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Desarrollo de una poblacion GWAS de alfalfa para
comprender la complejidad genética de |la
tolerancia a la sequia en ambientes
Mediterraneos

XVII Congreso Latinoamericano de Genética

Mendoza, Argentina.
6 al 9 de octubre de 20109.
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Problemas a enfrentar en el secano
Mediterraneo
1. Sequia estival
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2. Suelos pobres y erosionados
MO: < 2%
P: < 2ppm

Erosion: >50%




Agricultura de subsistencia




Antecedentes

La alfalfa ha sido tradicionalmente en Chile una alternativa para sistemas
ganaderos intensivos principalmente en zonas de riego, para lo cual se han
utilizado materiales de alto rendimiento, pero quizas no bien adaptadas al
pastoreoy a ambientes con fuertes limitantes de clima, suelo y de manejo
mas extensivo.

éPodemos expandir el cultivo a zonas marginales, en particular con limitantes
de sequia estival, frio invernal, acidez edafica y para uso en pastoreo??.

éSe necesitaria disponer de germoplasma diferente capaz de produciry
persistir adecuadamente en esos ambientes ??
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Hipotesis

Especies perennes de raices profundizadoras, con alta
capacidad de Fijacion de Nitrogeno, podrian :

* Persistir en este ambiente

e > productividad de MSy proteina

* Prolongar la curva de produccion: 1 mes en otono
y 1,5 a 2 meses en primavera

e Contribuir a mejorar la calidad (fisica y quimica de
los suelos)



Alfalfa para zonas marginales y
p tO reo




Resumen del proyecto

INIA

* Adquisicion de germoplasma.

— Busqueda de literatura, recoleccion y utilizacion de centros de recursos genéticos.
* Multiplicacidon de semillas y desarrollo de hibridos.

— M.arborea y M.strasseri

— M.sativa subsp. Caerulea
— M.ruthenica y M.arabica

* Rendimiento y comportamiento en multiples ambientes.
— Australia
— Kazajstan
— Chile
— Mongolia interior
e Caracterizacion fisioldgica de la tolerancia a la sequia.

— Uso camaras hiperespectrales para fenotipar y valor nutritivo Conductancia
estomatal

* Educacion y colaboracion de agricultores, extension a mejoradores
(proximos usuarios)



INIA Pasos claves del proyecto

 Colectade ejemplos extremos de
tolerancia a la sequia en Medicago
perenne.

* Hacer hibridos entre estos parientes
lejanos.

* Desarrollar capacidades con grupos en
Kazajstan, Mongolia Interior y Chile.

 Hacer que el germoplasma esté
disponible gratuitamente para los
mejoradores de todo el mundo.
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Adquisicion de germoplasma

USDA and Australian Pastures Genebank — accessions linked to drought

Plant collections in Azerbaijan, Kazakhstan and China focussing on the
driest regions (SARDI, KSRIAPG, CAAS)

Crop Trust KEW collection in Italy and Georgia (~2015)
Russian Vavilov Institute Research (VIR) — 21 ecotypes targeted Sinkskaya
Chile, Atacama desert and Patagonia
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Alta Sierra, North Chile

- Andean Mountains, 3500m elevation
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Magallanes alfalfa, Patagonia Chile

INIA

Jorge Ivelic-Saez and Luis Inostroza - INIA

60 cm, 70 years old



INIA Ejemplos de especies

Los CWR de alfalfa que tienen niveles extremos de tolerancia a la sequia se estan
utilizando para desarrollar hibridos que los fitomejoradores pueden integrar mas
facilmente en sus programas.

Medicago sativa subsp. falcata Medicago truncatula Medicago arborea (2n =32)
(2n =16, 32) (doubled 2n =32), annual Medicago strasseri (2n =32)



INIA Seed multiplication and development of hybrids

Establishment of new tents for controlled pollination of lucerne in Chile
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E Enfoque metodologico del proyecto en
INIA Chile

e La Seleccion Asistida por Marcadores (MAS) es una
herramienta poderosa para la diseccion genética de
rasgos complejos, como la tolerancia a la sequia.

e Los estudios de asociacion amplia del genoma (GWAS)
intentan comprender la relacion genética / fenotipica.

* Enla alfalfa, las tecnologias de secuenciacion de proxima
generacion (NGS) han permitido la caracterizacion de
alto rendimiento y bajo costo del genoma.

* El proyecto tiene como objetivo identificar regiones
genomicas (QTL) que controlan la tolerancia a la sequia
en la alfalfa.



E Fenotipado: Evaluacion de la tolerancia a
INIA la sequia.

e Evaluacion de tolerancia al frio (resistencia al
invierno) en Kazajstan Mongolia Interior y Patagonia
de Chile (los suelos congelados no tienen agua
disponible)

* Ensayos de rendimiento relativo en cada pais:
supervivencia y rendimiento en ambientes de bajay
alta sequia

* Rasgo verde: capacidad de retener las hojas durante
el estrés por sequia en ambientes mediterraneos

* Tolerancia a la sequia (fisiologia del estres hidrico)
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Metodologia

Desarrollo de la poblacion de alfalfa GWAS

70 poblaciones de alfalfa proporcionadas por el
Programa Global Crop Diversity Trust.

Las poblaciones de alfalfa son originarias de 16
paises de todo el mundo y pertenecen al
complejo sativa (62%), varia (35%) y coerulea
(3%).

Se establecieron dos experimentos en la
Estacion Experimental de INIA Cauquenes -Chile
(§35°57', W72 °19").

Los experimentos se manejan en condiciones de
riego y de secano.




INIA

Metodologia 2

Produccion de biomasa, las imagenes digitales se
tomaron con una camara digital RGB
convencional (Canon EOS Rebel t5i).

Los analisis de imagen se realizaron con el
software BreedPix y se calcularon los indices de
vegetacion (VI).

El dosel NDVI se grabo periddicamente con el
dispositivo Green Seeker.

Analisis estadisticos: se implementd un modelo
mixto lineal fenotipico para estimar la mejor
prediccion imparcial lineal (BLUP) utilizando el
método restringido de maxima verosimilitud
dentro del paguete ASRemlI-R en el software R.










Relationships between shoot water potential and leaf stomatal conductance (gs)
in nine cultivars of alfalfa evaluated in four Mediterranean environments of

JIA central-south of Chile.
350 -
2 T
= SRR
£ Ry
2 100 - *F  aswroicm
R T RURIER O vessig
0 ' ' ' | | |

35 30 -25 20 -1,5 -1,0 -0,5 0,0
Water potential (MP)

Curves fitting (gs = a * expb*¥) indicate that there were differences among cultivars in the
response of gs to water potential. The slope of the relationships indicate that cv. Aquarius (b =
1.32; r2 = 0.48) and cv. SARDI Grazer (b = 0.68; r? = 0.58) are the most sensitive and tolerant to
water deficit, respectively.




%a 1. Sobrevivencia de plantas (%) de 9 cultivares de alfalfa en cuatro ambientes de la
IMIAI\/Iediterrénea a fin del periodo estival .N = 60. LSD = 10,8

Yungay

Especie | Variedad | Hidango | Cauquenes Guindos

Medicago sativa Aquarius 87 64 95 90
WL 458 HQ 89 83 93 93
WL 326 HQ 860 80 92 88
Venus g2 90 85 92
Genesis 90 81 97 93
sardi Five 66 83 94 91
Sardi Seven 77 85 94 92
Sardi Ten 94 90 94 92
Sardi Graze 91 a8 97 90

LSD | 15 11 11 13




INIA Mortalidad de plantas
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Winter and total Dry Mater Biomass production

5
3

m Hidango
m Cauquenes
® Los Guindos

3

“ Yungay

i
=3
S
S

1.000 -

Winter forage yield (kg ha') >

Total forage yield (kg
S
o
S

Qo oF Q

6
& 6‘9%‘39 . Ysg @» & Del Pozo et al., 2017



DM

SAL9018 I

APG38052
Zhungeer
SA38052 I

Zhongcao
Chiza I——
INIA APG16453 I

APG35169
APGASE71 I
Ameristand - I
DT3 I
SAG019 I
Wi342

Ranking de la 5 —

Kokbalausa

Achan

Kokorai

T A Kapchagaiskaya I

Tukestani5

pro UCCIOn e Aragon7
K271 I

Osimtal

Biomasa s —

AS6 I——

Alcoroches I
.- —
AS3
Darkhan%0
AS9
APGA5672 I

Selection criteria
-M. sativa
-Top 25 pop

-10 genotypes/pop
—PObIaC|én GWAS/GS => 250 genotypes SARDI7  ——

SARDI10 —
Aragon [E——
StaminaGT6  IEE—
APG45675 |I——
Venus [I—
APG45680 IE——
APG44932 I—
APG58574 IE—

Asarica IEE—




INIA Trabajo en proceso

* Genotipado
utilizando GBS
(grupo Rob Elshire)
(https://www.elshire
group.co.nz)

* Propagacion de la
poblacion de GWAS
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Extension a pequenos agricultoresy
agricultores de subsistencia.

Siembra demostrativa de alfalfa de
secano en INIA Caugquenes

Capacitacion y entrega de 500 paquetes
de semillas de alfalfa a pequenos
agricultores




Siembras Demostrativas con los agricultores del Secano Mediterraneo del
centro sur de Chile

Produccién de biomasa aérea
(Mg MS hao-1)promedio de 2 anos

San Isidro

San Isidro Cauquenes




INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS INI RAIHUEN
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