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RESUMEN 

 

En los últimos años se ha producido en la Pampa Húmeda Argentina un aumento importante 

de la superficie ocupada por la agricultura, a expensas de la ocupada por la ganadería, relegando así 

la actividad ganadera hacia suelos de menor aptitud agrícola. Esta situación ha promovido la 

necesidad de aumentar la receptividad en los ambientes marginales, con el consecuente riesgo de 

degradación y afectación de la persistencia productiva de las pasturas. Entre las especies forrajeras 

de mayor valor productivo en Argentina, se destaca el raigrás anual (Lolium multiflorum Lam.) 

también denominado comúnmente raigrás criollo o raigrás italiano, por ser un componente 

estratégico en los sistemas extensivos ganaderos. 

 

La caracterización de la variabilidad genética en raigrás anual se ha basado durante muchos 

años en la descripción de caracteres morfo-fisiológicos, básicamente por el interés en su aplicación 

directa en programas de selección y desarrollo de cultivares. En la actualidad, esta información se 

ha podido complementar con herramientas biotecnológicas, tales como los marcadores moleculares, 

brindando así técnicas más directas y predictivas.  

 

El objetivo general del presente trabajo fue determinar la variabilidad genética en caracteres 

morfo-fisiológicos y a nivel molecular entre y dentro de poblaciones de Lolium multiflorum Lam. 

provenientes de diversos ambientes de las provincias de Buenos Aires, Entre Ríos, Corrientes y 

Córdoba. La colecta incluyó 32 poblaciones, las que fueron caracterizadas agronómicamente a 

campo en la EEA INTA Pergamino en condición de planta espaciada. A través del análisis de 

clusters contemplando las variables número de macollos reproductivos, peso total de semilla, y peso 

de materia seca total, se eligieron 7 poblaciones representativas de los subgrupos más importantes, 
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las que fueron caracterizadas molecularmente, a través de cuatro microsatélites (SSR) públicos 

propios de la especie de genoma homólogo.  

 

Los resultados obtenidos determinaron la existencia de una elevada variabilidad genética 

entre y dentro de poblaciones a nivel agronómico y molecular. Los elevados valores obtenidos en la 

estimación de los parámetros genéticos de la mayoría de las variables analizadas, sugerirían la 

posibilidad de realizar selección y permitiría incorporar algunas poblaciones al programa de 

mejoramiento de raigrás anual diploide. Las poblaciones destacadas por alta productividad de 

materia seca, rendimiento de semilla y/o condiciones fitosanitarias fueron la 33, 36, 6, 9, 25, 10 y 

28. 

 

La diversidad genética analizada mediante el contenido de información polimórfica (PIC) en 

los SSR varío entre 0,427 y 0,653 y a través de las poblaciones varío entre 0,453 y 0,601. Los 

resultados obtenidos demostraron que existió una mayor variabilidad genética dentro de las 

poblaciones que entre las mismas, y una elevada capacidad discriminatoria de los marcadores tipo 

SSR. A través del presente proyecto se logró desarrollar la puesta a punto de la técnica de 

microsatélites en Lolium multiflorum Lam. en la EEA INTA Pergamino.  

 

El presente trabajo ha intentado abordar ambas caracterizaciones en poblaciones 

naturalizadas de raigrás anual diploide, y demostrar la utilidad de ambas técnicas en el proceso de 

caracterización de genotipos para ser incorporados a futuros programas de mejoramiento genético 

de la especie. 
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ABSTRACT 

 

GENETIC VARIABILITY BETWEEN NATURALIZED POPULATION OF Lolium multiflorum 

Lam. 

 

Italian ryegrass (Lolium multiflorum Lam.) is one of the most important annual grasses used 

in Argentina as it is a better strategic component in extensive animal system than other annual 

forage grass. Characterization of genetic variability in annual ryegrass has been based for many 

years in the description of morpho-physiological traits, mainly by the interest in its direct 

application in selection programs and cultivars development. At present, this information has been 

complemented with biotechnology tools, such as molecular markers, thus providing more direct and 

predictive techniques. This study was aimed at the assessment of variability within and among 

Italian ryegrass naturalized populations in Buenos Aires, Entre Ríos, Corrientes and Córdoba, 

Argentina. Thirty-two natural populations were field characterized agronomically at EEA INTA 

Pergamino, and seven of these were chosen by cluster analysis and characterized molecularly by 

SSR. The results identified the existence of a high genetic variability among and within populations 

for both agronomic and molecular level. The evidence of high values obtained in the estimation of 

genetic parameters for most of traits studied, suggest the possibility of selection, which would be, 

enable to incorporate some of the population of annual ryegrass to the breeding program. 
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1. INTRODUCCION 

 

En los últimos años se ha producido en la Pampa Húmeda Argentina un aumento importante 

de la superficie ocupada por la agricultura, a expensas de la ocupada por la ganadería, relegando así 

la actividad ganadera hacia suelos de menor aptitud agrícola (SAGPyA, 2000). Esta situación ha 

promovido, por un lado, una intensificación en la explotación de los recursos forrajeros en 

ambientes agrícolas, y por otro, la necesidad de aumentar la receptividad en los ambientes 

marginales, con el consecuente riesgo de degradación y afectación de la persistencia productiva de 

las pasturas. 

 

Entre las especies forrajeras de mayor valor productivo en Argentina, se destaca el raigrás 

anual (Lolium multiflorum Lam.) también denominado raigrás criollo o raigrás italiano. Es una 

gramínea nativa de ambientes mediterráneos de Europa y África (Parodi, 1964), que en la última 

década ha integrado, bajo diferentes condiciones de manejo, tanto sistemas productivos intensivos 

(genotipos tetraploides), como sistemas extensivos (genotipos diploides) ganaderos (Cahuepé et al, 

1985; Ansín et al, 2007; Fernández et al, 2008). Estas características conjuntamente con la buena 

aceptación de la especie por parte del ganado (Brizuela et al, 1983), el rápido establecimiento, la 

alta respuesta a la fertilización nitrogenada (Diaz-Zorita y Gonella, 1995) y la resistencia a 

pastoreos intensivos, son los atributos que han contribuido a su amplia difusión. 

 

Existen numerosos estudios de la variabilidad genética realizado en germoplasma de la 

especie adaptado a distintos ambientes, que demuestran la factibilidad de realizar selección y 

desarrollar cultivares superiores (Breese y Tyler, 1986; De Battista et al, 2001; Giammaría, 2003; 

Andrés y Rosso, 2004; Andrés et al, 2005). Un estudio reciente (Fjellheim et al, 2007) ha 
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demostrado que poblaciones adaptadas a distintos ambientes pueden ser útiles para mejorar varios 

caracteres morfológicos en cultivares comerciales. Entre las metodologías más utilizadas para el 

estudio de la variabilidad genética en caracteres de interés productivo, se destaca la caracterización 

morfo-fisiológica, por ser de fácil aplicación, de bajo costo y uso directo en el mejoramiento de la 

especie. Sin embargo, en los últimos años, los avances obtenidos a través del uso de las nuevas 

herramientas biotecnológicas, han permitido complementar la información fenotípica y brindar 

interesantes alternativas a estos programas de mejoramiento genético, integrando así las técnicas 

moleculares (Kölliker et al, 1999; Diaz et al, 2004; Bolaric et al, 2005; Fjellheim y Rognli, 2005; 

Lübberrstedt, 2005; King et al, 2005). 

 

Entre las principales ventajas del uso de los marcadores moleculares, se destacan la 

precisión de detección de la variabilidad a nivel de ADN, que están ampliamente distribuidos en el 

genoma, no están afectados por el ambiente y se pueden detectar en cualquier estado de desarrollo 

de la planta (Forster et al, 2001; Schlatter et al, 2002). Estos marcadores cuando están ligados a 

caracteres de interés agronómicos también se utilizan para facilitar la incorporación de genes, y la 

identificación o caracterización varietal en poblaciones (Schlatter et al, 2002; Muylle et al, 2005).  

 

En los últimos años, muchos marcadores moleculares entre ellos RAPD (fragmentos de 

ADN amplificados al azar), AFLP (fragmentos amplificados en su longitud), RFLP (fragmentos de 

restricción polimórficos en su longitud) y SSR (secuencia simple repetitiva) han sido desarrollados 

y utilizados para Lolium perenne (Bert et al, 1999; Forster et al, 2001; Armstead et al, 2002), 

siendo SSR altamente conservado tanto en animales como en plantas (Biessmann y Manson, 1994). 

Sin embargo existen escasos estudios realizados en marcadores moleculares en Lolium multiflorum 

(Inoue et al, 2004; Hirata et al, 2006).  
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El impacto que el uso de los marcadores moleculares puede tener complementando la 

información fenotípica de poblaciones naturalizadas, permitirá brindar alternativas superadoras en 

los programas de mejoramiento genético de la especie (Loss, 1994; Forster et al, 2001). 
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2. ANTECEDENTES 

 

 2.1 Taxonomía, distribución geográfica y descripción botánica de la especie 

 

El género Lolium spp. está ampliamente distribuido en áreas templadas y pertenece al Orden 

Poales, Familia Poáceas, Tribu Festucoideas (Jahuar, 1993; Aramendía, 2005). Las plantas del 

género Lolium spp se caracterizan por la forma de su espiga debido a que las espiguillas están 

dispuestas de forma alterna a lo largo del raquis. Todas las espiguillas excepto la terminal, tienen 

una única gluma, la espiguilla tiene de 2 a 22 flores. Las glumas son membranosas y tiene de 3 a 9 

nervios (Stace y Cotton, 1980). Este género esta formado por ocho especies (Terrell, 1968) nativas 

de Europa, norte de África y Asia occidental, que se han distribuido en áreas templadas de todo el 

planeta: L. perenne L, L. multiflorum Lam., L. rigidum Gaud., L. remotum Schrank, L. temulentum 

L., L. persicum Boiss. & Hoh., L. subulatum Vis., L. canariense Steud. Las especies 

agronómicamente importantes y ampliamente utilizadas como recursos forrajeros son L. perenne L. 

y Lolium multiflorum Lam., las demás especies son consideradas malezas. 

 

Lolium multiflorum Lam., se diferencia de L. perenne L. y L. temulentum L. en el elevado 

número de flores en cada espiguilla y además esta es aristada. L. multiflorum Lam. es una especie 

que esta representada por dos formas botánicas, una anual L. multiflorum subsp. multiflorum, syn: 

L. multiflorum subsp. westerwoldicum, y otra bienal L. multiflorum Lam. subsp. Italicum (Terrell, 

1968). Se caracteriza por poseer un follaje de color verde intenso, brillante en la cara inferior, 

glabro de vainas cerradas, las láminas opacas y ásperas en la cara superior y brillantes y suaves en 

la cara inferior, con una marcada nervadura central que permite distinguirla fácilmente de otras 

gramíneas (Parodi, 1964). Posee un sistema radicular denso y altamente ramificado. Además tiene 
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una inflorescencia terminal solitaria de 10 a 40 cm de largo con 5 a 38 espiguillas alternadas y 

unidas al raquis en forma plana (Hannaway et al, 1999).  

 

2.2 Aspectos genéticos de la especie 

 

El raigrás anual es diploide (2n=2x=14) y tiene un sistema reproductivo principalmente 

alogámico, debido a la presencia de un sistema de autoincompatibilidad conformado por dos loci 

multialélicos (Cornish et al, 1979). En la actualidad existen numerosos cultivares diploides (2n) y 

tetraploides (4n) seleccionados para diferentes usos en los sistemas de producción animal. En 

general, los cultivares tetraploides han sido inducidos por tratamiento de semillas o meristemas con 

químicos tales como la colchicina, que impiden la formación del huso acromático y permiten la 

obtención de gametos no reducidos, con 2n cromosomas. Otra forma de obtención de tetraploides 

ha sido vía sexual (Lamote et al, 2002) mediante el cruzamiento interploide de 2x por 4x, aunque 

poco efectiva. Los cultivares tetraploides han sido seleccionados para incrementar la producción de 

materia seca total, en particular en el período otoño-invernal, pero han demostrado menor 

persistencia respecto de los cultivares diploides.  

 

Las formas diploides se adaptan a una mayor diversidad de suelos y niveles de fertilidad que las 

tetraploides. Así, las poblaciones diploides se han naturalizado en los pastizales de la región templada 

húmeda y subhúmeda de Argentina, Uruguay, Chile y Sur de Brasil, siendo una de las especies más 

valiosas en los sistemas “promocionados” ganaderos y una opción de valor por su aporte de forraje en 

cantidad y calidad durante el período otoño-inverno-primaveral.  
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Existen distintas variantes de raigrases promocionados. Por ejemplo, cuando la frecuencia de 

raigrás anual es baja en la comunidad vegetal existente, se realizan por 1-2 años siembras directas, 

permitiendo en cada ciclo que ocurra una semillazón parcial, de manera de lograr formar un banco de 

semillas en el suelo. Una vez alcanzado este objetivo, el raigrás se mantiene por resiembra natural. En 

estas situaciones de resiembra natural, existiría una ventaja de los raigrases diploides (2n) sobre los 

tetraploides (4n), por presentar semillas más pequeñas y mayor prolificidad, características 

probablemente seleccionadas naturalmente en las poblaciones naturalizadas. 

 

Debido a sus características de alogamia y alta compatibilidad con otras especies, se lo ha 

utilizado como fuente de germoplasma para la obtención tanto de híbridos interespecíficos como de 

híbridos intergenéricos, en particular con el género Festuca spp, conformando el complejo 

denominado Lolium/Festuca. Existen estudios que indican que ambos géneros han divergido de un 

antecesor común y tienen el mismo número básico (x=7) (Malik y Thomas, 1966), lo que le otorga 

la facilidad de hibridización entre sus especies y exhibir recombinación meiótica (Thomas et al, 

1994). En términos generales, ambos géneros proveen una valuable combinación de caracteres 

agronómicos (Thomas y Humphreys, 1991) dados por la buena calidad de forraje de Lolium con la 

alta tolerancia al estrés de Festuca. En cuanto a los híbridos interespecíficos, se destaca L. hybridum 

(L. multiflorum x L. perenne) por poseer muy buenas características agronómicas combinando el 

buen establecimiento, la producción foliar, palatabilidad y crecimiento invernal de L. multiflorum y 

la persistencia y capacidad macolladora de L. perenne (Humpreys y Hides, 1997; Thom et al, 

1998). 
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2.3 Aspectos agronómicos y productivos de la especie 

 

En general el raigrás anual es una especie de crecimiento otoño-invierno-primaveral, con 

una gran concentración de su producción de forraje a la salida de invierno y primavera. Tiene su 

máxima tasa de crecimiento entre los 20 y 25°C, y en condiciones de humedad adecuadas (750 mm 

anuales). Se ha comprobado que para expresar su máximo potencial requiere de suelos fértiles, 

profundos, con buen nivel de materia orgánica (3-5%) y textura de franca a franco-arcillosa, con un 

pH cercano a la neutralidad (Mazzanti et al, 1992; Hannaway et al, 1999). Presenta una alta 

respuesta a la fertilización nitrogenada, en particular cuando ésta se realiza a la salida del invierno, 

debido a la baja provisión de nitratos en el suelo (Vásquez y Barberis, 1982; Wightman et al, 1997; 

Castaño, 2005). 

 

Existen antecedentes que indican que de acuerdo al tipo y a la intensidad de defoliación se 

afecta la calidad del forraje (Donaghy y Fulkerson, 1997), la productividad (Donaghy et al, 1997) y 

la persistencia (Donaghy y Fulkerson, 1996). Soporta defoliaciones más intensas que otras 

gramíneas anuales (Hannaway et al, 1999) y sembrado hacia fin del verano, puede ser sometido a 

pastoreos con alta carga animal y corto período de utilización en otoño-invierno (Marino et al, 

1995; Gutiérrez y Rossi, 1997). Existen trabajos que demuestran que el período mínimo de 

recuperación para la acumulación de carbohidratos, antes del próximo aprovechamiento, es vital 

tanto para la persistencia como para el rebrote de la pastura (Hannaway et al, 1999; Callow et al, 

2005). Adicionalmente se ha demostrado (Andrés y Bertín, 1999; Wilkins y Humphreys, 2003) que 

la especie posee mayor palatabilidad y digestibilidad del forraje producido, comparativamente con 

otros verdeos de invierno (avena, cebada, centeno, triticale), lo que permite introducirla en los 

planteos intensivos de producción de leche y de carne, donde se prioriza la calidad sobre la cantidad 



 

 

8 

de forraje. Sin embargo no está adaptada a regiones con altas condiciones de estrés (frío o sequía), 

donde otras especies se adaptan mejor (Balasko et al, 1995; Wang et al, 2001). 

 
2.4 Aspectos sanitarios de la especie 

 

Las restricciones que puede sufrir un cultivar de raigrás anual en el uso, debido a la 

susceptibilidad a enfermedades foliares, pueden traducirse en limitantes al rendimiento, a la calidad del 

forraje, al consumo animal, al manejo, y a las características de la pastura. Existen evidencias 

acumuladas a través de los años que indican claramente que las enfermedades limitan los rendimientos 

potenciales. Los rangos de respuesta han variado ampliamente acorde con la enfermedad considerada, 

el momento del año y el manejo de la pastura.  

  

En el caso de las royas, particularmente la de la corona (Puccinia coronata), se ha demostrado 

una importante disminución del rendimiento de la materia verde de raigrás anual, que incluye material 

muerto, más que del rendimiento total de materia seca (Lancashire y Latch, 1966). Respecto a la 

calidad del forraje, se ha comprobado que un ataque del 20% de roya de la corona sobre el cultivar de 

raigrás anual S24 provocó una reducción de 3,4 unidades en los carbohidratos solubles durante el 

otoño (Thomas, 1997). Este y otros estudios han confirmado que moderados niveles de infección 

pueden provocar pérdidas importantes en términos de producción de leche y/o carne (Walters, 1984). 

En ensayos de pastoreo se ha evidenciado disminución en el consumo debido al rechazo por parte de 

los animales del forraje enfermo (Thomas, 1997). Las causas del rechazo no se conocen exactamente, 

pero se infiere que el forraje enfermo es menos palatable debido a la baja calidad y a la presencia de 

material muerto. Si bien la roya anaranjada (Puccinia recondita) y la roya del tallo (Pucinia graminis) 

son enfermedades que ocurren más esporádicas, en los últimos años se ha demostrado que han 
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comenzado a desarrollar formas más severas de ataque en primaveras muy secas y calurosas, y en 

particular cuando no se realizan defoliaciones del cultivo al inicio de la estación de crecimiento.  

 

2.5 Variabilidad genética en especies forrajeras  

 

A través de diversos estudios realizados en una gran cantidad de especies vegetales se ha 

comprobado la existencia de una importante variabilidad genética (Turesson, 1922; Clausen et al, 

1940, 1948; Bradshaw, 1971). La variabilidad genética puede detectarse a niveles inter-específico e 

intra-específico (Bradshaw, 1984; Brigss y Walters, 1984). La variabilidad intra-específica puede 

manifestarse entre poblaciones y entre individuos dentro de la misma población (Barret y Khon, 

1991; Young et al, 1996; Reed, 2005). Estos niveles de variación son generalmente afectados por 

factores ecológicos y geográficos donde se distribuye la especie (Van Valen, 1965; Soulé, 1973; 

Tilman y Downing, 1994), además del sistema reproductivo (Wright, 1951) y la longevidad de la 

planta (Hamrick, 1979). Todos estos son factores que dependiendo de la escala en la que ocurren, 

determinan la magnitud de variación intra e inter-poblacional (Van Valen, 1965; Snaydon, 1984; 

Jain, 1975; Loveless y Hamrick, 1984). Los niveles detectables de variabilidad genética varían en 

forma considerable desde casi nula como en Thypa, a niveles relativamente altos, como en 

Stephanomera exigua spp Caroifera (Schaal y Smith, 1980).  

 

El sistema reproductivo de una especie puede tener efecto directo sobre la diversidad 

genética presente en una población. En especies autógamas, el flujo génico es restringido, por lo 

tanto se esperaría una variabilidad génica mayor entre poblaciones que dentro de poblaciones 

(Snaydon, 1978). Por el contrario en una especie alógama la variabilidad sería mayor entre 

individuos de la misma población que entre poblaciones (Andrés, 1987). Sin embargo no siempre 
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responde a este patrón esperado (Brown y Jain, 1979). Sería el sistema reproductivo como el flujo 

génico, la selección y una complejidad de factores ambientales que determinan los niveles de 

variabilidad genética presente en las poblaciones (Schemeske, 1984). Las forrajeras templadas más 

importantes como el raigrás anual responden todas a polinización abierta consecuentemente tanto 

poblaciones naturalizadas como sintéticas tienden a ser genéticamente heterogéneas (Forster et al, 

2001, Takahashi et al, 2004).  

 

En nuestro país se han realizado diversos estudios de variabilidad genética en forrajeras 

nativas. En Bromus auleticus Traverso y von der Phalen (1982) encontraron suficiente variabilidad 

genética entre y dentro de poblaciones en la mayoría de los caracteres analizados. En la evaluación 

del grado y distribución de la variabilidad en poblaciones naturales de Agropirum scabrifolium 

(Doell) Parodi, se detectó variabilidad genética entre poblaciones (Andrés, 1987); la distribución 

espacial de esta variabilidad genética estuvo correlacionada con la gran red hidrogeográfica. 

También en poblaciones naturales de Bothriochloa laguroides provenientes de la Depresión del 

Salado, provincia de Buenos Aires, se detectaron diferencias principalmente en respuesta al efecto 

del pastoreo y de la competencia intra e inter-específica. Estos resultados indicaron que la variación 

genética encontrada resultó un mecanismo de la especie para responder a variaciones ambientales 

ocurridas en las pasturas, a pequeña y mediana escala (Andrés y Cordero, 1995). Cerono (1993) 

evaluó la variabilidad genética dentro del cultivar de Festuca arundinacea “El Palenque MAG”, 

determinando la existencia de una amplia variación en muchos caracteres evaluados. En Trifolium 

repens, Pagano (1993) estudió la variabilidad del cultivar “El Lucero MAG” y determinó una 

amplia variabilidad genética en todos los caracteres cualitativos y cuantitativos considerados. 

También en poblaciones naturalizadas de Lolium multiflorum (Alonso, 1991) se encontró 

variabilidad genética. Barufaldi, (1999) evaluó poblaciones naturalizadas de Dactylis glomerata 
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provenientes de la provincia de Buenos Aires, y detectó diferencias entre y dentro de las mismas. 

Los caracteres reproductivos fueron los que presentaron la mayor variación genética en todas las 

poblaciones estudiadas. Ruiz Díaz (2000), evaluó poblaciones de Dactylis glomerata del banco de 

germoplasma de la EEA INTA Pergamino, y determinó la existencia de variabilidad genética intra e 

inter-poblacional para caracteres reproductivos, vegetativos y fitosanitarios. Todos estos trabajos 

demostraron existencia de variabilidad genética, en respuesta a las presiones de selección impuesta 

por cambios temporales y/o espaciales ocurrida en los ambientes de recolección o condiciones de 

utilización.  

 

2.6 Marcadores morfológicos y moleculares 

 

Hasta la década del 60, los marcadores utilizados en estudios de genética y mejoramiento 

eran aquellos controlados por genes asociados a caracteres morfológicos, en general fenotipos de 

fácil identificación visual; los cuales contribuyeron significativamente al desarrollo teórico del 

análisis de ligamiento y a la construcción de las primeras versiones de mapas genéticos (Ferreira y 

Grattapaglia, 1998). Sin embargo pocos caracteres fenotípicos en los cultivos forrajeros se lograron 

caracterizar genéticamente y tampoco hubo alguna vinculación genética en estudios realizados al 

respecto (Barker y Warnke, 2001). En la actualidad, muchos de estos marcadores morfológicos tales 

como forma, color, tamaño y altura, entre algunos de ellos, se convirtieron en importantes 

descriptores al momento de realizar inscripciones de cultivares (Picca et al, 2004). 

 

Por otra parte, en los últimos años la contribución de los marcadores moleculares al 

mejoramiento genético de especies forrajeras ha tomado mayor relevancia. La mayoría de los 

estudios en especies forrajeras han utilizado RFLP y RAPD, y se han concentrado en perfiles de 
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ADN en lugar del mapa genético básico de desarrollo y de detección gen/QTL. El desarrollo de 

marcadores con alta eficiencia tales como AFLP y SSR permiten una rápida construcción de mapas 

y análisis de caracteres específicos (Forster et al, 2001).  

 

En el presente estudio se optó por los loci microsatélites o repeticiones de secuencias 

simples (SSR-Simple Sequence Repeats-). Los SSR (Forster et al, 2001; Wang et al, 2001) están 

compuestos por repeticiones en tándem de dos a seis pares de bases flanqueadas por regiones 

conservadas no repetitivas, de copia única y suelen estar ubicados en regiones no codificantes. Estas 

secuencias son abundantes y de amplia distribución en el genoma de todo tipo de organismo, son 

altamente polimórficos por ser de naturaleza multialélica, somáticamente estables y altamente 

reproducibles (Weising, 1991). Son marcadores codominantes se puede detectar los genotipos 

homocigotos que presentaran un único producto de amplificación, de los genotipos heterocigotos 

que presentaran dos fragmentos distintos (Ferreira y Grattapaglia, 1998). Por estas características 

los SSR son marcadores particularmente aptos para realizar la evaluación y comparación de la 

variación genética dentro y entre especies cercanas (Morgante y Olivieri, 1993, Powell et al, 1996; 

Studer et al, 2006). Entre sus limitaciones tenemos que no hay información disponible para muchas 

especies y a su vez requiere mucho trabajo para su desarrollo (Ferreira y Grattapaglia, 1998; 

Becerra y Paredes, 2000) 

 

Diferentes estudios evaluaron la diversidad genética en cultivares de raigrás anual y las 

poblaciones mediante diferentes marcadores moleculares, AFLP (Guthridge et al, 2001; Calsyn et 

al, 2003) y RAPD (Castro et al, 2003; Bolaric et al, 2005). Jones et al, (2001) optimizaron los 

métodos de evaluación y aislaron un gran número de SSR en Lolium perenne L, pero actualmente 

hay solamente diez secuencias de primer que son públicas. Por otro lado Hirata et al, (2006) 
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desarrollaron SSR para raigrás anual, al igual que otros institutos han desarrollado SSR en Lolium y 

la secuencia de estos primers es de dominio público (Inoue y Cai, 2004; Warnke et al, 2004; Studer 

et al, 2006) 
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HIPOTESIS  

 

Existe una amplia variabilidad genética en caracteres morfo-fisiológicos y a nivel molecular 

entre y dentro de poblaciones de Lolium multiflorum Lam. provenientes de diversos ambientes de 

las provincias de Buenos Aires, Entre Ríos, Corrientes y Córdoba.  

 

OBJETIVOS 

  

  Recolección de germoplasma de poblaciones de Lolium multiflorum diploide provenientes 

de distintas condiciones ambientales de las provincias de Buenos Aires, Entre Ríos, Corrientes y 

Córdoba. 

 

 Ajuste de la técnica de marcadores moleculares en las poblaciones de Lolium multiflorum  

 

  Evaluación de la variabilidad genética inter-poblacional e intra-poblacional en caracteres 

morfo-fisiológicos y moleculares de las poblaciones. 

 

  Determinación de parámetros genéticos en caracteres cuantitativos y cualitativos (varianza 

genética, varianza ambiental, varianza fenotípica, heredabilidad en sentido amplio). 

 

  Determinación de correlaciones fenotípicas entre los caracteres morfo-fisiológicos. 

 

  Selección de las poblaciones y de genotipos para ser incorporados al programa de selección 

de Lolium multiflorum Lam. diploide. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

 

3.1 Caracterización Agronómica 

 

3.1.1 Las poblaciones evaluadas: su recolección 

 

Se evaluaron 32 poblaciones de la colección de Lolium multiflorum Lam. del Banco de 

Germoplasma de la EEA INTA Pergamino. La mayoría de las poblaciones correspondieron a 

colectas de semillas realizadas entre los años 1999 y 2004 en las provincias de Buenos Aires, Entre 

Ríos, Corrientes y Córdoba de Argentina (Cuadro 1, Gráfico 1), con excepción de dos provenientes 

del Departamento de Agricultura de EE.UU. (USDA). De acuerdo a Bennett (1970) y a Bradshaw 

(1971) el modelo de diferenciación genética dentro de una misma especie está fuertemente 

correlacionado con la heterogeneidad ambiental, por lo tanto en especies en las que no existe 

información confiable de la distribución de la variación en la naturaleza, las recolecciones deben 

representar un amplio rango de ambientes. Adicionalmente en el caso de una especie anual 

alógama, los sitios a muestrear deben estar distribuidos en forma aleatoria dentro de las regiones 

consideradas de interés para el objetivo del estudio. En la presente investigación, las colectas de 

raigrás anual fueron organizadas con la finalidad de obtener una muestra representativa de la 

especie adaptada a los diversos ambientes ganaderos, tales como potreros con pasturas viejas 

sometidas a pastoreo, pasturas nuevas sin perturbar, montes bajos y en algunas banquinas de rutas 

y/o caminos internos. La estrategia de colecta en este tipo de especies es predominantemente en 

bulk, permitiendo maximizar la alta dispersión que ocurre entre genotipos más o menos cercanos 

(Marshall y Brown, 1983), y de esta forma determinar los límites poblacionales. Respetando dicho 

concepto, el aislamiento entre las poblaciones recolectadas de raigrás anual fue mayor a 50 Km., y 
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la cosecha dentro de cada sitio se realizó atravesando transectas que abarcaron la zona de mayor 

predominio de la especie y respetando una distancia mínima de 3 m entre plantas para evitar 

colectar el mismo individuo. En cuanto al número de plantas a cosechar en cada sitio (ambiente) se 

consideró el criterio establecido por Hamrick y Allard (1972) y se cosecharon espigas de al menos 

100 plantas/población como número mínimo de genotipos que representen la variabilidad presente 

en cada ambiente. Complementariamente, en cada sitio además se realizó una descripción de la 

zona de colecta (Cuadro 1). 
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Cuadro 1: Origen e identificación de las poblaciones evaluadas por caracteres morfofisiológicos 

Nº de 
Población 

Origen/Identificación Descripción 

2 Buenos Aires/Laguna Escuela 
Margen de la laguna perteneciente a la Escuela Agrotécnica, 

Pergamino 

3 Buenos Aires/Campo Escuela Campo bajo perteneciente a la Escuela Agrotécnica, Pergamino 

4 Buenos Aires/ Gral. Gelly 
Cañadón en campo bajo, sobre el arroyo de Pergamino, 

clausurado al pastoreo. Gral. Gelly 

5 Buenos Aires/Pipinas I 
Cruce de ruta 11 y ruta 36, sobre el margen derecho del camino 

de campo ganadero. Pipinas  

6 Buenos Aires/Pipinas II Margen de la ruta 11 entre Pipinas y Verónica 

9 Buenos Aires/El Amparo Ruta 30,  sobre el margen del Arroyo Chapaleufu, Rauch 

10 Buenos Aires/Concepción I Ruta 41, sobre camino interno de campo ganadero. Mercedes 

11 Entre Ríos/Concepción I 
Potrero 50. Campo Experimental INTA EEA. Concepción del 

Uruguay. 

12 Entre Ríos/Concepción II Recolectado de banquina Ruta 127. Feliciano, Entre Ríos. 

13 Entre Ríos/Concepción III Sobre Margen del arroyo La China. Concepción del Uruguay  

14 
Buenos Aires, Bco. Germoplasma EEA INTA Pergamino/ 

ARLM 004 
Balcarce 

15 
Corrientes, Bco Germoplasma EEA INTA Pergamino/ ARLM 

0016 
Corrientes 

16 
Buenos Aires, Bco Germoplasma EEA INTA Pergamino/ 

ARLM 0021 
Ruta 63-Tandil 

17 Buenos Aires/ ARLM 0022 Coronel Vidal 

18 Buenos Aires/ ARLM 0023 Est. Lazzarino-Azul 

19 
Buenos Aires, Bco Germoplasma EEA INTA Pergamino/ 

ARLM 0024 
Ing. Otamendi 

20 
Entre Ríos, Bco Germoplasma EEA INTA Pergamino/ ARLM 

0025 
EEA INTA Concepción del Uruguay 

21 
Córdoba, Bco Germoplasma EEA INTA Pergamino/ ARLM 

0026 
Marco Juárez 

22 
Buenos Aires, Bco Germoplasma EEA INTA Pergamino/ 

ARLM 0027 
 El Resero MAG 

25 Buenos Aires 
Ruta 88, en banquina de camino anexo a un  campo sembrado 

con girasol a 25Km de Quequén 

26 Buenos Aires 
Ruta 29, en banquina de camino de tierra en la entrada a Gral. 

Belgrano 

27 Buenos Aires 
Establecimiento La Rosa, en banquina de  camino de tierra 

anexo a un campo ganadero, Lobería 

28 Buenos Aires 
Ruta 226, en banquina de camino de tierra, lateral a un campo 

sembrado de trigo. Arroyo Chapaleufu, Tandil 

29 Buenos Aires Ruta 226, en banquina a 16km de Fulton 

30 Buenos Aires Ruta 29, en banquina de camino de tierra. Lobos 

31 Buenos Aires 
Ruta 29, en banquina de camino de tierra lateral a un campo 

ganadero. Ayacucho 

32 Buenos Aires 
Ruta 29, en banquina de camino de tierra lateral a un campo 

ganadero, Ayacucho 

33 Buenos Aires/Delta 1 
En borde de camino interno correspondiente al campo de la 

EEA INTA Delta 

34 Buenos Aires/Delta 2 En plantación de sauces de 4 años, EEA INTA Delta 

35 Buenos Aires/Delta 3 En plantación de álamos de 4 años, EEA INTA Delta 

36 Buenos Aires/Delta 4 En pastizal natural dentro de la EEA INTA Delta 

37 Corrientes En pastizal natural, dentro de la EEA INTA Corrientes 
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Gráfico 1: Mapa de las áreas donde se realizaron las colectas de las 32 poblaciones naturalizadas de raigrás anual 
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3.1.2 Las poblaciones evaluadas: su acondicionamiento en invernáculo 

 

Todas las poblaciones fueron identificadas con los registros de sus lugares de origen, 

trasladadas a la EEA Pergamino, trilladas en forma individual, acondicionadas en laboratorio y 

conservadas en el Banco de Germoplasma. El 10 de abril de 2004 se sembraron 100 semillas por 

población en macetas (1 semilla/maceta) conteniendo una proporción de 3 partes de tierra y 1 parte 

de arena, para permitir el correcto drenaje posterior al riego. Las macetas se mantuvieron en un 

invernáculo sin calefacción de EEA Pergamino y se facilitó el crecimiento de cada planta (genotipo) 

hasta lograr el desarrollo de al menos 4 macollos. El objetivo fue lograr el establecimiento efectivo 

de todas las poblaciones. Durante la etapa de invernáculo se registró la presencia/ausencia de 

antocianinas en la base del macollo principal y el vigor de crecimiento inicial de cada planta. 

 

3.1.3 Las poblaciones evaluadas: su transplante a campo experimental 

 

El 14 de Mayo de 2004 se transplantaron las 32 poblaciones de raigrás anual al campo 

experimental de la EEA Pergamino, ubicado a 33º 56 de latitud y 60º 43 de longitud cuyo suelo fue 

un argiudol típico con fase levemente erosionada. Se utilizó un diseño experimental en bloques 

completos al azar (DBCA), con 3 repeticiones. Cada población estuvo representada por 90 plantas 

dispuestas en 2 hileras de 45 plantas cada una y distanciadas a 0,40 m entre plantas y 0,40 m entre 

hileras. El distanciamiento entre plantas respondió a la “Técnica de cultivos experimentales en 

ambiente homogéneo” dispuesta por Turesson (1922) que permite eliminar los efectos del ambiente 

sobre cada planta individual, y estimar con mayor precisión la expresión genética de cada carácter. 

Del total de 90 plantas/población, se utilizaron 45 plantas (15 plantas por repetición) para realizar 

las mediciones correspondientes a los caracteres vegetativos y las otras 45 plantas (15 plantas por 
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repetición) se destinaron a las mediciones correspondientes a los caracteres reproductivos. Durante 

todo el período de evaluación a campo, el ensayo se mantuvo controlado de malezas, se fertilizó en 

otoño con una dosis de 75 Kg/ha de nitrógeno (150Kg/ha de urea) y se regó a fin de lograr la 

implantación del mismo. Los datos meteorológicos desde el transplante hasta la cosecha 

correspondiente a ese año se observan en el gráfico 2. 

 

Gráfico 2: Precipitaciones en mm (Pp), temperatura media en ºC (TMe), radiación global incidente en Mj/m2 (Rad), 

correspondiente a los meses transcurridos desde el transplante hasta la cosecha. 
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3.1.4 Los caracteres evaluados  

 

Los objetivos primarios de la mayoría de los programas de mejoramiento de especies 

forrajeras han sido el incremento de la producción de forraje y de la persistencia. Recientemente 

han tomado mayor importancia la calidad y la resistencia a factores bióticos y abióticos. En el caso 

de raigrás anual interesan desde el punto de vista morfo-fisiológico caracteres asociados a la 

producción de materia seca (índice de cosecha de la parte aérea), a la producción de semillas y al 

comportamiento frente a la roya de la corona (Puccinia coronata). Por tales motivos los caracteres 
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que se enumeran a continuación fueron los considerados de mayor importancia en esta primera 

etapa del estudio de la variabilidad genética. 

 

3.1.5 Los caracteres vegetativos  

 

Se consideraron caracteres vegetativos aquellos comprendidos desde el transplante a campo 

(14/05) hasta el momento del pasaje de estado vegetativo a reproductivo (inicio de elongación). 

Este período fue de 103 días, las mediciones se realizaron en 45 plantas por población (15 plantas 

por repetición) a excepción del número de macollos y altura de planta previo al segundo corte que 

se realizaron en 6 plantas por población. Durante el período mencionado se midieron los siguientes 

10 caracteres: 

 

1. Hábito de crecimiento: a los 103 días (24/08) desde el transplante se realizó la medición 

del hábito de crecimiento, definido como el ángulo que formaba el canopeo de cada planta y 

la superficie del suelo, utilizando la siguiente escala: 1=postrado; 2=semipostrado; 

3=semierecto; 4=erecto  

 

 

 

 

 

2. Vigor de planta: a los 103 días (24/08) desde el transplante se registró en forma visual el 

vigor de crecimiento invernal por planta, como medida de la productividad de forraje, 

utilizando la siguiente escala: 1=regular; 2=bueno; 3=muy bueno. 

1= postrado1= postrado 2= 2= semipostradosemipostrado 4= erecto4= erecto3= 3= semierectosemierecto
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3. Ancho de hoja: a los 103 días (24/08) desde el transplante se registró mediante escala 

visual el ancho de hoja promedio característico de cada planta. Para ello se realizó un 

recorrido previo del ensayo observando la totalidad de genotipos, determinando así un 

ranking con 3 niveles de ancho de hoja: 1=angosta; 2=intermedia; 3=ancha. 

 

4. Número de macollos vegetativos: a los 88 días (09/08) desde el transplante se realizó el 

conteo del número de macollos producido por cada planta. 

 

5. Altura de planta previo al segundo corte: a los 124 días (14/09) desde el transplante se 

realizó la medición de la altura de planta, en cm utilizando una regla graduada apoyada en el 

centro de cada mata hasta el extremo superior. 

 

6. Peso de la materia seca del primer corte: a los 103 días (24/08) desde el transplante se 

realizó la cosecha de forraje fresco de cada planta individual. El mismo se efectuó con hoz a 

una altura de corte de 6 cm (altura de puño) desde el nivel del suelo. Cada planta fue 

identificada y conservada en bolsas de polietileno, para evitar pérdida de humedad, 

trasladada a gabinete, y pesada en balanza Veltrox Modelo 1502 (Máx 3000g, d=0,5g). 

Cuando el peso fresco por planta fue superior a 250g se muestreo de cada planta 250g. 

Luego se colocó en bolsas de papel tipo kraft y se secó en estufa de aire forzado por un 

período de 48 hs, hasta lograr un peso seco constante. Posterior al mismo se pesó en balanza 

(ídem peso fresco) y se registró el peso de la materia seca referido al peso fresco total 

obteniendo el peso seco en gramos del primer corte. En aquellas plantas que se muestrearon 

a 250g se realizó la corrección llevando el valor de peso seco (mediante regla de tres simple) 

al peso fresco correspondiente.  
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7. Peso de la materia seca del segundo corte: a los 124 días (14/09) desde el transplante se 

realizó la cosecha de forraje fresco de cada planta individual y se consideró el segundo 

corte. El procedimiento utilizado fue igual al anterior y se registró el peso de la materia seca 

del segundo corte en gramos. 

 

8. Peso de la materia seca del tercer corte: a los 165 (25/10) días desde el transplante se 

realizó la cosecha de forraje fresco de cada planta individual y se consideró el tercer corte. 

El procedimiento utilizado fue igual a los anteriores y se registró el peso de la materia seca 

del tercer corte en gramos. 

 

9. Peso de materia seca total: correspondió a la suma de la materia seca en gramos de los tres 

cortes realizados. 

 

10. Porcentaje de plantas afectadas por roya (Puccinia spp): las mediciones se realizaron 

desde el momento en que se observó la presencia de al menos una planta por población 

afectada por roya (Puccinia spp). En total se efectuaron tres mediciones la primera el 14/10, 

la segunda el 26/10, la tercera y última el 08/11 realizando conteo directo de plantas 

infectadas por roya (Puccinia spp) en los tres bloques, obteniendo el promedio por 

población de plantas afectadas.  

 

3.1.6 Los caracteres reproductivos  

 

Se consideraron caracteres reproductivos aquellos comprendidos desde el momento del 

pasaje de estado vegetativo al reproductivo (inicio de elongación) hasta la cosecha de semillas. Este 
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período fue de 90 días, las mediciones se realizaron en 36 plantas por población (12 plantas por 

repetición, debido a la pérdida de plantas por mortandad) y durante el mismo se midieron 5 

caracteres. 

 

1. Fecha de floración: se consideró fecha de floración cuando el 50% del total de macollos de 

cada planta emitió espigas. La variable se registró como el número de días transcurridos 

desde el transplante (14/05) hasta dicho momento fenológico. 

 

2. Número de macollos reproductivos: a los 193 días desde el transplante (22/11) se realizó 

la cosecha de espigas de cada planta individual mediante hoz. Cada planta fue puesta en 

bolsas de papel tipo kraft, trasladadas al gabinete y puestas a secar a temperatura ambiente. 

Cuando todas las plantas lograron una humedad inferior al 14% y previo a la trilla 

individual, se realizó el conteo directo del número de macollos reproductivos (número de 

espigas) por planta. 

 

3. Largo de espiga: previo a la trilla individual, de cada planta se tomaron al azar tres espigas 

y mediante una regla graduada, se midió el largo desde la primera espiguilla hasta el 

extremo de la espiga en cm. 

 

4. Peso total de semillas: se realizó la trilla de las espigas de cada planta con una trilladora de 

cilindro dentado marca Allan Machine C.O. Modelo SVSRGI. Las espigas de cada planta 

trillada fue sometida a limpieza manual a través de las siguientes zarandas: 1/20'' x 1/2'' y 

luego 1/24''x1/2'', quitando así el material inerte (glumas, restos de raquis, etc) y las semillas 

vanas (vacías). Las semillas obtenidas de cada planta fueron pesadas en balanza de precisión 
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Chyo Modelo MJ-300 (Máx=300g, d=0,001g) obteniendo así el rendimiento de semilla de 

cada planta en gramos. 

 

5. Peso de mil semillas: del total de semillas producido por cada planta se tomaron al azar tres 

muestras de 100 semillas puras, las que fueron pesadas en balanza de precisión Chyo 

Modelo MJ-300 (Máx=300g, d=0,001g). Se calculó el promedio de los 3 pesos de 100 

semillas y el valor fue multiplicado por 10, a partir de allí se obtuvo el peso de 1000 

semillas de cada planta en gramos. 

 

3.1.7 Análisis de la información 

 

Todos los datos obtenidos en la etapa de evaluación de caracteres morfo-fisiológicos fueron 

sometidos a distintos tipos de análisis estadístico. En primera instancia se realizaron los análisis 

correspondientes para comprobar los supuestos de normalidad, una vez realizadas las 

transformaciones en aquellos casos que lo requirió, se procedió a realizar el análisis de variancia y 

sus componentes y por último se realizaron los análisis multivariados necesarios. 

 

3.1.8 Prueba de distribución normal y transformación de variables 

 

Para determinar la distribución que presentaban las variables se utilizó el procedimiento 

Univariate del paquete estadístico SAS/V8, realizándose para todas las variables la prueba de 

homogeneidad de variancias a través de la prueba de Bartlett, la prueba de no aditividad de Tukey, 

el test de normalidad de los residuales a través del test estadístico W de Shapiro-Wilk y para cada 

variable se determinó la forma de la distribución a través de la Kurtosis y Skewness. Cuando las 
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variables analizadas no cumplieron con alguno de los supuestos de la normalidad se procedió a 

realizar la transformación adecuada para el tipo de variable (cuadro 2). 

 

Cuadro 2: Transformación de variables 

Variable Transformación 

Hábito de crecimiento 
 

√x 

Peso materia seca primer corte Log10(x+10) 

Peso materia seca segundo corte Log10(x+10) 

Peso materia seca tercer corte Log10(x+10) 

 

3.1.9 Análisis de la Variancia 

 

Se realizó el análisis de la variancia mediante el procedimiento glm del paquete estadístico 

SAS/V8, este método permite comparar el comportamiento promedio de las poblaciones para los 

diferentes caracteres, y se basa en la partición de la variación observada, descomponiéndola en 

fuentes de variación independientes. 

 

3.1.10 Análisis de variancia entre poblaciones 

 

Con el fin de analizar la significancia de las variancias de los diferentes caracteres entre 

poblaciones se realizaron análisis interpoblacionales para cada carácter. 

Se utilizó un modelo de bloques completamente aleatorizado: 

 

Yij= m + ai + bj + eij 
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donde: m es la media general, ai representa el componente de variancia debido a poblaciones, bj es 

el componente de variancia debido a bloques y eij es el componente de variancia debida al error 

experimental. 

 

Cuadro 3: Fuentes de variación, grados de libertad (GL) y esperanza de los cuadrados medios (E(CM)), para cada 

componente de variancia en el análisis entre poblaciones 

 

Fuente de Variación GL E(CM) 

Repeticiones r – 1  

Entre Poblaciones p – 1 σ2e + r σ2p 

Error (r – 1)( p – 1) σ2e 

Total pr – 1  

 

donde: r es el número de bloques o repeticiones en este caso 3, p es el número de poblaciones en 

este caso 32. Los bloques y poblaciones se consideraron como efectos aleatorios, las pruebas de F 

para los factores principales fue probada con el cuadrado medio del error (CMe). 

 

Luego de realizar este análisis con el objetivo de detectar cuales poblaciones difirieron 

significativamente en la media de los caracteres evaluados, se realizó la prueba t para la diferencia 

mínima significativa (LSD, “least significance difference”) mediante el procedimiento glm del 

programa estadístico SAS V.8. 
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3.1.11 Estimación de componentes de variancia 

 

Los componentes de variancia para cada variable se estimaron a partir de las esperanzas de 

los cuadrados medios (E(CM)) obtenidas en los cuadros de análisis de variancia. 

 

σ2g = (CMp – CMe)/r 
σ2g = Variancia genética 

CMp= Cuadrado medio de poblaciones 

CMe= Cuadrado medio del error experimental 

r= Número de repeticiones 

 

σ2e = CMe 

σ2e = Variancia ambiental 

 

σ2f = σ2g + σ2e 

σ2f = Variancia fenotípica 

 

3.1.12 Estimación del grado de determinación genética (GDG) 

 

La heredabilidad en sentido amplio o grado de determinación genética expresa la 

variabilidad genética potencial (Falconer, 1989). Sin bien, ésta estimación engloba los efectos 

aditivos, dominantes y epistáticos, podríamos suponer que si un carácter tiene un alto GDG, indica 

al menos que los procesos de diferenciación poblacional (posibles efectos fundadores, deriva y 

selección natural) han sido efectivos y sugerirían la posibilidad de realizar selección sobre ellos. Sin 

embargo queda claro que la ganancia esperada por selección deberá ser estimada en futuros trabajos 
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que estimen la varianza genética aditiva, por ejemplo a través de familias de medios hermanos 

(Falconer, 1989). 

Una vez obtenidos las estimaciones de los componentes de variancia a partir del análisis de 

variancia, se estimo el GDG (Burton, 1952; Burton y De Vane, 1953; Shing et al, 1993): 

GDG = σ2g / σ2f 

También se calcularon los coeficientes de variación genética (CVg) y fenotípica (CVf) 

(Burton y De Vane, 1953; Singh y Chaudhary, 1979) de la siguiente manera: 

CVg =  √(σ2g)/ media 

CVf= √(σ2f)/ media 

En forma conjunta el coeficiente de variación genética y la estimación de la heredabilidad de 

un carácter nos da idea del potencial para efectuar una posible selección en la población analizada 

(Burton y De Vane, 1953). 

 

3.1.13 Estimación de la correlación fenotípica 

 

La asociación entre dos caracteres que pueden ser directamente observados es la correlación 

de valores fenotípicos o correlación fenotípica. Esta se determina a través de la medición de dos 

caracteres en un número de individuos de la población, se realiza para conocer el grado de 

asociación entre los caracteres para ser utilizados en futuros procesos de selección. Para esta 

estimación se realizó un análisis de variancia y covariancia (Cuadro 4), mediante el procedimiento 

corr del paquete estadístico SAS/V8 (coeficiente de correlación de Pearson).  

 
 
 
 
 
 



 

 

30 

Cuadro 4: Fuentes de variación, grados de libertad (GL) y esperanza de los cuadrados medios (E(CM)), esperanza de 

los productos medios (E(PM)) para cada componente de variancia y covariancia en el análisis entre poblaciones 

 

Fuente de Variación GL E(CM) E(PM) 

Repeticiones r – 1   

Entre Poblaciones p – 1 σ2e + rσ2g Cove(XY) + rCovg (XY) 

Error (r – 1)( p – 1) σ2e Cove(XY) 

Total pr – 1   

 
 

X e Y= par de caracteres 

σ2e = componente de la variancia ambiental 

Cove = componente de la covariancia ambiental 

σ2g = componente de la variancia genética 

Covg = componente de la covariancia genética 

 

La covariancia genética (Covg) se estimo a partir de la siguiente expresión: 

 

Covg = [Cove(XY) + rCovg (XY)] - Cove(XY) 
r 

 
 

Correlación fenotípica (rf), según Mariotti (1986): 

 

rf =         [Covg(XY) +  Cove (XY)] 

                  {[σ2e(X) + σ2g(X)] [σ2e(Y) + σ2g(Y)] }1/2  
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3.1.14 Análisis Multivariado 

 

Con los datos obtenidos de las variables morfo-fisológicas, se decidió aplicar análisis 

multivariado con el objetivo de detectar diferencias y/o similitudes entre las poblaciones (Crisci y 

Lopez Armengol, 1983), en respuesta a los caracteres evaluados. Los análisis aplicados fueron: 

Análisis de Componentes Principales y Análisis Jerarquizado (Cluster). 

 

El Análisis de Componentes Principales se basa en la transformación de un conjunto de 

variables cuantitativas originales en otro conjunto de variables independientes no correlacionadas, 

llamadas componentes principales. El objetivo de este análisis es poder condensar la información 

obtenida, en unas pocas componentes principales que expliquen la mayor variabilidad posible. El 

mismo se realizó mediante Análisis de Componentes Principales del paquete estadístico 

InfoStat/Profesional Versión 1.1.  

 

Por su lado el Análisis Jerarquizado o Cluster es una técnica de agrupamiento que se basa en 

las similitudes o distancias entre las observaciones o variables para ello se utilizó como medida de 

distancia la distancia euclídea. Los resultados del agrupamiento se pueden observar a través de un 

dendrograma y el método empleado fue el del centroide no ponderado Ward, el cual promedia todas 

las distancias entre pares de poblaciones (en este caso) ajustando por las covariancias. El mismo se 

realizó mediante análisis de conglomerados del paquete estadístico InfoStat/Profesional Versión 

1.1.  
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3.2 Caracterización Molecular 

 

3.2.1 Poblaciones Evaluadas 

 

Para realizar la caracterización de la variabilidad genética a nivel molecular, no se 

consideraron todas las poblaciones evaluadas en la caracterización morfo-fisiológica, sino algunas 

de ellas. El criterio de inclusión se fundamentó en la elección de aquellas poblaciones que en el 

análisis de cluster pertenecían a distintos sub-grupos. Este análisis se realizó considerando tres 

caracteres de importancia agronómica en cualquier programa de selección de especies forrajeras: 

materia seca total (peso seco acumulado de 3 cortes) por planta, peso total de semillas por planta y 

número de espigas por planta. También se incluyeron poblaciones que en análisis de cluster 

estuvieron muy cercanas, de manera de tener una medida comparativa de la efectividad de ambos 

análisis (morfo-fisiológico y molecular) en la discriminación de las poblaciones. Las poblaciones 

que pasaron a la etapa de análisis molecular fueron las siguientes: 10, 25, 26, 27, 28, 29 y 30 

(Gráfico 3).  
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Gráfico 3: Mapa de las áreas donde se realizaron las colectas de las poblaciones naturalizadas de raigrás anual diploide 

analizadas mediante marcadores moleculares. 
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3.2.2 Material vegetativo y extracción de ADN 

 

Se realizó la puesta a punto de la extracción de ADN en las poblaciones 10, 25, 26, 27, 28, 

29, 30 (cuadro 1), se utilizó tejido verde fresco de plántulas individuales, cuyas semillas fueron 

sembradas en macetas con tres partes de tierra y una parte de compost (Foto 1). Se sembraron 100 

semillas por población, las que fueron mantenidas en un invernáculo sin calefacción durante 20 

días. El objetivo fue promover el crecimiento vegetativo y obtener al menos 3-4 hojas.  

 

Foto 1: Poblaciones sembradas en macetas, plántulas de 20 días de crecimiento para obtener tejido verde fresco para la 

extracción de ADN 

 

 

La extracción de ADN se realizó utilizando la metodología de Kleinhofs et al, 1993 con algunas 

modificaciones: 
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1. Se tomó la mayor cantidad de hojas que presentó cada plántula con un crecimiento de 20 

días pesando en promedio aproximadamente 100 mg. 

2. Se colocó el tejido fresco en microtubos de 2ml y éstos dentro de nitrógeno líquido, 

dejándolos unos minutos para que se congelen. Se retiró el microtubo del nitrógeno líquido 

y se molió rápidamente las muestras sin que se descongelen, con un vástago de punta 

cónica.  

3. Se agregó 600µl de buffer de extracción (sin CTAB), caliente (65ºC) en cada microtubo y se 

molió nuevamente. 

4. Se realizó la incubación de los microtubos en baño de agua a 65ºC, 10 min. 

5. Se agregó 75µl de SDS y 75µl de CTAB, calientes (65ºC) 

6. Se incubó en baño de agua a 65ºC, 30 min a 1 hora (con inversiones cada 15 minutos) 

7. Se agregó 750µl de cloroformo 

8. Se mezcló suavemente mediante inversiones durante 10 minutos 

9. Se centrífugo a 10.000 rpm, 30 minutos 

10. Se extrajo el sobrenadante (±670µl) y se volcó en un microtubo de 1,5ml (1er cambio de 

tubo) 

11. Se agregó un volumen igual de cloroformo. 

12. Se mezcló suavemente mediante inversiones durante 10 minutos. 

13. Se centrifugó a 10.000 rpm durante 30 minutos. 

14. Se extrajo el sobrenadante y se volcó en un microtubo de 1,5 ml (2do cambio) 

15. Se precipitó el ADN con isopropanol frío, se agregó un 60% del volumen (aproximadamente 

500µl). Se mezcló suavemente. 

16. Se centrifugó 10 minutos a 10.000 rpm 

17. Se descartó el sobrenadante quedando el pellet. 
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Luego se realizó el lavado de pellet, como se detalla a continuación: 

1. Se agregó 1ml de etanol al 70% 

2. Se centrifugó 8-10 minutos. 

3. Se descartó el sobrenadante y se realizó el 2do lavado con etanol 

4. Se centrifugó y descartó el sobrenadante. 

5. Se dejó secar el pellet, hasta evaporación total del etanol (tubitos abiertos). 

6. Se resuspendió el ADN con 40µl de TE 1X 

 

Buffer de extracción: 

     Concentración Final  

1M TrisClH (pH 8) 100mM 

5M NaCl 700mM 

0,5M EDTA (pH 8) 50mM 

SDS 20%* 2% 

CTAB 10%* 1% 

H2O  

*Se agregó después de calentar a 65ºC                                                         

 

3.2.3 Cuantificación y Dilución de ADN 

 

Se cuantificó el ADN extraído, en forma visual sembrando 2µl de ADN y 8µl de BPB (Azul 

de bromofenol) en geles de agarosa 0,8 % con bromuro de etidio (0,1µg/µl). Se compararon con 

muestras de ADN de concentración conocida y se visualizaron mediante transiluminador de luz 

ultravioleta. Una vez cuantificadas las muestras del ADN extraído se procedió a realizar las 

diluciones de trabajo con TE 1/10 (1:Tris 10:EDTA) , llegándose a una concentración final de 10 

ng/µl.  
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3.2.4 Amplificación del ADN 

 

Se realizó la puesta a punto de las técnicas de SSR, mediante la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) en muestras de 10 individuos de cada población sólo a los fines de ajustar la 

técnica y se probaron 10 microsatélites públicos de la especie Lolium perenne L. extraídos de Jones 

et al (2001): LPH01A02, LPH01A07, LPH01A10, LPH01D09, LPH01E10, LPH01F02, 

LPH01H06, LPH02C11, LPK01A03, LPK01A1 (Cuadro 5). 

Cuadro 5: Descripción de primers tentativos utilizados para la determinación de variabilidad genética a nivel molecular 

Primer Secuencia Identificación 
LPH01A02-F aaagaccgcatacgaagt 
LPH01A02-R aaccaaagcctcaagaca 

LPH01A02 

LPH01A07-F tggagggctcgtggagaagt 
LPH01A07-R cggttcccacgccttgc 

LPH01A07 

LPH01A10-F gaggcaccggccatggag 
LPH01A10-R aggacgagccactcacttg 

LPH01A10 

LPH01D09-F caagtgccaccatagatacaa 
LPH01D09-R cgtgaagatcactataaacacga 

LPH01D09 

LPH01E10-F cgcagcttaatttagtc 
LPH01E10-R gctttgagtatgtaaagtt 

LPH01E10 

LPH01F02-F tcgtgggtccttctggat 
LPH01F02-R tcgggtgatgatgttgactt 

LPH01F02 

LPH01H06-F attgactggcttccgtgtt 
LPH01H06-R cgcgattgcagattcttg 

LPH01H06 

LPH02C11-F tggaataacgatgaaaag 
LPH02C11-R catcacgaattaacaagag 

LPH02C11 

LPK01A03-F ggacgaactgccgagaca 
LPK01A03-F cgggcatggtgagaagga 

LPK01A03 

LPK01A1-F cggccacccttgatagag 
LPK01A1-R tcgtcaaggatccggaga 

LPK01A1 

 

 

Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador MJ Research PTC-100, 

utilizándose el programa touch-down: 

 

• Temperatura inicial de desnaturalización de 94ºC, durante 5 minutos 

• Ciclos: (15) 

� Desnaturalización 94ºC, 30 segundos 
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� Temperaturas de hibridación con un gradiente de temperatura 

comenzando a 65ºC y finalizando a 50ºC después de los 15 

ciclos (-1ºC/ciclo) 

� Extensión 72ºC, 30 segundos cada ciclo 

• Ciclos: (35) 

� Desnaturalización 94ºC, 30 segundos 

� Temperaturas de hibridación de 55ºC durante 30 segundos 

cada ciclo 

� Extensión 72ºC, 30 segundos cada ciclo 

• Extensión: 72ºC, 10 minutos 

• Final 4ºC  

Los SSR que no amplificaron con la temperatura de hibridación o annealing de este 

programa, se procedieron a amplificar con la temperatura obtenida a partir del siguiente cálculo 

(Rybicki, 2005. http://www.mcb.uct.ac.za/manual/MolBiolManual ): 

Tm: 4(G+C) +2(A+T) 

Donde: 

Tm: temperatura de fusión o melting (temperatura of melting) 

G: cantidad de bases de Guanina 

C: cantidad de bases de Citosina 

A: cantidad de bases de Adenina 

T: cantidad de bases de Timina 
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Para aquellos SSR que no amplificaron con ésta Tm, se siguió ajustando estimando la Tm 

para cada primer dentro de cada SSR y al menor valor de los dos se le redujo 5ºC (Innis y Gelfand, 

1990) como se observa en el cuadro 6. 

 

Cuadro 6: Descripción de primers probados utilizados para la determinación de variabilidad genética a nivel molecular, 

Tm (temperatura de hibridación, ºC), Tm promedio (temperatura de hibridación promedio ºC, entre ambos primes 

Forward-F- y Reverse-R-), Tm -5ºC (temperatura de hibridación reduciendo 5ºC a la temperatura menor entre F y R), 

identificación del SSR  
 

Primer Secuencia Tm (ºC) Tm promedio (ºC) Tm (-5ºC) IDENTIFICACION
LPH01A02-F aaagaccgcatacgaagt 52
LPH01A02-R aaccaaagcctcaagaca 52
LPH01A07-F tggagggctcgtggagaagt 64
LPH01A07-R cggttcccacgccttgc 58
LPH01A10-F gaggcaccggccatggag 62
LPH01A10-R aggacgagccactcacttg 60
LPH01D09-F caagtgccaccatagatacaa 60
LPH01D09-R cgtgaagatcactataaacacga 64
LPH01E10-F cgcagcttaatttagtc 34
LPH01E10-R gctttgagtatgtaaagtt 50
LPH01F02-F tcgtgggtccttctggat 58
LPH01F02-R tcgggtgatgatgttgactt 58
LPH01H06-F attgactggcttccgtgtt 56
LPH01H06-R cgcgattgcagattcttg 54
LPH02C11-F tggaataacgatgaaaag 48
LPH02C11-R catcacgaattaacaagag 52
LPK01A03-F ggacgaactgccgagaca 58
LPK01A03-R cgggcatggtgagaagga 58
LPK01A1-F cggccacccttgatagag 58
LPK01A1-R tcgtcaaggatccggaga 58

58 53 LPK01A03*

58 53 LPK01A1

55 49 LPH01H06*

50 43 LPH02C11

42 29 LPH01E10

58 53 LPH01F02

61 55 LPH01A10

62 55 LPH01D09*

52 47 LPH01A02

61 53 LPH01A07*

 

 

 

*Finalmente se establecieron las siguientes temperaturas para los SSR amplificados: 

SSR Temperatura de hibridación ºC 

LPH01A07 55 

LPH01D09 55 

LPH01D06 50 

LPK01A03 50 



 

 

40 

Para la puesta a punto de las amplificaciones también se probó con cada temperatura 

estimada diferentes concentraciones de los componentes de la Mix PCR. Variando la concentración 

del Cl2Mg desde 1,5 mM hasta 2 mM, la concentración de primers desde 0,5µM hasta 1,5µM y la 

concentración de TAQ desde 0,5U a 0,9U. Ajustándose así las concentraciones de trabajo, las 

reacciones de amplificación finales se realizaron en un volumen final de 13 µl en placas de 96 wells 

para PCR y en las concentraciones que se mencionan: 

 

Mix PCR 

  Concentración final 

Primer (F+R)  0,92µM 

TAQ pol (InvitrogenTM)  0,75 U/µl 

ADN  10 ng/µl 

Buffer   10X 

Cl2Mg  1,5mM 

dNTP  2mM 

H2O ultrapura   

 

3.2.5 Preparado de vidrios, corrida, tinción y revelado 

 

La separación de los productos de amplificación se realizó en geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida 6% (19:1 acrilamida: bis-acrilamida) de 0,4 mm de espesor, mediante electroforesis 

vertical en cubas de secuenciación (Sequi-Gen GT Nucleic Acid Electrophoresis Cell, BioRad). 

Los geles y armado de la cuba se realizaron según especificaciones de BioRAD. En cada gel se 

sembró 3 µl de los productos de amplificación y 25 individuos por población por SSR para realizar 

el análisis de la misma. 



 

 

41 

La corrida electroforética se realizó a 55 Watts el tiempo de duración de la corrida se adecuó 

al peso molecular (PM) estimado del SSR obtenido de Jones et al, 2001. En cada corrida se 

utilizaron como marcadores de peso molecular DNA Step Ladder DNA (InvitrogenTM  10 pb y 25 

pb) para estimar el peso molecular de los alelos presente en cada SSR de las diferentes poblaciones. 

Una vez finalizada la corrida se realiza al revelado de la bandas mediante la tinción con plata 

siguiendo el Protocolo de Tinción con Plata para Secuenciación de Promega Corp. Efectuado el 

revelado se procedió a evaluar manualmente los tamaños de pares de base de los alelos presentes, 

utilizando un transiluminador de luz blanca considerando los diferentes tamaños de bandas 

amplificados como diferentes alelos.  

 

3.2.6 Análisis estadístico de los resultados 

 

Se realizó el análisis estadístico de los datos con el fin de cuantificar la variabilidad genética, 

mediante la existencia de polimorfismos, la frecuencia de alelos y la diversidad genética. La 

estructura genética de una población se estimo mediante los estadísticos F de Wright, y se trató de 

establecer el grado de asociación entre poblaciones por medio de análisis multivariado. 

 

3.2.7 Cuantificación de la variabilidad genética 

 

Mediante el programa Genetic Analysis in Excel -GenAlEx6- (Peakall y Smouse, 2006) se 

analizaron los siguientes parámetros estadísticos: 

� N: número de individuos analizados por población. 

� Ne: número efectivo de alelos por locus. Es una medida de diversidad e indica el 

tamaño de una población ideal en la cual dada las frecuencias alélicas existentes todos 
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los individuos son totalmente diferenciados (Peakall y Smouse, 2006). Se calculó 

como: 

Ne=1/(1-He) 

           Donde: He, es la heterocigosis esperada de la población  

 

� pi: frecuencia del alelo imo  

o Alelos comunes: aquellos alelos que se encuentran en una frecuencia por encima del 

5% (pi>0,05) 

o Alelos raros: se denomina aquellos alelos que se encuentran en una frecuencia por 

debajo del 5% (pi≤0,05) 

o Alelos privativos: son aquellos alelos que solo están presentes en una población, 

pueden o no ser alelos raros. 

o Alelos compartidos: son aquellos alelos que indistintamente de la frecuencia que se 

encuentre están presente en todas las poblaciones analizadas.  

 

� Ho: heterocigosis observada, se determinó en forma directa y es la cantidad de 

heterocigotos presentes en la población (Peakall y Smouse, 2006). Se calculó como: 

 Ho=Nº heterocigotos/N 

                     Donde: N, es el tamaño de la muestra. 

 

� He: heterocigosis esperada. es una estimación del poder discriminatorio de un locus 

tiene en cuenta el número de alelos y su frecuencia relativa. En este programa (Peakall 

y Smouse, 2006) la He es equivalente al contenido de información polimórfica (PIC), 
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que es un parámetro utilizado para medir la capacidad discriminatoria de los loci es 

decir la variabilidad genética de cada SSR, según Anderson et al, 1993: 

   N 
He= PIC=1 - ∑pi2  

           i=1 

          Donde: pi, es la frecuencia alelica del imo alelo 

          N, el número de alelos observados 

 

� Nm: es el número de migrantes. Si Nm<1, indica una diferenciación local de 

poblaciones, mientras que si Nm>1, indica que ocurrió una diferenciación entre las 

poblaciones (Peakall y Smouse, 2006). Se calculó como: 

Nm=[(1/Fst)-1] 
    4 

 

3.2.8 Análisis de la estructura genética de la población 

 

Mediante los estadísticos F de Wright (Wright, 1951) se determinó la estructura genética de 

cada población este método es el más utilizado y se basa en la idea de que la subdivisión de una 

población lleva consigo un efecto similar a la endogamia, por lo tanto es posible medir este efecto 

en términos de la reducción en la proporción de genotipos heterocigóticos, es decir en términos de 

heterocigosidad. 

 

� Estadísticos F de Wright: 

 

Mide la reducción de heterocigosis esperada con apareamiento al azar a cualquier nivel de 

jerarquía poblacional en relación a otro nivel más inclusivo de la misma. Los estadísticos 

F jerarquizados definidos a continuación son todos coeficientes de endogamia, pero se 
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diferencian según la población de referencia. Fis se refiere a la endogamia en individuos 

(i), en relación con la de la subpoblación (s) a la que pertenecen; Fst se refiere a la 

endogamia en subpoblaciones (s), en relación con la de la población total de la que son 

una parte; Fit se refiere a la endogamia en individuos (i), en relación con la de la población 

total (t). Se calcularon de la siguiente forma:  

 

• Fis: es el coeficiente de endogamia dentro de individuos de una misma 

población. Nos da idea de la reducción en heterocigosidad de un individuo 

debido al apareamiento no aleatorio en su subpoblación. Valores cercanos a 

cero indican cruzamientos al azar dentro de la población, valores 

sustancialmente positivos indican endocría o alelos nulos no detectados y 

valores negativos indican un exceso de heterocigotos, debido a cruzamientos 

negativos o selección heterocigotos. Se calcula como:  

Fis= He – Ho 
             He       

                      Donde: Ĥe, es la  heterocigosis esperada por población 

               Ho, es la heterocigosis observada por población 

 

• Fst: es el índice de fijación y mide el efecto de la subdivisión de la población 

que es la reducción promedio de la heterocigosidad de una subpoblación 

debido a la deriva génica por azar. Si todas las subpoblaciones están en 

equilibrio Hardy-Weinberg con la misma frecuencia alélica, Fst=0.  

Fst= HT – He 
             HT 

Donde: HT, es la heterocigosis esperada en la población total 
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• Fit: es el coeficiente de endogamia total de un individuo, incluye la 

contribución debida a los cruzamientos no al azar ocurridos dentro de las 

subpoblaciones (Fis) y la contribución debida a la propia subdivisión (Fst). El 

Fit mide la reducción en heterocigosidad de un individuo en relación a la 

población total. Se calcula como: 

Fit= HT – Ho 
             HT  

 

3.2.9 Análisis Multivariado 

 

Dentro de los análisis se realizó la matriz básica de datos, la matriz de similitud, el análisis 

de variancia correspondiente para evaluar la variabilidad entre y dentro de poblaciones, el método 

de ordenamiento, el método de clasificación, se trató de establecer la existencia de patrones de 

estructuración geográfica de los genotipos y el método para consensuar los datos moleculares con 

los datos agronómicos. De esta forma el conjunto de resultados obtenidos a través del análisis 

multivariado permitió tipificar las poblaciones y establecer relaciones entre ellas. 

 

3.2.10 Matriz Básica de Datos (MBD) 

 

Se consideraron 20 individuos de cada una de las poblaciones en estudio. A partir de los 

alelos identificados se construyó una Matriz Básica de Datos (MBD) computando la frecuencia 

relativa de presencia/ausencia de banda o alelo por SSR, mediante 1 y 0 respectivamente, 

obteniendo una MBD para individuos dentro de poblaciones.  
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3.2.11 Matriz de distancia genética  

 

El grado de asociación o relación genética entre poblaciones se estableció mediante la 

distancia genética de Prevosti (Prevosti, 1974, citado por Wrigth, 1978) también conocida como 

distancia genética de Gregorious (Gregorious, 1974, 1984): 

 

                                                                       p    q 

dij=   1 ∑ ∑  (xikl - xjkl)2 
                                                                   p k=1 l=1 
 

Donde dij:  es la medida de distancia genética entre unidades i y j, basadas en las frecuencias 

alélicas (relativas) correspondientes a p loci cada uno de ellos con q alelos. k=1, 2,……p y 

l=1,2,…..q. Esta distancia se eligió por simplicidad, por ser una distancia euclídea lo que garantiza 

su representación en un espacio cartesiano y por poseer resultados altamente satisfactorios para ser 

aplicada en marcadores multialélicos (demostrados en estudios de simulación Carbonell et al, 2002, 

2003). Los datos fueron analizados mediante el programa NTSYS (Numerical Taxonomic System, 

ver. 2.11) (Rohlf, 2002). 

 

3.2.12 Análisis de Variancia (AMOVA) 

 

La matriz de distancias entre individuos dentro de poblaciones permitió evaluar la 

variabilidad genética dentro y entre poblaciones, la hipótesis nula a testear fue “no existe diferencia 

entre poblaciones”. Los datos fueron analizados mediante el programa Genetic Analysis in Excel 

(Peakall y Smouse, 2006) 
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3.2.13 Análisis de Ordenamientos. Análisis de Coordenadas Principales 

 

El objetivo de este análisis es poder concentrar la información obtenida, en unas pocas 

coordenadas principales que expliquen la mayor variabilidad posible. El Análisis de Coordenadas 

Principales (Gower, 1966) es un método adecuado para variables cualitativas y se realizó a partir de 

la matriz de distancia genética entre poblaciones transformándola mediante multiplicación (-1) y 

sumando (1), obteniendo así la matriz de similiaridad, y con esta se realizó el consiguiente análisis. 

Los datos fueron analizados mediante el programa NTSYS (Numerical Taxonomic System, ver. 

2.11) (Rohlf, 2002). 

 

3.2.14 Análisis de Agrupamiento. Análisis de Cluster 

 

Para ordenar, clasificar y agrupar las poblaciones según su caracterización molecular, se 

partió de la matriz de distancia genética donde dij midió el grado de asociación entre poblaciones. 

Fueron reveladas mediante el método jerarquizado de promedios aritméticos no ponderados entre 

grupos por pares (“Unweighted Pair Group Arithmetic Average”) (Sneath y Sokal, 1973). El 

algoritmo utiliza como regla de jerarquización la minimización de la distancia génica entre grupos, 

definida como el promedio aritmético no ponderado entre un grupo i de m individuos y otro grupo j 

de n individuos: 

                            m  n  

dij= 1   ∑ ∑ d (ih, jl) 
           h=1  l=1 

 

donde el hmo y el lmo individuo pertenecen al imo y jmo grupo respectivamente. 

Los datos fueron analizados mediante el programa NTSYS (Numerical Taxonomic System, ver. 

2.11) (Rohlf, 2002). 
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3.2.15 Coeficiente de Correlación Cofenética  

 

Para medir la distorsión ocasionada en el manejo de los datos durante la construcción de los 

dendrogramas se utilizó el Coeficiente de Correlación Cofenética (CCC) propuesto por Sokal y 

Rohlf (1981). Los datos fueron analizados mediante el programa NTSYS (Numerical Taxonomic 

System, ver. 2.11) (Rohlf, 2002). 

 

3.2.16 Test de Mantel 

 

El Test de Mantel (Mantel, 1967) permitió determinar la existencia de patrones de 

estructuración geográfica de los genotipos ya que permitió cuantificar la relación existente entre la 

distancia genética de las poblaciones y la distancia geográfica de las zonas de colección de las 

mismas, mediante un coeficiente de regresión. Los datos fueron analizados mediante el programa 

NTSYS (Numerical Taxonomic System, ver. 2.11) (Rohlf, 2002). 
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3.3 Análisis conjunto de la Caracterización Agronómica y la Caracterización Molecular 

 

El objetivo de realizar el análisis conjunto de los caracteres morfológicos y moleculares fue 

determinar las posibles relaciones existentes entre ambos en aquellas poblaciones que se analizaron 

con ambas caracterizaciones. Para ello se realizó el análisis de procrustes generalizado. 

 

3.3.1 Análisis de Procrustes Generalizados 

 

El Análisis de Procrustes Generalizados (Gower, 1975) permitió utilizar para cada tipo de 

variable una medida de distancia y un método de ordenación particular, obteniendo tantas 

configuraciones de individuos como fueran necesarias, para luego promediarlas en una única 

configuración denominada configuración de consenso (Bramardi, 2000). De esta forma se obtuvo 

un dato consenso entre los datos moleculares y los agronómicos para cada población, como también 

su dispersión desde el punto consenso. Los datos fueron analizados mediante el programa NTSYS 

(Numerical Taxonomic System, ver. 2.11) (Rohlf, 2002). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Caracterización Agronómica  

 

4.1.1 Caracteres Vegetativos 

 

En el cuadro 7, se presenta el comportamiento del análisis conjunto de las 32 poblaciones de 

raigrás anual diploide: media, desvío estándar, máximo, mínimo, coeficiente de variación y 

significancia (Pr>F), para todos los caracteres vegetativos estudiados. Mientras que en el cuadro 8, 

se observa el comportamiento promedio de las 32 poblaciones de raigrás anual diploide para los 

caracteres vegetativos. En general se detectaron diferencias significativas (P≤0,05) para la mayoría 

de las variables analizadas, con excepción del número de macollos vegetativos y la altura de planta 

previo al segundo corte.  

 

Cuadro 7: Comportamiento promedio de las poblaciones de raigrás anual diploide en caracteres vegetativos. 

Media, desvío estándar, máximo, mínimo, coeficiente de variación, nivel de significancia (Pr>F) 

 
Variable 

 

 
Media 

 
Desvío 
estándar 

 
Máximo 

 
Mínimo 

 
Coeficiente de 
Variación 

 
Pr > F 

Hábito de crecimiento (1=postrado…4=erecto) 1,84 1,09 4,00 1,00 59,09 0,0001 
Vigor de planta (1=regular…3=muy bueno) 1,83 0,86 3,00 1,00 46,99 0,0001 
Ancho de hoja (1=angosta…3=ancha) 1,84 0,88 3,00 1,00 47,88 0,0001 
Número de macollos vegetativos 60,41 17,32 119,00 20,00 28,68 NS 
Altura de planta previo al segundo corte (cm) 13,31 3,57 23,00 7,30 26,84 NS 
Peso de materia seca primer corte (g) 22,55 1,26 72,00 10,50 5,58 0,0001 
Peso de materia seca segundo corte (g) 22,44 1,24 95,00 11,00 5,54 0,0001 
Peso de materia seca tercer corte (g) 38,13 1,36 128,60 15,00 3,5 0,0001 
Peso de materia seca total (g) 55,88 17,77 152,60 11,70 31,80 0,0001 

NS: no significativa 
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Cuadro 8: Medias aritméticas de los caracteres vegetativos de las poblaciones de raigrás anual diploide evaluadas 

en condiciones de planta aislada en la EEA Pergamino durante 2004 

Poblaciones 
Hábito de 
crecimiento 
(1… 4) 

Vigor de 
planta 
(1….3) 

Ancho de 
hoja  
(1…3) 

Número de 
macollos 
vegetativos  

 

Altura de 
planta al 2º 
corte (cm) 

Peso de 
materia 
seca 1º 
corte (g) 

Peso de  
materia 
seca 2º 
corte (g) 

Peso  de 
materia 
seca 3º 
corte (g) 

Peso de 
materia 
seca total 
(g) 

2 1,15 1,00 1,15 76,83 13,23 22,14 22,08 37,80 56,23 
3 1,30 1,20 1,30 64,17 12,33 19,19 22,46 38,67 57,75 
4 1,65 1,45 1,50 49,00 9,77 20,42 21,00 34,86 58,72 
5 2,50 2,85 1,50 58,33 11,53 21,10 19,14 27,13 56,31 
6 1,05 1,10 1,05 65,00 11,47 21,46 22,94 39,17 51,01 
9 1,05 1,40 1,70 52,17 14,57 24,13 21,76 37,37 56,34 
10 1,25 1,10 1,20 63,83 13,77 23,63 21,81 37,37 56,48 
11 1,10 2,85 2,35 56,67 10,80 22,51 21,56 37,04 50,79 
12 3,35 2,45 2,10 53,50 11,43 25,01 23,53 40,75 59,13 
13 2,00 2,40 2,20 59,00 13,10 21,09 25,57 43,00 59,30 
14 2,30 1,75 2,25 56,50 13,53 22,80 21,41 37,02 54,34 
15 2,25 1,90 2,30 43,50 15,67 21,98 21,68 37,07 53,07 
16 1,60 1,95 1,40 61,17 12,23 18,57 19,17 34,20 50,02 
17 1,05 1,05 1,05 62,67 17,20 19,70 21,07 36,52 39,86 
18 1,60 1,25 1,10 50,83 13,77 21,57 24,50 42,75 56,18 
19 1,95 2,70 2,90 61,83 16,33 22,85 22,68 38,73 54,80 
20 1,70 2,00 2,95 56,67 16,80 20,01 22,98 39,58 54,39 
21 2,15 2,55 2,95 68,33 16,47 22,53 20,81 34,77 51,91 
22 1,05 2,25 1,60 53,33 12,87 21,55 21,02 35,27 50,92 
25 3,85 3,00 2,60 66,67 13,67 25,37 23,41 40,11 57,36 
26 1,30 1,35 1,30 60,00 11,23 21,06 21,20 36,97 52,44 
27 1,70 1,45 1,80 61,83 10,23 21,34 21,18 36,95 52,66 
28 3,50 2,40 2,90 55,00 15,57 23,19 23,14 39,92 58,50 
29 2,35 2,70 2,10 74,83 11,23 25,39 26,66 43,07 61,43 
30 1,00 1,15 1,25 62,33 13,90 23,69 21,99 37,45 56,27 
31 1,45 1,50 1,45 67,33 11,23 24,44 21,09 36,63 53,17 
32 1,05 1,15 1,00 74,33 11,10 23,61 21,94 37,39 60,58 
33 1,10 1,15 1,20 72,33 15,00 24,23 27,21 43,13 64,48 
34 2,35 1,40 2,90 47,67 12,33 23,24 22,38 38,63 58,52 
35 1,60 1,45 1,15 58,17 13,67 23,78 23,48 40,67 60,33 
36 3,50 1,95 2,05 67,17 15,80 26,12 24,23 41,11 64,80 

37 2,20 2,70 2,70 52,00 13,97 24,00 22,87 38,96 59,93 

Media 1,84 1,83 1,84 60,41 13,31 22,55 22,44 38,13 55,88 

LSD/LSR  0,13 0,36 0,37 19,12 5,66 1,09 1,08 1,12 7,06 
 

Nota: LSD (diferencias mínimas significativas: α=0,05); LSR (cocientes mínimos significativos  α=0,05)  
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1. Hábito de crecimiento  

 

La media del hábito de crecimiento considerando todas las poblaciones correspondió al 

tipo semipostrado (Cuadro 7), este carácter presentó diferencias significativas (P≤0,05) entre las 

poblaciones (Cuadro 8). El mayor porcentaje de plantas mostró un hábito de crecimiento 

postrado (53,91%), seguido por un hábito semipostrado (22,19%). Los porcentajes menores 

correspondieron a plantas con hábito erecto (14,38%) y semierecto (9,53%) (Gráfico 4). 

 

2. Vigor de planta 

 

El vigor de planta promedio entre todas las poblaciones fue calificado como bueno 

(Cuadro 7), y se detectaron diferencias significativas (P≤0,05) entre las poblaciones (Cuadro 8). 

El mayor porcentaje de plantas (46,88%) evidenció un vigor regular y el resto osciló entre muy 

bueno (29,84%) y bueno (23,28%) (Gráfico 5). 

 

3. Ancho de hoja 

 

El tipo promedio de ancho de hoja de todas las poblaciones fue medio (Cuadro 7) y se 

evidenciaron diferencias significativas (P≤0,05) entre las poblaciones (Cuadro 8). El mayor 

porcentaje de plantas logró un ancho de hoja tipo angosta (47,97%), seguido por un alto 

porcentaje (32,19%) con hojas anchas, y un porcentaje menor (19,84%), de hojas de ancho 

intermedio (Gráfico 6). 
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4. Número de macollos vegetativos 

 

La media del número de macollos vegetativos por planta fue de 60,40 considerando todas 

las poblaciones, con un rango de 20 a 119 (Cuadro 7), y no se detectaron diferencias 

significativas (P≥0,05) entre las poblaciones (Cuadro 8). La población 2 logró el mayor número 

de macollos vegetativos por planta (76,83) mientras que la población 15 presentó el menor 

número de macollos (43,50) (Cuadro 8). Del total de las plantas analizadas en todas las 

poblaciones el 48 % logró entre 42 y 66 macollos vegetativos (Gráfico 7). 

 

5. Altura de planta previo al segundo corte 

 

La altura media de planta, entre todas las poblaciones, previo al segundo corte fue de 

13,31 cm, con un rango que osciló entre 7,3 y 23 cm (Cuadro 7). Similarmente al número de 

macollos vegetativos, este carácter no presentó diferencias significativas (P≥0,05) entre las 

poblaciones (Cuadro 8). La población 17 logró la mayor altura (17,20 cm), mientras que la 

población 4 presentó la menor (9,77 cm) (Cuadro 8). Del total de las plantas analizadas en todas 

las poblaciones el 32 % logró entre 11 y 14 cm de altura previo al segundo corte (Gráfico 8). 

 

6. Peso de materia seca al primer corte 

 

La media del peso de materia seca al primer corte por planta fue 22,55 g, con un rango 

que osciló entre 10,50 a 72 g (Cuadro 7). Este carácter presentó diferencias significativas 

(P≤0,05) entre las poblaciones (Cuadro 8). La población 36 logró el mayor peso de materia seca 

promedio por planta (26,12 g), mientras que la población 16 presentó el menor valor (18,57 g). 
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Del total de las plantas analizadas en todas las poblaciones el 58 % logró entre 8 y 16 g de 

materia seca (Gráfico 9).  

 

7. Peso de materia seca al segundo corte 

 

La media del peso de materia seca al segundo corte fue 22,44 g (Cuadro 7), oscilando 

entre 11g y 95g. Similarmente a lo ocurrido en el primer corte, se detectaron diferencias 

significativas (P≤0,05) entre las poblaciones (Cuadro 8). El mayor peso seco fue para la 

población 33 (27,21 g) mientras que la población 5 presento el menor peso (19,14 g). Del total 

de las plantas analizadas en todas las poblaciones el 73 % logró entre 7 y 17 g de materia seca 

(Gráfico 10).  

 

8. Peso de materia seca al tercer corte 

 

La media del peso de materia seca al tercer corte fue 38,13 g, con un rango de 15 a 

128,6g (Cuadro 7). Al igual que los dos cortes previos, este carácter presentó diferencias 

significativas (P≤0,05) entre las poblaciones (Cuadro 8). La población 33 presentó el mayor 

peso (43,13 g) mientras que la población 5 presento el menor valor (27,13 g). Del total de las 

plantas analizadas en todas las poblaciones el 42 % logró entre 21 y 33 g de materia seca 

(Gráfico 11).  
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9. Peso de materia seca total 

 

La media del peso de materia seca al total fue 55,88 g, con un rango de 11,7 a 152,6 g 

(Cuadro 7). Este carácter también evidenció diferencias significativas (P≤0,05) entre 

poblaciones (Cuadro 8). La población 36 logró el mayor peso acumulado (64,80 g) mientras que 

la población 17 logró el menor valor (39,86 g). Del total de las plantas analizadas en todas las 

poblaciones el 56 % logró entre 40 y 64 g de materia seca (Gráfico 12).  

 

10. Porcentaje de plantas afectadas por roya (Puccinia spp): 

 

Se realizaron tres mediciones del porcentaje de plantas afectadas por roya (Gráfico 13): 

� La primera medición realizada el 14/10 presentó una única población con plantas 

afectadas con roya fue la población 32 con un valor del 2% de plantas afectadas.  

� Durante la segunda medición las poblaciones más afectadas que presentaron valores 

superiores al 20% fueron la población 33, 32, y 5 con valores de 29%, 24% y 21% 

respectivamente seguida de las poblaciones de mayor a menor afección: 26 (14%), 

28 (13%), 36 (13%), 18 (11%), 25 (11%), 12 (11%) y 3 (10%) entre las menos 

afectadas están las poblaciones: 19 (9%), 22 (9%), 37 (9%), 2 (7%), 6 (7%), 9 (7%), 

14 (7%), 17 (7%), 27 (7%), 4 (4%), 30 (4%), 16 (2%), 31 (2%) y 20 (2%). Mientras 

que las poblaciones 10, 11, 13, 15, 21, 34 y 35 no presentaron plantas afectadas con 

roya en la segunda medición.  

� Para la tercera medición las poblaciones más afectadas que presentaron los valores 

más altos fueron la población 33, 32, 4, 10 14, 5, y 17 con valores de 31%, 29%, 

25%, 24%, 23%, 21% y 20% respectivamente seguida de las poblaciones de mayor a 
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menor afección: 25 (18%), 28 (18%), 29 (18%), 34 (18%), 2 (17%), 13 (16%), 30 

(16%), 20 (16%), 18 (15%), 11 (14), 3 (14%), 35 (14%), 22 (14), 26 (14%), 36 

(14%), 21 (13%), 12 (13%), 19 (13%), 37 (13%), 27 (11%), 31 (11%) y 15 (10%) 

entre las menos afectadas están las poblaciones: 16 (9%), 9 (7%) y 6 (7%).  
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4.1.2 Caracteres Reproductivos 

 

En el cuadro 9, se presenta el comportamiento del análisis conjunto de las 32 poblaciones de 

raigrás anual diploide: media, desvío estándar, máximo, mínimo, coeficiente de variación y nivel de 

significancia (Pr>F), para todos los caracteres reproductivos estudiados. Mientras que en el cuadro 

10, se observa el comportamiento promedio de las 32 poblaciones de raigrás anual diploide para los 

caracteres reproductivos. Se detectaron diferencias significativas (P≤0,05) para todos los caracteres 

analizados. 

 

Cuadro 9. Comportamiento promedio de las poblaciones de raigrás anual diploide en caracteres reproductivos. 

Media, desvío estándar, máximo, mínimo, coeficiente de variación, nivel de significancia (Pr>F) 

Variable Media Desvío 
estándar 

Máximo Mínimo Coeficiente 
de Variación 

Pr > F 

Días a floración desde el transplante 167,01 6,06 178,00 153,00 3,63 0,0001 
Número de macollos reproductivos 135,48 50,14 370,00 15,00 37,00 0,0001 
Largo de espiga (cm) 23,92 3,96 39,33 11,53 16,75 0,0001 
Peso total de semilla (g) 21,83 9,82 83,70 1,71 45,01 0,0001 

Peso de mil (g) 2,02 0,57 5,40 0,15 28,40 0,0001 
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Cuadro 10. Medias aritméticas de los caracteres reproductivos de las poblaciones de raigrás anual diploide 

evaluadas en condiciones de planta aislada en la EEA Pergamino durante 2004 

 

Poblaciones  

Días a 
floración 
desde el 
transplante  

Número de 
macollos 

reproductivos  

Largo de 
espiga 
(cm) 

Peso total 
de semilla 

(g) 

Peso de 
mil (g) 

2 172,00 136,61 24,10 19,91 1,95 
3 175,00 128,25 23,31 26,21 1,78 
4 172,00 99,97 23,17 16,00 2,15 
5 175,00 160,50 22,54 21,91 2,13 
6 172,00 187,56 23,19 29,64 2,35 
9 160,00 133,01 23,37 17,49 1,58 
10 165,00 137,17 22,84 23,63 2,14 
11 178,00 142,94 25,24 22,60 2,08 
12 178,00 125,25 23,99 18,85 2,16 
13 172,00 115,78 23,47 23,28 2,11 
14 165,00 128,36 26,67 23,86 2,43 
15 162,67 129,08 23,73 16,36 1,97 
16 165,00 149,50 21,77 22,56 1,73 
17 162,67 136,25 23,31 13,34 1,83 
18 163,33 142,53 24,46 24,15 1,61 
19 162,67 145,64 23,33 21,71 1,73 
20 156,67 133,92 24,57 23,54 2,32 
21 162,67 147,75 21,41 30,52 2,08 
22 165,00 147,58 23,03 23,49 1,80 
25 162,67 134,03 22,23 23,43 1,87 
26 160,00 164,78 25,13 21,06 1,63 
27 162,67 103,86 24,08 16,80 1,86 
28 162,67 86,56 30,87 16,38 2,98 
29 165,00 127,33 24,50 17,95 1,83 
30 160,00 141,11 22,58 18,78 1,73 
31 172,00 145,64 22,30 18,13 1,79 
32 175,00 156,23 24,56 22,95 1,81 
33 175,00 142,94 24,80 29,46 2,46 
34 162,67 136,47 24,69 25,30 2,18 
35 165,00 119,64 24,55 23,34 2,15 
36 172,00 137,47 25,04 26,72 2,27 

37 165,00 111,78 22,61 19,24 2,31 

Media 167,01 135,48 23,92 21,83 2,02 

LSD (0.05) 3,04 21,74 2,15 4,17 0,23 
                        Nota: LSD (diferencias mínimas significativas: α=0,05) 
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1. Fecha de floración 

 

La fecha de floración promedio fue de 167 días desde el transplante (Cuadro 9) oscilando 

entre 153 y 178 días, y se evidenciaron diferencias significativas (P≤0,05) entre las poblaciones 

(Cuadro 10). Para analizar la evolución de la floración se realizaron cinco mediciones (14/10, 

21/10, 26/10, 02/11, 08/11), obteniéndose tres grupos a destacar:  

� Precoces: aquellas poblaciones que presentaron alrededor del 50% de plantas con 

espiga emergiendo en la segunda fecha de medición (Gráfico14.a), representando el 

41% de las poblaciones analizadas.  

� Intermedias: aquellas poblaciones que presentaron alrededor del 50% de plantas con 

espiga emergiendo en la segunda fecha de medición (Gráfico 14.b), representando el 

22% de las poblaciones analizadas.  

� Tardías: aquellas poblaciones que presentaron alrededor del 50% de plantas con 

espiga emergiendo en la tercera fecha de medición (Gráfico 14.c), representando el 

37% de las poblaciones analizadas.  

 

2. Número de macollos reproductivos 

 

El número de macollos reproductivos promedio producido por planta fue de 135,48, 

aunque algunas plantas produjeron 15 y otras 370 macollos (Cuadro 9). Este carácter presentó 

diferencias significativas (P≤0,05) entre las poblaciones (Cuadro 10). La población 6 fue la que 

alcanzó el mayor número (187,56) mientras que la población 28 presentó el menor número 

(86,56) (Cuadro 10). Del total de las plantas analizadas en todas las poblaciones el 37% logró 

entre 100 y 150 macollos reproductivos por planta (Gráfico 15). 
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3. Largo de espiga 

 

La media para el largo de espiga por planta fue de 23,92cm, con un rango de 11,53 a 

39,30cm (Cuadro 9). Este carácter presentó diferencias significativas (P≤0,05) entre las 

poblaciones (Cuadro 10). Las espigas de la población 28 fueron las mas largas (30,87 cm) 

mientras que las de la población 21 fueron las mas cortas (21,41 cm) (Cuadro 4). Del total de las 

plantas analizadas en todas las poblaciones el 40% logró entre 20 y 24 cm de largo de espiga por 

planta (Gráfico 16). 

 

4. Peso total de semillas 

 

La media del peso total de semillas por planta fue de 21,83 g, con un rango que osciló 

entre 1,71 a 83,70 g (Cuadro 9). Este carácter presentó diferencias significativas (P≤0,05) entre 

las poblaciones (Cuadro 10). La población 21 fue la que evidenció el mayor peso (30,52 g) 

mientras que la población 17 presentó el menor peso total de semillas por planta (13,34 g) 

(Cuadro 10). Del total de las plantas analizadas en todas las poblaciones el 39% logró entre 15 y 

25 gramos de peso total de semilla por planta (Gráfico 17). 

 

5. Peso de mil semillas 

 

La media del peso de mil semillas por planta fue de 2,02 g, con un rango que osciló entre 

0,15 a 5,4 g (Cuadro 9). Similarmente a todos los caracteres anteriores el peso de mil semillas 

por planta también presentó diferencias significativas (P≤0,05) entre poblaciones (Cuadro 10). 

La población 28 fue la de mayor valor (2,98 g), mientras que la población 9 presentó el menor 
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peso de mil semillas por planta (1,58 g) (Cuadro 10). Del total de las plantas analizadas en todas 

las poblaciones el 43% logró entre 1,65 y 2,25 g de peso de mil semillas por planta (Gráfico 18). 
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4.1.3 Estimación de los componentes de la variancia 

 

4.1.3.1. Grado de determinación genética (GDG), coeficiente de variación genética (CVg) y 

coeficiente de variación fenotípica (CVf) 

 

Las estimaciones del GDG para los caracteres vegetativos en promedio para todas las 

poblaciones fue variable oscilando desde 0,012 hasta 0,891 según el carácter analizado (Cuadro 

11). Dentro de los caracteres vegetativos, los de mayor GDG fueron: vigor de planta, ancho de 

hoja, hábito de crecimiento, peso de materia seca segundo corte, peso de materia seca primer 

corte; mientras que los de menor GDG fueron: altura de planta previo al segundo corte, número 

de macollos vegetativos, peso de materia seca total y peso de materia seca al tercer corte 

(Cuadro 11).  

 

Cuadro 11. Variancia fenotípica (σ2f), variancia genética (σ2g), variancia ambiental (σ2e), grado de determinación 

genética (GDG), para los caracteres vegetativos de las 32 poblaciones de raigrás anual diploide. 

Variable σ2f σ2g σ2e GDG 

Hábito de crecimiento  0,547 0,477 0,069 0,873 
Vigor de planta  3,046 2,714 0,331 0,891 
Ancho de hoja  3,236 2,882 0,354 0,891 
Nº de macollos vegetativos 320,268 39,264 281,004 0,123 
Altura de planta previo al segundo corte  12,171 0,143 12,028 0,012 
Peso de materia seca primer corte  0,026 0,017 0,009 0,660 
Peso de materia seca segundo corte  0,023 0,015 0,008 0,662 
Peso de materia seca tercer corte  0,033 0,016 0,016 0,498 
Peso de materia seca total  541,440 250,109 291,331 0,462 

 

El comportamiento tanto del coeficiente de variación genética como fenotípica para los 

caracteres vegetativos, fue muy variable oscilando entre 0,028 a 0,922 y 0,112 a 0,976 

respectivamente (Cuadro 12). 
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Cuadro 12. Coeficiente de variación genética (CVg), coeficiente de variación fenotípica (CVf), para los caracteres 

vegetativos de las 32 poblaciones de raigrás anual diploide. 

Variable CVg CVf 

Hábito de crecimiento  0,529 0,566 
Vigor de planta  0,900 0,954 
Ancho de hoja  0,922 0,976 
Nº de macollos vegetativos 0,104 0,296 
Altura de planta previo al segundo corte  0,028 0,262 
Peso de materia seca primer corte  0,097 0,120 
Peso de materia seca segundo corte  0,091 0,112 
Peso de materia seca tercer corte  0,081 0,115 
Peso de materia seca total  0,283 0,416 

 

 

Con respecto a los caracteres reproductivos todos presentaron valores de GDG 

superiores a 0,5 siendo de mayor a menor: días a floración desde el transplante, peso de mil 

semillas, peso total de semillas, número de macollos reproductivos y largo de espiga (Cuadro 

13).  

 

Cuadro 13: Variancia fenotípica (σ2f), variancia genética (σ2g), variancia ambiental (σ2e), grado de determinación 

genética (GDG), para los caracteres reproductivos de las 32 poblaciones de raigrás anual diploide. 

Variable σ2f σ2g σ2e GDG 

Días a floración desde el transplante 37,569 34,125 3,442 0,908 
Número de macollos reproductivos 6005,948 3796,389 2209,559 0,632 
Largo de espiga  49,324 27,691 21,632 0,561 
Peso total de semilla  265,259 184,022 81,237 0,694 

Peso de mil  1,266 1,018 0,248 0,804 

 

 

El comportamiento tanto del coeficiente de variación genética como fenotípica para los 

caracteres reproductivos, fue variable oscilando entre 0,041 a 0,621 y 0,035 a 0,746 

respectivamente (Cuadro 14). 
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Cuadro 14: Coeficiente de variación genética (CVg), coeficiente de variación fenotípica (CVf), para los caracteres 

reproductivos de las 32 poblaciones de raigrás anual diploide. 

Variable CVg CVf 

Días a floración desde el transplante 0,041 0,035 
Número de macollos reproductivos 0,455 0,572 
Largo de espiga  0,220 0,294 
Peso total de semilla  0,621 0,746 

Peso de mil  0,498 0,556 
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4.1.4 Asociación entre caracteres 

 

4.1.4.1 Correlaciones fenotípicas 

 

En el análisis general se observó algunas correlaciones fenotípicas significativas (Cuadro 15). 

� el número de macollos reproductivos por planta presentó una correlación negativa y 

significativa con la producción de materia seca al tercer corte por planta (r=-0,307; p<0,05) 

� el peso total de semillas por planta presentó una correlación negativa y significativa con el 

peso de materia seca al tercer corte por planta (r=-0,416; p<0,01) y se correlacionó en forma 

positiva y significativa con el número de macollos reproductivos (r=0,485; p<0,0001). 

� el largo de espiga presentó una correlación positiva y significativa con el peso de materia 

seca al segundo corte por planta (r=0,152; p<0,01) y significativa y negativa con el número 

de macollos reproductivos por planta (r=-0,189; p<0,05). 

� el peso de mil semillas presentó correlación significativa y negativa con el número de 

macollos reproductivos (r=-0,278; p<0,01) y significativa y positiva con el largo de espiga 

(r=0,466; p<0,01). 

� en cuanto a la producción de materia seca, el peso de materia seca al primer corte presentó 

una correlación positiva con el peso de materia al segundo corte (r=0,487; p<0,0001) y con 

el peso de materia seca total (r=0,636; p<0,01). El peso de materia seca al segundo corte 

tuvo una correlación positiva y significativa tanto con el peso de materia seca al tercer corte 

(r=0,223; p<0,05) como con el peso de materia seca total (r=0,683; p<0,05). Por último el 

peso de materia seca al tercer corte presentó una correlación positiva y significativa con el 

peso de materia seca total por planta (r=0,606; p<0,0001). 
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Cuadro 15: Coeficiente de correlación de Pearson, Ho: r=0 (para el número de observaciones). En la primera fila 

se observa el coeficiente de correlación y en la segunda fila el nivel de significancia. 

 

 

 
pms1 pms2 pms3 pmst nesp psem lesp pmil 

0,487 -0,270 0,636 -0,010 0,030 0,130 0,049 
pms1 1 

*** NS ** NS NS NS NS 

 0,223 0,683 0,092 0,120 0,152 0,278 

 
pms2 1 

* * NS NS ** NS 

  0,606 -0,307 -0,416 -0,078 -0,048 

  
pms3 1 

*** * ** NS NS 

   -0,026 -0,064 0,132 -0,054 

   
pmst 1 

NS NS NS NS 

    0,485 -0,189 -0,278 

    
nesp 1 

*** * ** 

     0,247 0,241 

     
psem 1 

NS NS 

      0,466 

      
lesp 1 

** 

       

       
pmil 1 

Referencias: pms1: peso de materia seca al primer corte; pms2: peso de materia seca al segundo corte; pms3: peso de materia seca al tercer corte; 

pmst: peso materia seca total; nesp: número de macollos reproductivos; psem: peso total de semillas; lesp: largo de espiga; pmil: peso de mil 

semillas . NS ( no significativo); * ( p<0,05); **(  p<0,01); *** ( p<0,0001) 
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4.1.5 Análisis Multivariado 

 

Al realizar el análisis de componentes principales, considerando las variables: peso de 

materia seca al primer corte, peso de materia seca al segundo corte, peso de materia seca al 

tercer corte, peso de materia seca total, número de macollos vegetativos, altura de planta previo 

al segundo corte, número de macollos reproductivos, peso total de semillas, largo de espiga, y 

peso de mil semillas, se observa que solo dos o tres autovalores producen una buena síntesis de 

los datos, dado que las dos primeras variables explican el 72,12% de la variación morfo-

fisiológica total de las 32 poblaciones; mientras que si consideramos las tres primeras 

componentes explican el 82,5% de la variación (Cuadro 16). Al construir la componente 

principal 1 (Prin1) (Gráfico 19), la variable peso de materia seca total por planta fue la que 

explicó la mayor variabilidad (Cuadro 17). Las poblaciones 33 y 36 fueron las de mayor peso de 

materia seca total por planta y contrariamente las poblaciones 17, 16 y 11 las de menor peso 

(Cuadro 8). Al construir la segunda componente principal (Prin2) (Gráfico 19) la variable peso 

de semilla es la que explica la mayor variabilidad (Cuadro 17). Las poblaciones 21, 33 y 6 las 

que presentaron mayor peso de semilla por planta y contrariamente las poblaciones 17, 4 y 15 

las que menor valor de peso de semillas por planta (Cuadro 10) y por ende menor valor en las 

ordenadas. 
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Cuadro 16: Autovalores de la matriz de correlación, proporción que explica cada autovalor y proporción acumulada. 

Componente Autovalor Proporción Acumulado 
1 5,84439679 0,5844 0,5844 
2 1,36803858 0,1368 0,7212 
3 1,03741292 0,1037 0,8250 
4 0,66016627 0,0660 0,8910 
5 0,61722989 0,0617 0,9527 
6 0,23798310 0,0238 0,9765 
7 0,12978853 0,0130 0,9895 
8 0,07368785 0,0074 0,9969 
9 0,02960188 0,0030 0,9998 
10 0,00169420 0,0002 1,0000 

 

 

Cuadro 17: Autovectores (e) correspondientes a la CP1 (e1) y a la CP2 (e2) para las variables analizadas. 

Variable e1 e2 
pms1 0,35 0,13 
pms2 0,41 0,12 
pms3 0,30 0,18 
pmst 0,51 0,23 
nesp -0,30 0,48 
psem 0,09 0,52 
lesp 0,34 -0,33 
pmil 0,37 -0,18 
nmac 0,03 0,47 
hreb2 0,04 -0,13 

 

Referencias: pms1: peso de materia seca al primer corte; pms2: peso de materia seca al segundo corte; pms3: peso de materia seca al tercer 

corte; pmst: peso materia seca total; nesp: número de macollos reproductivos; psem: peso total de semillas; lesp: largo de espiga; pmil: peso 

de mil semillas 

 

Por otro lado se realizó el análisis jerarquizado mediante el método Ward, para las 32 

poblaciones discriminadas por las variables peso de materia seca total por planta, número de 

macollos reproductivos por planta y peso de semillas por planta. Al 25% de la distancia 

planteada (1,98) se forman ocho subgrupos o clusters dentro de los cuales las poblaciones que 

los conforman cuentan con perfiles morfo-fisiológicos con mayor grado de similaridad para 

estas tres variables (Gráfico 20). Los subgrupos quedaron conformados de la siguiente manera: 

1. 21, 6; 

2. 22, 16, 11, 32, 26, 19, 5; 



69 

 

3. 36, 33; 

4. 20, 14, 18, 25, 10, 34, 3; 

5. 35, 13, 37, 29, 12; 

6. 27, 28, 4; 

7. 17; 

8. 31, 15, 9, 30, 2; 

 

De otro modo si utilizamos como distancia arbitraria el 50% de la distancia planteada 

(3,97), se observó la formación de dos subgrupos: 

1. 21, 6, 22, 16, 11, 32, 26, 19, 5, 36, 33, 20, 14, 18, 25, 10, 34, 3; 

2. 35, 13, 37, 29, 12, 27, 28, 4, 17, 31, 15, 9, 30, 2;  
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Gráfico 4: Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el caracter hábito de crecimiento de las 32 

poblaciones evaluadas (1=postrado; 2=semipostrado; 3=semierecto; 4=erecto). 

 

 

Gráfico 5: Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el caracter vigor de planta de las 32 

poblaciones evaluadas (1=regular; 2=bueno; 3=muy bueno). 
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Gráfico 6: Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el caracter ancho de hoja de las 32 

poblaciones evaluadas (1=angosta; 2=intermedia; 3=ancha). 

 

 

Gráfico 7: Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el caracter número de macollos vegetativos 

de las 32 poblaciones evaluadas. 
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Gráfico 8: Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el caracter altura de planta previo al 

segundo corte en cm, de las 32 poblaciones evaluadas. 
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Gráfico 9: Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el caracter peso de materia seca al primer 

corte en gramos, para las 32 poblaciones evaluadas. 
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Gráfico 10: Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el caracter peso de materia seca al 

segundo corte en gramos, para las 32 poblaciones evaluadas. 
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Gráfico 11: Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el caracter peso de materia seca al tercer 

corte en gramos, para las 32 poblaciones evaluadas. 

6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96 102 108 114 120

0

5

10

15

20

25

 

Peso materia seca al segundo corte (gramos) 

Peso materia seca al tercer corte (gramos) 



74 

 

Gráfico 12: Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el caracter peso de materia seca total en 

gramos, para las 32 poblaciones evaluadas. 
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Gráfico 13: Porcentaje de plantas afectadas por roya para las tres fechas donde se realizaron las mediciones, para las 32 poblaciones evaluadas. 
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Gráfico 14: Porcentaje de plantas florecidas (%) en cada fecha de medición: 14/10, 21/10, 26/10, 02/11, 08/11, 

para las 32 poblaciones evaluadas. a: poblaciones precoces, b: poblaciones intermedias, c: poblaciones tardías. 
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Gráfico 15: Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el caracter número de macollos 

reproductivos, para las 32 poblaciones evaluadas 

 

Gráfico 16: Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el caracter largo de espiga en cm, para las 

32 poblaciones evaluadas 
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Gráfico 17: Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el peso total de semillas en gramos, para 

las 32 poblaciones evaluadas 
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Gráfico 18: Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el peso de mil semillas en gramos, para 

las 32 poblaciones evaluadas 
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Gráfico 19: Análisis de componentes principales (Prin1, Prin2), para las 10 variables analizadas y las 32 

poblaciones en estudio. 
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Gráfico 20: Análisis cluster mediante el método de Ward para las 32 poblaciones en estudio considerando las variables peso de materia seca total por planta, número de macollos 

reproductivos por planta y peso de semillas por planta. 
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4.2 Caracterización Molecular 

 

4.2.1 Extracción y cuantificación de ADN 

 

El protocolo empleado con las modificaciones ya mencionadas para la extracción de ADN, 

permitió lograr ADN en cantidad y calidad suficiente para generar los productos de amplificación 

definidos y reproducibles. En la foto 2 a modo de ejemplo se aprecia la cuantificación de ADN 

obtenida mediante gel de agarosa con bromuro de etidio. Los valores que se obtuvieron oscilaron 

entre 80-150 ng/µl. 

 

4.2.2 Amplificación del ADN 

 

La puesta a punto se logro utilizando 10 individuos por población, de las modificaciones que 

se iban realizando se observó que a medida que la temperatura de hibridación disminuyó los 

productos de amplificación o “bandas” fueron más inespecíficos formándose bandas espurias, y a 

medida que la temperatura de hibridación se incremento los productos de amplificación fueron más 

específicos pero menos nítidos. De igual manera cuando se decremento la concentración de Cl2Mg 

los productos de amplificación fueron menos nítidos y cuando la concentración se incrementó los 

fueron más inespecíficos formándose bandas espurias. El mismo efecto se observó cuando se 

incremento la cantidad de primer o Taq polimerasa, observándose menor nitidez en los productos de 

amplificación y la formación de bandas espurias, como así también cuando se disminuyo la 

cantidad de primer o Taq polimerasa se observó una menor nitidez en las bandas obtenidas. De esta 

manera las reacciones de amplificación más nítidas se obtuvieron con una temperatura de 
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hibridación de 50ºC o 55ºC de acuerdo el SSR, 1,5mM de Cl2Mg, 0,92 µM de primer y 0,75 U/µl 

de Taq polimerasa. 

 

4.2.3 Productos Amplificados 

 

Se lograron amplificar cuatro de los diez microsatélites (SSR) públicos que se probaron, 

todos los SSR amplificados fueron polimórficos. La cantidad de alelos observados se muestra en el 

cuadro 18, en total fueron 25 alelos en las siete poblaciones con los cuatro SSR utilizados con un 

rango de 3 a 9 alelos por SSR (Fotos 3, 4, 5 y 6). El SSR LPH01H06 fue el que presentó un mayor 

número de alelos: nueve (9), mientras que el SSR LPH01D09 fue el que presentó un menor número 

de alelos: tres (3). El SSR LPH01A07 fue el de menor peso molecular varió entre 59-74 pares de 

bases (pb) y el SSR LPH01D09 fue el mayor tamaño 260-303 pb, (Cuadro18). 

 

Cuadro 18: Microsatélite (SSR), número (Nº) de alelos, tamaño en pares de bases (pb). 

SSR Nº Alelos Tamaño (pb) 

LPH01A07 6 59-74 

LPH01D09 3 260-303 

LPH01H06 9 167-183 

LPK01A03 7 234-268 

 

 

4.2.4 Cuantificación de la variabilidad genética 

 

La descripción estadística para los productos de amplificación generados por todos los SSR 

en las poblaciones analizadas se observa en el cuadro 19. La media del número efectivo de alelos 

por SSR fue de 2,415 con un rango desde 2,073 (población 25) a 2,864 (población 28). La 
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frecuencia media de alelos para todos los locus por población (pi) presentó un promedio de 0,273, 

variando desde 0,211 (población 28) a 0,364 (población 27). La heterocigosis observada (Ho) 

presentó gran variabilidad, con promedio de 0,421 y un rango desde 0,263 (población 29) a 0,638 

(población 28). Mientras que la heterocigosis esperada (He) presentó una media de 0,545 con un 

mínimo de 0,453 (población 25) y un máximo de 0,601 (población 26).  

 

Cuadro 19: Estadística descriptiva para todos los microsatélites (SSR), muestra por población (N), número de alelos 

efectivos por locus (Ne), frecuencia media de alelos para todos los locus por población (pi), heterocigosis observada 

(Ho), heterocigosis esperada (He). 

Población N Ne pi Ho He 

25 20 2,073 0,286 0,350 0,453 

26 20 2,703 0,286 0,488 0,601 

27 20 2,177 0,364 0,513 0,535 

28 20 2,864 0,211 0,638 0,599 

29 20 2,418 0,267 0,263 0,563 

30 20 2,326 0,250 0,313 0,536 

10 20 2,347 0,250 0,388 0,525 

Promedio 20 2,415 0,273 0,421 0,545 

 

 

Mediante el contenido de información polimórfica PIC se cuantificó el poder 

discriminatorio de los SSR analizados, variando de 0,437 a 0,653 mientras que a lo largo de las 

poblaciones varió de 0,453 a 0,601 (equivalente a la He) (Cuadro 20). Los mayores PIC fueron 

0,618 y 0,653 para LPH01A07 y LPH01H06 respectivamente y los menores PIC de 0,437 y 0,470 

para LPH01D09 y LPK01A03 respectivamente (Cuadro 20). 
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Cuadro 20: Contenido de información polimórfica (PIC) en las poblaciones y microsatélites analizados 

Población LPH01A07 LPH01D09 LPH01H06 LPK01A03 He 

25 0,715 0,265 0,431 0,399 0,453 

26 0,579 0,585 0,755 0,486 0,601 

27 0,555 0,579 0,566 0,439 0,535 

28 0,609 0,455 0,796 0,536 0,599 

29 0,541 0,574 0,705 0,431 0,563 

30 0,674 0,339 0,634 0,499 0,537 

10 0,651 0,265 0,684 0,500 0,525 

PIC 0,618 0,437 0,653 0,470 0,545 

 

 

La heterocigocidad de cada población para todos los SSR se interpretó de los datos presentes 

en el Cuadro 21.  

� Para el locus LPH01A07, todas las poblaciones mostraron un Fis positivo, cuyos valores van 

desde 0,261 a 0,908, este SSR fue el que presentó el mayor valor promedio de Fis 0,618; 

también fue el que presentó el mayor valor de Fit 0,643, mientras que el Fst fue de 0,065 y 

el Nm pormedio fue de 3,578. 

� Para el locus LPH01D09, cuatro de las siete poblaciones dieron valores negativos de Fis los 

cuales fueron desde -0,132 a -0,538, esto se vio reflejado en el valor promedio de Fis -0,045, 

presentando un valor de Fit de 0,123, un valor de Fst de 0,161 y un Nm de 1,303.  

� Para el locus LPH01H06, solo se observó una población con un valor negativo de Fis -0,068 

(población 28), mientras que las demás poblaciones para ese locus presentaron un valor 

positivo de Fis, con un valor máximo de 0,921 y un valor mínimo de 0,188. Con respecto al 

Fis fue de 0,486, el Fit de 0,544 y un Nm de 1,951.  

� Para el locus LPK01A03 todas las poblaciones presentaron valores negativos de Fis, desde -

0,026 (población 28) a -1 (población 10), presentando un Fis promedio de -0,398, un Fit de  

-0,350 y un Fst de 0,034, para el Nm el valor fue el mayor de todos los SSR 7,011. 
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Cuadro 21: Estadísticos de Wright. Deficiencia de heterocigosis (valor +) o exceso de heterocigosis (valor -), los 

valores dentro de cada población por SSR corresponde al Fis. El valor que se observa al final de cada columna 

corresponde al Fis promedio por SSR dentro de poblaciones, entre poblaciones (Fit), el índice de fijación (Fst) y el 

número de migrantes (Nm). 

Población LPH01A07 LPH01D09 LPH01H06 LPK01A03 Promedio 

25 0,720 -0,132 0,188 -0,379 0,099 

26 0,741 -0,197 0,536 -0,542 0,135 

27 0,279 -0,296 0,382 -0,254 0,028 

28 0,261 -0,538 -0,068 -0,026 -0,093 

29 0,908 0,390 0,858 -0,275 0,470 

30 0,629 0,114 0,921 -0,303 0,340 

10 0,770 0,623 0,561 -1,000 0,238 

Fis 0,618 -0,045 0,486 -0,398 0,165 

Fit 0,643 0,123 0,544 -0,350 0,240 

Fst 0,065 0,161 0,114 0,034 0,094 

Nm 3,578 1,303 1,951 7,011 2,422 

 

4.2.5 Descripción de alelos 

 

De los 25 alelos que se encontraron los de mayor frecuencia alélica (pi≥0,8) se observaron 

para el SSR LPH01D09 en las poblaciones 25, 30 y 10 (Cuadro 22). En cuanto a los alelos 

compartidos siete estuvieron presente en todas las poblaciones es decir el 28% de los alelos 

encontrados, de estos la mayor frecuencia alélica promedio (pi=0,436) la presentó el alelo de 245pb 

del SSR LPK01A03 (Cuadro 23). Simultáneamente todos los SSR presentaron alelos raros 

(pi≤0,05) y para seis de las siete poblaciones (25, 26, 28, 29, 30, 10) la mayoría con una frecuencia 

alélicas de 0,025 y 0,05, la población 27 no presentó alelos raros para ninguno de los cuatro SSR 

(Cuadro 22). El SSR LPH01A07 presentó tres alelos raros: 59pb, 66pb y 71pb en las poblaciones 

25, 29, 20 y 10. El SSR LPH01D09 presentó dos alelos raros: 260pb y 303pb en las poblaciones 25 
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y 10. El SSR LPH01H06 presentó 12 alelos raros en las poblaciones 25, 26, 28, 29 y 30. Por último 

el SSR LPK01A03 presentó 7 alelos raros en las poblaciones 26, 28 y 30.  

 

Cuadro 22: Frecuencia alélica (pi) para todos los alelos (peso molecular en pb) de todas las poblaciones, nº de alelos 

por población: en rojo las mayores pi, en azul los alelos raro (pi≤0,05), en negrita todas las pi≠0. 

 Poblaciones 

SSR Alelo (pb) 25 26 27 28 29 30 10 

59 0,150 0,200 0,000 0,000 0,050 0,175 0,025 

66 0,000 0,000 0,150 0,000 0,000 0,025 0,025 

67 0,400 0,225 0,250 0,525 0,425 0,300 0,475 

68 0,300 0,575 0,600 0,275 0,525 0,450 0,325 

71 0,050 0,000 0,000 0,200 0,000 0,050 0,025 

LPH01A07 

74 0,100 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,125 

260 0,050 0,450 0,200 0,650 0,375 0,075 0,100 

275 0,850 0,450 0,575 0,350 0,525 0,800 0,850 LPH01D09 

303 0,100 0,100 0,225 0,000 0,100 0,125 0,050 

167 0,725 0,275 0,450 0,300 0,275 0,475 0,475 

168 0,050 0,275 0,000 0,150 0,375 0,350 0,100 

169 0,000 0,050 0,075 0,275 0,275 0,000 0,250 

170 0,000 0,000 0,000 0,025 0,000 0,050 0,000 

172 0,200 0,275 0,475 0,075 0,025 0,000 0,125 

174 0,000 0,000 0,000 0,050 0,000 0,000 0,000 

179 0,000 0,000 0,000 0,025 0,000 0,000 0,000 

181 0,000 0,000 0,000 0,025 0,050 0,125 0,000 

LPH01H06 

183 0,025 0,125 0,000 0,075 0,000 0,000 0,050 

234 0,275 0,350 0,325 0,175 0,200 0,275 0,500 

238 0,000 0,000 0,000 0,050 0,050 0,000 0,000 

243 0,000 0,000 0,000 0,050 0,000 0,000 0,000 

245 0,725 0,625 0,675 0,650 0,725 0,650 0,500 

252 0,000 0,000 0,000 0,000 0,025 0,000 0,000 

261 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,025 0,000 

LPK01A03 

268 0,000 0,025 0,000 0,075 0,000 0,050 0,000 

Nº de alelos por población 14 14 11 19 15 16 16 
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Cuadro 23: Alelos compartidos presentes en todas las poblaciones, tamaño en pares de bases (pb), frecuencia alélica 

promedio (pi=∑pi/nº de poblaciones).  

SSR Tamaño (pb) pi 

67 0,371 
LPH01A07 

68 0,436 

260 0,271 
LPH01D09 

275 0,629 

LPH01H06 167 0,425 

234 0,300 
LPK01A03 

245 0,650 

 

Los SSR LPH01H06 y LPK01A03 presentaron alelos privativos los que se encontraron en 

tres de las siete poblaciones, la población 28 fue la que presentó la mayor cantidad de estos alelos, 

todos los alelos privativos tuvieron una frecuencia alélica menor o igual a 0,05 (Cuadro 24). 

 

Cuadro 24: Alelos privativos de las poblaciones, tamaño en pares de bases (pb) y frecuencia alélica (pi). 

Población SSR Alelo (pb) pi 

28 LPH01H06 174 pb 0,050 

28 LPH01H06 179 pb 0,025 

28 LPK01A03 243 pb 0,050 

29 LPK01A03 252 pb 0,025 

30 LPK01A03 261 pb 0,025 

 

 

4.2.6 Análisis de la variancia (AMOVA) 

 

A partir de los alelos presentes en cada SSR analizado se determinó el grado de 

diferenciación genética entre poblaciones mediante del análisis de variancia (Cuadro 25), del cual se 

evidenció que del total de la variación genética el 12% se debe a la variación entre poblaciones, es 
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decir las poblaciones se diferencian en un 12% con una significancia de p=0,001; el resto de la 

variación (88%) se debe a la variación entre individuos.  

 

Cuadro 25: Análisis de la variancia molecular entre y dentro de las siete poblaciones. G.L: grados de libertad, SC: 

Suma de cuadrados, CM: cuadrado medio, Var est: variancia estimada. 

Fuente G.L. SC CM Var Est Var Est (%) Probabilidad 

Entre Poblaciones 6 63,700 10,617 0,390 12 0,001 

Dentro de Poblaciones 133 373,850 2,811 2,811 88   

Total 139 437,550   3,201 100   

 

 

El análisis de variancia entre pares de poblaciones permite determinar si existió diferencia 

significativa entre dos poblaciones, en el cuadro 26 observamos la distancia genética de Prevosti y 

el nivel de significancia (p<0,05) para la comparación del par de poblaciones. Entre las poblaciones 

26 y 29, 25 y 30, 29 y 30 no hay diferencias significativas mientras que entre las poblaciones 10 y 

25 (p=0,046), 29 y 30 (p=0,05) los valores de significancia se encuentran cercanos al nivel de 

significancia establecido (p<0,05). 

 

Cuadro 26: Matriz de distancia genética (primera fila) y significancia (segunda fila) para los pares comparados de 

poblaciones. 

26 27 28 29 30 10 

0,182 0,124 0,275 0,158 0,045 0,050 
25 

0,001 0,001 0,001 0,001 0,060 0,046 

 0,066 0,112 0,026 0,088 0,145 

 
26 

0,012 0,002 0,163 0,006 0,004 

  0,234 0,117 0,123 0,127 

  
27 

0,001 0,001 0,001 0,001 

   0,051 0,208 0,204 

   
28 

0,045 0,001 0,001 

    0,049 0,100 

    
29 

0,050 0,005 

     0,057 

     
30 

0,029 
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4.2.7 Análisis Multivariado 

 

4.2.7.1 Análisis de Ordenamientos. Análisis de Coordenadas Principales 

 

Al realizar el análisis de coordenadas principales, vemos que la primera y la segunda 

variable explican el 27,91 y 21,79% de la variación molecular total de las siete poblaciones, es decir 

ambas variables explican un 49,7% de la variación (Gráfico 21). Mientras que la tercera variable 

explica el 18,65% de la variación (Gráfico 22), explicando las tres variables el 68% de la variación. 

 

4.2.7.2 Análisis de Agrupamiento. Análisis de Cluster 

 

Se definió mediante el método UPGMA el dendrograma para las poblaciones analizadas 

mediante los microsatélites. Como se puede observar en el gráfico 23, los perfiles moleculares de 

las poblaciones 25 y 10 son muy similares y se unen a la población 30 formando así un grupo. Los 

perfiles moleculares de las poblaciones 26 y 29 se unieron con una distancia menor que el resto de 

las poblaciones conformando así otro grupo, el cual se unió al perfil molecular de la población 27 a 

una distancia un tanto mayor. La población 28 que es la de mayor distancia genética y se agrupa en 

forma separada de las demás poblaciones. 

 

La distorsión ocasionada con el manejo de los datos durante la construcción del 

dendrograma, se obtuvo a través de la obtención del coeficiente de correlación cofenética, cuyo 

valor fue de r = 0,76. 
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4.2.7.3 Test de Mantel 

 

 Al realizar el test de Mantel, método por el cual comparamos la matriz de distancia genética 

con matriz de distancia geográfica presentó como valor de correlación r= -0, 08994 (Gráfico 24). 
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Foto 2: Cuantificación de ADN, de los individuos de algunas de las poblaciones seleccionadas. A: ADN testigo 

[100ng/µl]; B: ADN tesigo [200ng/µl] 

 
 

 

Foto 3: Productos amplificados por SSR LPH01A07 desde A (más pesado) a F (más liviano). 
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Foto 4: Productos amplificados por SSR LPH01D09 desde A (más pesado) a C (más liviano). 

 

 

 

Foto 5: Productos amplificados por SSR LPH01H06 desde A (más pesado) a I (más liviano). 
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Foto 6: Productos amplificados por SSR LPK01A03 desde A (más pesado) a G (más liviano). 
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Gráfico 21: Análisis de coordenadas principales basado en la distancia de Prevosti (C1: componente principal 1; C2: componente principal 2) 
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Gráfico 22: Gráfico tridimensional de coordenadas principales que muestra la disposición de las siete poblaciones, basado el la distancia de Prevosti (C1: componente principal 1; 

C2: componente principal 2; C3:componente principal 3) 
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Gráfico 23: Dendrograma de las poblaciones (en ordenadas) basada en los datos de SSR y construido acorde a el método de UPGMA con la distancia de Prevosti 
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Gráfico 24: Test de Mantel, correlación entre la distancia genética (Prevosti) y la distancia geográfica (Km), 
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4.3 Caracterización Agronómica y Molecular 

 

4.3.1 Análisis de Procrustes Generalizado 

 

En la gráfico 25 se observa representada la matriz de consenso entre los datos moleculares y 

agronómicos. Dentro de los caracteres agronómicos que se comparó contempla número de macollos 

reproductivos por planta, peso de semillas por planta y peso de materia seca total por planta. El 

punto de consenso se representa con un círculo y los datos agronómicos y moleculares se 

representan con un cuadrado. Cada punto de consenso se encuentra a una distancia equidistante de 

los parámetros moleculares y agronómicos, poblaciones como la 30 y 26 presentan mayores 

distancias al punto de consenso, es decir presentan una mayor dispersión entre los datos 

agronómicos y los datos moleculares. Las poblaciones 10 y 27 presentan una menor distancia al 

punto de consenso por ende una menor dispersión entre los datos agronómicos y moleculares. Las 

poblaciones 10 y 25 se ubican prácticamente en el mismo espacio. 

 

Al comparar los dendrogramas correspondiente a cada caracterización agronómica (Gráfico 

26) para estas siete poblaciones y a la caracterización molecular de las mismas (Gráfico 23) se 

observó que las poblaciones 10 y 25 se dispusieron siempre cercanas formando parte del mismo 

subgrupo. 
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Gráfico 25: Matriz de consenso (○) entre datos agronómicos y moleculares (ambos □). 
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Gráfico 26: Dendrograma obtenido a partir de los datos agronómicos: peso de materia seca total por planta, número de espigas y peso de semilla total por planta para 

las siete poblaciones analizadas molecularmente 
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5. DISCUSION 

 

5.1 Caracterización Agronómica 

 

5.1.1 Colecta de las Poblaciones 

 

El mejoramiento genético de cualquier especie forrajera requiere de la presencia de 

variabilidad genética en caracteres productivos que permita la selección y la generación de nuevos 

cultivares. En general, las poblaciones naturalizadas que demuestran una elevada adaptación a 

diferentes ambientes son una fuente muy importante de variabilidad, en particular en especies 

predominantemente alógamas. De este modo la colecta de germoplasma de una especie vegetal 

tiene como objetivos principales la conservación de la diversidad genética, la caracterización y el 

posterior almacenamiento de las semillas. Dependiendo del objetivo principal de la colecta, la 

estrategia de muestreo que se aplica persigue la obtención de una muestra representativa de los 

genotipos que componen la(s) población(es), y está condicionada por las características 

reproductivas y la distribución geográfica de la especie a recolectar (Allard 1970, Ford-Lloyd y 

Jackson, 1986).  

 

En el presente estudio la recolección de las 32 poblaciones de raigrás anual diploide se 

realizó en bulk y se seleccionaron las provincias de Buenos Aires, Entre Ríos, Corrientes y Córdoba, 

debido a la importancia que tiene la especie en los ambientes ganaderos de dichas regiones (Cuadro 

1). Esta colecta tuvo como objetivo principal generar una colección de germoplasma para ser 

utilizada en futuros programas de mejoramiento genético, además de contribuir a la conservación de 
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la especie, aportando semillas al Banco Activo de Germoplasma de forrajeras del INTA Pergamino y 

caracterizando los ambientes o sitios de colecta.  

El número elevado de poblaciones recolectadas y el rango geográfico que se exploró, se 

sustentó el un concepto genético-ecológico, que sostiene que la variación presente entre y dentro de 

poblaciones puede estar fuertemente asociada a los procesos de selección predominantes en cada 

ambiente particular (Hedrick et al, 1976). La detección de la variabilidad genética entre las 

poblaciones fue la siguiente etapa del presente estudio. 

 

5.1.2 Variabilidad entre Poblaciones  

 

El punto de inicio de cualquier programa de mejora es examinar la variación presente en el 

germoplasma disponible. Las especies alógamas, entre las cuales se incluyen la mayoría de las 

forrajeras de clima templado como Loilium multiflorum Lam., presentan un alto grado de 

variabilidad morfo-genética entre poblaciones y dentro de ellas (Tyler et al, 1987; Schultze-Kraft, 

1990).  

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican en términos generales la presencia de 

variabilidad genética entre las poblaciones en la mayoría de los caracteres evaluados (Cuadros 8 y 

10), y esto es coincidente con la literatura reportada para la especie (Edwards y Emara, 1970; 

Rhodes, 1973; Alonso, 1991; Andrés y Bertín, 1998; Andrés, 1999; Andrés et al, 2000; De Battista 

et al, 2001; Rosso y Andrés, 2001; Rosso, 2002; Castro et al, 2003; Giammaría, 2003; Alonso, 

2004; Castaño et al, 2004; Andrés et al, 2005, Monteverde y De Battista, 2008).  

 

Las estimaciones del Grado de Determinación Genética lograron valores intermedios a 

elevados, y ello dependió del carácter considerado. Caracteres como el hábito de crecimiento, el 
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vigor de planta, el ancho de hoja, la fecha de floración y el peso de mil semillas presentaron valores 

de GDG superiores a 0,8. Por otro lado los caracteres, producción de materia seca, número de 

macollos reproductivos, largo de espiga, peso total de semilla, presentaron valores de GDG que 

oscilaron entre 0,4 y 0,7. Mientras que el número de macollos vegetativos y altura de planta previo 

al segundo corte estuvieron por debajo de 0,12 (Cuadro 11 y Cuadro 13). 

 

La diversidad de los ambientes en los que fueron recolectadas las poblaciones de raigrás 

anual estuvo fuertemente determinada por diversos efectos, tales como el pastoreo, la frecuencia e 

intensidad de defoliación, la competencia con otras especies y el tipo de suelo, entre otros (Cuadro 

1). Simultáneamente, el modo reproductivo predominantemente alógamo de la especie, puede ser 

identificado como uno de los factores de mayor influencia sobre la estructura genética de las 

poblaciones estudiadas (Loveless y Hamrick, 1984), y de esta forma explicar la elevada 

variabilidad encontrada (Brown y Jain, 1979).  

 

5.1.3 Caracteres Vegetativos 

 

La estructura del canopeo en plantas forrajeras está determinada por el hábito de 

crecimiento y por la disposición de las hojas, y condiciona el manejo de las pasturas (Pearson e 

Ison, 1994). Dependiendo de la heterogeneidad microambiental, principalmente la intensidad y 

frecuencia de defoliación y la competencia (Snaydon, 1978), el hábito de crecimiento puede 

cambiar. Existen evidencias (Davies, 1960; Smeatham, 1972; Seaney, 1974) que indican que los 

genotipos con hábito de crecimiento postrado sobreviven mejor que los de tipo erecto en sistemas 

con defoliaciones continuas y frecuentes, aunque no son los de mayor productividad (Cooper y 

McColl, 1966; Rhodes, 1971). En el presente estudio se encontró variabilidad significativa en el 
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hábito de crecimiento de las poblaciones (P<0,0001) (Cuadro 8), y predominó el tipo semipostrado 

(Cuadro 8; Gráfico 4). Estos resultados son coincidentes con los detectados por otros autores 

(Alonso, 1991; Rosso, 2002), en los que expresan que la mayoría de las poblaciones naturalizadas 

argentinas de raigrás anual diploide (raigrás criollo) tienen este tipo de crecimiento en estado 

vegetativo. Entre las 32 poblaciones se observaron extremos en la expresión fenotípica del carácter, 

siendo las poblaciones 9, 17, 22 y 32 las más postradas y la 25 la más erecta (Cuadro 8). Tanto el 

GDG como CVg y CVf presentaron valores elevados (Cuadro 11 y Cuadro 12), indicando la 

existencia de variación genética para este carácter, coincidente con resultados hallados en la 

literatura (Alonso, 2004; Monteverde y De Battista, 2008).  

 

En estados iniciales de la implantación de una pastura, el vigor de planta es un carácter de 

mucho valor para la selección, ya que determina en forma indirecta la velocidad de crecimiento de 

las plántulas, y está asociado a la acumulación de materia seca posterior. En el presente estudio se 

demostró variabilidad significativa (P<0,0001) entre poblaciones para el vigor de planta (Cuadro 8), 

y predominó el tipo regular (Gráfico 5). La población 25 fue la de mayor vigor de planta, mientras 

que la población 2 presentó el menor vigor (Cuadro 8). Este carácter también presentó un alto GDG, 

CVg y CVf indicando la existencia de variación genética para el vigor de planta (Cuadro 11 y 

Cuadro 12), coincidente con resultados hallados en la literatura (Rosso y Andrés, 2001; Giammaria, 

2003). Sin embargo Alonso (2004) no encontró variabilidad para este carácter en condiciones de 

alta salinidad en el suelo.  

 

El ancho de hoja es un componente importante que conforma el rendimiento de materia 

seca en el raigrás anual (Edwards y Cooper, 1963; Sugiyama et al, 1985). El área foliar esta 

determinado tanto por el ancho como por el largo de hoja, sin embargo es el ancho de hoja el más 
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utilizado para la selección (Cooper y Edwards, 1963) inclusive por haber sido utilizado como 

variable para la selección de mayor digestibilidad de materia seca (Lentz y Buxton, 1991). En el 

presente estudio las poblaciones variaron significativamente (P<0,0001) en el ancho de hoja, y en 

las plantas predominó el tipo de hoja de ancho medio (Cuadro 8), coincidente con otros estudios 

(Alonso, 1991; Andrés y Bertín, 1998; Andrés et al, 2000). El test de diferencia de medias destacó a 

las poblaciones 20 y 21 con el mayor valor de ancho de hoja y a la 32 con el valor menor (Cuadro 

8). Este carácter también presentó un alto GDG, CVg y CVf (Cuadro 11 y Cuadro 12) indicando la 

existencia de variación genética, coincidente con resultados hallados en la literatura (Alonso, 2004).  

 

El número de macollos vegetativos y el peso de los macollos son los principales  

determinantes el rendimiento de forraje en una pastura (Jewis, 1972; Zarrough, 1983). Rashal y 

Kholms (1983) mantienen que el número de macollos podría utilizarse como caracter para la 

selección indirecta del rendimiento de materia seca siendo éste un caracter confiable. Los resultados 

obtenidos indicaron que no existió variabilidad para el número de macollos vegetativos (Cuadro 8). 

Contrariamente a estos resultados, otros estudios realizados en la especie han encontrado 

variabilidad para este carácter (Hume, 1991; Castro et al, 2003). La ausencia de diferencias 

significativas podría ser atribuida a dos causas: a) un tamaño de muestra poblacional reducido (tres 

plantas en dos repeticiones) o b) ausencia de variabilidad. Tanto el GDG como el CVg para el 

carácter fueron bajos (Cuadro 11 y Cuadro 12), indicando la falta de variación genética, por lo que 

se supone que el efecto producido por el escaso número de plantas por repetición, pudo arrastrar el 

mismo error evidenciado en las medias fenotípicas.  

 

La altura de planta previo al segundo corte es un indicador indirecto de la cantidad de 

materia seca producida. Esta variable puede ser modificada a través del manejo de la pastura, de la 
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fertilización y de la competencia con otras especies (Snaydon, 1978). En el presente estudio no 

existieron diferencias significativas entre poblaciones (Cuadro 8) y al igual que para el carácter 

anterior tanto el GDG como el CVg y CVf fueron bajos (Cuadro 11 y Cuadro 12), indicando la falta 

de variación genética. 

 

 La producción de materia seca es la variable de mayor valor en los programas de selección 

de especies forrajeras. El raigrás anual diploide tiene un ciclo de producción de forraje otoño-

inverno-primaveral, y contribuye a mejorar la oferta invernal de forraje de calidad (Fernández et al, 

2003). Presenta un período de utilización mayor que los raigrases tetraploides, que se extiende hasta 

mediados de primavera (Amigone y Kloster, 1997; Madaloni y Ferrari, 2001). Rashal y Kholms 

(1983) sostienen que el principal índice de productividad del raigrás anual es el rendimiento de 

materia seca. En el presente estudio se detectaron diferencias significativas (P<0,0001) entre las 32 

poblaciones estudiadas, para los tres cortes realizados (24/08; 14/09; 25/10), y para el peso 

acumulado total. Se detectaron diferencias en los patrones de producción  poblacionales. Por 

ejemplo la población 36 fue una de las que presentó mayor producción de materia seca 

sostenidamente en los tres cortes (24/08; 14/09; 25/10) y ello se tradujo en una elevada acumulación 

de forraje total. Por otro lado la población 16 fue la que logró el menor peso de materia seca en los 

dos primeros cortes (24/08 y 14/09), y esto redundó en un menor peso seco acumulado total. 

(Cuadro 8). Otras poblaciones mostraron comportamientos extremos, como la población 33 y la 5 

que lograron la mayor y menor producción en el tercer corte, respectivamente (Cuadro 8). 

Considerando la importancia de la producción de forraje en un futuro programa de selección se 

destacaron las poblaciones 36 y 33. Otros autores también hallaron variabilidad para el carácter 

(Rosso y Andrés, 2001; Giammaria, 2003; Castaño et al, 2004; Sacido y Latorre, 2006; Monteverde 

y De Battista, 2008). 
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 Los GDG del peso de la materia seca en los tres cortes y en el acumulado total fueron 

elevados (Cuadro 11 y Cuadro 12). El CVg y CVf para los tres cortes presentó valores bajos 

mientras que para la producción de materia seca total el valor fue mayor. Considerando que el 

carácter es de tipo poligénico y altamente influenciado por el ambiente, los valores detectados son 

muy auspiciosos para incorporar las poblaciones más productivas en futuros programas de 

selección. Monteverde y De Battista (2008) obtuvieron valores elevados de GDG para la 

producción de biomasa, similares a los dos primeros cortes del presente estudio.  

  

La infección por roya de la corona (Puccinia coronata) es considerada la principal 

limitación de producción de forraje y rendimiento de semilla en raigrás anual. Andrés y Bertín 

(1998) detectaron que varios cultivares extranjeros fueron susceptibles a esta enfermedad afectando 

sobre todo el rendimiento en materia seca principalmente por la falta de adaptación a las 

condiciones ambientales de nuestro país. Numerosos trabajos discuten el efecto de la roya de la 

corona sobre el rendimiento foliar. Lancashire y Latch (1966) sostienen que la roya de la corona 

reduce principalmente el rendimiento de materia verde, más que el de materia seca, que incluye 

también partes vegetales muertas. Estudios en raigrás perenne concluyen (Price, 1987) que la 

infección sobre un cultivar susceptible produce una disminución del 37 % en el rendimiento de 

materia seca y del 94 % en el de materia verde. Otros parámetros afectados por la enfermedad son 

el rebrote, número de macollos y área foliar (Lancashire y Latch, 1966; Potter, 1987; NIAB, 1988). 

En el presente estudio a través de la medición del número de plantas con presencia de roya en tres 

momentos (14/10; 26/10; 08/11) se determinó variabilidad en la respuesta de las poblaciones 

analizadas, siendo la población 32 la primera en presentar signos de la enfermedad; mientras que las 

poblaciones con mayor número de plantas afectadas fueron la población 33 y la 32. Las poblaciones 
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menos afectadas fueron las poblaciones 16, 9 y 6 (Gráfico 13). Giammaría (2003) también encontró 

variabilidad al evaluar familias de medios hermanos en raigrás diploide donde determinó que se 

expresaron en forma diferencial en función del ambiente en el que crecieron. Andrés (1999) señaló 

que Pergamino es un sitio altamente conductivo (hot spots) para la expresión de enfermedades. 

 

5.1.4 Caracteres Reproductivos 

 

 La fecha de floración está determinada por el fotoperíodo, la temperatura y el suministro de 

agua (Rhebergen, 1985; Ernst, 1987), y en raigrás anual es afectada por diversos factores como el 

manejo de la defoliación (Breese y Charles, 1962). Se ha demostrado que un retraso en la fecha de 

floración podría mantener por un período de tiempo mayor un alto valor nutritivo, alto valor de 

digestibilidad y alto valor de palatabilidad del forraje (McLean y Watson, 1992). En el presente 

estudio se detectó variabilidad significativa entre poblaciones (P<0,0001) para los días a floración 

desde el transplante, con una media de 167 días (Cuadro 10). Las poblaciones mostraron diferentes 

patrones de floración, por ejemplo las poblaciones 20, 9, 26 y 30 fueron las más precoces, mientras 

que las poblaciones 12 y 11 fueron las más tardías en florecer (Cuadro 10). El GDG fue el más 

elevado de todos los caracteres considerados reproductivos (Cuadro 13), y contrariamente, los CVg 

y CVf fueron los más bajos (Cuadro 14). Otros autores también encontraron variabilidad 

significativa para el carácter (De Basttista et al, 2000; Rosso y Andrés, 2001; Castro et al, 2003; 

Monteverde y De Battista, 2008). Estos resultados indicaría elevadas probabilidades de lograr 

progresos en la selección por grupos de precocidad en futuros programas de selección para el 

desarrollo de cultivares de raigrás con diferente comportamiento productivo. 
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 El número de macollos reproductivos es uno de componentes más importante del 

rendimiento de semilla y en la mayoría de las especies forrajeras esta variable está altamente 

correlacionada a la cantidad de macollos vegetativos (Smith et al, 1994). Por otro lado Elgersma et 

al (1989) sostienen que en determinados cultivares de raigrás anual el número de inflorescencias 

podría ser un factor limitante para obtener altos rendimientos de semilla. Mientras que Bugge 

(1984) encontró que en raigrás anual el número de espigas es el componente de rendimiento más 

afectado por el ambiente. En el presente estudio las poblaciones mostraron variabilidad significativa 

(P<0,001) (Cuadro 10). La media de este carácter para todas las poblaciones fue muy elevada (135 

macollos reproductivos/planta). Las población 6 se destacó por lograr el mayor número (188) y las 

poblaciones 28 (87), 4 (100) y 27 (104) presentaron la menor cantidad (Cuadro 10). El GDG, el 

CVg y el CVf presentaron valores intermedios (Cuadro 13 y Cuadro 14), indicando la existencia de 

variación genética para este carácter. Resultados similares fueron declarados por  Giammaría (2003) 

y Bertín (2004) al realizar estudios de componentes de rendimientos en cultivares y sintéticas de 

raigrás anual. 

 

El largo de espiga es una de las variables indirectas del rendimiento de semilla, 

generalmente está asociada al peso de semilla y es una variable muy dependiente del origen del 

germoplasma (Andrés et al, 1998; Ruíz Díaz y Andrés, 1998). En el presente estudio se encontró 

variabilidad significativa (P<0,0001) entre poblaciones para el carácter (Cuadro 10). La media del 

largo de espiga fue de 23,91cm. Otros estudios del comportamiento de cultivares de raigrás anual 

tetraploide, detectaron un largo de espiga mayor (Giammaría, 2003), pero este hecho esta asociado 

directamente al nivel de ploidía del germoplasma estudiado. La población 28 logró plantas con el 

mayor largo de espigas, mientras que la población 21 presentó plantas con las espigas más cortas 
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(Cuadro 10). El GDG para este carácter fue intermedio mientras que el CVg y el CVf presentaron 

valores bajos (Cuadro 13 y Cuadro 14). 

 

 El peso total de semillas es otro carácter de gran interés en todos los programas de 

mejoramiento de especies forrajeras, y es indicativo del éxito en la difusión del nuevo cultivar, ya 

que está directamente asociado al rendimiento de semillas. Este carácter es altamente dependiente 

del ambiente y ha sido muy bien estudiado (Bugge, 1984; Elgersma et al, 1989; Bertín, 2004). En el 

presente estudio las poblaciones naturalizadas demostraron diferencias significativas (P<0,0001) 

(Cuadro 10). La media de este carácter fue de 21,83 gramos de semilla por planta. Las poblaciones 

21 (30,52g), 6 (29,64g) y 33 (29,46g) fueron las de mayor peso total y la 17 la de menor peso 

(13,34g) (Cuadro 10). Tanto el GDG como CVg y el CVf presentaron valores elevados (Cuadro 13 

y Cuadro 14), los cuales indicarían la existencia de variación genética posible de seleccionar para 

este carácter en futuros programas de selección, coincidente con otros resultados (Cooper, 1960; 

Rosso y Andrés, 2001). 

 

El peso de mil semillas es otro de los componentes más importante para la determinación 

del rendimiento en semilla. En algunas especies la asociación entre el peso de mil semillas y el 

vigor inicial de las plántulas y su sobrevivencia es positiva (Twamley, 1967, 1974; Raja y Bean, 

1979; Schaal y Smith, 1980). Sin embargo no siempre esta relación es directa, ya que en algunos 

casos no relaciona con una germinación diferencial (Andrés y Guillen, 2001). En el presente estudio 

se encontró variabilidad significativa (P<0,0001) entre poblaciones para el carácter (Cuadro 10). 

Bertín (2004) también encontró variabilidad en el peso de mil semillas en cultivares y sintéticas 

experimentales de raigrás anual. La media de este carácter fue de 2,02 g, valores similares a la 

media reportó Bertin (2004) para especies diploides. Las poblaciones 28 (2,98g), 33 (2,46g) y 14 
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(2,43g) fueron las de mayor peso de mil, y la población 9 (1,58g) presentó el menor valor de peso 

de mil (Cuadro 8). En general los cultivares de raigrás anual diploides logran menor peso de mil 

semillas que los tetraploides, y escasamente superan los 2g. El GDG fue elevado (Cuadro 13), y los 

CVg y el CVf (Cuadro 14) fueron intermedios, indicando la existencia de variación genética para 

este carácter. Los resultados obtenidos en las poblaciones naturalizadas indicarían que existen 

posibilidades de seleccionar en futuros programas de mejoramiento, por elevado peso de mil 

semillas.  

 

5.1.5 Asociación entre Caracteres 

 

 La asociación entre dos caracteres puede explicarse tanto por efectos genéticos como por 

efectos ambientales o por ambos. Las causas ambientales de la asociación de los valores fenotípicos 

pueden acentuar o atenuar los causales genéticos de la correlación (Mariotti, 1986). En el presente 

estudio, se discuten aquellas correlaciones fenotípicas significativas (p<0,05) consideradas de 

mayor importancia desde el punto de vista de un programa de mejoramiento.  

 

 Entre las asociaciones de mayor importancia desde el punto de vista del mejoramiento 

genético del rendimiento de forraje se destacan las correlaciones fenotípicas entre los diferentes 

cortes de materia seca, las que siempre fueron positivas (0,223 a 0,683) (Cuadro 15). Todos los 

caracteres de producción de materia seca presentaron valores de GDG de intermedios a elevados 

(Cuadro 11), de esta manera la selección indirecta por rendimiento de materia seca podría realizarse 

a través de la selección por la materia seca producida en etapas tempranas de evaluación (Rashal y 

Kholms, 1983). 
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Entre las asociaciones de mayor importancia desde el punto de vista del mejoramiento 

genético del rendimiento de semilla se destacan el peso total de semillas, que estuvo 

correlacionado (rf=0,485; P<0,0001) significativamente con el número de macollos reproductivos 

(Cuadro 15). Ambos caracteres presentaron valores de GDG similares (0,632 para el número de 

macollos reproductivos y 0,694 para el peso total de semillas) y elevados. Existen numerosos 

estudios que indican la existencia de una elevada correlación significativa entre el número de 

macollos reproductivos y el peso total de semilla en diversas especies forrajeras templadas (Cerono, 

1993; Barufaldi, 1999; Guillen, 2002) 

  

Otra asociación interesante para el mejoramiento genético del rendimiento de semillas es la 

correlación entre el peso de mil semillas con el número de macollos reproductivos (rf=-0,278) y 

con el largo de espiga (rf=0,466) ambas significativas (P<0,01) (Cuadro 15). Los tres caracteres 

presentan valores de GDG de intermedios a elevados (0,804 para el peso de mil semillas, 0,632 para 

el número de macollos reproductivos, 0,561 para el largo de espiga) (Cuadro 13). 

  

Por otro lado el largo de espiga presentó una correlación fenotípica negativa con el número 

de macollos reproductivos (rf=-0,189) y una asociación positiva con la producción de materia seca 

al segundo corte (rf=0,152) (Cuadro 15), ambas significativas (P<0,01 y P<0,05 respectivamente). 

Los tres caracteres presentan valores de GDG de intermedios a elevados (0,561 para el largo de 

espiga, 0,662 para la producción de materia seca al segundo corte y 0,632 para el número de 

macollos reproductivos) (Cuadro 13 y Cuadro 11). 

 

5.1.6 Análisis Multivariado 
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 El análisis de agrupamiento y ordenamiento permitió separar las poblaciones según la 

producción de materia seca total por planta, carácter que explicó la mayor variabilidad 

conjuntamente con el peso total de semillas, explicando un 72,12% de la variación morfo-

fisiológica total. En el gráfico 19, cabe destacar que la población 17 y la población 28 quedan 

aisladas del conjunto de poblaciones, por tener el menor peso de semilla (población 17) y si bien la 

población 28 no presenta el mayor peso de semillas, presenta el mayor peso de mil semillas. 

Mientras que las poblaciones 33 y 36 quedan agrupadas en el cuadrante derecho superior indicando 

valores altos de producción de materia seca. Similares valores hallaron Castro et al (2003), en el 

análisis de poblaciones naturalizadas de raigrás anual donde las dos primeras componentes también 

explicaron el 72,82% de variación morfo-fisiológica, coincidiendo en que el peso de materia seca 

total explica la mayor parte de la variabilidad. De esta manera, las variables que fueron 

consideradas para realizar el análisis de cluster y decidir las poblaciones que se caracterizarían 

posteriormente en forma molecular fueron peso de materia seca total y peso total de semilla. 
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5.2 Caracterización Molecular 

 

5.2.1 Cuantificación de la variabilidad genética 

 

El número de alelos efectivos indica el tamaño de una población ideal en la cual dada las 

frecuencias alélicas existentes todos los individuos son totalmente diferenciados (Peakall y Smouse, 

2006). En el presente estudio el mayor valor del número de alelos efectivo promedio por población 

fue para la población 28 (2,864), indicando que si bien en dicha población se analizaron 20 

individuos, con solo 3 individuos se lograría detectar diferencias alélicas (Cuadro 19). Si bien estos 

resultados son coincidentes con los hallados por otros autores, dependiendo de la especie a analizar 

los valores podrían ser superiores, como los hallados en poblaciones de maíz con igual cantidad de 

individuos analizados (Barcaccia et al, 2003).  

 

Según algunos autores (Barcaccia et al, 2003), la frecuencia alélica promedio por población 

esta correlacionada en forma proporcionalmente inversa a la cantidad de alelos presentes en la 

misma. Los resultados obtenidos en las poblaciones de raigrás anual estudiadas, indicaron que la 

población 27 presentó la mayor frecuencia alélica media (0,364) (Cuadro 19), y consecuentemente 

la menor cantidad de alelos (11) (Cuadro 22). Contrariamente a estos resultados, la población 28 

presentó el menor valor de frecuencia alélica media (0,211) (Cuadro 19) y la mayor cantidad de 

alelos por población (19) (Cuadro 22). 

 

De acuerdo a estudios anteriores (Labate et al, 2003) se predice que un valor de 

heterocigosidad observada (Ho) inferior a la heterocigosidad esperada (He) indicaría una tendencia 

a la endogamia dentro de las poblaciones. En este estudio, la mayoría de las poblaciones de raigrás 
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anual presentaron un valor de Ho inferior a la He, a excepción de la población 28 (Cuadro 19). La 

población que mayor diferencia presentó entre estos estimadores fue la 30 (Cuadro 19). Diferencias 

superiores fueron detectadas entre cultivares de Lolium perenne (Kubik et al, 2001), mientras que 

las diferencias fueron menores entre poblaciones de Lolium rigidum (Oliveira y López, 1999). 

 

El contenido de información polimorfica (PIC) (o la heterocigosidad esperada, He según 

Peakall y Smouse, 2006), es una medida de la diversidad genética y provee una estimación del 

poder discriminatorio de cada microsatélite (SSR), contemplando el número de alelos y sus 

frecuencias relativas en cada población. El valor promedio del PIC para el total de los SSR fue de 

0,548 (Cuadro 20). Resultados inferiores (Baoulfourier et al, 1998), similares (Oliveira y López, 

1999) y superiores se hallaron en la literatura (Kirigwi et al, 2008), para la especie. Indicando 

entonces una diversidad intermedia dentro del genero Lolium spp. (Charmet y Belfourier, 1994). 

 

Dentro del análisis de estructura de poblaciones mediante los estadísticos F de Wright, se 

observa que el SSR LPK01A03 fue el que evidenció un mayor valor de Fis negativo para todas las 

poblaciones (-0,398), indicando un exceso de heterocigotos (Cuadro 21). Los resultados obtenidos 

en este SSR fueron completamente diferentes a los encontrados en otros trabajos realizados en la 

especie (Warren et al, 1998; Oliveira y López, 1999). Para el SSR LPH01A07, el Fis fue positivo 

para todas las poblaciones, presentando el mayor valor promedio (0,618), indicando una tendencia a 

la endocría o alelos nulos no detectados (Peakall y Smouse, 2006) (Cuadro 21). Por otro lado el 

mayor valor Fit corresponde al SSR LPH01A07 indicando que el nivel de consanguinidad elevado 

es lo que podría revelar una disminución de la heterocigosidad a nivel de esta muestra poblacional 

(Cuadro 21). Para el SSR LPH01H06 tanto el Fis como el Fit fueron elevados y positivos indicando 
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una menor presencia de heterocigotos (Cuadro 21). El SSR LPH01D09 presentó valores de Fis y de 

Fit bajos y cercanos a cero indicando un posible equilibrio de la población.  

 

Al estimar el promedio general de todas las poblaciones, el valor de Fis fue de 0,165 

comparable con valores reportados en cultivares (Hayward y McAdam, 1977) y poblaciones 

(Oliveira et al, 1997; Oliveira y López, 1999) de la especie. Este valor bajo indicaría que las 

poblaciones de raigrás anual naturalizadas estudiadas, estarían próximas al equilibrio panmíctico. 

Con respecto al valor medio de diferenciación interpoblacional, el Fst fue de 0,094 evidenciando 

que existe una elevada variación dentro de poblaciones (90,5%), y una escasa diferenciación (9,5%) 

entre las mismas (Cuadro 21). Valores similares de Fst, fueron obtenidos (Oliveira y López, 1999; 

Kubik et al, 2001) en poblaciones y cultivares de Lolium spp. 

 

Considerando que la proporción de diversidad entre poblaciones con relación a la diversidad 

total se expresa como Fst/(1-Fst) (Nei, 1977), en el presente estudio se detectó que el 10% de la 

diversidad genética total para los cuatro SSR estudiados fue debido a la variación entre las 

poblaciones, mientra que el 90% restante fue atribuible a la variación dentro de las mismas. Estos 

resultados fueron consistentes con el elevado valor de Nm promedio (2,422), indicando un 

predominio del flujo génico (Anónimo, 2005) por sobre la posible deriva génica producida por el 

muestreo poblacional. Por su parte otros autores (Barcaccia et al, 2003) sugieren que un Nm 

superior a 1 indicaría escasa diferenciación entre poblaciones.  
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5.2.2 Comportamiento de los SSR  

 

Todos los SSR utilizados presentaron alelos raros (pi≤0,05) (Cuadro 22) y adicionalmente 

los SSR LPH01H06 y LPK01A03 presentaron alelos privativos en las poblaciones de raigrás anual 

estudiadas (Cuadro 24). Estos resultados podrían explicar las amplias diferencias obtenidas en el 

presente estudio comparativamente con los alelos identificados en otros estudios (Jones et al, 2001) 

para estos SSR. Además podrían ser indicativos de la adaptación de las poblaciones naturalizadas 

de raigrás anual a las condiciones ambientales propias de los ambientes en las que fueron 

recolectadas (siempre y cuando el SSR estuviera asociado a algún carácter de adaptabilidad). 

 

Todos los SSR fueron polimórficos presentando 25 alelos para los cuatro SSR estudiados, de 

los cuales el 28% estuvo presente en todas las poblaciones (Cuadro 23). Para los SSR LPH01A07 y 

LPH01H06 se reportaron resultados similares en los productos amplificados (Jones et al, 2001; 

Vandewalle, 2007), mientras que para los SSR LPK01A03 y LPH01D09 no fue coincidente con la 

bibliografía consultada (Jones et al, 2001) ya que estos SSR fueron considerados monomórficos. 

Sin embargo el tamaño en pares de bases (pb) para los alelos reportados en el presente estudio fue 

coincidente con el tamaño de pb estimados por Jones et al, (2001) para ambos SSR. Las mayores 

frecuencias alélicas (pi≥0,8) se presentaron en el SSR LPH01D09 para el alelo de 275pb, en las 

poblaciones 25, 30 y 10 (Cuadro 22), indicando con este SSR para esos alelos una posible fijación 

de los mismos. 
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5.2.3 Análisis de la variancia (AMOVA) 

 

Diferentes estudios realizados en especies forrajeras alógamas, y en particular en cultivares 

y poblaciones naturalizadas de raigrás anual, presentan elevada variabilidad a nivel molecular 

(Huff, 1997; Forster et al, 2001), indicando la amplia variabilidad genética existente en la especie a 

pesar de haber transcurrido mas de 60 años de selección (Casler, 1995).  

 

Los resultados en el presente estudio evidenciaron diferencias significativas (P<0,001) entre 

las poblaciones (Cuadro 25). Del total de la variación detectada, el 88% correspondió a la 

variabilidad entre individuos dentro de poblaciones, mientras que el resto (12%) correspondió a la 

variación entre poblaciones (Cuadro 8). Estos resultados son coincidentes con los hallados por 

numerosos autores tanto para poblaciones de Lolium multiflorum analizadas con SSR (Peter-Schmid 

et al, 2008) y con RAPD (Castro et al, 2003), como en otras especies de Lolium spp (Yamashita y 

Sawada, 1999; Kubik et al, 2001; Calsyn et al, 2003; Bolaric et al, 2005) y otras especies forrajeras 

como Paspalum dilatatum (García, 2001) y Festuca pratensis (Peter-Schmid et al, 2008).  

  

Al comparar las poblaciones de a pares para determinar cuales difirieron entre sí, se 

destacaron las poblaciones 27 y 28 respecto al resto (Cuadro 26), distanciándose significativamente 

(P≤0,05). Contrariamente los pares de poblaciones que no difirieron significativamente (P≥0,05) 

entre sí fueron: 25-30, 26-29 y 29-30. Estos resultados indicarían que si bien la varianza 

interpoblacional es significativa, esta no tendría la magnitud suficiente para discriminar todas las 

poblaciones analizadas. Cabe destacar que los pares de poblaciones 25-10 y 28-29 estuvieron muy 

cercanos al nivel de significancia (P≤0,05) con valores de P=0,046 y P=0,045 respectivamente 

(Cuadro 26).  
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5.2.4 Análisis Multivariado  

 

 Con el objetivo de investigar la consistencia en el agrupamiento de las poblaciones se 

realizaron dos tipos de análisis de agrupamientos: Análisis de Coordinadas Principales (ACoorP) y 

Análisis de Clusters (AC). Los resultados del ACoorP indicaron que el 68% del total de la 

variabilidad detectada, fue explicado mediante tres componentes principales (Gráfico 22), al igual 

que otros autores (Bennett et al, 2002). Los resultados del AC (Gráfico 22), no permitieron 

discriminar las poblaciones 25 y 10 con los SSR empleados, indicando un perfil molecular similar 

entre ellas. Por su parte la población 28 quedó aislada, determinando un perfil molecular diferente 

al resto. Con el Test de Mantel se determinó la inexistencia de correlación entre la distancia 

geográfica y la distancia genética de las poblaciones analizadas, similarmente a lo descripto por 

otros autores para Lolium spp (Warren et al, 1998) y para otras especies forrajeras (Warren et al, 

1998; Rosso et al, 2007). 
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5.3 Caracterización Agronómica y Molecular 

 

La caracterización de la variabilidad genética en diversas especies forrajeras, se ha basado 

durante muchos años en la descripción de caracteres morfológicos y fisiológicos, básicamente por el 

interés que tienen este tipo de caracteres en la aplicación en programas de selección y desarrollo de 

cultivares. La naturaleza alógama de la mayoría de las especies forrajeras más importantes ha 

limitado los análisis necesarios para determinar el nivel de variabilidad dentro y entre poblaciones 

naturales y sintéticas. Debido a que los cultivares forrajeros son poblaciones sintéticas que muestran 

una alta heterogeneidad genética, la posibilidad de distinguir dos poblaciones depende de la 

comparación de variabilidad entre y dentro de las poblaciones. Para ello, a la observación fenotípica 

de los caracteres y el empleo de métodos enzimáticos, se han sumado en los últimos años, análisis 

sobre las secuencias del DNA, como los polimorfismos amplificados al azar (RAPDs), en 

fragmentos de restricción (RFLPs), en el largo de los fragmentos amplificados (AFLPs) y en las 

secuencias simples repetidas (SSRs), técnicas más directas y predictivas, que contribuyen 

sensiblemente en la caracterización de las variedades. 

 

El desarrollo y aplicación de varios sistemas de marcadores y la construcción de mapas de 

recombinación detallados ha permitido avanzar en el conocimiento del control genético de 

caracteres fenotípicos, la identificación de individuos superiores y aumentar la eficiencia de 

selección inclusive de ecotipos muy cercanos en Lolium spp (Bolaric et al, 2005; Fjellheim y 

Rognoli, 2005), entre otros beneficios.  

 

El presente trabajo ha intentado abordar ambas caracterizaciones en las poblaciones 

naturalizadas de raigrás anual diploide, y demostrar la utilidad de ambas técnicas en el proceso de 
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caracterización de genotipos para ser incorporados a futuros programas de mejoramiento genético 

de la especie. 

 

Los resultados del presente estudio revelaron tanto por caracterización agronómica como por 

caracterización molecular que existe variabilidad genética (P<0,0001) entre poblaciones, siendo 

mucho más amplia la variabilidad detectada a nivel molecular dentro de las poblaciones (88%) 

(Cuadro 25). Similares resultados se obtuvieron en estudios realizados en poblaciones naturalizadas 

de Lolium multiflorum Lam caracterizadas agronómica y molecularmente (Castro et al, 2003; Peter-

Schmid et al, 2008).y en la especie Lolium spp. (Calsyn et al, 2003). 

 

El análisis de procrusters ha sido escasamente reportado en trabajos científicos, sin embargo 

algunos autores sostienen que su aplicación ha resultado en la mejor alternativa para interpretar 

agrupaciones de diferentes cultivares tanto en Cucumis spp (Bramardi et al, 2005) como en 

poblaciones locales de Zea mays (Defacio et al, 2007).  El análisis conjunto de los datos permitió 

agrupar las poblaciones a través de los caracteres moleculares y agronómicos (Gráfico 25), 

demostrando consistencia entre la proximidad de las poblaciones 10 y 25, mientras que sugiere que 

comparten el mismo espacio las poblaciones 26, 27 y 30 variando con la agrupación propuesta por 

la caracterización molecular y agronómica.  
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6. CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos a partir de la caracterización agronómica de las 32 poblaciones 

naturalizadas de raigrás anual diploide, realizada a campo y en condición de planta espaciada, 

permitió detectar una importante variabilidad genética en la mayoría de los caracteres morfo-

fisiológicos estudiados. 

 

 Los elevados valores obtenidos en la estimación de los parámetros genéticos de la mayoría 

de las variables analizadas, sugerirían la posibilidad de realizar selección y permitiría incorporar 

algunas poblaciones al programa de mejoramiento de raigrás anual diploide. 

 

Si el objetivo del programa de selección es la obtención de cultivares superiores en 

producción de forraje y de semilla, las poblaciones 36, 33, 21 y 29 serían las indicadas por sus 

elevadas productividades en el peso seco acumulado total y por su elevada cantidad de macollos 

reproductivos y peso total de semillas por planta. Este comportamiento quedo evidenciado en el 

análisis de componentes principales. 

 

Otro de los objetivos principales en la selección es la obtención de genotipos tolerantes o 

resistentes a la roya de la corona. Si bien en el presente estudio no se pudo calcular el componente 

genético del porcentaje de tejido verde afectado por la enfermedad, se realizaron conteos de las 

plantas afectadas a partir de la segunda quincena de octubre hasta la primera semana de noviembre. 

Esto permitió detectar un grupo de poblaciones menos afectado (16, 9 y 6), y otro grupo con mayor 

afectación (33 y 32). 
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El agrupamiento de las plantas por fechas de floración, permitió también observar que en el 

grupo de floración tardía, se ubicaron las poblaciones más rendidoras en producción de materia seca 

y algunas de ellas con muy buen comportamiento ante la roya. 

 

 Del total de poblaciones estudiadas, las poblaciones 10, 25 y 28 fueron intermedias en 

floración, de muy buena producción de materia seca, elevado rendimiento de semilla y con un bajo 

porcentaje (menor al 20%) de afectación por roya. Estas poblaciones fueron las elegidas para 

continuar con los estudios moleculares.  

 

 La caracterización molecular de las 7 poblaciones analizadas, permitió detectar una 

importante variabilidad genética entre poblaciones y dentro de poblaciones. La diversidad genética 

se explicó sobre todo por el componente intra-poblacional (88%). 

 

 Los marcadores tipo SSR analizados en este estudio, permitieron discriminar  la mayoría de 

las poblaciones, a excepción de las poblaciones 10 y 25, la población 28 se separo de las restantes 

poblaciones. 

 

Las caracterizaciones molecular y agronómica en las poblaciones naturalizadas de raigrás 

anual diploide, demostraron la utilidad de tratar ambas técnicas en conjunto en el proceso de 

caracterización de genotipos para ser incorporados a futuros programas de mejoramiento genético 

de la especie. 
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