
En algunos de los caracteres evaluados se observd un importante rango de

variabilidad, como en el caso de Racum, que presento valores entre 10,70 y 12,47 t MS ha’

! afio? (6 cortes) para C4 y CO, respectivamente. No obstante, y como ya fuera
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mencionado, estas diferencias no fueron significativas al nivel de 0=0,05. A medida que se
avanzd en los ciclos de seleccién (C3 y C4), las diferencias de rendimiento de forraje
respecto de CO y de los testigos tendieron a incrementarse, lo que podria estar relacionado
con la tendencia a disminuir la altura de planta (H) como consecuencia de la seleccién por

alta expresion MF.

Tabla 13. Resultado de comparaciones multiples DGC de las diferentes variables
(rendimiento, morfoldgicas y de calidad) evaluadas entre las poblaciones y testigos entre
C0, C3yCA4.

Co C3 C4 CW1010 MIREYA RUANO
Racum (tMSha') 12,47a 11,23a 10,70a 11,48a 12,86a 11,33a
H (cm) 45,00a 41,39 41,05a 43,28a 47,72a 45,94a
N 10,75a 9,57a 9,37a 9,56a 9,98a 10,51a
IMF 0,09b 3,03a 3,24a 0,28b 0,07b 0,28b
RHT1 4,81a 5,97a 5,76a 4,82a 4,19a 4,88a
RHT2 1,54a 1,56a 1,74a 2,51a 1,47a 1,24a
RHT3 0,31b 0,35b 0,34b 0,42a 0,29b 0,25b
RHTt 1,35b 1,46a 1,49 1,54a 1,29b 1,25b
PB (%) 23,11b 23,55b 25,00a sd sd sd
FDN (%) 40,93a 39,40a 38,25a sd sd sd
FDNdig (%) 48,25a 50,33a 51,42a sd sd sd
IVTDMS (%) 78,33a 79,89 80,93a sd sd sd

sd=sin dato. Medias en filas con una letra comin no son significativamente
diferentes (p<0,05). Referencias: Racum= rendimiento acumulado; H= altura de planta; N=
namero de nudos; IMF= indice de expresion multifoliolado; RHT1-2-3= relacion hoja/tallo
superior-medio-inferior, respectivamente; RHTt= relacion hoja/tallo total; PB= proteina
bruta;, FDN= fibra detergente neutro; FDNdig= fibra detergente neutro digestible;
IVTDMS= digestibilidad in vitro de la materia seca.

Si bien H disminuyo en valores absolutos a medida que se avanzé en los ciclos de
seleccion por alta MF, no se detectaron diferencias significativas (p<0,05) entre Pob y
testigos. La variedad MIREY A fue la que present6 el mayor valor medio de H (47,72 cm),
mientras que C4 tuvo el menor valor (41,05 cm). EI namero de tallos (N) tampoco mostrd

diferencias significativas (p>0,05) entre los ciclos de seleccion y los testigos.
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El IMF aument6 a medida que se avanzé en los ciclos de seleccion, diferencidndose
C4 y C3 respecto de CO y de los cultivares testigo (p<0,0001). Por su parte, la variable
RHT no registrd diferencias significativas entre Pob y testigos para los estratos superior
(RHT1) y medio (RHT2, pero si para el estrato inferior (RHT3) y para la relacion
hoja/tallo total (RHTt). Tanto C3 y C4 como el testigo CW1010 tuvieron mayores (p<0,05)
RHTt que el resto de los tratamientos. A su vez, CW1010 también se diferenci6 del resto

de los materiales evaluados con respecto a RHTS3.

Para obtener una mejor visualizacion de la estructura de las plantas en cuanto a la
distribucion de las hojas en los diferentes estratos de la canopia, se presentan en la Figura
20 las distribuciones de la RHT en los distintos estratos considerados.

mRHT3 RHTZ mRHT1

2,51

1, 1,74

56 1,54 124 1,47

035 034 042 031 025 029
C3 ca CW1010 Cco RUANO MIREYA

Figura 20. Perfiles de variabilidad de la relacion hoja/tallo en los diferentes
estratos: superior (RHT1), medio (RHT2) e inferior (RHT3), entre las diferentes
poblaciones evaluadas y los testigos. Referencias: RHT1= relacion hoja/tallo superior;

RHT2= relacion hoja/tallo medio; RHT3= relacion hoja/tallo inferior.
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Se aprecia que tanto C3 como C4 alcanzaron los mayores valores de RHT1, lo que
indica que la seleccion por alta expresion MF acumulé mayor proporcion de hojas en el
estrato superior. Por su parte, el cv CW1010 presentd los mayores valores de RHT para los
estratos medio e inferior, seguida por C4.

Como resultado de la seleccién por MF, el contenido de proteina bruta (PB) se
incrementd (p<0,05) desde CO a C4 (Tabla 13). Por el contrario, FDN tendi6 a disminuir a
medida que avanzaron los ciclos de seleccion, aunque estas diferencias no fueron
significativas (p>0,05). Igual comentario puede hacerse respecto de la fraccidn digestible
de la fibra (FDNdig) y de la digestibilidad (IVTDMS).

3.4.2 Andlisis de componentes principales temporada 2012/2013

Se realiz6 un ACP, al igual que en el ensayo establecido para el logro del objetivo
especifico 1, para explicar la variabilidad en las Pob seleccionadas con respecto a todas las
variables intervinientes y para inferir las correlaciones entre ellas. Las dos primeras
componentes (CP1 y CP2), que explicaron el 100% de la variabilidad, se emplearon para la

confeccion del grafico biplot que se muestra en la Figura 21.

A nivel de la CP1, que explica por si sola casi el 89,5 % de la variabilidad total, se
aprecia la alta diferenciacion entre C4 y C0. Considerando que las variables PB y RHT2
tienden a estar agrupadas, conformando entre ellas un angulo agudo y muy cerrado, se
infiere que estarian positiva y altamente correlacionadas entre si; en menor medida, ese

grupo de variables también se correlacionaria con IVTDMS y FDN(dig.

Por otro lado, todas las variables anteriores se correlacionarian negativamente con
Racum, H, N y FDN. A su vez, los caracteres incluidos en este ultimo grupo estarian
positiva y altamente correlacionadas entre si y son en gran medida los responsables de la
clara separacion de CO respecto de C3 y C4. Dicho de otra forma, C4 —como consecuencia
de la seleccion realizada por MF- se asocio fuertemente a mayores valores de IVTDMS,
FDNdig, PB, RHTt e IMF.
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Figura 21. Biplot generado por el analisis de componentes principales de las
variables en estudio, entre la media de las poblaciones evaluadas. Referencias: Racum=
rendimiento acumulado; H= altura de planta; N= nimero de nudos; IMF= indice de
expresion multifoliolado; RHT1-2-3= relacion hoja/tallo  superior-medio-inferior,
respectivamente; RHTt= relacion hoja/tallo total; PB= proteina bruta; FDN= fibra
detergente neutro; FDNdig= fibra detergente neutro digestible; IVTDMS= digestibilidad in

vitro de la materia seca.

3.4.3 Anélisis de correlacion de Pearson temporada 2012/2013

La matriz de correlacién lineal fenotipica de Pearson (r) entre todas las variables y

para el conjunto de las poblaciones se presenta en la Tabla 14.

Algunas variables mostraron valores de r moderados a altos. EI Racum tuvo una
correlacién altamente significativa (p<0,01) y positiva con H, negativa con RHTt y
IVTDMS, vy significativa (p<0,05) y positiva con FDN. Por su parte, H se correlaciond
negativamente con RHTt (p<0,01) y RHT1 (p<0,05) y positivamente con FDN (p<0,05).
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El nimero de tallos (N) exhibi6 correlacion negativa (p>0,05) con IVTDMS. El
IMF estuvo positiva y significativamente correlacionado con PB e IVTDMS. Tanto RHT2
como RHT3 se correlacionaron positivamente con RHTt, pero negativamente con FDN.
Ademas, RHTt estuvo correlacionada positivamente (p<0,05) con IVTDMS vy
negativamente con FDN. Finalmente, IVTDMS se correlacion6 (p<0,05) positivamente
con PB pero negativamente con FDN.

Tabla 14. Correlaciones fenotipicas de Pearson (r) entre todas las variables en
estudio evaluadas entre poblaciones (CO a C4).

Racum H N IMF RTH1 RTH2 RTH3 RHTt PB FDN FDNdig IVTDMS

Racum 1 e ns ns ns ns ns ** ns * ns **
H 0,76 1 ns ns * ns ns ** ns * ns ns
N 0,23 0,12 1 ns ns ns ns ns ns ns ns *
IMF -0,26  -0,35 -0,49 1 ns ns ns ns * ns ns *
RTH1 -0,25 -054 -033 049 1 ns ns ns ns ns ns ns
RTH2 -017 -0,14 -0,26 -0,02 -0,33 1 * * ns * ns ns
RTH3 -0,32 -044 -037 0,16 0,11 0,62 1 *x ns * ns ns
RHTt 065 -0,75 -037 042 038 048 0,73 1 ns ** ns **
PB -036 -018 -063 068 032 018 -0,01 046 1 ns ns *
FDN 073 076 042 -044 -028 -0,77 -0,69 -0,93 -0,49 1 ns *
FDNdig -033 004 -049 052 -013 038 -046 019 043 0,05 1 ns
IVIDMS -08 -066 -076 073 034 053 039 092 069 -082 0,47 1

*, ** ns: significativo a los niveles de probabilidad 0,05, 0,01 y no significativo,
respectivamente. Racum= rendimiento acumulado; H= altura de planta; N= nimero de
nudos; IMF= indice de expresion multifoliolado; RHT1-2-3= relacion hoja/tallo superior-
medio-inferior, respectivamente; RHTt= relacion hoja/tallo total; PB= proteina bruta,;
FDN= fibra detergente neutro; FDNdig= fibra detergente neutro digestible; IVTDMS=
digestibilidad in vitro de la materia seca.

3.4.4 Produccion de forraje temporada 2013/2014

En el analisis de varianza entre Pob y testigos para la variable Racum en los seis
cortes de la temporada 2013/2014, se detectaron diferencias significativas entre las Pob y
los testigos (Tabla 15). Los valores promedio de rendimiento fueron de casi 15 t MS ha™
afio! en CW 1010 a 24 t MS ha™ afio™ en MIREYA; esta Gltima variedad se diferenci6
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estadisticamente (p<0,05) del resto de los testigos y de los ciclos de seleccidn. Si bien las
diferencias de Racum de C3 y C4 respecto de CO no alcanzaron niveles de significancia, se
considera que los valores absolutos son lo suficiente importantes como para asignar a esta

situacion un valor agronémico insoslayable.

Tabla 15. Resultado de comparaciones multiples DGC para la variable rendimiento
acumulado (Racum) entre los ciclos de seleccién (CO a C3) y los cultivares testigo durante
la temporada 2013/2014.

Co C3 C4 CW1010 MIREYA RUANO

Racum (tMSha®) 1811b  1546b 1567b  14,96b  24,69a  16,93b

Medias en filas con una letra comin no son significativamente diferentes (p<0,05).

Referencia: Racum= rendimiento acumulado.

3.5 Objetivo Especifico 3

Cabe aqui recordar que el objetivo fue caracterizar el comportamiento de la
resistencia a antracnosis, pulgén azul y pulgon moteado de la Pob original y de aquella

obtenida luego de 4 ciclos de SFR.

3.5.1. Caracterizacion de la resistencia a plagas y enfermedades

3.5.1.1 Pulg6n azul

Las Tablas 16 y 17 presentan la evaluacion realizada en la EEA Manfredi respecto
del nivel de resistencia a pulgon azul de las Pob CO y C4. La siembra de las bandejas fue
realizada el 15/10/2012; la infestacion se realizé el 19/10/2012 y la evaluacion de los
niveles de resistencia el 12/11/2012. De acuerdo al protocolo de la prueba, las categorias 1,
2 y 3 se consideran como resistentes, y las categorias 4 y 5 como susceptibles. En
consecuencia, se aprecia que tanto CO como C4 se categorizaron como “altamente
resistentes” (AR). Vale decir que los cuatro ciclos de SFR por MF no modificaron el nivel

de comportamiento frente a la plaga que tenia el material original.
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Tabla 16. Porcentaje de plantulas en cada categoria de resistencia a pulgdn azul de

acuerdo a la NAAIC para los ciclos inicial (CO) y final (C4) de seleccion multifoliolada.

% de plantulas en cada categoria de

Material resistencia N° total de
plantas
1 2 3 4 5
Costera SP INTA 0,8 5,3 12,6 50,4 30,9 368
CUF 101 10,3 12,3 19,5 42,6 15,3 382
Co 7,6 23,4 26,1 35,4 7,5 376
C4 8,4 20,2 22,9 39,5 9 282

Referencias: testigo susceptible (Costera SP INTA); testigo resistente (CUF 101).

Tabla 17. Porcentajes de resistencia a pulgon azul de los ciclos inicial (CO0) y final
(C4) de seleccion por alta expresion multifoliolada. Los valores consignados son los
obtenidos en la prueba Yy los ajustados al valor historico promedio del testigo resistente,
CUF 101.

Resistencia (%) Resistencia (%) ajustado a CUF

(=%catl,2y3) 101 =55%
Costera SP INTA 18,7 24,4 MR ©

CUF 101 42,1 55,0 AR

Co 57,1 746 AR

C4 51,5 67,3 AR
Media 42,3 55,3
CV (%) 13,5 13,5
LSD (0,05) 7,98 10,63

Referencias: testigo susceptible (Costera SP INTA); testigo resistente (CUF 101).
CV= coeficiente de variacion; LSD= test con valor de significacion (p<0,05); cat: categoria
de resistencia. ) Categorias de resistencia: MR = moderadamente resistente; AR =

altamente resistente.

3.5.1.2 Pulgbn moteado

En las tablas 18 y 19 se presentan los datos obtenidos del test de caracterizacion de

resistencia a pulgéon moteado realizado en la EEA Manfredi. La siembra de las bandejas
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fue realizada el 15/10/2012; la infestacion se realizd el 26/10/2012 y la evaluacion de los

niveles de resistencia el 22/11/2012.

Tabla 18. Porcentaje de plantulas en cada categoria de resistencia a pulgén
moteado de acuerdo a la NAAIC para los ciclos inicial (C0) y final (C4) de seleccion por

alta expresion multifoliolada.

% de plantulas en cada categoria de resistencia N° total

Material de
plantas
1 2 3 4 5
Costera SP INTA 0 1,2 1,1 1,8 95,9 362
CUF 101 23 28,5 27 6 15,5 345
Co 18,2 30,1 27,2 7,2 17,3 361
C4 19,3 25,3 26,5 3,4 25,5 265

Referencias: testigo susceptible (Costera SP INTA); testigo resistente (CUF 101).

Tabla 19. Porcentajes de resistencia a pulgén moteado de los ciclos inicial (CO) y
final (C4) de seleccion por alta expresion MF. Los valores consignados son los obtenidos

en la prueba y los ajustados al valor historico promedio del testigo resistente, CUF 101.

Resistencia (%)  Resistencia (%) ajustado a

(=% cat 1y 2) CUF 101 = 60%

Costera SP INTA 1,2 1,4 s¥

CUF 101 515 60 AR

co 483 56.3 AR

ca 44.6 52 AR
Media 36,4 42,4
CV (%) 11.8 11.8
LSD (0,05) 8.11 9.21

Referencias: testigo susceptible (Costera SP INTA); testigo resistente (CUF 101). CV=
coeficiente de variacion; LSD= test con valor de significacion (p<0,05); cat: categoria de

resistencia. ) Categorias de resistencia: S = susceptible; AR = altamente resistente.
De acuerdo al protocolo de la prueba, las categorias 1, 2 y 3 se consideran como

resistentes, y las categorias 4 y 5 como susceptibles. En consecuencia, se aprecia que tanto

CO0 como C4 se categorizaron como “altamente resistentes” (AR). Vale decir que los cuatro
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ciclos de SFR por MF no modificaron el nivel de comportamiento frente a la plaga que

tenia el material original.

3.5.1.3 Antracnosis

La evaluacion realizada sobre CO y C4 con respecto al comportamiento de la
resistencia frente a antracnosis se presenta en la Tabla 20. La siembra de las bandejas fue
realizada el 04/10/2012; la inoculacién se realizé el 18/10/2012 y la evaluacion de los

niveles de resistencia el 01/11/2012.

Tabla 20. Porcentajes de resistencia a antracnosis de los ciclos inicial (CO) y final
(C4) de seleccion por alta expresion multifoliolada. Los valores consignados son los
obtenidos en la prueba y los ajustados al valor historico promedio del testigo resistente,
ARC.

Resistencia (%) sin Resistencia (%) ajustado a ARC =

ajustar 65%
Costera SP INTA 3,9 4,4 s¥)
ARC 57,2 65 AR

Co 32,6 37 R
C4 27,9 31,7 R
Media 30,4 34,5

CV (%) 22,3 22,3
LSD (0,05) 9,23 10,15

Referencias: testigo susceptible (Costera SP INTA); testigo resistente (ARC). CV=
coeficiente de variacion; LSD= test con valor de significacion (p<0,05). ) Categorias de

resistencia: S = susceptible; R = resistente; AR = altamente resistente.

La variable medida fue el porcentaje de supervivencia de plantulas mediante conteo
de las que sobrevivieron a los 10 dias posteriores a la inoculacion. Para el célculo del
porcentaje se tom6 como conteo inicial (nmero base) el nimero de plantulas emergidas a
los 10 dias de la siembra. Tanto CO como C4 se categorizaron como resistentes (R) (Tabla
20). Vale decir que los cuatro ciclos de SFR por MF no modificaron el nivel de

comportamiento frente a la enfermedad que poseia el material original.
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3.6 Objetivo Especifico 4

Cabe aqui recordar que el objetivo especifico 4 fue estimar la diversidad genética a
través de marcadores moleculares SSR, entre la Pob original y aquella obtenida luego de 4
ciclos de SFR.

3.6.1 Diversidad genética dentro de las poblaciones

Del total de microsatélites utilizados para la caracterizacion de la diversidad
genética intrapoblacional, 20 de ellos amplificaron en una sola regién y 5 mostraron dos
regiones de amplificacion. Estas dos regiones fueron denominadas “a” 6 “b”, de acuerdo a
su menor o mayor peso molecular, respectivamente. Ambas regiones resultaron lo
suficientemente distantes y no presentaron ninguna relacion alélica, lo que evito errores de
lectura por una superposicion de fragmentos de pesos similares. Entre las dos regiones, fue
elegida sdlo la region que mostré mayor polimorfismo, es decir un mayor numero de alelos
-suponiendo que esto representaria un poder discriminativo superior entre las poblaciones

en estudio-.

Los 25 loci microsatélites mostraron un total de 185 fragmentos de PCR o alelos
(Tabla 21), cuyos pesos moleculares oscilaron desde 80 a 310 pb. EI nimero de fragmentos
por locus varié desde 3 (para MAL369471) hasta 11 (para ENOD20 y MTIC153) y

registré un promedio de 6,28 alelos por locus.

Se observé un gran nimero de alelos para casi todos los marcadores SSR utilizados
en este estudio. Mediante la especificacion y la comparacion del nimero de fragmentos por
locus dentro de cada poblacién se estimd si hubo o no una pérdida efectiva de alelos

durante el proceso de seleccion.

Para casi todos los microsatélites, el namero de alelos por locus fue el mismo entre
CO y C4, aunque en cuatro de ellos (MTIC82, MTIC95b, MTIC247 y MTIC470) se
observé que uno o dos alelos presentes en CO (si bien con frecuencias <5%) no aparecieron

en C4. No obstante, en atencidn al alto grado multialélico de marcadores SSR en alfalfa,
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esta pequefia pérdida no se consideré lo suficientemente significativa como para
determinar una diferenciacion entre las dos poblaciones. Esta observacion se ve reforzada
por los valores estimados de diversidad genética (Hg) para cada uno de los microsatélites
(Tabla 22).

Tabla 21. Rango de tamafio (pb) observado para cada locus y numero de
fragmentos detectados por planta en las poblaciones CO y C4 de alfalfa estudiadas
mediante 25 loci SSR.

Rango de N° total de N° total de N° total de
Locus tamario fragmentos por fragmentos por fragmentos por
observado (bp) locus locus en CO locus en C4

MAAG660870 215-250 5 5 5
MTR58 150-200 7 7 7
MAL369471 100-140 3 3 3
B21E13 145-170 5 5 5
ENOD20 225-310 11 11 11
MTIC77a 105-150 6 6 6
MTIC82 120-160 6 6 4
MTIC94a 100-150 5 5 5
MTIC95b 100-140 6 6 5
MTIC103 140-180 5 5 5
MTIC131 100-140 8 8 8
MTIC153 115-180 11 11 11
MTIC210 200-240 5 5 5
MTIC232 110-130 4 4 4
MTIC238a 100-190 7 7 7
MTIC247 160-200 8 8 6
MTIC249a 90-120 4 4 4
MTIC258 125-140 4 4 4
MTIC304 135-165 5 5 5
MTIC331 80-85 3 3 3
MTIC332 95-140 10 10 10
MTIC338 150-180 6 6 6
MTIC447 85-100 7 7 7
MTIC470 110-135 8 8 7
MTIC471 110-160 8 8 8

En algunos loci, a 6 b hacen referencia a la region de amplificacion.
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La cuantificacion de la He varié de 0,565 a 0,889 en CO y de 0,491 a 0,877 en C4.
Estos valores se asumen como moderados a altos y son consistentes con el nimero total de

alelos encontrados en cada marcador.

Los resultados obtenidos sefialan que la diversidad genética de ambas poblaciones
fue muy similar, incluso para los cuatro microsatélites que mostraron pérdida de alelos.
Paralelamente, se observd que el promedio global de He fue 0,723 para C0 y 0,726 para C4
y que la prueba DGC no detectd diferencias significativas (p>0,05) de He entre las dos
poblaciones. Todo lo anterior permite concluir que la diversidad genética presente en C4
fue tan grande como la diversidad observada en CO. En ese contexto, las diferencias
minimas de Heg que hubo entre CO y C4 respecto de los loci B21E13, MTIC249 y
MTIC471 (Tabla 22), no fueron significativas para la prueba de comparacion de medias.
Sin embargo, esas diferencias en valores absolutos, aunque pequefias, podrian estar
indicando algun efecto potencial del proceso de seleccion hacia algun grado de
estrechamiento de la variabilidad genética en la poblacion resultante (C4).

En resumen, los resultados obtenidos evidenciaron un alto grado de variabilidad
genética intrapoblacional y que la variabilidad presente en la poblacion original se pudo

mantener luego de cuatro ciclos de seleccion fenotipica por alta expresion MF.

Mediante el uso de la tincion con nitrato de plata, que fue la técnica empleada en
este caso, es dificil obtener el dosaje alélico evaluando la intensidad de bandeo; en
consecuencia, el dosaje alélico no se determind en el presente trabajo. La limitacion
sefialada puede ser importante cuando un individuo particular tiene menos de cuatro
fragmentos de amplificacidn diferentes, dado que eso puede impedir la identificacion del
genotipo real al hacer posible la ocurrencia de mas de un genotipo para un perfil dado de
fragmentos. Para sortear esa dificultad, en algunos estudios de diversidad en la alfalfa se ha
estimado el parametro diversidad de PIC, que considera cada fragmento amplificado de
forma independiente, como si se tratara de un marcador dominante, perdiendo las

relaciones alélicas inherentes a la naturaleza de los marcadores SSR.
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Tabla 22. Media de heterocigosidad esperada (Hg) para cada uno de los 25 loci en

las pob CO y C4.

Heterocigosidad esperada

(He)

Locus Co C4
MAA660870 0,728 0,771
MTR58 0,795 0,807
MAL369471 0,565 0,551
B21E13 0,77 0,679
ENOD20 0,879 0,831
MTIC77a 0,764 0,769
MTIC82 0,709 0,69
MTIC94a 0,647 0,66
MTIC95b 0,715 0,698
MTIC103 0,696 0,759
MTIC131 0,84 0,837
MTIC153 0,889 0,877
MTIC210 0,703 0,711
MTIC232 0,575 0,545
MTIC238a 0,723 0,728
MTIC247 0,786 0,805
MTIC249a 0,635 0,491
MTIC258 0,617 0,678
MTIC304 0,641 0,602
MTIC331 0,65 0,663
MTIC332 0,804 0,855
MTIC338 0,804 0,783
MTIC447 0,758 0,776
MTIC470 0,677 0,745
MTICA471 0,715 0,84
Promedio global 0,723 0,726

En este estudio, los marcadores de SSR utilizados fueron altamente polimorficos y

eficaces para revelar el nivel de diversidad genética presente en las poblaciones estudiadas.

Como se ha mencionado antes, la diversidad genética promedio detectada en C4 fue

comparable a la de la poblacion original (C0), mostrando asi que la efectividad de la
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seleccidn por alta expresion multifoliolada no conllevé un aumento de la consanguinidad.
Esto Gltimo es particularmente importante en el mejoramiento genético de la alfalfa, ya que
es una especie extremadamente sensible a la endocria. Es probable que para la
conservacion de la variabilidad a lo largo de los ciclos de seleccion haya contribuido el
tamafio de la poblacion de mejoramiento suficientemente grande, permitiendo evitar la

deriva genética.

3.6.2 Diversidad genética entre las poblaciones

Las estimaciones de la media para la medida de diferenciacion poblacional de Nei
(Gst) y para la distancia genética de Nei (D) se presentan en la Tabla 23.

Los valores de Gst -considerando todos los microsatélites incluidos en este estudio-
variaron desde 0,002 hasta 0,033 para MTIC95 y MTIC471, respectivamente, con un
promedio de 0,013. Esto ultimo significa que sélo 1,3% de la diversidad genética fue

interpoblacional (entre CO y C4) y que 98,7% fue intrapoblacional.

Los valores Gsr obtenidos para cada marcador individual no fueron lo
suficientemente altos (Gst>0,05) como para identificar una region genémica que, cubierta
por esos marcadores, permitiera inferir la posible localizacion de genes mayores
relacionados con el caracter MF. Por otro lado, los valores estimados de Gsr fueron

independientes del nimero total de alelos para cada marcador individual.
La distancia genética (D) oscil6 entre 0,008 a 0,274, con una estimacién global de

0,091. El rango consignado es bajo y refuerza la similitud observada entre las dos

poblaciones.
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Tabla 23. Media de la diferenciacion poblacional de Nei (Gst) y la distancia

genética de Nei (D) para cada locus entre las poblaciones CO y C4.

Parametros de diversidad entre

poblaciones

Locus Gst D
MAA660870 0,006 0,036
MTR58 0,014 0,124
MAL369471 0,016 0,042
B21E13 0,018 0,088
ENOD20 0,020 0,262
MTIC77a 0,007 0,050
MTIC82 0,007 0,033
MTIC94a 0,003 0,012
MTIC95b 0,002 0,008
MTIC103 0,026 0,149
MTIC131 0,010 0,108
MTIC153 0,013 0,216
MTIC210 0,009 0,046
MTIC232 0,006 0,014
MTIC238a 0,021 0,122
MTIC247 0,008 0,065
MTIC249a 0,020 0,041
MTIC258 0,005 0,015
MTIC304 0,012 0,041
MTIC331 0,005 0,020
MTIC332 0,025 0,274
MTIC338 0,019 0,161
MTIC447 0,011 0,074
MTIC470 0,013 0,060
MTIC471 0,033 0,235
Promedio global 0,013 0,092

3.6.3 Desequilibrio de ligamiento

Se analizé el desequilibrio de ligamiento (LD) para todos los pares de primers

empleados en este estudio. El analisis no revel6 evidencia significativa de desequilibrio de

ligamiento entre los marcadores.
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Cuando se analizé el perfil de amplificacion para cada individuo (1, 2, 3 0 4
fragmentos), se observaron diferencias pequefias al comparar CO y C4. Algunos individuos
mostraron cuatro fragmentos en C4, que estuvieron ausentes en todos los individuos CO;
por el contrario, hubo individuos que presentan un solo fragmento en C4 pero dos o mas
combinaciones alélicas en CO (datos no mostrados). Estos resultados demostrarian, al
menos indirectamente, que es probable la existencia de un cambio de frecuencias alélicas
entre CO y C4; no obstante, al no haberse podido estimar el dosaje alélico, no se pudo
calcular la veracidad ni la magnitud de ese cambio de frecuencias alélicas entre las
poblaciones. EI LD podria haberse observado en CO porque esta poblacion fue creada a
partir de tres poblaciones probablemente panmicticas que se entrecruzaron para una sola
generacion, pero la ausencia de LD en CO significa que las tres poblaciones iniciales no
tuvieron arreglos especificos de alelos. Esta ausencia de LD también podria explicar por
qué, a pesar de la naturaleza poligénica de la caracteristica MF, el nimero de SSR utilizado
en este estudio fue insuficiente para identificar un cambio en la frecuencia de los alelos

SSR que podria estar relacionado con el rasgo MF.
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CAPITULO 4

DISCUSION

El esquema de mejoramiento en pos de incrementar el caracter multifoliolado (MF)
a través de cuatro ciclos de seleccion fenotipica recurrente (SFR) fue muy similar al
planteado por Ferguson y Murphy (1973), con la diferencia de que la seleccion realizada
en el presente trabajo tuvo dos momentos de seleccion correspondientes a los estados 0
(vegetativo temprano) y 5 (floracion temprana) del desarrollo de la alfalfa. Los efectos mas
notorios de la SFR fueron: a) el incremento del nimero de plantas MF en la poblacion; b)
la alta frecuencia de hojas MF dentro de las plantas MF; y c) la estabilidad en la expresion
del caracter MF. Estos resultados indican la alta heredabilidad del caracter y concuerdan
con un trabajo de Bingham y Murphy (1965), quienes generaron -luego de tres ciclos de
SFR- una poblacién multifoliolada que alcanzé un 85 % de plantas MF, fue comparado
con el cultivar “Narragansett” (TF), llegando a la conclusion de la alta heredabilidad del
caracter. Otra conclusion interesante del presente trabajo de tesis es que la SFR por alta
expresion MF no modificd en la Pob C4 el nivel de resistencia a la antracnosis ni a los

pulgones azul y moteado de la poblacion original (CO).

Por otro lado, en el estudio de Ferguson y Murphy (1973) se compar6 también el
rendimiento de forraje en plantas espaciadas de las 21 poblaciones MF generadas respecto
de cuatro cultivares trifoliolados (TF), concluyendo que fue igual o levemente menor en las
primeras. Coincidentemente, en el presente trabajo de tesis, en condiciones de planta
individual, se observd menor rendimiento de forraje en la poblacién C3 (tercer ciclo de
seleccion) respecto de la CO. Sin embargo, en el ensayo bajo condiciones de cultivo denso,
casi no se detectaron diferencias (p>0,05) entre los ciclos de seleccion y los testigos
evaluados, si bien en valores absolutos las producciones mas bajas de biomasa aérea
correspondieron a los ciclos mas avanzados de seleccion (C3 y C4). De todos modos, los
rendimientos de materia seca obtenidos en el ensayo en cultivo denso fueron muy altos
comparados con la produccion historica promedio de Manfredi. Otros autores (Twidwell y

Thiex, 1992; Twidwell et al., 2002), en evaluaciones hechas a campo y en cultivo denso,
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no encontraron diferencias de produccion y calidad forrajeras entre ocho cultivares TF y

seis cultivares MF a lo largo de dos temporadas.

El nimero de tallos (T), evaluado tanto a campo como en planta individual, tuvo
una evolucién similar en todos los ambientes generados en este estudio (riego/secano y
temporadas): mayores (p<0,05) valores en CO y C1, menor (p<0,05) en C2 y menor aln
(p<0,05) en C3; es decir: CO=C1>C2>C3.

La relacién entre altura de planta y caracter MF fue descripta por varios autores.
Ferguson y Murphy (1973), observaron individuos MF con tallos més cortos que los
testigos TF, a diferencia de Bingham y Murphy (1965) quienes sefialaron que las plantas
MF con las que trabajaron tenian tallos mas largos que las TF. Brick et al. (1976),
evaluando en planta espaciada cuatro genotipos MF seleccionados entre la progenie de una
cruza entre una planta TF (cv Mesa-Sirsa) y otra que expresaba el caracter MF (cv Ladak-
65), encontraron alturas similares entre individuos de ambos grupos poblacionales. Por su
parte, Juan et al. (1993a) compararon la altura de plantas MF cultivadas individualmente
en macetas que habian sido seleccionadas de cuatro cultivares, y sugirieron que las
discrepancias de altura observadas se relacionaban mas con el tipo de germoplasma
utilizado que con un efecto directo del caracter MF sobre las caracteristicas morfoldgicas
del tallo. En el presente trabajo de tesis, para ambas temporadas de evaluacion a planta
individual, se observo que la altura de la poblacién CO (6,5 % de expresion MF) era mayor
que de la C3, mientras que C1 y C2 presentaban alturas intermedias entre las dos primeras.
En el ensayo en cultivo denso no hubo diferencias (p<0,05) de altura entre ciclos de

seleccion y testigos, aunque en valores absolutos CO fue unos pocos cm mas alta que C4.

Tampoco las referencias bibliograficas son concluyentes respecto de la relacion
entre el nimero de nudos (N) y MF, dado que tanto Bingham y Murphy (1965) como
Ferguson y Murphy (1973) observaron que las plantas MF presentaron menos nudos por
tallo que los cultivares TF en algunos ambientes, pero mayores valores de N en otros. En
las evaluaciones a planta individual, bajo condiciones de secano en la temporada
2010/2011, se aprecié una tendencia, aunque no estadisticamente significativa, a que N

disminuya con el avance de los ciclos se seleccion. Por el contrario, bajo condiciones de
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riego no se observa ninguna tendencia de N respecto de los ciclos se seleccion. Esto ultimo
se vio reflejado al analizar ambas temporadas donde todas las Pob presentaron similar
nimero de nudos. Esto mismo también se present6 tanto en las Pob como en los testigos

del ensayo conducido a campo en cultivo denso.

La distancia entre nudos, medida a través de la variable DN, est4 estrechamente
ligada a lo sefialado previamente respecto de la evolucion de las variables H y N a lo largo
de los ciclos de seleccion. En ese contexto, si la poblacién C3 presentdé menor H pero
similar N por tallo, en ambas temporadas de evaluacion a planta individual, necesariamente
la DN debe ser menor. Estos resultados se contraponen con los sefialados por Bingham y
Murphy (1965), quienes observaron mayores valores de DN en alfalfas MF comparadas
con un testigo TF. Estudios posteriores de Ferguson y Murphy (1973), mostraron que no
hay efectos consistentes en el rasgo MF en cuanto a la DN y que la diferencia de esta
variable entre poblaciones MF y TF tenian un fuerte componente ambiental, con valores de
DN en MF significativamente mayores o menores en funcion de la localidad donde se
realizaron las evaluaciones. Bingham y Murphy (1965) y luego Brick et al. (1976)

sugirieron que la condicion MF no esté asociada con un incremento en la DN.

Respecto del nimero de hojas por tallo, Sheaffer et al. (1995) concluyeron que las
plantas MF que evaluaron en su estudio presentaron igual o menor cantidad de hojas que
las plantas TF. En igual sentido, en esta tesis se observd una cantidad de hojas por tallo
similar entre las poblaciones CO y C3. En ese contexto, a igual nUmero de hojas pero a
mayor cantidad de foliolos por hoja, las plantas MF presentaron un mayor peso seco de
hojas que las plantas TF. Contrariamente, en un trabajo pionero sobre el tema, Bauder
(1938), trabajando en condiciones de invernaculo, informé que las plantas MF no

mostraron un porcentaje significativamente mayor de hoja que los testigos TF.

La variable foliolos por hoja (FH) refleja tres componentes: % de plantas MF, % de
hojas MF en plantas MF y nimero de FH. Ferguson y Murphy (1973), utilizando
poblaciones con un rango de expresion MF de 55 % a 83 %, y bajos dos condiciones
ambientales, propusieron que para incrementar FH se deberia seleccionar por mayor

frecuencia de nudos con hojas MF o bien por un aumento del nimero de FH en hojas MF.
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Por otro lado, VVolenec y Cherney (1990), desarrollaron poblaciones de alfalfa MF a través
del aumento de la frecuencia de plantas con alto niamero de FH (5, 7 y 9) en plantas MF y
encontraron que la seleccion por alto nimero de FH podia incrementar el area foliar; sin
embargo, observaron también que un &rea foliar relativamente grande se podia obtener en
plantas TF a través de la seleccion de foliolos de mayor tamafio. En ese contexto,
sugirieron que la seleccion de plantas por mayor FH como Unico criterio de mejoramiento
no necesariamente puede producir aumentos consistentes del area foliar, dado que el
tamafio de esos foliolos puede ser menor al normal en plantas TF. Etzel et al. (1988),
trabajando bajo condiciones controladas, observaron que selecciones MF promediaban los
4,1 a7,3 FH y poseian mayor area foliar, una mas rapida expansion del area foliar luego de
la defoliacion y menos tallos que fenotipos TF. Esta Ultima caracteristica es una
determinante importante en el rendimiento de forraje a stand denso (Volenec et al., 1987).
El incremento del namero de FH puede ser un método para modificar el area foliar por
planta. En alfalfa esto puede ser logrado genéticamente a través del uso de caracteristicas
de hoja MF (Bauder, 1938). Futuros incrementos en el parametro FH deberian realizarse
incrementando, a través de la seleccion, la frecuencia de nudos con hojas MF con
incremento de foliolos mas grandes por hoja en hojas MF. Segun Brick et al. (1975), la
foliosidad en alfalfa es un importante factor en la calidad y maximizacion de la
intercepcion de la luz. Las hojas constituyen entre el 30 y 60% del forraje; plantas con
areas foliares grandes presentan alta tasa de fotosintesis por planta y asi tienden a tener

mayor produccion forrajera (Chatterton, 1976).

En el presente trabajo, el aumento de expresion MF fue proporcional al avance de
los ciclos de seleccion. Las poblaciones C3 y C4 superaron el minimo de 60 % de MF
propuesto por Juan et al. (1993a) para que una poblacion de alfalfa pueda ser considerada
como de alta expresion MF. También se observé una mayor frecuencia de hojas MF entre
las hojas primarias respecto de las axilares (datos no mostrados). Esto es coincidente con lo
sefialado por Juan et al. (1993a), quienes consignaron que el caracter MF se expreso en el

50 % de de las hojas primarias y solo en el 27 % de las axilares.

La RHT se utiliza en gran medida como un indicador positivo de la calidad del

forraje de alfalfa, debido a su estrecha relacién con la digestibilidad y el consumo de
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forraje (Kephart et al, 1990; Lemaire y Allirand, 1993); obviamente, lo Ultimo surge de la
mayor digestibilidad de las hojas respecto de la de los tallos (Albrecht et al, 1987; Marten
et al.,, 1988). Ademéds, una mayor RHT es una determinante importante de las
concentraciones mas altas de proteina no degradable ruminal (Tremblay et al, 2002.). El
aumento de RHT en C3 y C4 respecto de CO, en el ensayo a planta individual para ambas
temporadas y también en cultivo denso durante la primera temporada de evaluacion, es
consistente con lo sefialado por otros autores que compararon ese caracter entre
poblaciones MF y cultivares TF (Bingham y Murphy, 1965; Ferguson y Murphy, 1973;
Brick et al., 1976; Etzel et al., 1988, Volenec y Cherney, 1990; Juan et al., 1993).
Schonhorst et al. (1979) reportd que el germoplasma MF sin reposo AZMFA-1 tuvo mayor
RHT que su cultivar parental TF Mesa-Sirsa, solamente durante el periodo frio de la
temporada de crecimiento. Segin Buxton (1988) y Djukic et al. (2004), la mayor RHT
podria elevar la calidad forrajera de la alfalfa. Cuanto mayor sea la proporcion de hojas en
relacion a la cantidad de tallo, mayor sera el valor nutritivo de la planta. La mayoria de los
programas de mejoramiento por calidad forrajera no seleccionan directamente por una
mayor RHT. Volenec et al. (1987) concluyeron que la seleccion por alta produccion de MS
por tallo es un metodo efectivo para incrementar la produccion de biomasa, pero en
general, las plantas resultantes tienen menos digestibilidad y tallos méas largos. La
proporcion relativa de las fracciones hoja y tallo esta también influenciada por estadio de
desarrollo de la planta. Sheaffer et al. (2000) observaron una caida en el contenido de PB y
un incremento en el contenido de fibra a medida que avanzaba la madurez del cultivo, lo
gue también se relaciond con variaciones en la RHT. En funcion de todo lo anterior, puede
inferirse que el incremento de RHT podria ser a expensas de un aumento de la fraccion
hojas o una disminucion de la proporcion de tallos (fraccion mas pesada). Esto dltimo, si
bien conllevaria una disminucién de los rendimientos totales de MS, podria aumentar la
produccidn de nutrientes totales por unidad de superficie. La valoracion de la calidad de la
alfalfa es usualmente basada en las relaciones entre digestibilidad, contenido proteico y
estado fenoldgico del cultivo (Demarquilly 1966; Kalu y Fick 1983). Estas relaciones estan
indirectamente relacionadas con la RHT (Popovic et al., 2001). Numerosos cientificos
estudiaron esta relacion (Juan et al., 1993a; Kratchunov y Naydenov, 1995; Julier et al.,
2000; Sheaffer et al., 2000). La conclusién general fue que la RHT puede ser un valioso

criterio en mejoramiento de alfalfa. Johnson et al. (1994) indic6 que el entendimiento de la

111



Discusién

relacién entre calidad y caracteristicas agronomicas puede asistir a los programas de

mejoramiento.

Un gran numero de factores ambientales influyen en la expresion RHT. Bula (1972)
y Allirand et al. (1992) confirmaron el impacto de las condiciones ambientales en los
cambios en la RHT, en el contenido de nutrientes y en la digestibilidad. Lemaire et al.
(1994) utilizaron dos cultivares de alfalfa con diferente productividad y digestibilidad
contrastante en evaluaciones a campo a cultivo denso. El cultivar no mejorado por mayor
digestibilidad mostré que el decrecimiento de la RHT estuvo asociado a un incremento en
la cantidad de biomasa. Los resultados mostraron que la frecuencia de distribucion de la
altura de tallos era la fuente de la diferencia de digestibilidad entre los dos genotipos. La
altura del tallo de brotes individuales determina tanto la digestibilidad como su RHT. Por
lo tanto, la altura del cultivo parece ser un buen parametro de estimacion de la

digestibilidad del forraje.

De acuerdo a los valores del indice de expresion MF hallados, y segun lo sugerido
por Sheaffer et al. (1995), las poblaciones C1 y C2 se clasifican como de "baja" y
"moderada” expresion del caracter MF, respectivamente; mientras que C3 y C4 se

catalogan como de alta expresion.

En cuanto a los parametros de calidad quimica, el contenido de PB tendid a
aumentar con los ciclos de seleccion, tanto en planta individual como en cultivo denso.
Esto seria consistente con el aumento de la RHT en las poblaciones C3 y C4. En este
contexto, es oportuno mencionar que por lo general los cambios en la calidad de la alfalfa
(PB, FDN e IVTDMS) se relacionan basicamente con los estados fenologicos o de
desarrollo de la planta (Demarquilly, 1966; Kalu y Fick, 1983); no obstante, estos cambios
también estan indirectamente relacionados con la RHT (Juan et al., 1993a; Kratchunov y
Naydenov, 1995; Julier et al., 2000; Sheaffer et al., 2000). En consecuencia, Johnson et al.
(1994) sefialaron que una buena comprension de las relaciones entre calidad y caracteres
agrondmicos seria Util para asistir a los programas de mejoramiento genético de especies
forrajeras. En ese contexto, los cambios morfoldgicos (%MF, IMF y RHT) de las

poblaciones C3 y C4 obtenidos en este trabajo, tuvieron su correlato en el aumento del
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contenido de PB respecto de CO. Esto es coincidente con lo informado por Vassileva e
Ilieva (1998), quienes al comparar cultivares MF con cultivares TF, observaron que los
cultivares MF tenian menor rendimiento de MS pero mas foliosidad y mayor contenido de
PB que los TF. En otro trabajo, Petkova y Panayotova (2007) concluyeron que el cultivar
MF que utilizaron tuvo menor produccién forrajera que los testigos TF pero mayor RHT y
% PB. Juan et al. (1993b), al evaluar el valor nutritivo relativo de alfalfas MF, de
moderada expresion respecto de materiales TF, seleccionados por menor contenido de
FDN y FDA (alfalfas “HQ”), no observaron ventajas de calidad de las primeras respecto de
éstas Ultimas. De todos modos, y a pesar de algunas discrepancias en la bibliografia, los
resultados del presente trabajo —asi como de otros ya mencionados- sugieren que a través
de la seleccidn por alta expresion del caracter MF, se pueden obtener cambios importantes
en la calidad nutritiva de la alfalfa.

El desarrollo de los entrenudos estd acompafiado por el desarrollo de un sistema
vascular, lo que requiere tejidos altamente lignificados para soporte estructural y para la
conduccion de agua y minerales (Morrison et al., 1994); esta lignificacion atentaria contra
la calidad forrajera. Por eso, Jewett y Barnes (1994) sugirieron que la variacion genética de
la calidad del forraje de alfalfa podria estar relacionada con la anatomia del tallo. Los
resultados de este trabajo de tesis no fueron concluyentes en cuanto a las variaciones del
contenido de FDN y/o de su fraccion digestible (% FDNdig) para diferenciar entre los
ciclos de seleccion. En otras palabras: la disminucion del contenido de fibra detergente
neutro no fue suficiente como para incrementar significativamente la digestibilidad in vitro
de la biomasa aérea (IVTDMS).

De acuerdo con Volenec et al. (1987), las poblaciones MF podrian tener una mayor
IVTDMS de las poblaciones MF por su mayor contenido de la fraccion hoja. Los
resultados del presente trabajo de tesis indicaron que si bien en valores absolutos la
IVTDMS tendi6 a aumentar en funcién del progreso en los ciclos de seleccion, tanto en
planta individual como en cultivo denso, esas diferencias no alcanzaron (p>0,05) la
suficiente entidad como para atribuir ventajas a las poblaciones MF respecto de la TF
original. Esto es coincidente con un trabajo de Volenec y Cherney (1990), en el que

concluyeron que la IVTDMS de las poblaciones MF fue superior, aunque no
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significativamente, con la de las poblaciones TF. Por otro lado, Yancheva et al. (2012),
comparando en Bulgaria la calidad del forraje de dos variedades TF y tres poblaciones MF
experimentales, encontraron que los genotipos multifoliolados presentaron en todos los
cortes mayor contenido de PB y mayor digestibilidad in vitro de la MS que los TF.

Para el fitomejorador, a efectos de facilitar su tarea de seleccién, es importante
disponer de informacién sobre la forma en que los caracteres con los que trabaja estan
correlacionados. En este trabajo, muchas de las variables evaluadas estuvieron

correlacionadas de forma significativa, con valores de r moderados a altos.

Atendiendo a la matriz de correlaciones de este trabajo, la variable altura de planta
(H) aparece como una de las mas importantes para determinar el valor agronémico de las
poblaciones. En primer lugar, H estuvo correlacionada positivamente con el rendimiento
de forraje, resultado que es coincidente con lo informado por Popovic et al. (2001).
También Marinova et al. (2004), comparando en Bulgaria dos variedades TF y cinco
poblaciones de distinto grado de expresion MF, determinaron que la produccion de MS se
correlacioné positivamente con el nimero de tallos (N) (r=0,54) y con H (r=0,92), y que a
su vez H se correlaciond negativamente (r= -0,72) con la expresion MF. En la presente
tesis, H mostrd correlaciones altas y positivas con N (r=0,67), distancia entre nudos (DN)
(r=0,53) y nimero de hojas (NH) (r=0,64). Por el contrario, H exhibié una relacion
negativa, aunque moderada, con las variables asociadas a la mutifoliosidad: r= -0,33 con
expresion multifoliolada (%MF), r=-0,29 con namero de foliolos por hoja (FH) y r=-0,31
con indice de expresion multifoliolada (IMF). Esto es coincidente con un trabajo de
Marinova et al. (2004), quienes hallaron también que H se correlaciond negativamente (r=
-0,72) con la expresion MF. En lo referido a parametros de calidad evaluados en cultivo
denso, se resalto en esta tesis la correlacion alta y negativa de H con la relacion hoja/tallo
(RHT) (r=-0,64), en particular con la del tercio superior (RHT1) (r=-0,54) y la total (RHTt)
(r=-0,75). En lineas generales, esto es coincidente con lo informado por Vodraska (1990),
Rotili (1992), Johnson et al., (1994) y Julier y Huyghe (1997). También en cultivo denso,
H se correlaciond significativa y positivamente con FDN (r=0,76). En resumen, puede
decirse que en este trabajo, H se relaciond positivamente con produccion biomasa a€rea
pero negativamente con calidad forrajera. A la misma conclusién arribaron Popovic et al.

(2001). Por otro lado, el rendimiento de forraje y la RHT estuvieron asociados en forma
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negativa, al igual que lo sefialado por Hill et al. (1988) y Julier et al. (2000). Sin embargo,
Annicchiarico (2007), si bien también detecté una relacion negativa entre estas mismas
variables, la estimdé de una significancia mas bien modesta que no obstaculizaria

gravemente la seleccion simultanea de las dos variables.

En segundo lugar, con referencia a las variables que definen el objetivo de
seleccion que tuvo esta tesis (>MF), FH y %MF no estuvieron significativamente
correlacionados, lo que diferencia estos resultados de los informados por Etzel et al.
(1988), Ferguson y Murphy (1973) y Brick et al. (1976), quienes determinaron
correlaciones moderadas y positivas entre ambos. También Juan et al. (1993b), trabajando
en condiciones de campo con dos cultivares TF y cuatro MF, estimaron que FH y %MF
estaban altamente correlacionados (r=0,84); sin embargo, esta asociacion tuvo solo un peso
relativo (<20 %) entre los componentes que explicaron la variacion en la cantidad de hoja
(% de hoja) de las plantas. En la presente tesis, las poblaciones con muy alta o0 muy baja
expresion MF exhibieron los méas altos y los mas bajos % de hoja, respectivamente. No
obstante, la proporcion de hojas (expresada como RHT) no se relaciond con el contenido
de PB. Esto ultimo es dificil de explicar, dado que los ciclos avanzados de seleccion —en
particular C3- alcanzaron mayores niveles de PB que la poblacion original (C0). En igual
sentido, Julier et al., (2001), Popovic et al., (2001) y Pei-Chun et al., (2006), encontraron
que la proporcion de hojas y el contenido de PB estaban positivamente correlacionados. En
general, la seleccion por una mayor RHT se considera como una forma de mejorar la
calidad del forraje de las especies forrajeras. En el caso particular de la alfalfa, hay
evidencia que avalan la mayor calidad de los genotipos MF sobre los TF (Petkova, 2010).
En ese contexto, el grado de expresion de las diferencias entre los parametros de calidad
puede estar influenciado por una serie de factores, como la estructura genética del material
de cria, el grado de reposo invernal, las condiciones ambientales y la forma de conduccion
de los ensayos. Las diferencias de correlacion entre RHT y PB entre esta tesis y otros
trabajos, podrian estar relacionadas con el tipo extremadamente sin reposo invernal (GRI

10) del material que se usé en el presente trabajo y con factores ambientales.

Otro aspecto a considerar cuando se compara el efecto de las hojas multifolioladas

sobre la calidad de la alfalfa, es el grado de expresién que alcanza el caracter en los
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materiales que se estudian. Twidwell et al. (2002) compararon la calidad forrajera de ocho
cultivares TF y seis MF bajo condiciones de campo y en cultivo denso, concluyendo que
no existié una gran diferencia entre ambos grupos; lamentablemente, el trabajo no hace
mencion precisa a la multifoliosidad de los materiales utilizados. Desde un punto
comercial, se considera que un cultivar tiene alta expresion MF cuando > 60% de las
plantas en la poblacion tienen al menos una hoja MF. En esta tesis, como resultados del
esquema de seleccion empleado, se consiguid que los altimos ciclos de seleccion (C3 y
C4) tuvieran no s6lo la mayoria de las plantas MF sino también que éstas tuvieran una alta
cantidad de hojas MF (con valores promedio cercanos a los cinco foliolos por hoja).
Evidentemente, la forma de contabilizar el caracter MF juega un rol muy importante en la
determinacion de las cualidades del material resultante.

El analisis molecular a través de los marcadores microsatélites (SSR) empleados en
este estudio revelo un alto numero de alelos presentes para la mayoria de los loci, lo que
estd en consonancia con lo observado por otros autores que trabajaron tanto con distintas
accesiones de alfalfa como con especies asociadas al complejo Medicago (Diwan et al.,
1997; Mengoni et al., 2000b; Riday et al., 2003; Flajoulot et al., 2005 y Bagavathiannan et
al., 2010).

Relacionado con lo anterior, los marcadores SSR también sirvieron para detectar en
este trabajo una gran diversidad genética entre genotipos individuales, haciendo que la
variacion intrapoblacional fuera mucho mas alta que la interpoblacional. Este mismo
resultado es el que encontraron muchos otros autores, usando no sélo SSR sino también
RFLPs y RAPDs (Brummer et al., 1991; Crochemore et al., 1996; Pupilli et al., 1996;
Gherardi et al., 1998; Labombarda et al., 2000; Mengoni et al., 2000a;b; Morales Cortes y
Crespo Martinez, 2000; Pupilli et al., 2000; Flajoulot et al., 2005; Zhi- Peng et al., 2007;
Noeparvar et al., 2008; Bagavathiannan et al., 2010; Tucak et al., 2010 y Nagl et al.,
2011). En igual sentido se ubican los hallazgos de otros autores que estudiaron la
diversidad genética dentro de poblaciones muy distintas de alfalfa (cultivadas y/o parientes
silvestres de diversos origenes) con conjuntos de microsatélites diferentes a los utilizados

en este trabajo (Mengoni et al., 2000b; Flajoulot et al., 2005; Falahati-Anbaran et al.,

116



Discusién

2007; Zhi-Peng et al., 2007; Carelli et al., 2009; He et al., 2009; Bagavathiannan et al.,
2010 y Petolescu et al., 2010).

Segun lo establecido por Tucak et al. (2008), si como consecuencia de la seleccion
la heterocigosidad y la heterogeneidad de la poblacion disminuyen, no solo el vigor y la
productividad podrian disminuir sino también su plasticidad para superar estreses biéticos
0 abidticos que no fueron considerados como un criterio de seleccion. En el caso de alfalfa,
atendiendo a su extremada sensibilidad a la endocria, esta situacion es adn peor. En efecto,
la marcada depresién por endogamia que muestra la alfalfa tetraploide es sustancialmente
mayor a la que se podria esperar basandose s6lo en la disminucién de la heterocigosidad
(Veronesi et al., 2010).

En este trabajo de tesis, solo 1,3 % de la diversidad genética total fue entre
poblaciones y 98,7 % dentro de poblaciones. Segun Wright (1978), esto es indicativo de
una muy baja diferenciacion entre la poblacién original (C0) y el cuarto ciclo de SFR (C4).
En una situacién similar, Bagavathiannan et al. (2010) estudiaron dos grupos de alfalfa:
uno compuesto por poblaciones cultivadas y otro por poblaciones silvestres, observando
que estas Ultimas provenian de zonas adyacentes a las primeras, de las cuales
probablemente se habian originado. Basado en el analisis de microsatélites realizado para
estimar la diversidad geneética entre ambas poblaciones, los parametros de diferenciacion
calculados por estos autores (He, F, D y Fsr) no fueron significativamente diferentes, lo
que indico ausencia de deriva genética; sin embargo, las diferencias fenotipicas entre los
dos grupos fueron muy evidentes. Aungue no totalmente comparables, estos resultados son
similares a los encontrados en esta tesis, ya que no hubo diferencias genéticas entre CO y
C4 pero si apreciables diferencias fenotipicas para varios caracteres, como %MF, PB y
RHT.

Tampoco se detectaron evidencias de desequilibrio de ligamiento (LD) entre CO y
C4. Esto dltimo también es coincidente con lo encontrado por otros autores en
circunstancias similares a las de este estudio (Herrmann et al., 2010b; Sakiroglu et al.,
2012). Estos resultados son importantes, dado que es comuln provocar una deriva genética

como consecuencia del trabajo de seleccidn para generar la nueva poblacion (C4). En este
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contexto, y de acuerdo con Falke et al. (2007), era esperable que el LD temporal en la CO

disminuyera rapidamente con los ciclos sucesivos de recombinacion.

La ausencia de LD en este estudio se puede atribuir al alto nimero de genotipos
parentales que se utilizaron en cada ciclo de seleccion, lo que permitié conservar un
adecuado grado de variabilidad en todo el proceso. Por otro lado, es probable que para la
no deteccion de LD haya contribuido que, a pesar de la naturaleza poligénica de la
caracteristica MF, los SSR utilizados en este estudio no fueron suficientes para identificar
regiones potenciales de asociacion. Con un enfoque similar al usado en esta tesis, Falke et
al. (2007) analizaron el comportamiento de microsatélites en el genoma de poblaciones de
maiz F, dentro de un método modificado de seleccidn recurrente de hermanos completos.
A pesar de la alta respuesta obtenida a la seleccion, no encontraron un marcador alélico de
fijacion y el anlisis de la deriva genética dio lugar a diferencias significativas para algunos
loci. Sin embargo, cuando analizaron las frecuencias alélicas después de cuatro a siete
ciclos de seleccion, encontraron variaciones positivas o negativas en todo el genoma, tanto
en marcadores estrechamente vinculados a los QTL como en otras regiones sin asociacion
evidente con los rasgos agronomicos seleccionados. En el presente trabajo, analizando el
perfil de amplificacion para cada individuo (1, 2, 3 0 4 fragmentos), también se observaron
pequefias diferencias entre CO y C4. Algunos individuos de C4 mostraron un perfil de
amplificacion con cuatro fragmentos, que estuvo ausente en todos los individuos de CO;
por el contrario, hubo individuos de C4 con s6lo un fragmento mientras que en CO la

combinacion alélica incluyo dos o méas (datos no mostrados).
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CAPITULO5

CONCLUSIONES

5.1 Hipétesis 1

"EIl caracter MF no implica un mayor rendimiento de forraje en MF aunque si una
mayor calidad de forraje en comparacién con cultivares TF; por ende, existe
covariabilidad entre el indice de expresion MF (IMF) y la calidad de forraje en las

poblaciones de alfalfa MF obtenidas por SFR utilizadas en este estudio™.

Luego de tres (para algunas evaluaciones) y cuatro (para otras evaluaciones) ciclos
de seleccion fenotipica recurrente (SFR), se logré incrementar la proporcion de plantas con
alta frecuencia de hojas multifolioladas (MF). Como una clara respuesta a la seleccion, no
solo se lograron valores de %MF moderados a altos, sino que también el caracter se mostré
estable a lo largo de las temporadas y bajo las condiciones de humedad (secano/riego)
generadas en este trabajo. La mayor MF se correlacion6 con niveles méas altos de calidad
forrajera, expresados como relacion hoja/tallo (RHT) y contenido de proteina bruta (%PB).
Por el contrario, las poblaciones C3 y C4 tuvieron menor produccion de biomasa aerea y
menores valores de numero de tallos (T), altura de planta (H) y nimero de hojas por planta
(NH); sin embargo, es importante resaltar que las diferencias para estas ultimas variables
(T, Hy NH) sélo fueron significativas para las evaluaciones en planta individual y no en
cultivo denso. Atento a su condicion de componentes de rendimiento, las variables Ty H
se correlacionaron positivamente con rendimiento de forraje. En las poblaciones C3 y C4,
los altos valores de %MF, RHT y %PB estuvieron alta y positivamente correlacionados
entre si, pero s6lo moderadamente con %IVTDMS. A su vez, el rendimiento de forraje y
sus componentes se correlacionan negativamente con %MF, RHT y %PB. En valores
absolutos, el contenido de fibra (FDN y %FDNdig) aumenté y la digestibilidad
(%IVTDMS) decrecié desde CO a C4, aunque sin alcanzar niveles de significancia

estadistica.
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En resumen: el hecho de que a través de los objetivos planteados, las poblaciones
C3 y C4 hayan alcanzado un mayor valor nutritivo en comparacion con individuos TF de

la poblacion CO, permite aceptar la Hipdtesis 1 de este estudio.

5.2 Hip6btesis 2

"El proceso de SFR no modifica las caracteristicas de resistencia presentes en la
poblacién original frente a antracnosis, pulgén azul y pulgén moteado de la poblacion
obtenida luego de 4 ciclos de seleccion”.

El proceso de SFR no modifico las caracteristicas sanitarias de la poblacion
resultante (C4). Es decir que los niveles de resistencia a la antracnosis y a los pulgones
azul y moteado presentes en la poblacion CO se mantuvieron en la poblacion C4. En
consecuencia, habiendo alcanzado los objetivos planteados, se acepta la Hipdtesis 2

planteada en este estudio.

5.3 Hipdtesis 3

"La diversidad genética presente en la poblacion original se mantuvo luego de

cuatro ciclos de SFR por ende, no hay perdida de variabilidad en el proceso de seleccion™.

Los marcadores SSR empleados en este trabajo resultaron altamente polimorficos y
determinaron un namero similar de alelos por locus en cada poblacién (CO y C4). También
los marcadores SSR fueron eficaces en revelar un alto grado de variabilidad genética

intrapoblacional, tanto en CO como en C4.
En sintonia con lo anterior, no se detectaron diferencias significativas en los indices
de diversidad genética He y Gst dentro y entre las poblaciones CO y C4, lo que indica que

la diversidad genética presente en C4 fue tan grande como la diversidad observada en CO.

La distancia genética entre ambas poblaciones no fue relevante y hubo ausencia de

desequilibrio de ligamiento (LD). Esto demuestra que el proceso de seleccidn, ademas de
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efectivo, no incrementd la consanguinidad en C4 respecto de CO. Esto puede estar
relacionado con el tamafio poblacional elegido durante el proceso de seleccion, que fue lo

suficientemente grande como para evitar la deriva genética.

En sintesis: se obtuvieron dos poblaciones fenotipicamente divergentes (CO y C4),
pero sin ninguna reduccién de la diversidad genética ni de diferenciacion genética global
evaluada a través de los objetivos planteados. En consecuencia, se acepta la Hipotesis 3

planteada.

5.4. Futuras lineas de investigacion

Se sugiere que para futuros trabajos de desarrollo de poblaciones con alta expresion
del caracter MF, los criterios de seleccion enfaticen la evaluacion del caracter MF en
floracion temprana (estadio 5 de desarrollo fenoldgico), eligiendo aquellos individuos
ubicados en las categorias 4 60 5 de expresion multifoliolada. Dentro de éstos, a su vez,
deberia seleccionarse aquellos que presenten mayor altura y mayor numero de tallos, ya
que estos dos parametros estan altamente correlacionados con el rendimiento forrajero. No
obstante, a fin de no perder calidad forrajera, la seleccién también deberia enfatizar la
conservacion de genotipos con mayor RHT y mayor nimero de foliolos por hoja, y dentro

de éstos a los que posean foliolos mas grandes o sean de mayor area foliar.

En relacion a las alfalfas MF, hay poca informacion disponible acerca del efecto de
la densidad de siembra y el espaciamiento entre hileras sobre la produccion de forraje y sus
componentes (Lamb et al., 2003). Esto significa una muy interesante oportunidad para
generar estudios que evallen estas variables de forma exhaustiva. Algunos ensayos
preliminares realizados por Yancheva et al. (2008) sugieren para las alfalfas MF una

densidad de siembra més baja que para alfalfas TF.

La poblacion C4 generada en este trabajo es una firme candidata a ser inscripta
como un nuevo cultivar comercial. En ese contexto, se hace necesaria su evaluacion en
otras localidades que representen los principales mega ambientes donde se utiliza la alfalfa.

Estos ensayos de evaluacion agrondmica también podrian usarse para determinar el efecto
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de la temperatura y del fotoperiodo existentes en otras regiones alfalferas sobre la

expresion del caracter MF.

Pensando en la expansion del cultivo de alfalfa, seria interesante en un futuro
incorporar al germoplasma MF la tolerancia a ambientes salinos o salino-sodicos, sea por
técnicas de mejoramiento convencional o molecular. Esto permitiria contar con un

producto de alta calidad en ambientes considerados marginales o poco aptos para la alfalfa.

La produccion de semillas no es parte del valor agrondmico del cultivo forrajero y
usualmente no es tenida en cuenta como criterio de mejoramiento. Sin embargo, en la
alfalfa —como en casi todas las especies forrajeras- es un requisito fundamental para el
desarrollo comercial de un nuevo cultivar (Falcinelli, 2000). Dado que el potencial
productivo de la poblacién C4 no ha sido medido, seria deseable hacerlo en un futuro
cercano y en las areas apropiadas (ambientes aridos) donde se realiza la multiplicacion
comercial de semilla. Hay estudios publicados sobre varios de los aspectos que influyen en
el rendimiento de semilla, como los componentes del rendimiento de semilla (Bolafios-
Aguilar et al., 2000), la variacion genética para la fertilidad del polen (Viands et al., 1988),
la fertilidad del 6vulo (Rosellini et al., 1998) y la facilidad de desenlace del pistilo y
estambres (Knapp y Teuber, 1994). Estos y otros caracteres, aunque no son faciles de
medir, podrian de alguna manera ser incluidos en las evaluaciones del germoplasma MF a

fin de identificar los mas convenientes para un eventual programa de seleccion.

Finalmente, y con el fin de identificar todas las regiones gendmicas implicadas en
la expresion MF, se podria realizar el genotipado de las poblaciones C3 y C4 con un
namero suficiente de marcadores —SSR y/u otras complementarios- que saturen gran parte
del genoma. De este modo se podria establecer un sistema de seleccion asistida que haria

mas eficiente el trabajo de mejoramiento.

El listado anterior de futuras actividades a realizar con el germoplasma MF no
intenta ser, en modo alguno, exhaustivo. Es muy probable que existan muchos otros temas
que sean del interés de otros investigadores de distintas disciplinas y que serian igualmente

validos para el desarrollo de diversos estudios.
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CAPITULO 7

ANEXO

Tabla 1. Datos climaticos durante las temporadas de evaluaciones.

. T° Media Humedad Lluvias
Ao Mes —
°C % diario mm
Set 14,20 67,00 84,00
2010 Oct 15,60 68,00 45,00
Nov 19,60 61,00 57,00
Dic 23,40 58,00 42,00
Ene 23,60 68,00 206,00
Feb 20,80 82,00 106,00
Mar 19,30 76,00 81,00
Abr 17,30 69,00 70,00
May 12,70 79,00 11,00
Jun 8,30 85,00 31,00
2011 Jul 8,70 73,00 6,00
Ago 9,00 67,00 2,00
Set 15,00 53,00 32,00
Oct 16,50 72,00 132,00
Nov 21,40 66,00 190,00
Dic 22,60 61,50 40,00
Ene 23,90 65,50 77,00
Feb 23,40 76,00 241,50
Mar 20,20 75,50 63,00
Abr 24,50 71,00 11,00
May 22,60 72,00 19,00
Jun 18,90 66,00 0,00
2012 Jul 17,10 58,00 0,00
Ago 19,90 67,00 40,50
Set 22,50 59,55 96,00
Oct 23,80 76,75 171,00
Nov 17,40 76,75 171,00
Dic 22,00 65,20 100,00
Ene 23,10 65,55 104,00
2013 Feb 23,40 69,05 157,00
Mar 21,40 75,90 42,50
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Abr 18,00 75,35 91,00
May 22,00 71,20 28,00
Jun 21,60 66,05 0,00
Jul 19,00 66,75 0,00
Ago 22,00 52,90 0,00
Set 23,40 55,75 0,00
Oct 28,90 59,05 111,00
Nov 29,00 53,05 114,50
Dic 34,80 61,35 173,50
Ene 24,80 68,00 94,00
2014 Feb 20,50 85,00 243,00

Mar 18,00 80,00 119,00

Tabla 2. Medidas resumen (media * error estandar) de las variables evaluadas entre

poblaciones y entre ambientes para la temporada 2010/2011.

Variables Al A2
Co C1 C2 C3 Co C1 C2 C3

Racum (kg 383+ 342+ 325+ 230+ 522+ 437+ 477+ 382+
parcela‘l) 0,36 0,41 0,29 0,14 0,33 0,02 0,11 0,63

T 54,58 57,62 46,25+ 4229+ 48,70+ 51,40+ 50,00+ 4527+
+474 +341 1,48 2,03 4,87 1,08 0,62 3,54

H (cm) 49,43 46,67 44,77+ 3955+ 53,05+ 4822+ 4998+ 47,92+
+0,27 +180 2,03 1,74 0,06 0,14 0,14 2,26

N 10,66 10,65 10,01+ 9,75+ 1133+ 991+ 1111+ 1164+
+028 0,35 0,53 0,51 0,03 0,08 0,42 0,12

DN (cm) 48+ 451+ 454+ 417+ 479+ 488+ 456+ 419+
0,16 0,19 0,02 0,19 0,05 0,02 0,16 0,18

NH 52,79 54,35 5441+ 4927+ 5267% 4992+ 59,48+ 551+
+201 +229 4,23 2,05 0,52 1,14 0,21 0,75
FH 309+ 323+ 369+ 412+ 31+ 332+ 36+ 422+

0,03 0,06 0,10 0,22 0,01 0,00 0,05 0,05

MF (%) 564+ 1575 3749+ 5116+ 648+ 21,11+ 3555+ 58,74+
185 +225 3,64 8,65 1,07 0,23 2,59 0,98

RHT 1,04+ 119+ 116+ 127+ 102+ 116+ 103+ 108+
0,07 0,05 0,04 0,05 0,02 0,03 0,01 0,01

PB (%) 27142 2764 28,18+ 2951+ 2811+ 2887+ 2921+ 28,98+
+096 =*+100 0,62 0,71 0,59 0,50 0,64 0,53

FDN (%) 40,07 40,30 4084+ 39,13+ 4086+ 391+ 3803+ 38,68+
+0,57 *043 0,53 0,37 0,52 0,39 0,40 0,70

IVTDMS 7915 79,38 7858+ 7986+ 7944+ 812+ 8032+ 8157+
(%) +0,57 =*=0,70 0,62 0,52 0,63 0,68 1,51 0,79
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Tabla 3. Resultado de comparaciones multiples de la media de cada variable

evaluadas para la temporada 2010-2011 entre las poblaciones en ambos ambientes.

Pob Co C1 C2 C3
Racum (kg parcela®)  4,34a 3,72b 3,70b 2,84c
T 51,64a 54,51a 48,12b 43,78b
H (cm) 51,24a 47,45b 47,37b 43,74c
Nen Al 10,66a 10,65a 10,01a 9,75a
N en A2 11,33a 9,91b 11,11a 11,64a
DN (cm) 4,79 4,70a 4,55a 4,18b
NH en Al 52,79 54,35a 54,41a 49,27a
NH en A2 52,67c 49,92d 59,48a 55,10b
MF (%) 6,06d 18,43c 36,52b 54,95a
FH 3,09¢c 3,28¢ 3,65b 4,17a
RHT 1,03b 1,18a 1,09b 1,18a
IMF 0,49d 1,42¢c 2,22b 3,28a
PB (%) 26,60 b 28,25a 28,70a 29,25a

FDN (%) en Al 4007a  40,30a  4084a  39,13a
FDN (%) en A2 4087a 39,100  38,69b  38,03b
IVTDMS (%) 79.29a 80,292 79,45a  80,72a

DGC. Medias en filas con una letra comin no son significativamente diferentes
(p<=0,05)

Tabla 4. Medidas resumen (media * error estandar) de las variables evaluadas entre

poblaciones y entre ambientes para la temporada 2011/2012.

Variables Al A2
Co C1 Cc2 C3 Co C1 Cc2 C3
Racum (kg 365 3,60+ 3,42 + 2,61+ 519+ 544 + 4,73 = 4,31+
parcela‘l) 1,03 0,98 0,83 0,70 0,86 0,17 0,31 0,43
T 88,80 105,60 72,33+ 63,13+ 110,73+ 108,27+ 103,40+ 92,40+

+6,96 +1861 9,48 14,51 20,85 13,70 12,90 5,08

H (cm) 39,07 3880+ 40,13+ 33,33+ 51,80+ 4887+ 41,00+ 42,67+

+4,81 4,11 4,26 5,77 0,72 2,37 2,70 1,54

N 753+ 8§13+ 830+ 7,88+ 9,23 9,30 £ 9,27 £ 8,70 £
0,43 0,12 0,61 0,13 0,77 0,36 0,15 0,72

DN (cm) 515+ 476+ 481+ 425% 5,69 = 5,25+ 4,42 *+ 4,96 =
0,37 0,44 0,22 0,78 0,50 0,13 0,23 0,36

NH 23,30 22,77+ 21,77+ 1946+ 36,37+ 3153+ 28,63% 27,27+
+3,76 3,01 4,44 0,80 3,56 3,40 2,37 4,02

FH 3,10+ 3,18+ 3,85+ 494+ 3,08 = 3,38+ 3,72 4,73 =
0,05 0,05 0,20 0,51 0,03 0,25 0,18 0,10
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MF (%) 491+ 10,82+ 5047+ 7939+ 2,52 20,66 + 3555+ 78,25+
2,46 1,07 6,73 10,89 1,99 12,72 3,42 5,55

RHT 137+ 144+ 148+ 176+ 1,26 + 1,41 + 1,69 + 1,50 +
0,04 0,02 0,03 0,09 0,04 0,08 0,19 0,04

Tabla 5. Resultado de comparaciones mdaltiples de la media de cada variable

evaluadas para la temporada 2011-2012 entre las poblaciones en ambos ambientes.

Pob Co C1 C2 C3

Racum (kg parcela®)  4,42a 4,52a 4,08a 3,46 b
T 99,77a 106,93a 87,87b 771,77b

H (cm) 45432 4383  4057b 38 c
N 8,38a 8,72a 8,78a 8,29a
DN (cm) 5,42a 501b 4,62 b 4,61 b
NH 29,83a 27,15a 25,20 b 23,36 b
MF (%) 372 c 1574 c 430lb  7882a
FH 3,06 ¢ 3,28 ¢ 3,79b 4,84a
RHT 1,32 b 1,43 Db 1,59a 1,63a
IMF 0,32 c 1,00 ¢ 2,40 b 3,99a

DGC. Medias en filas con una letra comin no son significativamente diferentes
(p<=0,05)

Tabla 6. Produccién de materia seca ha™ de cada una de las poblaciones y en cada

uno de los cortes para la temporada 2012/2013.

Pob Rep R1 R2 R3 R4 R5 R6 Racum
kg MS ha? kg MS ha! kg MS ha! kg MS ha! kg MS ha® kg MS ha! kg MS ha!
Cco 1 3533,17 1900,91 1726,31 1499,13 1344,34 711,68 10715,54
C3 1 2925,51 1650,93 1527,07 909,68 814,57 282,08 8109,84
C4 1 3330,81 1851,61 1712,97 1030,22 774,58 399,88 9100,08
Cw1010 1 2369,60 1127,84 1502,45 948,48 1114,28 335,15 7397,79
Mireya 1 3166,49 1962,00 2132,93 1639,86 1655,67 987,24 11544,18
Ruano 1 2644,69 1478,40 1934,89 972,95 1142,24 481,01 8654,17
(0] 2 3240,38 2691,78 2761,93 2283,95 2186,12 1301,24 14465,40
C3 2 3930,24 1783,04 2405,13 1432,70 960,18 543,89 11055,18
C4 2 3045,42 1569,46 2034,61 1498,72 1295,87 582,53 10026,60
Cw1010 2 3066,80 1876,16 2337,17 1839,15 2172,99 841,46 12133,72
Mireya 2 3156,99 2368,37 2187,66 1628,42 1289,48 565,85 11196,78
Ruano 2 3176,60 2061,68 2037,39 1289,26 1112,74 505,57 10183,23
(o0] 3 3078,56 2293,01 1967,92 2740,50 2824,38 1554,56 14458,92
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C3

3161,97

2605,13

2321,12

3545,09

2622,69

1368,58

15624,57

C4

2493,24

1794,14

1825,82

1619,30

1689,77

1293,53

10715,80

3368,35

2378,48

2145,94

2568,06

2213,14

1203,99

13877,96

Mireya

3072,91

2281,03

1927,28

2921,20

2244,55

1211,23

13658,20

3
3
Cw1010 3
3
3

Ruano

2772,50

210491

2313,53

2966,82

3003,73

1425,24

14586,73

Referencias: Pob= poblaciones; R= rendimiento; Racum= rendimiento acumulado.

Tabla 7. Valor medio de alguna de las variables evaluadas para la temporada

2012/2013.
Pob Rep Racum H N IMF RTH1 RTH2 RTH3 RHTt
kg MS ha™ cm
Co 1 10715,54 39,17 10,68 0,00 4,41 1,46 0,35 1,36
C3 1 8109,84 36,83 9,68 3,12 524 1,88 0,40 1,55
C4 1 9100,08 3433 900 29 7,04 2,32 0,42 1,55
CWwW1010 1 7397,79 38,00 956 040 5,98 1,81 0,39 1,63
Mireya 1 11544,18 40,50 10,84 0,04 4,79 1,44 0,23 1,36
Ruano 1 8654,17 40,33 10,96 0,48 4,86 1,40 0,28 1,38
Co 2 14465,40 4583 11,36 0,24 4,05 1,65 0,31 1,38
C3 2 11055,18 41,33 924 288 6,53 1,58 0,34 1,55
C4 2 10026,60 43,33 892 3,60 5,24 1,39 0,24 1,46
CWwW1010 2 12133,72 4733 9,56 0,28 2,74 4,32 0,44 1,52
Mireya 2 11196,78 46,83 9,98 0,04 445 1,59 0,35 1,36
Ruano 2 10183,23 42,00 980 0,16 5,554 1,37 0,27 1,29
Co 3 14458,92 50,00 10,20 0,04 5,98 1,51 0,26 1,30
C3 3 15624,57 46,00 9,80 3,08 6,14 1,21 0,30 1,28
C4 3 10715,80 4550 10,20 3,16 5,01 1,50 0,36 1,47
CWw1010 3 13877,96 44,50 956 0,16 5,75 1,41 0,43 1,47
Mireya 3 13658,20 55,83 9,12 0,12 3,34 1,38 0,28 1,15
Ruano 3 14586,73 55,50 10,76 0,20 4,24 0,95 0,21 1,08

Referencias: Pob= poblaciones; Racum= rendimiento acumulado; H= altura de plata; N=

namero de nudos; IMF= indice de expresiébn multifoliolado; RHT1-2-3= relacion hoja/tallo

superior-medio-inferior, respectivamente; RHTt=relacion hoja/tallo total.
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Tabla 8. Resumen de variables evaluadas en las pob CO, C3 y C4 para la

temporada 2012/2013.
Pob Rep Racum H N IMF RTH1 RTH2 RTH3 RHTt PB FDN FDNdig IVTDMS
kgMSha'  cm % % % %

(o0] 1 1071554 39,17 10,68 0,00 4,41 1,46 0,35 1,36 22,99 40,63 48,90 78,61
C3 1 8109,84 36,83 9,68 3,12 5,24 1,88 0,40 155 23,00 38,40 51,45 80,79
C4 1 9100,08 3433 9,00 296 7,04 2,32 0,42 155 24,96 36,00 46,86 81,34
(o0] 2 14465,40 4583 11,36 0,24 4,05 1,65 0,31 1,38 23,39 3941 47,44 78,44
C3 2 11055,18 41,33 9,24 2,88 6,53 1,58 0,34 155 24,01 3731 50,05 80,84
C4 2 10026,60 43,33 892 3,60 5,24 1,39 0,24 1,46 2531 39,69 57,45 81,37
(o0] 3 14458,92 50,00 10,20 0,04 5,98 1,51 0,26 1,30 2295 42,74 48,40 77,93
C3 3 15624,57 46,00 9,80 3,08 6,14 1,21 0,30 1,28 23,65 42,49 49,48 78,04
Cc4 3 10715,80 4550 10,20 3,16 5,01 1,50 0,36 1,47 24,72 39,07 49,96 80,08

Referencias:

Pob= pablaciones; Rep= repeticiones; Racum= rendimiento acumulado; H=

altura de plata; N= numero de nudos; IMF= indice de expresion multifoliolado; RHT1-2-3=

relacion hoja/tallo superior-medio-inferior, respectivamente; RHTt= relacién hoja/tallo total; PB=

proteina bruta; FDN= fibra detergente neutro; FDNdig= fibra detergente neutro digestible;

IVTDMS= digestibilidad in vitro de la materia seca.
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