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INTRODUCCION:

Los efectos del cambio climatico y la expansién de cultivos extensivos han ocasionado
que la produccidn ganadera se vea expulsada hacia zonas marginales de menor aptitud.
Las especies que constituyen la base del sistema forrajero tradicional estan en general
poco adaptadas a las areas marginales donde se desarrollara la ganaderia segun las
predicciones descriptas, por lo que se genera entonces la necesidad de utilizar nuevas
especies mas tolerantes a estrés abidtico como salinidad, sequia, etc.

Entre los materiales promisorios se destaca Melilotus albus Medik., una especie aldgama,

diploide (2n=16) (Fernandes & Santos, 1971), perteneciente a la familia de las
leguminosas y originaria de Eurasia (Clarke, 1945) y naturalizada en la Argentina. Esta
especie tolera niveles moderados de salinidad y produce forraje de calidad, ademas de
ser conocida por los ganaderos de ambientes marginales. El manejo y seleccion de la
diversidad genética en el germoplasma disponible seria esencial para facilitar y
direccionar la obtencibn de materiales superiores. La diversidad genética puede
interpretarse como la variedad de genotipos y alelos presentes en una poblacién. Para su
analisis se cuenta con numerosas técnicas, una de ellas es la de marcadores
moleculares. Los microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeat) son regiones
gendmicas hipervariables, constituidas por repeticiones en tdndem de secuencias de
ADN, compuestas por dos a seis pares de bases (Smith et al., 1997). Estas repeticiones
se encuentran flanqueadas por secuencias conservadas que se ubican en loci especificos
ampliamente distribuidos en el genoma de la mayoria de las especies eucariotas. El
polimorfismo entre individuos, es detectado a través de las diferencias en los fragmentos
amplificados debido a la variacion en el nimero de secuencias repetidas.

OBJETIVO:

Caracterizar la diversidad genética existente en germoplasma local de Melilotus albus
Medik. a ser utilizado como fuente de variabilidad en programas de mejoramiento
genético mediante marcadores moleculares SSR.

MATERIALES Y METODOS:

Cientibeca UNL-INTA: “Variabilidad molecular entre y dentro de poblaciones de Melilotus albus con fines de
mejoramiento genético”. Direccién: Tomas M. Andrea; Tomas Pablo A.



Se caracterizaron 10 ecotipos diferentes de Melilotus albus, nueve de ellos (1-LL, 2- SE,
3- LA, 4- GU, 5- SA, 6-PE, 7-BA, 8- LO y 9- LS) provenientes de INTA Rafaela y el
restante (10- FU) del banco de germoplasma de la Facultad de Cs. Agrarias de la U.N.L.

Se extrajo el ADN a diez genotipos de cada ecotipo segun la técnica de Doyle & Doyle
(1990). Se utilizaron 9 pares de cebadores microsatélites que fueron seleccionados por
presentar amplificacibon en M. albus segun Winton et al. (2007). Los fragmentos
generados fueron separados en geles de agarosa al 2% y en geles de poliacrilamida en
condiciones nativas al 6%, y luego de su revelado y observacion se tomaron fotografias
para su andlisis digital. Con las bandas registradas se generé una matriz de presencia-
ausencia para cada genotipo, se calculé el contenido de informacion polimérfica (PIC)
para cada uno de los ensayos, se estimé la distancia genética entre materiales mediante
el indice de Dice, elaboré el correspondiente dendrograma utilizando el algoritmo UPGMA
y el Andlisis de Coordenadas Principales (ACoP), por ultimo se realizé un analisis de
varianza molecular (AMOVA). Para todos los andlisis se utiliz6 el software estadistico
Infogen (Balzarini & Di Rienzo, 2013).

RESULTADOS Y DISCUSION:
El empleo de marcadores moleculares SSRs result6 de gran utilidad para la
caracterizacién de germoplasma de Melilotus albus. Al ser cebadores especie-especificos,
se utilizaron las secuencias reportadas en bibliografia que permitian amplificar los loci
SSR en la especie, aunque fue necesario hacer un test previo de los mismos con algunos
genotipos al azar, para observar la calidad de amplificaciébn y los polimorfismos
generados.

Variabilidad por cebador:

Los nueve pares de cebadores microsatélites generaron amplificacion, pero en un ensayo
preliminar, el loci MaMS09 produjo un 75% de alelos nulos, por lo que no se lo consider6
para la caracterizacion de todos los individuos.

Los ocho pares de cebadores restantes generaron productos de amplificacion en los 100
genotipos estudiados, identificAndose 30 alelos con un promedio de 3,8 alelos por locus
(Tabla 1).

Tabla 1: Nimero de alelos presentes y Rango de Pesos Moleculares en los que se encuentran las
bandas amplificadas por cebador SSR.

Cebador SSR N° Alelos Rango PM (pb)
MaMS03 2 (260-280)
MaMS04 4 (240-280)
MaMS06 3 (300-340)
MaMS08 3 (150-190)
MaMS10 4 (380-450)



MaMS12 4 (280-330)
MaMS13 3 (350-390)
MaMS15 7 (350-480)

Los valores PIC observados fueron importantes para la mayoria de los microsatélites, con
excepcion del loci MaMS03, donde se observé la menor variabilidad (Figura 1)
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Figura 1: Valores del contenido de informacion polimérfica por cebador SSR utilizado.

Varianza molecular

Se realiz6 el Test de AMOVA y se encontraron diferencias altamente significativas (p <
0,01) tanto entre como dentro de los ecotipos, siendo la variacion dentro (91,2 %) muy
superior a la variacion entre los mismos (8,8%). Xie et al. (2012) reportaron patrones
similares de distribucién de la variacion genética en otras especies alégamas y Lai et al.
(2001) en materiales silvestres.

Variabilidad entre ecotipos.

En la Fig. 2, el dendrograma muestra que todos los ecotipos se diferenciaron entre si al
50% de la maxima distancia genética estimada (0,47). El valor 0,71 de distancia permite
observar el agrupamiento de los ecotipos en 7 clusters:

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Jaccard (sqri(71-S)))
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Figura 2: Dendrograma de la distancia genética de Dice entre ecotipos.



Grupo I: Formado por LL y FU. Grupo Il: Ecotipos SE, PE y LO. Los restantes ecotipos
estarian formando cada uno un grupo por separado.

En el Andlisis de Coordenadas Principales se observaron resultados coincidentes con los
agrupamientos del dendrograma.

CONCLUSIONES:

Los marcadores moleculares SSR resultaron Uutiles para caracterizar la diversidad
genética en germoplasma de Melilotus albus de las colecciones analizadas.

La gran mayoria de los cebadores microsatélites empleados demostraron ser de gran
utilidad para determinar variaciones genéticas intra e inter-poblacionales, observandose
mayores diferencias dentro de los ecotipos que entre los mismos.

La variabilidad genética presente en estos ecotipos, podria ser de utilidad para la
generaciéon de nuevos programas de mejoramiento en la especie.
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