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RESUMEN

La soya [Glycine max (L.) Merrill] posee bajos niveles de diversi-
dad genética en comparaciéon con otras especies autégamas. Por lo
anterior y con el fin de determinar si existe la necesidad de introducir
nuevo germoplasma para generar nuevas variedades, se evalué la di-
versidad genética de 24 lineas elite de soya para el tropico hiimedo de
Meéxico y nueve introducciones de otros paises, mediante marcadores
moleculares tipo AFLP. Los resultados revelaron que las lineas e in-
troducciones no se agruparon de acuerdo a su origen geografico,
ademas de indicar un alto nivel de polimorfismos (60 %). Los genoti-
pos de México son altamente similares a los de Brasil. El indice de
diversidad genética fue bajo (31 %), y semejante a los reportados en
otros estudios con RFLP y RAPD. Aunque la muestra de genotipos no
representé a la totalidad del germoplasma de soya cultivada en el tré-
pico himedo de México, se considera que existe suficiente diversidad
genética para generar nuevas variedades, ya que tres lineas mexica-
nas fueron mas divergentes a nivel molecular que los materiales con-
siderados filogenéticamente distintos de otros paises (basados en ca-
racteristicas morfolégicas y fisiologicas) utilizados como testigos.

Palabras clave: Glycine max, diversidad genética, polimorfismos,
AFLP.

SUMMARY

Soybean [Glycine max (L.) Merrill] has a low level of genetic di-
versity in comparison with other self-pollinated species. In order to
determine the need to introduce new germplasm for the development
of new varieties, genetic diversity of soybean from the humid tropical
region of México was evaluated using AFLP markers. A total of 24
lines developed in México and nine introductions from other countries
were analyzed. Results revealed that lines did not group together ac-
cording to their geographical origin. A high polymorphism level (60
%) was observed and the Mexican genotypes share a high level of ge-
netic similarity with those from Brazil. The low genetic diversity in-
dex (31 %) was similar to those reported in other studies. Although
the genotypes sampled did not represent all soybean germplasm in the
humid tropics, results showed that the genetic diversity is to generate
new cultivars, because three of the Mexican lines were more diver-
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gent at the molecular level than foreign genotypes considered phy-
logenetically different (based on morphological and physiological
traits), which were used as controls.

Index words: Glycine max, genetic diversity, polymorphism,
AFLP.

INTRODUCCION

La soya [Glycine max (L.) Merrill] es una especie ori-
ginaria de regiones templadas, que ha sido introducida a
los trépicos del mundo con los consecuentes problemas de
adaptaciéon debido a su sensibilidad al fotoperiodo. En
México este cultivo fue introducido de los Estados Unidos
a principios del siglo XX, y adquirié importancia a partir
de 1960 cuando se evaluaron y seleccionaron las primeras
variedades. Posteriormente se formé el banco de germo-
plasma del trépico con nuevas introducciones. Desde en-
tonces se han generado nuevas lineas y variedades de soya
a partir de hibridaciones, algunas de las cuales han perdu-
rado durante largo tiempo en el mercado. Todo programa
de mejoramiento debe contar con amplia base genética pa-
ra generar las variedades mejoradas que requiere cada re-
gién. Estudios previos han revelado que las variedades de
soya tienen un bajo nivel de diversidad genética, en com-
paracioén con otras especies autégamas.

Keim et al. (1989) encontraron que en Estados Unidos
la soya posee un nivel de polimorfismo de 16 %, con base
en un analisis del germoplasma con marcadores tipo RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphisms). Posterior-
mente, Keim er al. (1992) observaron niveles de diversi-
dad genética de 30 %, pero consideran que probablemente
se sobreestimo la diversidad genética, ya que los genotipos
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estudiados fueron seleccionados para representar la mayor
diversidad genética posible. Asi mismo, Gizlice et al.
(1994) concluyeron que el nimero de ancestros que consti-
tuyen la base genética del programa de mejoramiento de
soya de Norteamérica es muy limitada, ya que 85 % de la
aportacion genética a las variedades generadas entre 1947
y 1988 tuvo su origen en sélo 16 lineas.

En estudios mas recientes, la utilizacion de nuevos sis-
temas de marcadores genéticos como los RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) y AFLP (Amplified Frag-
ment Length Polymorphisms) han revelado un mayor nd-
mero de polimorfismos que los RFLP (Powell ef al.,
1996). Maughan et al. (1996), evaluaron 23 genotipos de
soya que incluyen genotipos ancestrales (p.e., G. soja Sieb
y Zucc); utilizaron 15 pares de iniciadores AFLP y encon-
traron 36 % de variantes polimérficas. Sin embargo, el
grupo que incluy6 tnicamente genotipos de G. max pre-
sentdé 17 % de polimorfismo. Thompson ez al. (1998) ana-
lizaron 18 lineas ancestrales y 17 introducciones del banco
de germoplasma de soya de los Estados Unidos de Nor-
teamérica con 125 iniciadores RAPD y detectaron 34 % de
polimorfismos, por lo que concluyeron que este sistema de
marcadores puede ser 1til para detectar la transferencia de
alelos favorables a las lineas elite de los programas de me-
joramiento genético.

También los microsatélites o SSR (Simple Sequense
Repeat) han detectado alto nimero de polimorfismos en
soya (Akkaya et al., 1992; Rongwen et al., 1995; Maug-
han et al., 1996). Diwan y Cregan (1997) lograron distin-
guir 35 genotipos de soya que representan 95 % de los ale-
los presentes en las variedades de Norteamérica (10.1 ale-
los por locus), por medio de microsatélites. Liu et al.
(2000) reportaron indices de diversidad genética de 43.9 a
66.8 % en China, mediante marcadores SSR. La técnica
de AFLP ha sido reportada como un sistema de marcado-
res moleculares con alto potencial para detectar polimor-
fismos, debido al gran nimero de fragmentos que pueden
visualizarse en cada reaccion (Powell et al., 1996; Maug-
han et al., 1996). En este trabajo se evalud la diversidad
genética en germoplasma de soya del tropico hiimedo de
México, con el objetivo de determinar la diversidad y rela-
ciones genéticas entre el germoplasma y establecer si exis-
te la necesidad de realizar nuevas introducciones.

MATERIALES Y METODOS
Material genético y aislamiento de ADN
Un total de 33 genotipos fueron evaluados, de los cua-
les 24 son lineas élite de soya de México, siete de Brasil,

una de EE.UU. y una de Taiwan, pertenecientes al banco
de germoplasma de soya para el trépico hiimedo de Méxi-
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co del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) (Cuadro 1). La extraccién
de ADN se basé en el protocolo de Dellaporta et al.
(1983), para lo cual se colecté 0.5 g de tejido joven de al
menos 5 plantas de cada genotipo de soya sembrados en
invernadero. El tejido se lavo con agua destilada estéril y
se congeld a -80 °C, hasta su utilizacién. E1 ADN fue
cuantificado en forma visual en geles de agarosa 1 %, con
uso de una concentracién conocida de ADN del fago
Lambda.

Analisis AFLP

Aproximadamente 500 ng de ADN genémico se digi-
rieron con 1.25 U uL™! de las enzimas de restriccion Msel
y EcoRI del paquete “AFLP Analysis System I (Invitro-
gen Life Technologies, Carlsbad, California), en un volu-
men total de 25 pL durante 4 h a 37 °C; la mezcla se ca-
lent6 a 70 °C por 15 min para inactivar las enzimas de
restriccion. A los productos de restriccién, se agregd la
mezcla de ligacion con los adaptadores EcoRI
(5’-CTCGTAGACTGCGTACC-3’/3’ CTGACG-
CATGGTTAA-5") y Msel (5’-GACGATGAGTCCTGAG-
3’/3’-TACTCAGGACTCAT-5"). La ligacién se incubd
durante 12 h a 16 °C. Posteriormente, el producto de la
digestion-ligacién se diluy6é 1:10 en TE (Tris-HCI pH 8.0
10 mM, EDTA 1 mM) y se tomaron 5 pL para realizar la
preamplificacion en un volumen final de 50 uL con el si-
guiente programa: 20 ciclos de 30 s a 94 °C, 60 s a 56 °C
y 60 s a 72 °C. Se incluyeron dos testigos, el negativo que
incluy6 todos los componentes de la reaccién excepto
ADN, y el positivo con ADN de tomate (Lycopersicum
esculentum L.). Los oligonucledtidos iniciadores utilizados
en la preamplificacion fueron EcoRI+A y Msel+C. La
reaccion de preamplificacién se diluy6 1:10 en TE antes de
la segunda amplificacion. En la amplificacion selectiva se
marco radiactivamente el iniciador EcoRI+ACT con *’P
mediante T4 cinasa. Ademas, se evaluaron seis combina-
ciones diferentes del iniciador Msel+3, con el siguiente
programa de PCR: 1 ciclo de 30 s 294 °C, 30sa 65 °Cy
60 s a 72 °C y después la temperatura de alineamiento
disminuy6 0.7 °C cada ciclo durante 11 ciclos hasta llegar
a 56 °C, y continué con 23 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a
56 °Cy 60 s a 72°C. Los productos del PCR fueron desna-
turalizados mediante incubacioén a 90 °C por 3 min y colo-
cados en hielo antes de ser cargados en geles de acrilamida
(6 %) y separados por electroforesis durante 90 min a
2000 V. Los geles fueron secados y expuestos a pelicula
de rayos X durante 12 h.

Analisis de datos

Se contabilizaron las bandas polimérficas y monomor-
ficas de cada gel. Se consideré que las bandas con mismo



PECINA, MALDONADO, MALDONADO, SIMPSON, MARTINEZ Y GIL

peso molecular en diferentes individuos son idénticas. La
presencia de una banda fue indicada por uno (1) y la au-
sencia como cero (0).

Las relaciones genéticas entre aislados se calcularon
por el coeficiente de apareamiento simple (Sokal y Sneath,
1963), con el software S-Plus Version 4.0 (S-Plus 1997).
La matriz de distancias generada se utiliz6 para producir
un dendrograma por medio del método UPGMA (Un-
weighted Pair Group Method with Arithmetic Average).
Se usd el método de Felsenstein (1985) para obtener el in-
tervalo de confianza para los grupos formados en cada no-
do del dendrograma, por lo cual se realiz6 un anilisis de
muestreo con remplazo (Bootstrap con 1000 repeticiones)
de los datos AFLP originales. Los intervalos de confianza
de Felsenstein se refieren al porcentaje de veces que cada
nodo del dendrograma es repetido en las 1000 muestras
Bootstrap, lo que a su vez indica la robustez de los grupos
formados en cada nodo. Un porcentaje cercano a 100 %
sugiere que el grupo refleja la estructura de la poblacién y
que el error de muestreo es minimo, mientras que bajos
porcentajes (30 % o menos) sugieren que puede existir va-
riaciéon entre los genotipos de algiin nodo en particular,
cada vez que realiza un andlisis, por lo que es necesario
aumentar el tamafio de muestra. El indice de diversidad
(ID) fue calculado mediante la ecuacién: ID = 1 - p?,
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donde pi es la frecuencia del alelo i"; en este caso, cada
alelo individual se considera como un Jocus Unico y a su
vez como un fragmento de amplificacién (Powell et al.,
1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

Cada par de iniciadores AFLP amplific6 entre 13 y 54
bandas, con un promedio de 38 bandas por combinacion.
Se detectaron 228 fragmentos amplificados de los cuales
139 (60 %) fueron polimérficos (Cuadro 2), lo que de-
muestra que los AFLP pueden detectar variabilidad genéti-
ca aun en especies donde la diversidad es baja (Keim et
al., 1989; Keim et al., 1992; Gizlice et al., 1994). Es po-
sible que el niimero de polimorfismos sea alto en compara-
cién con otros autores, como Maughan ef al. (1996), debi-
do a que en este trabajo se incluyeron en el estudio varie-
dades hibridas provenientes de diferentes lineas introduci-
das de otros paises (Cuadro 1). Las dos lineas elite H96-
1311 y H96-0092 y la variedad Huasteca 200 fueron mas
divergentes que los genotipos de otros paises considerados
filogenéticamente distintos (diferente grupo de madurez,
fotoperiodo, resistencia a insectos, etc.) (Figura 2). El pa-
trén de bandas tipico de productos obtenidos por AFLP se
presenta en la Figura 1.

Cuadro 1. Origen geogrdfico y genealogia de las lineas y variedades de soya evaluadas.

Numero Genotipo Origen Genealogia

1 H96-1316 México Huasteca 200 x Santa Rosa
2 H96-1311 Meéxico Huasteca 200 x Santa Rosa
3 Huasteca 200 México F81-5344 x Santa Rosa

4 Huasteca 100 México Santa Rosa x Japiter

5 H98-1395 México Huasteca 100 x H88-0956
6 H98-1414 México Huasteca 100 x H88-0956

7 H98-1387 México Huasteca 100 x H88-0956
8 H96-1153 México Huasteca 100 x H88-0956

9 H98-2579 México H80-1784 x Santa Rosa

10 H88-1880 México Santa Rosa x H80-2535

11 H98-1047 México H88-1880 x H88-3868

12 H98-1075 México H88-1880 x H88-3868

13 H98-1028 México H88-1880 x H88-3868

14 H98-1009 México H88-1880 x H88-3868

15 H98-1076 México H88-1880 x H88-3868

16 H98-1617 México H91-0235 x H88-3868

17 H98-1092 México H88-1880 x H91-0235

18 H96-0847 Meéxico (G0O83-22621 x Santa Rosa) x Santa Rosa
19 H96-0431 México (G0O83-22621 x Santa Rosa) x Santa Rosa
20 H96-0144 México (H84-1617 x Santa Rosa) x Santa Rosa
21 H96-0092 México (H84-1837 x Lamar) x Lamar
22 H94-0668 México F85-1108 x F85-7356
23 H94-0721 México F91-2201
24 H94-0692 México F91-3570
25 DOKO Brasil
26 FT-2001 Brasil
27 EMBRAPA-48 Brasil
28 Carla Brasil
29 Tucano Brasil
30 Curio Brasil
31 Seguranza Brasil
32 F81-5428 USA
33 AGS-154 Taiwan
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Figura 1. Productos AFLP de diferentes lineas y variedades de soya (G. max) del tropico hiimedo de México, obtenidos con las combinaciones de oligonu-
cledtidos ACT/CAG.
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De los genotipos de soya 85 % se agruparon en dos
grupos principales (Figura 2). El grupo A fue més homo-
géneo, con distancias genéticas que varian de 0.04 a 0.06
entre los 13 genotipos incluidos, donde la linea més diver-
gente fue la H96-0431 con 0.08 de distancia genética.
Ademas, en el grupo A cinco genotipos (H98-1047, H98-
1009, H98-1075, H98-1076 y H98-1028) son descendien-
tes de la misma cruza (H88-1880 x H88-3868) y la linea
H98-1092 comparte un progenitor (H88-1880) con los cin-
co anteriores; por tanto, las pequefias diferencias molecu-
lares encontradas son debidas al progenitor (H91-0235),
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dado que el patrén de bandas amplificadas fue muy simi-
lar. Por otra parte, aunque no se analiz6 por si sola la va-
riedad Santa Rosa, la genealogia de los demas genotipos
incluidos en el grupo A (Cuadro 1), con excepcién de
H94-0721, muestra que todos comparten alelos de la va-
riedad Santa Rosa por cruza directa o indirecta. También
en el grupo A se observd a Curio y Seguranza, variedades
de Brasil. Aunque no se cuenta con la genealogia de estas
lineas, es probable que estén emparentadas, ya que la va-
riedad Santa Rosa es originaria de este pais.
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Figura 2. Dendrograma de las relaciones genéticas entre 33 lineas de soya mediante el uso de UPGMA.

67



DIVERSIDAD GENETICA EN SOYA MEDIANTE AFLP

Cuadro 2. Combinaciones de oligonucledtidos AFLP utilizados, niimero de
productos amplificados y niimero de productos polimorficos obtenidos en cada
ensayo.

Iniciador Total de Fragmentos Polimorfismos Indice de

fragmentos polimérficos (%) diversidad
ACT/CAA 54 39 72 0.29
ACT/CAC 38 23 60 0.37
ACT/CAT 53 30 56 0.22
ACT/CAG 37 15 40 0.28
ACT/CTA 33 25 75 0.42
ACT/CTG 13 7 53 0.30
Total 228 139 60 0.31

El grupo B se dividi6 en tres subgrupos, con distancias
genéticas que variaron de 0.03 a 0.19 entre genotipos. En
el subgrupo 1B sdlo los genotipos Tucano y H98-1617 no
comparten germoplasma de Santa Rosa. Ademés se obser-
v@ estrecha relacion entre las lineas F81-5428 originaria de
Florida (EE.UU.) y las lineas mexicanas H94-0692 y H94-
0668 que fueron derivadas de otra linea introducida de di-
cho estado (subgrupo IIB). En el subgrupo IIIB se ubican
tres genotipos de Brasil (EMBRAPA-48, Doko y FT-2001)
y uno de Taiwan (AGS-154), con distancias genéticas de
0.06 a 0.08.

Es notable que los genotipos mas divergentes con res-
pecto al total del germoplasma que se incluy6, fueron cua-
tro lineas de México y una de Brasil (H98-2579, H96-
0092, Huasteca 200, H96-1311 y Carla), mismos que pre-
sentan grandes distancias genéticas entre lineas (0.17,
0.19, 0.22, 0.25 y 0.28 en promedio, respectivamente).
Parte de estos materiales se desarrollaron de cruzas en las
que intervinieron la variedad Lamar de Mississipi,
EE.UU. (Hartwig et al., 1990) (resistencia a insectos defo-
liadores) y la linea F81-5344 (periodo juvenil largo) de
Florida, con materiales de Brasil (mayor sensibilidad al
fotoperiodo). Huasteca 200 y H96-1311 se agruparon en
un nodo, lo que coincide con la genealogia (Cuadro 1), ya
que Huasteca 200 es progenitor de H96-1311, mientras
que la linea hermana H96-1316 que también fue derivada
de la misma cruza, resulté més divergente debido a las re-
combinaciones que probablemente ocurrieron durante su
desarrollo. Algo similar ocurri6 con los genotipos H96-
1311 y H96-0144 que en el dendrograma aparecen opues-
tos, no obstante que tienen como progenitor comudn a Santa
Rosa. Por tanto la divergencia entre los dos genotipos pue-
de ser explicada por efecto del aporte genético del padre
que es distinto, ademas del efecto de seleccién que realiza
el investigador, al conservar s6lo genotipos con caracteris-
ticas agrondmicas deseables (rendimiento, precocidad, sen-
sibilidad al fotoperiodo, resistencia a plagas y enfermeda-
des, etc.).

Tales resultados evidencian que las lineas de soya no
quedaron agrupadas de acuerdo con su origen geografico,
ya que los materiales de Brasil se entremezclan con las li-
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neas desarrolladas en México. Esto se debe a que dichas
lineas son descendientes de cruzas con progenitores intro-
ducidos de Brasil tales como la variedad Santa Rosa. Lo
anterior también se pudo deber al pequefio niimero de
muestras y a la necesidad de emplear un mayor niimero de
pares de iniciadores para generar mayor informaciéon. Am-
bos factores afectaron también los intervalos de confianza
de Felsenstein (1985), ya que se observaron bajos valores
(>30 %) para algunos nodos en particular, y reflejan que
las relaciones genéticas entre genotipos no son tan robustas
(Figura 2).

El indice de diversidad genética observado fue bajo (31
%), y es similar a los reportados en otros estudios con di-
ferentes sistemas de marcadores (30 % por Keim et al.
1992; 31 % por Powell et al., 1996; 43 % por Liu et al.
2000). Ademas, si se considera que la mayor parte de los
genotipos evaluados son lineas élite del programa de soya
del INIFAP para el tropico himedo de México y que no
representan en su totalidad la variacién genética del pais,
puede inferirse que existe suficiente diversidad genética
posible de explotarse, ya que 60 % de los productos ampli-
ficados fueron polimérficos.

CONCLUSIONES

El uso de los marcadores moleculares AFLP permiti6
detectar alto nivel de polimorfismos genéticos en las lineas
y progenitores de soya del Instituto Nacional de Investiga-
ciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, para el tropico
himedo de México. Las relaciones genéticas entre genoti-
pos indicaron que los materiales de México comparten un
alto nivel de similitud genética con los de Brasil. Aunque
la muestra de genotipos no representd a la totalidad del
germoplasma de soya del trépico hiimedo, se considera
que existe suficiente variabilidad genética para generar
nuevas variedades, por lo que no es necesario realizar
nuevas introducciones de germoplasma en forma inmedia-
ta, a menos que se desee incorporar alguna caracteristica
en particular, ausente en el germoplasma actual.
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