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RESUMEN 

Argentina es, el tercer país con mayor superficie de suelos afectados por exceso de sales  o 

halomorfismo, asimismo la ganadería a nivel nacional fue desplazada hacia áreas con este tipo de 

restricciones edáficas. Para aportar una posible solución a esta problemática sería necesario generar 

germoplasma de diversas especies forrajeras adaptadas a estos ambientes. Lolium multiflorum Lam. 

también conocido como raigrás anual diploide, se encuentra entre las especies forrajeras más 

valoradas a nivel país. Es una gramínea de ciclo otoño-inverno-primaveral, nativa de ambientes 

mediterráneos de Europa y África. Diversos estudios demuestran la importancia de realizar 

caracterización y evaluación de esta especie en condiciones de exceso de sales. Igualmente en la 

actualidad la caracterización morfológica es complementada con herramientas biotecnológicas, tales 

como los marcadores moleculares, para el estudio de la variabilidad genética. El objetivo del 

presente trabajo fue evaluar la variabilidad genética a nivel molecular de seis poblaciones que 

fueron crecidas en condiciones halomórficas, y dieron origen a 12 familias de medio hermanos 

(FMH) las que se evaluaron a campo en condiciones no halomórficas.  Los resultados demostraron 

la existencia de una alta variabilidad genética tanto intra e inter-poblacional como entre FMH. Cabe 

destacar que los valores obtenidos en la estimación de heredabilidad en sentido estricto evidenció 

un importante componente genético heredable lo que permitió la selección de varias FMH con muy 

buen comportamiento productivo. Asimismo, no se observó un patrón de agrupamiento o 

comportamiento de las FMH en función de la procedencia poblacional de las mismas.  A pesar de 

estos resultados, como corolario se sugiere continuar con el estudio de las FMH selectas en 

condiciones halomórficas, si es que estas serán introducidas al programa de mejoramiento genético 

de la especie para ambientes halomórficos.   
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Taxonomía, distribución geográfica y descripción botánica de la especie 

Lolium multiflorum Lam. se encuentra entre las especies forrajeras más valoradas en 

Argentina, también es denominado raigrás criollo o raigrás italiano. Esta especie pertenece al 

género Lolium el cual está formado por ocho especies (Terrell, 1968): L. perenne L., L. multiflorum 

Lam., L. rigidum Gaud., L. remotum Schrank, L. temulentum L., L. persicum Boiss. & Hoh., L. 

subulatum Vis. y L. canariense Steud.; estas se distinguen entre sí principalmente por los caracteres 

número de espiguillas, longitud de la gluma y longevidad (Bennett, 1997). De las ocho especies que 

conforman el género Lolium, solo dos son agronómicamente importantes (Lolium multiflorum y 

Lolium perenne), el resto son consideradas malezas (Monteverde, 2009). 

Es una gramínea de ciclo otoño-inverno-primaveral, nativa de ambientes mediterráneos de 

Europa y África (Parodi, 1964); es una de las gramíneas forrajeras de mayor aporte al sistema 

ganadero tanto en ambientes de alta productividad, como en ambientes restrictivos. Se encuentra 

naturalizada y ampliamente difundida en la región templado-húmeda y su demanda ha crecido 

durante los últimos años en el mercado nacional de forrajes (Brizuela et al., 1983; Marino et al., 

1995; Gutiérrez y Rossi, 1997; Piñeiro et al., 2001; Arzadún, 2003; Carta et al., 2003). 

Se caracteriza por tener un follaje de color verde intenso, brillante y suave en la cara inferior 

y láminas opacas y ásperas en la cara superior, con una nervadura central bien marcada (Parodi, 

1964), posee un sistema radicular denso y altamente ramificado. 

1.2 Aspectos genéticos de la especie 

Lolium multiflorum es diploide (2n=2x=14) con el tipo de reproducción alógama debido a 

que posee un sistema de autoincompatibilidad conformado por dos loci multialélicos (Cornish et al., 

1979). Tiene un bajo porcentaje de autogamia (7%) por lo que las poblaciones naturales y sintéticas 

son muy variables genéticamente (Castro et al., 2003). La oferta de cultivares es cada vez más 
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profusa, existiendo tipos alternativos (“westerwolds”) e italianos (“bianuales”) (Vernengo et al., 

2006). 

Los cultivares tetraploides (2n=4x=28) se obtuvieron mediante duplicación artificial del 

número cromosómico (Wit, 1958) mediante tratamientos químicos (colchicina) o por vía sexual 

(cruzamiento interploide) el cual es un método poco efectivo (Lamote et al., 2002). Estos cultivares 

tetraploides se caracterizan por tener mayor producción de materia seca y mayor tamaño de semillas 

pero menor persistencia con respecto a los materiales diploides. Estos últimos se adaptan a una 

mayor diversidad de suelos que los tetraploides. Gracias a esta última característica del raigrás las 

poblaciones diploides se naturalizaron en los pastizales de la región templada húmeda y subhúmeda 

de Argentina, Uruguay, Chile y sur de Brasil. 

1.3 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, aunque también se adapta fácilmente a otros tipos de suelos, llegando a 

tolerar suelos ácidos, a levemente alcalinos (Mazzanti et al., 1992; Hannaway et al., 1999). 

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). 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 de forraje. 
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En Argentina, el raigrás anual ha ido extendiendo su horizonte de cultivo llegando en la 

actualidad hasta la subregión subhúmeda pampeana (Amigone y Kloster, 1997; Méndez y Davies, 

2002) y sur y centro de la mesopotamia (De Battista, 1998; Altuve, 2003). Encontrando las mejores 

condiciones ecológicas para desarrollar su máximo potencial productivo en la subregión templado-

húmeda del este de la provincia de Buenos Aires (Vernengo et al., 1986; Vernengo y Gils Carbó, 

1991; Mazzanti et al., 1992; Vernengo et al., 1995; Andrés y Bertín, 1998). 

1.4 Variabilidad genética en especies forrajeras 

Para llevar a cabo un plan de mejoramiento genético es necesario conocer la variación 

genética heredable de la población en estudio, al estimar variancia fenotípica, variancia genotípica, 

variancia ambiental y heredabilidad en sentido estricto, se pueden delinear las diferentes etapas del 

programa de mejoramiento y establecer criterios a aplicar en el proceso de mejora de una especie 

(Gardner, 1963; Dudley y Moll, 1969). 

La mayoría de las poblaciones de pasturas, ya sean nativas o naturalizadas, contienen 

abundante variación genética; la cantidad de esa variación depende del tipo e intensidad de 

selección que las poblaciones hayan experimentado previamente (Snaydon, 1978). 

En contraste con las especies agrícolas donde la selección antrópica ha operado por miles de 

años, las especies forrajeras han experimentado una menor presión de selección en el desarrollo de 

cultivares (Monteverde, 2009). 

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; Acuña, 2009; Monteverde, 2009; Álvarez 2010). 
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1.5 Marcadores morfológicos y moleculares 

Hasta la década del 60, la metodología más utilizada para el estudio de la variabilidad 

genética era la caracterización morfológica, por ser de fácil aplicación, de bajo costo y uso directo 

en el mejoramiento de la especie (Ferreira y Grattapaglia; 1998). Sin embargo, en los últimos años, 

la caracterización morfofisiológica ha sido complementada con herramientas biotecnológicas, tales 

como los marcadores moleculares (Kölliker et al., 1999; Diaz et al., 2004; Bolaric et al., 2005; 

Fjellheim y Rognli, 2005; King et al., 2005; Lübberrstedt, 2005). 

Las principales ventajas de los marcadores moleculares radica en que son precisos en la 

detección de la variabilidad a nivel de ADN, están ampliamente distribuidos en el genoma, no son 

influenciados por el ambiente y se pueden detectar en cualquier estado del desarrollo de la planta 

(Schlatter et al., 2002). La mayoría de los estudios en especies forrajeras han utilizado RFLP y 

RAPD, y se han concentrado en perfiles de 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 debido a que 

proveen un alto contenido de información polimórfica en comparación con los anteriores (Ferreira y 

Grattapaglia, 1998; Forster et al., 2001). 

Entre los marcadores moleculares utilizados para la caracterización se destacan los 

microsatélites o repeticiones de secuencias simples (SSR o Simple Sequence Repeats). Estos 

marcadores son secuencias cortas de DNA, de 1 a 6 nucleótidos, repetidas en tándem, de copia 

única, son abundantes y suelen estar ubicados en regiones no codificantes (Forster et al., 2001; 

Wang et al., 2001). Están flanqueadas por regiones conservadas no repetitivas y esparcidos por todo 

el genoma de organismos eucariontes (Tautz, 1989) y procariontes (Zane et al., 2002). Las 

principales ventajas recaen en que poseen altos índices de heterocigosidad, son codominantes y 

multialélicos (Schlatter et al., 2002).  
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Los SSR permiten diferenciar los genotipos homocigotas de los genotipos heterocigotas 

(Ferreira y Grattapaglia, 1998) por lo que son 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). La desventaja más importante en el uso de estos marcadores es su elevado 

costo de desarrollo (Ferreira y Grattapaglia, 1998; Zane et al., 2002; Squirrel et al., 2003; Saha et 

al., 2006), aunque la transferencia de SSR desde especies relacionadas filogenéticamente puede 

hacer frente a este problema. 

En raigrás anual se realizaron diferentes estudios de evaluación de diversidad genética 

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. Por otro lado Hirata et al., (2006) 

desarrollaron SSR para raigrás anual, al igual que otros institutos han desarrollado SSR en Lolium y 

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

Studer et al., 2006). Se han construido también varios mapas de ligamiento genético para el género 

Lolium, pero sobre todo para L. perenne (Bert et al., 1999; Jones et al., 2002 a,b; Studer et al., 

2010, 2012; Bartos et al., 2011; Tomaszewski et al., 2012; King et al., 2013; Guan et al., 2014). 

La utilización conjunta de marcadores morfológicos y moleculares permite obtener 

interesantes alternativas para los programas de mejoramiento genético (Loss, 1994a; Forster et al., 

2001). 

1.6 Asociación con endófitos 

Los endófitos son hongos del género Neotypodium que están presentes en muchas 

gramíneas, entre ellas, el raigrás anual. Ambos conforman una asociación simbiótica (Moon et al., 

2000) que no causa ningún tipo de síntoma externo y se transmite únicamente a través de las 

semillas de la planta ya infectada (Clay y Schardl, 2002). En esta asociación el hongo obtiene 

nutrientes, protección y propagación, mientras que induce una serie de respuestas fisiológicas, 
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bioquímicas y morfológicas en la planta (Bush et al., 1997). El endófito se halla localizado en tallos 

y semillas y posee un tipo de propagación vertical dependiente del huésped debido a que ha perdido 

su capacidad de producir conidios y esporas sexuales (Lane et al., 2000; Ravel et al., 1997). Por 

otra parte, la infección del raigrás anual produce sustancias químicas como lolinas y peraminas que 

actúan como repelente natural disminuyendo el ataque por parte de insectos y nematodos sobre el 

hospedante, sin afectar la salud del ganado, contrariamente a lo que sucede en festuca alta y raigrás 

perenne, donde las sustancias producidas por el hongo son tóxicas y enferman al ganado (Sugawara 

et al., 2006). 

Los simbiontes que se transmiten exclusivamente de forma vertical, como es el caso de 

Neotyphodium, poseen alta frecuencia de transmisión (Herre et al., 1999; Gundel et al., 2008), lo 

que se ha demostrado en Argentina (Nelson y Ward, 1990; De Battista, 2002; Medvescigh et al., 

2004). Esto lleva a suponer que la infección endofítica le confiere al raigrás anual características de 

tolerancia y/o buen comportamiento agronómico ante condiciones de estrés biótico y/o abiótico 

(Belesky, 1989; De Battista, 2005; Collabeli et al., 2008; Rosso et al., 2010), dentro de este último 

se enmarca el estrés halomórfico. Razones por las cuales se ha propuesto la manipulación y 

utilización de esta simbiosis para el mejoramiento genético de la especie. 

1.7 La salinidad y su tolerancia 

Argentina es, el tercer país con mayor superficie de suelos afectados por halomorfismo en el 

mundo, después de Rusia y Australia (Lavado y Taboada, 2009). Se define como suelos 

halomórficos a aquellos afectados por la presencia de sales, clasificándose en suelos salinos, suelos 

sódicos (alcalinos) y suelos salino-sódicos (Bonfils, 1966; Imbellone et al., 2010).  

Argentina posee mayor superficie de suelos sódicos en relación con la superficie agrícola 

(Taboada y Lavado, 2009; Imbellone et al., 2010).  En las últimas décadas, el incremento de la 

superficie afectada, tanto en áreas agrícolas como ganaderas de la región húmeda y sub-húmeda, fue 
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principalmente como consecuencia de periodos de lluvias excesivas, causando así, anegamiento, 

ascenso de la napa freática o ambos procesos conjuntamente. 

La región pampeana cuenta con una superficie afectada por salinidad de aproximadamente 

19,4 millones de hectáreas (ha) (Gorgas y Bustos, 2008).  

La pampa inundable se caracteriza por presentar una gran proporción de suelos con 

asociaciones halomomorficas-hidromorficas en las cuales el contenido de sodio puede variar 

notablemente.  

La salinidad edáfica afecta al proceso de germinación de semillas y al crecimiento de las 

plantas de dos maneras (Rowell, 1992; Munns y Tester, 2008). Por un lado, reduce la capacidad de 

las plantas para absorber agua (disminuye la tasa de crecimiento y provoca cambios metabólicos 

similares a los generados por el estrés hídrico) (Hasegawa et al., 2000; Epstein, 1979; Dodd & 

Donovan, 1999). En segundo término, algunos iones presentes en las sales pueden generar toxicidad 

y/o desbalance nutricional en los tejidos vegetales (Martín et al., 2012; Hasegawa et al., 2000; 

Munns, 2005). Esto trae aparejado respuestas fisiológicas las cuales se observan en todos los niveles 

de organización de las plantas. Algunas estrategias incluyen cambios anatómicos de importancia 

(González et al., 2014), tanto para mejorar la eficiencia en el uso de agua, como para reducir el 

efecto tóxico de las sales. 

Se prevé que para el 2050 las necesidades de alimentos aumenten en un 70%. Esto requiere 

mejoras en la productividad con menos tierra y agua (Fischer et al., 2010). Para esto es importante 

el desarrollo de cultivos de mayores rendimientos en suelos con alto contenido de sales y limitada 

cantidad de agua (Rahnama et al., 2010). Esta situación promueve interés por la utilización de 

tierras afectadas por halomorfismo para el uso ganadero (CIRN-INTA, 2012). Para aportar la 

solución a esta problemática sería necesario generar germoplasma de diversas especies forrajeras 

adaptadas a estos ambientes y con una elevada producción primaria. Incrementar la información del 
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efecto de los ambientes estresantes sobre la implantación de especies forrajeras es clave para lograr 

incrementos de productividad (Bazzigalupi et al., 2008). 

Existen numerosos estudios en germoplasma de raigrás anual que demuestran la existencia 

de variabilidad genética para una amplia gama de caracteres morfológicos, fisiológicos y asociados 

a la germinación de semillas, en condiciones de suelo sin limitantes (Edwards y Emara, 1970; 

Rhodes, 1973; Castro et al., 2003; Alonso, 2004, Acuña 2009; Monteverde, 2009, Álvarez, 2010, 

Nelson y Crowder, 2010;) y en condiciones de suelo con limitantes (Marcar, 1987; Ashraf, 1990, 

Nelson y Foster, 2009; Nelson y Crowder, 2010) como así también ha sido demostrada la 

variabilidad genética por estudios utilizando marcadores moleculares (Castro et al., 2003; Studer et 

al., 2006; Peter-Schmid et al., 2008a; Peter-Schmid et al., 2008b; Acuña, 2009).  

Asimismo son varios los estudios que plantean a nivel internacional la importancia de 

trabajar en la caracterización y evaluación del raigrás anual ante condiciones de exceso de sales 

(Ashraf, 1990, Nelson y Foster, 2009; Nelson y Crowder, 2010). Si bien es sabido que la mayor 

parte de las plantas resultan más sensibles a la salinidad durante la germinación (Ayers y Haywar, 

1948; Ayers, 1950; Lucero, 1970), varios autores sugieren que es importante evaluar la tolerancia a 

la salinidad en todas las etapas (Shannon 1979; Ashraf et al., 1986 a, b; Bazzigalupi, 2014). 

De este modo abordar la temática “halomórfica” en genotipos de raigrás anual diploide tanto 

de poblaciones como de familias de medio hermanos (FMH), caracterizados molecular y/o 

morfológicamente, resulta interesante no solo para incrementar el conocimiento de la especie en 

estas condiciones; sino también para poder brindar herramientas en futuros programas de 

mejoramiento genético de la especie, con la finalidad de obtener cultivares con muy buen 

comportamiento ante condiciones de estrés halomórfico.  
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2. HIPÓTESIS  

Existe variabilidad genética a nivel molecular en las poblaciones y a nivel morfológico entre 

familias de medio hermanos (FMH). 

2.1 OBJETIVO GENERAL 

● Evaluar la variabilidad genética en las poblaciones y FMH e incrementar el 

conocimiento acerca de la especie y su comportamiento. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● Caracterizar a nivel molecular las 6 poblaciones que fueron evaluadas en condiciones 

halomórficas. 

● Evaluar la variabilidad genética en caracteres morfológicos y reproductivos de 

interés agronómico en las 12 FMH. 

● Estimar los parámetros genéticos en caracteres cuantitativos (varianza genética, 

varianza ambiental, varianza fenotípica, heredabilidad en sentido estricto) de las 12 FMH. 

● Determinar la presencia o el porcentaje de infección de Neotyphodium occultans. 

● Determinar correlaciones fenotípicas entre los caracteres morfológicos de las 12 

FMH. 

● Determinar si existe un patrón de agrupamiento o comportamiento de las 12 FMH en 

relación a la población que le dio origen. 

● Seleccionar las FMH y los genotipos posibles para ser incorporados a futuros 

programas de mejoramiento genético de la especie. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Estudio de poblaciones 

3.1-1 Etapa a campo 

Se estudiaron cuatro poblaciones de Lolium multiflorum provenientes de colectas en campos 

salinos, del banco de germoplasma Pergamino y dos híbridos experimentales (Andriolo et al., 

2012). De aquí en más, los híbridos serán llamados poblaciones para unificar nomenclatura (cuadro 

1). Estas poblaciones fueron evaluadas en el año 2012 en un suelo Natracualf típico con un pH=10; 

CE: 1,9dS/m (33°58' S; 60°35' O) en un diseño de bloques completos al azar con tres repeticiones, 

en planta aislada. Cada material estuvo representado por 10 plantas por repetición, luego en 

laboratorio se caracterizaron mediante la técnica de SSR (Acuña, 2009). 

La caracterización morfológica a campo de las poblaciones no se llevó a cabo debido a que 

existió una alta mortandad de plantas; Lo que no permitió  realizar el análisis estadístico de los 

datos. Solo sobrevivió el 20% de las plantas, de este modo, de las 36 plantas sobrevivientes que 

presentaron producción de semilla, se seleccionaron los mejores 12 genotipos de acuerdo a 

supervivencia y comportamiento general, obteniéndose así las 12 FMH (Acuña y Palacios, 2012).  

Cuadro 1. Procedencia de las seis poblaciones. 

Material Origen 

pob1 ARLM0027-BAP 

Pob9 Colecta Campo Salino. 

Pob10 Colecta Campo Pcia. San Juan. 

Pob11 Colecta Campo Salino Pcia. Bs As. 

Pob25*26 Híbrido experimental 25x29 

Pob29*30 Híbrido experimental 29x30 

 

3.1-2 Caracterización molecular 

3.1-2.1 Material vegetativo y extracción de ADN 

Para realizar la etapa de laboratorio se sembraron semillas de las 6 poblaciones en macetas y 

se mantuvieron en invernáculo sin calefacción. Se utilizó tejido verde fresco de plántulas 

individuales con al menos cuatro hojas (figura 1). 
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Figura 1. Plántulas utilizadas para extracción de ADN y tubo en proceso de extracción. 

 

El material genómico se extrajo según protocolo Kleinhofs et al., (1993) (anexo 1). 

3.1-2.2 Cuantificación y dilución de ADN 

Para la cuantificación y control de la integridad del ADN extraído, se realizó electroforesis 

horizontal en geles de agarosa al 0,8% teñidos con bromuro de etidio (0,1μg/ml). Por pocillo se 

sembró un volumen de 2μl de muestra con 5μl de azul de bromo fenol (BPB) 1X. La electroforesis 

se llevó a cabo a un voltaje constante de 150 Volts/cm aproximadamente durante 30 minutos. Se 

cuantificó el ADN extraído, en forma visual comparando con muestras de ADN de concentración 

conocida y se visualizaron mediante transiluminador de luz ultravioleta UVP Modelo M-20. 

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 20 ng/ml. 

3.1-2.3 Amplificación del ADN 

Los SSR se amplificaron mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en 

muestras de 12 individuos de cada una de las 6 poblaciones y se probaron 9 SSR. La 

temperatura de hibridación o annealing se calculó para cada par de primer mediante la 

fórmula:  

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

Dónde: 

Tm: temperatura de fusión o melting (temperatura of melting) 
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G: cantidad de bases de Guanina 

C: cantidad de bases de Citosina 

A: cantidad de bases de Adenina 

T: cantidad de bases de Timina  

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

Cuando el SSR no amplificó se tomó la menor Tm del par de primer y a este se lo redujo en 

5ºC (Innis y Gelfand, 1990) (cuadro 2). 

Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador Veriti® Thermal 

Cycler de Applied Biosystems mediante el siguiente programa:  

● Desnaturalización inicial a 95ºC, durante 1 minuto  

● 35 ciclos:  

➢ Desnaturalización a 95ºC, durante 15 segundos  

➢ Hibridación a temperatura de annealing de cada primer, durante 30 

segundos  

➢ Extensión a 72º C, durante 30 segundos  

● Extensión final a 72ºC, durante 7 minutos. 

Para la amplificación se probaron las temperaturas de annealing de cada SSR con la Mix de 

reacción (cuadro 3) y se llevaron a cabo en placas para PCR de 96 pocillos. 

 

 

 

 

 

 

http://www.mcb.uct.ac.za/manual/MolBiolManual
http://www.lifetechnologies.com/ar/es/home/life-science/pcr/thermal-cyclers-realtime-instruments/thermal-cyclers/veriti-thermal-cycler.html?icid=cvc-thermlcyclers-c3t1
http://www.lifetechnologies.com/ar/es/home/life-science/pcr/thermal-cyclers-realtime-instruments/thermal-cyclers/veriti-thermal-cycler.html?icid=cvc-thermlcyclers-c3t1
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                                   Cuadro 2. Lista de los loci evaluados, abreviatura, secuencias de cebadores flanqueantes, 

temperatura de annealing y temperatura utilizada para la amplificación. S/A: sin amplificación. 

SSR 
Autor SSR 

abreviado 
Secuencia Foward (5´- 3´) Secuencia Reverse (3´ - 5´) T.annealing T.utilizada 

LPSSRH01A07 
 

 

Jones     et 

al; 2001 

A07 TGGAGGGCTCGTGGAGA

AGT 
RCGGTTCCCACGCCTTGC 53ºC 58 

LPSSRH01H06 
H06 ATTGACTGGCTTCCGTG

TT 
CGCGATTGCAGATTCTTG 49 ºC 50 

LPSSRH01D09 
D09 CAAGTGCCACCATAGAT

ACAA 

CGTGAAGATCACTATAAACAC

GA 
55 ºC 48 

LPSSRK01A03 
A03 GGACGAACTGCCGAGAC

A 
CGGGCATGGTGAGAAGGA 53 ºC 46 

TF2 NFFa002 
Warnke  et 

al;  2004 

A002 GCTCCAGCTTCTCCATC

ATC 
ACCAAGTCGTCCAAGTCAGC 57 ºC S/A 

TF9 NFFa009 
A009 TCCAACCCTAGATCCAC

ACC 
GGTGAACTCGTCGGTGATCT 57 ºC S/A 

LM16 
 

 

Studer   et 

al;  2006 

LM16 CCATTGTGACCCCAGTA

ACA 
TGCATAGACAGCCTCCTGAAT 55 ºC 58 

LM20 
LM20 TATTGAGTTTATTCGAA

GGACCACC 

TCTATGTCCAAAGCCTTACCA

AGA 
57 ºC S/A 

LM26 
LM26 AAGAAAATGCAATGTCT

AAACAGATTAGTT 

CGCCTCATGAACACTTTATAT

ATTCTAGAA 
63 ºC 60 

 

Cuadro 3. Composición de la mix de reacción. 

Reactivo Concentración 

DNTPs 2 mM 

Buffer  10X 

Cl2Mg  50mM 

ADN 20 ng/μl 

Primer (F+R)  12,5 mM 

TAQ pol (InvitrogenTM)  5 U/µl 

H2O  

 

3.1-2.4 Preparado, corrida, tinción, revelado y lectura de vidrios 

El armado de los geles y preparación de los vidrios se realizó siguiendo las instrucciones del 

fabricante (anexo 2). Los productos amplificados se separaron por electroforesis vertical en cubas 

de secuenciación en geles de poliacrilamida al 6% (19:1 acrilamida-bisacrilamida) de 0,4 mm de 

espesor en condiciones desnaturalizantes utilizando el equipo Sequi-Gen DNA Electrophoresis Cell, 

Bio-Rad (anexo 3). 
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Una vez finalizada la corrida electroforética, se separaron los vidrios y se procedió a la 

tinción de los mismos siguiendo el protocolo de tinción con plata para secuenciación de Promega 

Corp (anexo 4). 

Una vez secos los geles se registraron las bandas obtenidas mediante la visualización de los 

productos de amplificación, colocando los vidrios sobre un transiluminador de luz blanca. Los 

diferentes tamaños de bandas se consideraron como diferentes alelos. Las imágenes se almacenaron 

mediante digitalización, utilizando Scanner Astra 2400slt. 

3.1-3 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 estimó mediante los estadísticos F de Wright, y se trató de 

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

3.1-3.1 Cuantificación de la variabilidad genética 

Mediante el programa Genetic Analysis in Excel - GenAlEx- (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 los 

individuos son totalmente diferenciados (Peakall y Smouse, 2006). Se calculó como: 

Ne=1/(1-He) 

Dónde: He, es la heterocigosis esperada de la población 

● pi: frecuencia del alelo i
mo 

 

o Alelos comunes: se encuentran en una frecuencia por encima del 5% 

(pi>0,05) 

o Alelos raros: se encuentran en una frecuencia por debajo del 5% (pi≤0,05) 
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o Alelos privativos: solo están presentes en una población, pueden o no ser 

alelos raros. 

o Alelos compartidos: 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 

Dónde: 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), 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: 

 

Dónde:  pi, es la frecuencia alélica del i
mo

 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: 

 

3.1-3.2 Análisis de la estructura genética de la población 

Se determinó la estructura genética de cada población mediante los estadísticos F de Wright 

(Wright, 1951); 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 
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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 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. 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: 

 

Dónde:  He, 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. 
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Dónde:  Ht, es la heterocigosis esperada en la población total. 

● 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: 

 

3.1-3.3 Distancia genética de Nei 

Existen diferentes medidas de distancia genética entre pares de poblaciones. La más usada es 

la distancia de Nei (1973, 1977). Este índice pretende estimar el número de mutaciones que a nivel 

nucleotídico se han acumulado en las secuencias de dos linajes a partir del tiempo que ha 

transcurrido desde su divergencia original. La distancia fue calculada mediante GenAlEx. 

3.1-3.4 Análisis Molecular de la Variancia (AMOVA)  

El Analysis of Molecular Variance – AMOVA- (Excoffier et al., 1992), es un método para 

estimar la diferenciación de una población directamente de datos moleculares y evaluar hipótesis 

sobre dicha diferenciación. Es un método de partición de sumas de cuadrados, en el contexto de 

información molecular multivariada. Se puede entonces evaluar hipótesis sobre diferencias entre 

grupos y dentro de grupos. 

En este trabajo, se estimó la variancia de los componentes intrapoblacionales e 

interpoblacionales mediante el AMOVA. 

El modelo lineal utilizado fue:  
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dónde pij es el genotipo de la j-ésima planta en la i-ésima clase de población y p genotipo 

esperado.  

La variancia total σ
2
 es: 

 

dónde σ
2

ω es la variabilidad entre individuos dentro de una misma población y σ
2

B es la 

variancia entre distintas poblaciones.  

3.1.3.5 Análisis Multivariado 

3.1-3.5.1 Análisis de Coordenadas Principales (ACoorP)  

El Análisis de Coordenadas Principales (ACoorP), es una técnica multivariada de reducción 

de dimensión aplicable a datos provenientes de marcadores moleculares que opera sobre una matriz 

de distancias, por lo que es conveniente utilizarlo cuando los datos son de naturaleza binaria. Los 

resultados se representan en un Biplot realizado mediante el paquete estadístico Info-Gen. 

3.1-3.5.2 Análisis de Cluster 

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 Euclídea al cuadrado. Los resultados del agrupamiento se pueden observar a través de 

un dendrograma y el método empleado fue el average linkage. El mismo se realizó mediante 

análisis de conglomerados del paquete estadístico Info-Gen. 
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3.2. Estudio de Familias de Medio Hermanos 

3.2-1 Origen 

A partir de individuos seleccionados en la etapa de evaluación de poblaciones a campo por 

buen comportamiento frente al halomorfismo se generaron 12 FMH (cuadro 4). Las 12 FMH se 

estudiaron a campo en un suelo argiudol típico serie Pergamino, a su vez se examinó la presencia de 

infección endofítica con el hongo Neotyphodium occultans. 

Cuadro 4. Procedencia de las 12 FMH. 

FMH Población de origen 

1 Pob1 

2 Pob9 

3 Pob9 

4 Pob9 

5 Pob10 

6 Pob10 

7 Pob11 

8 Pob11 

9 Pob25*26 

10 Pob25*26 

11 Pob29*30 

12 Pob29*30 

 

3.2-2 Acondicionamiento en invernáculo 

Las semillas fueron sembradas en speedling debidamente identificadas los cuales contenían 

una proporción de tres partes de tierra y una parte de arena, para permitir el correcto drenaje 

posterior al riego. Se mantuvieron en un invernáculo sin calefacción de INTA EEA Pergamino y se 

facilitó el crecimiento de cada planta (genotipo) hasta lograr el desarrollo de al menos 4 macollos. 

3.2-3 Trasplante a campo experimental 

El 17 de julio de 2013 se trasplantaron las plántulas al campo experimental de la EEA INTA 

Pergamino, en un suelo argiudol típico serie Pergamino pH=6,7; CE= 1,6dS/m (33°56'S y 60°33'O) 

en condiciones de planta espaciada y bajo un diseño experimental en bloques completos al azar 

(DBCA) con cuatro repeticiones. Se utilizó la técnica propuesta por Turesson (1922), la cual 
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permite despejar los efectos del ambiente sobre cada planta individual, y estimar con exactitud la 

expresión genética de cada carácter (figura 2). 

 

Figura 2. Etapa a campo donde se puede observar la disposición en planta aislada y el DBCA con 4 

repeticiones. 

 

Cada FMH estuvo representada por 32 individuos de los cuales la mitad se destinaron a la 

medición de variables asociadas caracteres vegetativos y la otra mitad a caracteres reproductivos. 

Las plantas fueron dispuestas a 0,6 m entre sí y mantenido libre de malezas. Se fertilizó con una 

dosis de 100 Kg/ha de nitrógeno. La superficie total del ensayo fue de 190 m
2
. Luego del trasplante 

las plantas fueron regadas para asegurar la implantación. En la figura 3 se muestran las condiciones 

climáticas registradas durante el periodo de evaluación. 

 
Figura 3. Temperatura media y precipitaciones registradas en la estación meteorológica INTA Pergamino 

durante los meses en que se llevó a cabo el ensayo a campo (julio –diciembre 2013). 
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3.2-4 Caracteres evaluados 

Se evaluaron tanto caracteres vegetativos como reproductivos en plantas individuales. Los 

primeros se tomaron desde el momento del trasplante a campo hasta el inicio de elongación del tallo 

(pasaje al estado reproductivo). Los caracteres reproductivos se tomaron desde el inicio de 

elongación del tallo hasta la cosecha de semillas. 

3.2-4.1 Caracteres vegetativos 

1. Color: el día 26/08/2013 se realizó la medición mediante escala visual (1: verde 

claro, 2: verde intermedio, 3: verde oscuro). 

2. Vigor: el día 26/08/2013 se realizó la medición mediante escala visual (1: mala, 2: 

regular, 3: intermedia, 4: buena, 5: muy buena). 

3. Hábito de crecimiento: el día 26/08/2013 se realizó la medición mediante escala 

visual (1: postrado, 2: semipostrado, 3: semierecto, 4: erecto). 

 

4. Número de macollos vegetativos por planta: el conteo del número de macollos 

producido por cada planta se realizó los días 10/09 y 12/11 de 2013. 

5. Diámetro de planta: el diámetro máximo sobre cada planta individual se midió en 

centímetros (cm) con regla graduada, entre los extremos de las hojas más largas de dos macollos 

opuestos. Esta medición se realizó los días 10/09, 29/10 y 12/11. 

6. Altura de planta: se midió la altura de planta en cm, con una regla graduada los días 

10/09, 29/10 y 12/11.  

7. Peso de materia seca por planta vegetativa: se realizó la cosecha de cada planta 

individual a la altura del puño (6 cm) desde el nivel del suelo. Cada planta se secó a 60ºC en estufa 

de aire forzado, durante al menos 48 horas hasta obtener peso constante. Posteriormente se procedió 

al pesaje. Esta medición se realizó los días 30/09 y 30/10. 
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3.2-4.2 Caracteres reproductivos 

1. Altura de planta reproductiva: se medió la altura de planta en estado reproductivo 

en cm, con una regla graduada el día 26/11. 

2. Días al inicio de floración: se contabilizó el número de días transcurridos desde el 

trasplante hasta el inicio de emergencia de las primeras espigas de cada planta.  

3. Número de espigas: Luego de la cosecha individual de cada planta realizada el día 

5/12, las espigas se secaron a temperatura ambiente y se procedió al conteo del número de macollos 

reproductivos. 

4. Número de espiguillas por espiga: luego de la cosecha realizada el día 5/12 se 

tomaron 3 espigas por planta al azar y se determinó el promedio de espiguillas por espiga por 

planta. 

5. Largo de hoja bandera: el día 09/11 se tomaron 3 mediciones al azar de hojas 

bandera por planta, y se determinó el largo promedio en cm desde la lígula hasta el extremo de la 

misma. Los tres valores obtenidos se promediaron para obtener el dato por planta. 

6. Ancho de hoja bandera: para la medición el día 09/11 las hojas bandera medidas en 

el ítem anterior se doblaron al medio y se determinó el ancho en cm. 

7. Largo de espigas: se tomaron mediciones sobre 3 espigas al azar y se midió el largo 

en cm. Los tres valores obtenidos se promediaron para obtener el dato por planta. 

8. Peso total de semillas: luego de la cosecha realizada el día 5/12, se realizó la trilla 

de espigas por planta. Se procedió a la limpieza manual mediante zarandas con el fin de eliminar las 

semillas vanas (vacías) y material inerte que contamine la muestra (glumas, resto de raquis, etc.). 

Las semillas obtenidas de cada planta se pesaron obteniendo así el rendimiento de semilla de cada 

planta en gramos (g). 

9. Peso de mil semillas: del total de semillas producidas por cada planta se tomó una 

muestra de 100 semillas puras, las cuales fueron pesadas y el valor obtenido se multiplicó por 10 

para obtener el peso de 1000 semillas en g. 

En los cuadros 5 se pueden observar las variables medidas con su correspondiente 

abreviatura y fecha de medición. 
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Tipo de carácter Variable Abreviatura Fecha de medición 

 

 

 

 

 

 

Vegetativo 

Color Color 26/08 

Vigor Vigor 26/08 

Hábito de crecimiento Hab 26/08 

Numero de macollos 1 Nma1 10/09 

Numero de macollos 2 Nma2 12/11 

Diámetro de planta 1 Dia1 10/09 

Diámetro de planta 2 Dia2 29/10 

Diámetro de planta 3 Dia3 12/11 

Altura de planta 1 Alt1 10/09 

Altura de planta 2 Alt2 29/10 

Altura de planta 3 Alt3 12/11 

Peso seco 1 Psec1 30/09 

Peso seco 2 Psec2 30/10 

Peso seco acumulado Psac (Psec1+Psec2) 

 

 

 

 

Reproductivo 

Altura de planta Altr 26/11 

Días al inicio de floración Flor Desde el 15/09 

Número de espigas Nesp 05/12 

Número de espiguillas por espigas Neesp 05/12 

Largo de hoja bandera Lhb 09/11 

Ancho de hoja bandera Ahb 09/11 

Largo de espigas Lesp 05/12 

Peso total de semillas Psem 05/12 

Peso de mil semillas Pmil 05/12 

Cuadro 5. Abreviaturas para los caracteres vegetativos y reproductivos, y fechas de medición. 

 

3.2-4.3 Determinación de infección endofítica 

Se evaluó la presencia o ausencia de endófito en 3 semillas de cada FMH. Para esto, las 

semillas se sumergieron en una solución de hidróxido de sodio (NaOH) al 5% y se las dejó reposar 

toda la noche a temperatura ambiente. Luego, las semillas se lavaron con agua corriente sin flujo 

violento, para esto se colocaron en un colador tipo de té y se dejó fluir suavemente el agua, luego se 

las colocó en un contenedor con agua hasta la preparación para evitar su desecamiento. 

Para realizar el preparado se tomó de a una semilla por vez, se removieron las glumelas con 

ayuda de pinzas y/o pinches, se colocó el cariopse sobre un portaobjetos, se aplastó y dispersó con 

espátula y se colocó sobre ellas una gota de colorante azul de anilina al 0,4%. Rápidamente se 

colocó una gotita de ácido láctico al 50%. Luego de 30 minutos se colocó el cubreobjetos, se retiró 

el exceso de colorante con un papel secante y se procedió al análisis mediante microscopio óptico. 
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En cada portaobjetos se colocaron 3 semillas para facilitar el procesamiento manteniendo la 

individualidad de cada muestra. 

En el análisis microscópico se rastreó la presencia de hifas contorneadas, no ramificadas y 

ubicadas entre las células (figura 4). 

 

Figura 4. Imagen al microscopio óptico de células vegetales e hifas del endófito. 

 

3.2-5 Análisis de la información 

Los datos obtenidos en las etapas vegetativa y reproductiva, fueron sometidos a distintos 

tipos de análisis estadísticos. En primera instancia se realizaron los análisis correspondientes para 

comprobar los supuestos de normalidad, luego se procedió a realizar el análisis de variancia, 

comparación de medias (LSD/LSR), correlaciones entre variables (Pearson), y análisis multivariado 

(componentes principales, análisis de conglomerados) mediante el paquete estadístico Infostat. 

3.2-6 Prueba de distribución normal y transformación de variables 

Para determinar la distribución que presentaban las variables se utilizó el test de normalidad 

a través del test estadístico W de Shapiro-Wilk. Cuando las variables no cumplieron con el supuesto 

de normalidad se procedió a realizar la transformación adecuada para el tipo de variable (cuadro 6). 
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Cuadro 6. Variables transformadas y funciones empleadas. 

Variable Transformación 

Número de macollos 1 Raíz cuadrada 

Número de macollos 2 Raíz cuadrada 

Peso seco 2 Raíz cuadrada 

Peso seco acumulado Raíz cuadrada 

Peso total de semillas Raíz cuadrada 

 

Las variables ancho de hoja bandera y largo de espigas fueron descartadas debido a que a 

pesar de ser transformadas no se obtuvo una distribución normal. 

3.2-7 Análisis de la Variancia 

Se realizó el análisis de la variancia mediante el paquete estadístico Infostat, este método 

permite comparar el comportamiento promedio de las FMH para los diferentes caracteres, y se basa 

en la partición de la variación observada, descomponiéndola en fuentes de variación independientes 

(cuadro 7). 

Para analizar la significancia de las variancias de los caracteres medidos entre las familias se 

utilizó un modelo de bloques completamente aleatorizado: 

Yij= µ + Ai + Bj + εij 

Dónde:  Yij = respuesta observada en la j-ésima repetición de la i-ésima familia evaluada. 

 µ = media general. 

Ai = componente de la variancia debido a familias. 

Bj= componente de la variancia debido a repeticiones. 

εij = componente de la variancia debido al error experimental. 

Cuadro 7. Fuentes de variación, grados de libertad (GL), suma de cuadrados (SC), cuadrados medios (CM) y esperanza 

de cuadrados medios (E(CM)), para cada componente de la variancia en el análisis entre familias. 

Fuentes de variación GL SC CM E(CM) 

Repeticiones r-1 SC repeticiones SC repeticiones/(r-1)  

Entre familias f-1 SC familias SC familas /(f-1) σ
2
e+rσ

2
f 

Error (r-1)(f-1) SC error SC error/ (r-1).(f-1) σ
2
e 

Total fr-1 SC total   
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Dónde:  r: número de repeticiones y/o bloques. 

  f: número de familias. 

  σ
2

f: variancia familiar. 

  σ
2

e: variancia de error. 

Con el fin de detectar cuales familias difirieron significativamente en la media de los 

caracteres evaluados, se realizó la prueba t para la diferencia mínima significativa (LSD/LSR) 

mediante el paquete estadístico Infostat. 

3.2-8 Estimación de componentes de variancia 

A partir de las esperanzas de los cuadrados medios (E(CM)) obtenidas en los cuadros de 

análisis de variancia se estimaron los componentes de variancia para cada variable. 

σ
2

fmh = (CMf – CMe)/r 

Dónde:  σ
2

fmh: variancia genética de las familias de medio hermanos. 

CMf: cuadrado medio de las familias de medio hermanos.  

CMe: cuadrado medio del error experimental.  

r: número de repeticiones. 

 

3.2-9 Estimación de la heredabilidad en sentido estricto 

Se define heredabilidad en sentido estricto (h²) al cociente de la variancia genética aditiva 

(σ²a) sobre la variancia fenotípica (σ²p): 

h²= σ²a/ σ²p 

La heredabilidad expresa la porción de la variancia total que es atribuible a los efectos 

medios de los genes y esto es lo que determina el grado de parecido entre parientes. La 

heredabilidad posee un papel predictivo en el estudio genético ya que expresa la confiabilidad del 

valor fenotípico como indicación del valor reproductivo. El mejoramiento tradicional mide 

únicamente los valores fenotípicos de los individuos, pero es el valor reproductivo el que determina 

su influencia en la siguiente generación. Por tanto, si el mejorador selecciona individuos para que 
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sean progenitores de acuerdo a sus valores fenotípicos, el éxito en cambiar las características de la 

población puede predecirse únicamente a partir del conocimiento del grado de correspondencia 

entre los valores fenotípicos y los reproductivos. Este grado de correspondencia es medido a través 

de la heredabilidad (Falconer, 1989). 

La variancia familiar (σ²f) representa la variancia genética entre las familias de medio 

hermanos, la cual es igual a la covariancia entre medios hermanos (covMH). Esta puede ser 

utilizada para estimar la variancia aditiva (σ²a), ya que  

σ²f = cov (MH) = 1/4 σ²a 

La variancia aditiva puede estimarse como 

σ²a = 4σ²f 

Las estimaciones de heredabilidad en sentido estricto se realizaron en base a los 

componentes de la variancia del análisis de la media de la parcela (Nguyen y Sleper, 1983), según 

la fórmula:  

 

Dónde, r son las 4 repeticiones, σ²e es la variancia del error que expresa la variación 

ambiental entre repeticiones y σ²f es la variancia genética existente entre familias de medio 

hermanos. 

3.2-10 Estimaciones de correlaciones fenotípicas 

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. Fue realizada 
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con el paquete estadístico Infostat mediante el coeficiente de correlación de Pearson, el cual mide la 

magnitud de la asociación lineal entre dos variables que no depende de las unidades de medida de 

las variables originales y asume valores en el intervalo [-1;1] y el signo indica la dirección de la 

asociación. 

3.2-11 Análisis Multivariado 

Los análisis multivariados que se aplicaron fueron: Análisis de Componentes Principales y 

Análisis Jerarquizado (Clúster) mediante el paquete estadístico Info-Gen. 

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 es poder condensar la información, en unas pocas 

componentes principales que expliquen la mayor variabilidad posible. 

El Análisis Jerarquizado o Clúster 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 Euclídea al cuadrado. 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 familias ajustando por las covariancias. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Caracterización Molecular 

4.1-1.1 Extracción y cuantificación de ADN 

 

El protocolo empleado, permitió lograr ADN en cantidad y calidad suficiente para generar 

los productos de amplificación definidos y reproducibles. Los valores que se obtuvieron oscilaron 

entre 50-200 ng/µl (Figura 5). 

 

Figura 5. Cuantificación con bromuro de etidio del ADN extraído. M1=50ng/µl, M2=100ng/µl y M3=150ng/µl.  

 

4.1-1.2 Amplificación del ADN 

Del total de los 9 SSR propuestos para la evaluación molecular se logró amplificar 5 de ellos 

(cuadro 2), para estos 5 SSR se ajustó la temperatura de amplificación, dado a que en ningún caso la 

temperatura utilizada coincidió con la temperatura de annealing calculada (Rybicki, 2005). El SSR 

A07 amplificó pero no se pudo obtener la cantidad de individuos necesarios para el análisis, por lo 

cual tampoco se tuvo en cuenta. 

4.1-1.3 Productos amplificados 

Todos los SSR que amplificaron fueron polimórficos. La cantidad de alelos observados se 

muestra en el cuadro 8, en total fueron 22 alelos en las seis poblaciones con los cinco SSR 

utilizados con un rango de tres a ocho alelos por SSR.  
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El SSR H06 fue el que presentó un mayor número de alelos (ocho), mientras que los SSR 

D09 y LM26 fueron los que presentaron un menor número de alelos (tres). El SSR LM16 fue el de 

menor peso molecular (145-159 pb) y el SSR D09 fue el mayor tamaño (260-306 pb). 

Cuadro 8. Microsatélite (SSR), número (Nº) de alelos, tamaño en pares de bases (pb). 

SSR Nº de alelos Tamaño (pb) 

H06 8 161-183 

D09 3 260-306 

A03 4 234-268 

LM16 4 145-159 

LM26 3 213-251 

 

 

Figura 6. Patrón de bandas para cada SSR. Las flechas indican algunos de los alelos encontrados.  

M: marcador de peso molecular de 25 pb. 
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4.1-2 Cuantificación de la variabilidad genética 

Se analizaron estadísticamente los productos de amplificación generados por los SSR 

utilizados en las seis poblaciones estudiadas (cuadro 9). La media del número efectivo de alelos por 

SSR fue de 2,194 con un rango desde 2,050 (pob9) a 2,364 (pob29*30). La heterocigosis observada 

(Ho) presentó gran variabilidad, con promedio de 0,433 y un rango desde 0,267 (pob10) a 0,617 

(pob25*26). Mientras que la heterocigosis esperada (He) presentó una media de 0,455 con un 

mínimo de 0,388 (pob11) y un máximo de 0,517 (pob29*30) (cuadro 9). 

Cuadro 9. Estadística descriptiva para todos los microsatélites (SSR), muestra por población (N), número de alelos 

efectivos por locus (Ne), heterocigosis observada (Ho), heterocigosis esperada (He). 

Población N Ne Ho He 

1 12 2,292 0,467 0,458 

9 12 2,050 0,467 0,444 

10 12 2,103 0,267 0,430 

11 12 2,069 0,317 0,388 

25*26 12 2,289 0,617 0,495 

29*30 12 2,364 0,467 0,517 

Promedio 12 2,194 0,433 0,455 

 

Todas las poblaciones fueron polimórficas. El porcentaje de polimorfismo promedio de las 

poblaciones analizadas fue de 93,33. El rango varió entre 80% (pob10 y pob11) y 100% (pob1, 9, 

25*26 y 29*30) (Cuadro 10). Se observaron también las frecuencias alélicas para todos los alelos de 

todas las poblaciones (cuadro 11). 

Cuadro 10. Porcentajes de polimorfismo en las poblaciones y media. 

Población % de polimorfismo 

1 100% 

9 100% 

10 80% 

11 80% 

25*26 100% 

29*30 100% 

Promedio 93.33% 
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Cuadro 11. Frecuencia alélicas para todos los alelos de todas las poblaciones. 

Pob. Alelo LM16 D09 LM26 A03 H06 
1 1 0,000 0,292 0,083 0,250 0,083 
 2 0,833 0,708 0,000 0,375 0,208 
 3 0,083 0,000 0,917 0,042 0,000 
 4 0,083   0,333 0,208 
 5     0,125 
 6     0,000 
 7     0,000 
 8     0,375 

9 1 0,333 0,083 0,125 0,167 0,000 
 2 0,625 0,833 0,083 0,792 0,167 
 3 0,042 0,083 0,792 0,042 0,042 
 4 0,000   0,000 0,292 
 5     0,375 
 6     0,042 
 7     0,000 
 8     0,083 

10 1 0,083 0,167 0,000 0,167 0,042 
 2 0,833 0,625 0,000 0,417 0,042 
 3 0,083 0,208 1,000 0,000 0,167 
 4 0,000   0,417 0,000 
 5     0,500 
 6     0,125 
 7     0,042 
 8     0,083 

11 1 0,000 0,167 0,000 0,292 0,000 
 2 0,750 0,792 0,000 0,708 0,000 
 3 0,125 0,042 1,000 0,000 0,167 
 4 0,125   0,000 0,000 
 5     0,292 
 6     0,083 
 7     0,250 
 8     0,208 

25*26 1 0,083 0,042 0,000 0,333 0,042 
 2 0,792 0,750 0,208 0,458 0,333 
 3 0,042 0,208 0,792 0,083 0,167 
 4 0,083   0,125 0,333 
 5     0,083 
 6     0,000 
 7     0,000 
 8     0,042 

29*30 1 0,333 0,125 0,167 0,000 0,000 
 2 0,667 0,750 0,125 0,167 0,083 
 3 0,000 0,125 0,708 0,167 0,250 
 4 0,000   0,667 0,167 
 5     0,250 
 6     0,250 
 7     0,000 
 8     0,000 

Nº de alelos por SSR 4 3 3 4 8 

 

Con respecto a la heterocigosidad de cada población para los SSR utilizados (cuadro 12) se 

puede decir que:  
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 Para el locus A03, se encontró un Fis negativo -0,009, un valor de Fit de 0,172, el 

mayor valor de Fst que fue de 0,179 y el menor Nm promedio (1,148). 

 Para el locus D09, se encontró un valor promedio negativo de Fis -0,223 el cual fue el 

menor valor encontrado para todos los marcadores. A la vez se obtuvo el menor 

valor de Fit -0,173, el menor valor de Fst 0,040 y el mayor número de migrantes 

5,957. 

 Para el locus H06, se observó que todos los valores fueron intermedios, siendo, el Fis 

0,180, el Fit igual a 0,268, el Fst 0,107 y un Nm de 2,086. 

 El locus LM16 presentó el mayor valor de Fis promedio 0,235, un Fit de 0,292, el 

cual también fue el mayor valor encontrado, un Fst de 0,074 y un Nm igual a 3,118. 

 El locus LM26 tuvo valores intermedios para todos los estadísticos. El Fis promedio 

fue negativo -0,100, presentó un Fit de 0,007 y un Fst de 0,097, para el Nm el valor fue 

igual a 2,328. 

Cuadro 12. Estadísticos de Wright. Se observa el Fis promedio por SSR dentro de poblaciones, entre poblaciones (Fit), 

el índice de fijación (Fst) y el número de migrantes (Nm). 

SSR Fis Fit Fst Nm 

A03 -0,009 0,172 0,179 1,148 

D09 -0,223 -0,173 0,040 5,957 

H06 0,180 0,268 0,107 2,086 

LM16 0,235 0,292 0,074 3,118 

LM26 -0,100 0,007 0,097 2,328 

Promedio 0,017 0,113 0,099 2,927 

 

4.1-3 Descripción de alelos 

La mayor frecuencia alélica (pi>0,8), de los 22 alelos que se encontraron, fueron para D09 

en la pob9, en el SSR LM16 (pob1 y pob10) y en LM26 (pob1, pob10 y Pob11) (Cuadro 11). En 

cuanto a los alelos compartidos seis estuvieron presentes en todas las poblaciones (27,27% del total 
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de los alelos). La mayor frecuencia alélica promedio (pi=0,87) la presentó el alelo tres del SSR 

LM26. La menor frecuencia promedio la presentó el alelo uno del SSR D09 (Cuadro 13). 

Cuadro 13. Alelos compartidos por todas las poblaciones para cada SSR y frecuencias alélicas promedio. 

SSR Alelo pi promedio 

LM16 

 

2 0,75 

LM26 

 

3 0,87 

D09 1 0,15 

2 0,74 

A03 2 0,49 

H06 5 0,27 

 

Los SSR D09, A03 y H06 presentaron alelos raros (pi<0,05). Los SSR D09 y A03 

presentaron solo un alelo raro en las pob11 y pob9 respectivamente, mientras que H06 presentó 

alelos raros en las pob9 (dos), pob10 (tres) y en la pob25*26 (dos) (cuadro 11). No se encontraron 

alelos privativos en ningún caso. 

4.1-4 Distancias genéticas de Nei 

El promedio de los valores de distancias genéticas de Nei entre los pares de poblaciones fue 

0,131, con valores extremos de 0,268 y 0,082. Las poblaciones que presentan mayor similitud a 

través de todos los loci son la Pob1 con la 25*26, la Pob9 con la Pob11 y la Pob10 con la Pob11. 

Las poblaciones que presentan mayor distancia son la Pob11 y Pob29*30, seguidas de las Pob9 y 

Pob29*30 (cuadro 14). 

Cuadro 14. Distancias genéticas de Nei entre las poblaciones. 

 1 9 10 11 25*26 29*30 

1 0,000      

9 0,139 0,000     

10 0,085 0,132 0,000    

11 0,093 0,082 0,082 0,000   

25*26 0,082 0,086 0,125 0,109 0,000  

29*30 0,169 0,220 0,108 0,268 0,184 0,000 
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4.1-5 Análisis de la variancia molecular  

El Análisis de la Variancia Molecular (AMOVA) muestra que existió variabilidad genética 

entre y dentro de las poblaciones (p<0,001). El 15% de la variancia genética molecular se encontró 

entre las poblaciones y el 85% dentro de las poblaciones o lo que es lo mismo la variación entre 

individuos (Cuadro 15). 

Cuadro 15. Análisis de la variancia molecular entre y dentro de las seis poblaciones. G.L: grados de libertad, SC: Suma 

de cuadrados, CM: cuadrado medio, Var est: variancia estimada. 

 GL SC CM Var. Est. Porcentaje Probabilidad 

Entre poblaciones 5 39,833 7,967 0,447 15 0,001 

Dentro de poblaciones 66 171,750 2,602 2,602 85  

total 71 211,583  3,049 100  

 

 

4.1-6 Distancias genéticas por pares (PhiPT) 

Las distancias genéticas de a pares PhiPT rondan entre 0,074 (Pob10/Pob11) y 0,279 

(Pob11/Pob29*30). La única distancia PhiPT que no fue significativa fue la de Pob1/Pob10 (0,071) 

(cuadro 16).  

Cuadro 16. Distancia genética entre pares de poblaciones  (PhiPT). 

 Pob1 Pob9 Pob10 Pob11 Pob25*26 Pob29*30 

Pob1 0,000 0,002 0,066 0,006 0,022 0,006 

Pob9 0,178 0,000 0,003 0,016 0,015 0,001 

Pob10 0,071 0,145 0,000 0,046 0,007 0,028 

Pob11 0,113 0,100 0,074 0,000 0,001 0,001 

Pob25*26 0,093 0,109 0,137 0,154 0,000 0,002 

Pob29*30 0,171 0,085 0,085 0,279 0,194 0,000 

Nota: Debajo de la diagonal se encuentran los valores de distancia genética PhiPT. Sobre la diagonal se 

encuentran las probabilidades basadas en 999 permutaciones. (Significativo para valores de p<0,05). 

 

4.1-7 Análisis multivariados 

4.1-7.1 Análisis de coordenadas principales 

El Análisis de Coordenadas Principales (ACoorP) estimado mediante la distancia genética 

Euclídea al cuadrado, muestra que las primeras dos coordenadas principales explicaron el 84% de la 

variación total (cuadro 17, figura 7). 
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Cuadro 17. Autovalores de la matriz de correlación, proporción que explica cada autovalor y proporción 

acumulada. 

Lambda Valor Proporción Proporción acumulada 

1 4750,02 0,71 0,71 

2 861,68 0,13 0,84 

3 480,28 0,07 0,92 

4 349,83 0,05 0,97 

5 209,94 0,03 1,00 
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Figura 7. Análisis de Coordenadas Principales de las 6 poblaciones basado en la distancia genética Euclídea al cuadrado. CP1 y CP2 son la primera y segunda coordenadas 

principales, respectivamente. 
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La primera coordenada explico el 71,4% de la variabilidad encontrada, demostrando que la 

pob29*30 se diferenció notablemente del resto. Seguida por las Pob10, Pob9 y Pob25*26 que 

presentaron una posición intermedia con respecto a la primera coordenada. A nivel de la segunda 

coordenada, se diferenciaron las Pob1 y Pob25*26 de las demás.  

4.1-7.2 Análisis de clúster jerárquico 

El Análisis de Clúster jerárquico (Figura 8) obtenido a partir de la matriz de distancias 

genéticas Euclidea al cuadrado, mostró tres grupos si se toma como punto de corte el valor del 50% 

(34,07). El primer grupo lo conforma la Pob29*30. En el segundo grupo encontramos a Pob25*26, 

Pob10 y Pob9. Las Pob1 y Pob11 conforman el último grupo. Esta disposición obtuvo una 

correlación cofenética igual a 0,85. 
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Figura 8. Análisis de Cluster de las 6 poblaciones analizadas a partir de la matriz de distancias genéticas Euclídea al cuadrado. 
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4.2 Caracterización agronómica 

4.2- 1 Caracteres Vegetativos 

En el cuadro 18, se presenta el comportamiento promedio y la estadística descriptiva de las 12 

familias de medio hermanos de raigrás anual: media, desvío estándar, máximo, mínimo, coeficiente 

de variación y significancia (valor p), para todos los caracteres vegetativos estudiados. Mientras que 

en el cuadro 19, se observa el comportamiento promedio por FMH para los caracteres vegetativos. 

Se detectaron diferencias significativas (P<0,05) para la mayoría de las variables vegetativas 

analizadas, con excepción del peso seco 2 y peso seco acumulado. 

Cuadro 18. Comportamiento promedio de las 12 FMH de Lolium multiflorum en caracteres vegetativos 

evaluados en condiciones de planta aislada. Media, desvío estándar, mínimo, máximo, coeficiente de variación y 

significancia (valor p). 

Variable Media Desvío estándar Coeficiente de variación Mínimo Máximo Valor p 

Alt1 (cm) 15,55 4,42 28,43 1,40 29,50 0,0001 

Dia1 (cm) 33,03 8,61 26,06 7,00 59,00 0,0096 

Nma1 35,52 2,37 66,36 19,00 87,00 0,0003 

Psec1 (g) 2,49 1,31 52,76 0,10 6,07 0,0336 

Alt2 (cm) 44,48 8,42 18,92 22,00 65,50 <0,0001 

Dia2 (cm) 83,30 15,29 18,36 44,00 135,50 <0,0001 

Nma2 118,59 4,28 36,1 27,00 264,00 0,0053 

Psec2 (g) 16,97 1,10 64,82 2,19 47,33 Ns 

Alt3 (cm) 39,39 6,97 17,68 19,50 58,00 <0,0001 

Dia3 72,81 12,70 17,45 38,00 106,00 0,0001 

Psac (g) 19,18 1,27 67,08 0,22 53,29 Ns 

Ns: no significativa; Abreviaturas ver cuadro 5. 
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Cuadro 19. Medias aritméticas de los caracteres vegetativos para cada FMH de Lolium multiflorum evaluados 

en condiciones de planta aislada. 

FMH Dia1 Alt1 Nma1 Dia2 Alt2 Psec1 Psec2 Alt3 Dia3 Nma2 Psac 

1 33,45 15,16 42,25 86,84 45,66 2,77 18,23 41,68 77,06 117,51 20,98 

2 30,01 15,38 25,70 81,05 43,25 2,14 15,37 42,78 78,25 105,88 17,31 

3 32,82 15,08 50,27 81,72 43,94 2,75 18,32 41,63 78,88 129,73 21,07 

4 32,66 15,30 41,60 76,66 40,09 2,27 13,32 38,27 68,81 127,24 15,60 

5 40,91 20,54 38,81 96,59 51,66 3,35 23,62 40,94 74,19 111,30 26,83 

6 35,87 17,11 31,92 89,25 48,78 2,68 16,81 38,22 71,50 94,48 19,36 

7 34,77 17,41 37,09 90,44 48,03 2,97 17,89 40,29 73,94 107,12 20,70 

8 32,73 15,44 31,25 81,69 44,91 2,39 15,60 40,11 72,69 121,44 17,89 

9 28,55 14,03 27,56 85,27 43,77 1,69 16,32 39,31 73,87 115,56 16,16 

10 31,34 13,76 25,70 87,33 48,07 2,11 16,32 42,68 79,47 105,27 18,23 

11 30,81 13,41 36,72 70,91 37,03 2,22 15,52 32,57 61,56 128,14 17,56 

12 32,51 14,01 42,64 72,19 38,78 2,49 17,39 34,36 64,00 164,10 19,80 

Media 33,03 15,55 35,52 83,30 44,48 2,49 16,97 39,39 72,81 118,59 19,18 

LSD/LSR 5,76 2,84 0,96 9,51 5,18 0,89 0,54 4,50 8,25 1,92 0,62 

Nota: LSD (diferencias mínimas significativas: α=0,05); LSR (cocientes mínimos significativos  α=0,05); Abreviaturas 

ver  cuadro 5. 

 

 Color de planta 

La mayor frecuencia de plantas presentó un color intermedio (63%), seguido por un color 

oscuro (21%). El menor porcentaje correspondió a plantas con color claro (17%). 
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Figura 15. Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el carácter color en las 12 FMH.  
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 Vigor de planta 

El mayor porcentaje de plantas mostraron un vigor de crecimiento intermedio y bueno (29% y 

29%), seguido por un vigor malo y muy bueno (19% y 19%). El menor porcentaje correspondió a 

plantas con vigor muy malo (4%). 
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Figura 15. Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el carácter vigor en las 12 FMH.  

 Hábito de crecimiento 

El mayor porcentaje de plantas mostró un hábito de crecimiento semipostrado (60%), seguido 

por un hábito postrado (23%). Los porcentajes menores correspondieron a plantas con hábito 

semierecto (13%) y erecto (4%). 
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Figura 15. Distribución de frecuencia en porcentaje de plantas (%) para el hábito de crecimiento en las 12 FMH. 

 Número de macollos vegetativos 1 

La media del número de macollos vegetativos 1 por planta fue de 35,52 considerando todas 

las familias, con un rango de 19 a 87 (Cuadro 20), se detectaron diferencias significativas (P≤0,05) 

entre las familias (Cuadro 18). La FMH3 logró el mayor número de macollos vegetativos 1 promedio 

(50,27) mientras que las FMH 2 y FMH10 presentaron el menor número de macollos 1 promedio 

(25,7) (Cuadro 19). 

 Número de macollos vegetativos 2 

La media del número de macollos vegetativos 2 por planta fue de 118,59 considerando todas 

las familias, con un rango de 27 a 264 (Cuadro 18), se detectaron diferencias significativas (P≤0,05) 

entre las familias (Cuadro 18). La FMH12 logró el mayor número de macollos vegetativos 2 

promedio (164,10) mientras que la FMH6 presentó el menor número de macollos 2 promedio (94,48) 

(Cuadro 19). 

 Diámetro de planta 1 

El diámetro promedio de planta 1de las FMH fue 33,03 cm, con un rango de 7 a 59 cm 

(Cuadro 18). Este carácter también evidenció diferencias significativas (P≤0,05) entre FMH (Cuadro 
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18). La FMH5 logró el mayor diámetro 1 (40,91 g) mientras que la FMH9 logró el menor diámetro 

(28,55 g). 

 Diámetro de planta 2 

El diámetro promedio de planta 2 de las FMH fue 83,30 cm, con un rango de 44 a 135,5 cm 

(Cuadro 18). Este carácter evidenció diferencias significativas (P≤0,05) entre FMH (Cuadro 18). La 

FMH5 logró el mayor diámetro 2 (96,59 g) mientras que la FMH11 logró el menor diámetro (70,91 

g). Del total de las plantas analizadas en todas las FMH el 33% logró entre 86 y 96 cm de diámetro. 

 Diámetro de planta 3 

El diámetro promedio de planta 3 de las FMH fue 72,81 cm, con un rango de 38 a 106 cm 

(Cuadro 18). Este carácter también evidenció diferencias significativas (P≤0,05) entre FMH (Cuadro 

18). La FMH10 logró el mayor diámetro 1 (79,47 g) mientras que la FMH11 logró el menor 

diámetro (61,56 g). Del total de las plantas analizadas en todas las FMH el 33% logró entre 70 y 77 

cm de diámetro. 

 Altura de planta 1 

La altura media de planta 1, entre todas las FMH, fue de 15,55 cm, con un rango que osciló 

entre 1,4 y 29,5 cm (Cuadro 18). Se encontró diferencias significativas (P≤0,05) entre las FMH 

(Cuadro 18). La FMH5 logró la mayor altura (20,54 cm), mientras que la FMH11 presentó la menor 

(13,41 cm) (Cuadro 19). Del total de las plantas analizadas en todas las FMH el 44% logró entre 15 y 

18cm de altura. 

 Altura de planta 2 

La altura media de planta 2, entre todas las FMH, fue de 44,48 cm, con un rango que osciló 

entre 22 y 65,5 cm (Cuadro 18). Se encontró diferencias significativas (P≤0,05) entre las FMH 

(Cuadro 18). La FMH5 logró la mayor altura (51,66), mientras que la FMH11 presentó la menor 
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(37,03) (Cuadro 19). Del total de las plantas analizadas en todas las FMH el 38% logró entre 42 y 

47cm de altura. 

 Altura de planta 3 

La altura media de planta 3, entre todas las FMH, fue de 39,39 cm, con un rango que osciló 

entre 19,5 y 58 cm (Cuadro 18). Se encontró diferencias significativas (P≤0,05) entre las FMH 

(Cuadro 18). La FMH 2 logró la mayor altura (42,78 cm), mientras que la FMH 11 presentó la menor 

(32,57 cm) (Cuadro 19). Del total de las plantas analizadas en todas las FMH el 35% logró entre 35 y 

40cm de altura. 

 Peso seco 1 

La media del peso de materia seca al primer corte por planta fue 2,49 g, con un rango que 

osciló entre 0,10 a 6,07 g (Cuadro 18). Este carácter presentó diferencias significativas (P≤0,05) 

entre las FMH (Cuadro 18). La FMH5 logró el mayor peso de materia seca 1 promedio (3,35 g), 

mientras que la FMH9 presentó el menor valor (1,69g). Del total de las plantas analizadas en todas 

las FMH el 35 % logró entre 2 y 3g de materia seca. 

 Peso seco 2 

La media del peso de materia seca al segundo corte por planta fue 16,97 g, con un rango que 

osciló entre 2,19 a 47,33 g (Cuadro 18). Este carácter no presentó diferencias significativas (P>0,05) 

entre las FMH (Cuadro 18). La FMH5 logró el mayor peso de materia seca 2 promedio (23,62 g), 

mientras que la FMH4 presentó el menor valor (13,32 g). Del total de las plantas analizadas en todas 

las FMH el 48% logró entre 3 y 4g de materia seca. 

 Peso seco acumulado 

La media del peso de materia seca acumulado fue 19,18 g, con un rango que osciló entre 0,22 

a 53,29 g (Cuadro 18). Este carácter no presentó diferencias significativas (P>0,05) entre las FMH 

(Cuadro 18). La FMH5 logró el mayor peso de materia seca acumulado promedio (26,83 g), mientras 
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que la FMH4 presentó el menor valor (15,60 g). Del total de las plantas analizadas en todas las FMH 

el 50% logró entre 3 y 4g de materia seca. 

4.2- 2 Caracteres Reproductivos 

En el cuadro 20, se presenta el comportamiento promedio de las 12 FMH de raigrás anual: 

media, desvío estándar, máximo, mínimo, coeficiente de variación y nivel de significancia (valor p), 

para todos los caracteres reproductivos estudiados. En el cuadro 21 se observa el comportamiento 

promedio por FMH de raigrás anual para los caracteres reproductivos. Se detectaron diferencias 

significativas (P≤0,05) para casi todos los caracteres analizados excepto para la variable peso total de 

semillas y días a floración. 

Cuadro 20. Comportamiento promedio de las 12 FMH de Lolium multiflorum en caracteres reproductivos 

evaluados en condiciones de planta aislada. Media, desvío estándar, mínimo, máximo, coeficiente de variación y 

significancia (valor p). 

Variable Media Desvío estándar Coeficiente de variación Mínimo Máximo Valor p 

Flor 82,35 15,18 18,44 40,75 106,25 Ns 

Altr 81,45 12,40 15,22 22,70 45,00 <0,0001 

Lhb 13,8 2,96 21,43 5,83 112,00 0,0022 

Nesp 132,77 49,00 37,00 11,00 281,00 0,0002 

Neesp 23,41 3,72 15,88 13,33 33,33 0,0039 

Psem 11,56 1,51 13,19 0,08 42,51 Ns 

Pmil 1,91 0,27 14,06 1,27 2,80 <0,0001 

Ns: no significativa; Abreviaturas ver cuadro 5. 
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Cuadro 21. Medias aritméticas de los caracteres reproductivos de las 12 FMH de Lolium multiflorum evaluados en 

condiciones de planta aislada. 

FMH Flor Altr Lhb Nesp Neesp Psem Pmil 

1 87 83,20 14,07 119,93 22,78 10,50 1,85 

2 80,94 82,73 13,62 123,53 22,11 11,09 1,74 

3 88,19 83,91 11,98 116,50 24,98 11,70 1,92 

4 78,63 80,13 13,64 131,75 25,21 13,47 1,82 

5 74,63 80,94 13,31 139,25 22,69 10,89 1,99 

6 77,71 87,73 14,05 131,47 21,53 12,32 1,90 

7 84,35 90,06 12,82 121,75 24,12 12,25 1,98 

8 88,69 86,13 15,88 94,31 25,31 10,56 1,96 

9 74,69 77,97 14,79 162,00 20,83 15,92 1,93 

10 81,44 81,78 15,44 122,88 23,21 8,01 1,78 

11 89,63 76,13 13,71 164,75 23,69 10,69 2,20 

12 82,38 67,25 12,31 163,63 24,19 12,11 1,79 

Media 82,35 81,45 13,80 132,77 23,41 11,56 1,91 

LSD/LSR 24,13 7,92 1,95 32,16 2,51 0,76 0,17 

LSD: (diferencias mínimas significativas: α=0,05); LSR: (cocientes mínimos significativos  α=0,05); para ver 

abreviaturas dirigirse al cuadro 5. 

 

 Altura de planta reproductiva 

La altura media de planta reproductiva, entre todas las FMH, fue de 81,45 cm, con un 

rango que osciló entre 22,70 a 45,00 cm (Cuadro 20). Se encontró diferencias significativas 

(P≤0,05) entre las FMH (Cuadro 20). La FMH7 logró la mayor altura (90,06 cm), mientras 

que la FMH12 presentó la menor (67,25 cm) (Cuadro 21). 

 

 Fecha de floración 

La fecha de floración promedio fue de 82 días desde el trasplante (Cuadro 20), oscilando 

entre 75 y 90 días, no se evidenciaron diferencias significativas (P>0,05) entre las FMH (Cuadro 20). 

Sin embargo pudo observarse una tendencia de la FMH 11 como la más tardía y las FMH 5 y FMH9 

como las más tempranas (cuadro 21, figura 9).  
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Figura 9. Promedio para cada FMH de los días a floración. 

 Número de espigas 

La media del número de espigas por planta fue de 132,77 considerando todas las FMH, con 

un rango de 11 a 281 (Cuadro 20), se detectaron diferencias significativas (P≤0,05) entre las FMH 

(Cuadro 20). La FMH 12 logró el mayor número de espigas por planta promedio (163,63) mientras 

que la FMH 8 presentó el menor número de espigas por planta (94,31) (Cuadro 21). 

 Número de espiguillas por espiga 

La media del número de espiguillas por espiga fue de 23,41 considerando todas las FMH, con 

un rango de 13,33 a 33,33 (Cuadro 20), se detectaron diferencias significativas (P≤0,05) entre las 

FMH (Cuadro 20). La FMH8 logró el mayor número de espiguillas por espiga promedio (25,31) 

mientras que la FMH9 presentó el menor número de espiguillas por espiga (20,83) (Cuadro 21). 

 Largo de hoja bandera 

El largo de hoja bandera medio por planta, entre todas las FMH fue de 13,80 cm, con un 

rango que osciló entre 5,83 y 112,00 cm (Cuadro 20). Se encontró diferencias significativas (P≤0,05) 

entre las FMH (Cuadro 20). La FMH8 logró el mayor largo de hoja bandera (15,88 cm), mientras 

que la FMH3 presentó la menor (11,98 cm) (Cuadro 21). 
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 Peso total de semillas 

La media del peso total de semillas por planta fue de 11,56 g, con un rango que osciló entre 

0,08 a 42,51 g (Cuadro 20). Este carácter no presentó diferencias significativas (P>0,05) entre las 

FMH (Cuadro 20). Sin embargo se observó una tendencia de la FMH9 como la de mayor peso total 

de semillas (15,92 g) y la FMH10 la de menor peso total de semillas por planta (8,01g) (Cuadro 21). 

 Peso de mil semillas 

La media del peso de mil semillas por planta fue de 1,91 g, con un rango que osciló entre 1,27 

a 2,80 g (Cuadro 20). Este carácter presentó diferencias significativas (P≤0,05) entre FMH (Cuadro 

20). La FMH11 fue la de mayor valor (2,20 g), mientras que la FMH2 presentó el menor peso de mil 

semillas por planta (1,74 g) (Cuadro 21). 

4.2- 3 Determinación de endófito en semilla 

En el cuadro 22 se observa que el análisis de endófito evidenció que un 17 % de las FMH 

presentaron infección del 100% del hongo Neotyphodium occultans (FMH 8 y FMH9), el 8% de las 

FMH presentaron una infección intermedia y el 75% de las FMH fueron libres de infección del 

hongo endófito (FMH: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10 y 11). 

Cuadro 22. Porcentaje de presencia de infección con Neotyphodium occultan para cada FMH 

FMH % de infección 
1 0 
2 0 
3 0 
4 0 
5 0 
6 0 
7 0 
8 100 
9 100 

10 0 
11 0 
12 50* 

*Nota: La FMH 12 se realizó por duplicado debido a que presentaba infección en algunos preparados. 
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4.2- 4 Análisis de la información  

4.2- 4.1 Estimación de parámetros genéticos 

A continuación se presentan los componentes de la variancia (variancia fenotípica, variancia 

genotípica, variancia ambiental) y heredabilidad en sentido estricto (h
2
). Para todas las variables 

estudiadas la variancia ambiental fue superior a la variancia genética (Cuadro 23).  

Cuadro 23. Variancia fenotípica (σ²f), variancia genética (σ²g), variancia ambiental (σ²e)  

y heredabilidad en sentido estricto (h
2
) de los caracteres. 

Carácter σ
2
e σ

2
g σ

2
f h

2
 

Alt1 6,93 2,24 9,17 0,56 

Dia1 32,18 2,03 34,21 0,20 

Nma1 8128,83 860,25 14277,86 0,31 

Psec1 0,81 0,01 0,82 0,02 

Alt2 24,36 12,19 36,55 0,66 

Dia2 81,07 35,50 116,57 0,63 

Nma2 816402,60 7881,89 984718,83 0,08 

Alt3  22,50 4,29 26,80 0,43 

Dia3 69,54 14,31 83,85 0,45 

Altr 59,38 20,31 79,69 0,57 

Lhb 1,90 0,88 2,78 0,64 

Nesp 761,98 269,60 1031,58 0,58 

Neesp 6,43 0,47 6,90 0,22 

Pmil 0,02 0,01 0,03 0,66 

Nota: Abreviaturas ver cuadro 5. 

 

 

Las estimaciones de h
2
 oscilaron entre 0,024 (psec1) y 0,66 (alt2 y pmil). Las variables Pmil, 

Nesp, Lhb, Altr, Dia2, Alt2 y Alt1 presentaron una alta heredabilidad. Las variables Dia3, Alt3 y 

Nma1 presentaron una heredabilidad media. Por último las variables Neesp, Nma2, Psec1 y Dia1 

presentaron una heredabilidad baja. 

4.2- 4.2 Correlaciones fenotípicas 

 

En el análisis general se observó algunas correlaciones fenotípicas significativas (Cuadro 24). 

 en cuanto a la producción de materia seca, Psec1 presentó una correlación positiva con Vigor 

(r=0,70; p<0,0001), con Dia1 (r=0,87; p<0,0001), Alt1(r=0,81; p<0,0001), Dia2 (r=0,66; 

p<0,0001), Alt2 (r=0,62; p<0,0001), Psec2 (r=0,79; p<0,0001), Psac (r=0,86; p<0,0001). 
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Psec2 tuvo una correlación positiva y significativa tanto con Dia1 (r=0,79; p<0,001), Alt1 

(r=0,71; p<0,001), Dia2 (r=0,72; p<0,001), Alt2 (r=0,72; p<0,001), Psac (r=0,98; p<0,001). 

Por último el Psac presentó una correlación positiva y significativa con Vigor (r=0,6; 

p<0,0001), Dia1 (r=0,85; p<0,0001), Alt1 (r=0,76; p<0,0001), Dia2 (r=0,71; p<0,0001) y 

Alt2 (r=0,7; p<0,0001). 

 Psem presentó una correlación positiva y significativa con Psac (r=0,53; p<0,0001) y Nesp 

(r=0,56; p<0,0001). 

 Nma1 presentó una correlación positiva y significativa con el Psec1 (r=0,65; p<0,001) y 

Vigor (r=0,66; p<0,001). 

 Pmil solo presentó correlación significativa y negativa con Alt3 (r=-0,33; p<0,05). 

 Nesp tiene una correlación significativa y positiva con el Psem (r=0,56; p<0,001) y Psac 

(r=0,45; p<0,001). 

 Neesp tiene una correlación significativa y positiva con el Nma1 (r=0,36; p<0,05), Psec1 

(r=0,35; p<0,0001), Psem (r=0,42; p<0,005) y  Psac (r=0,30; p<0,05). 

 La fecha de floración no se relacionó significativamente con ninguna de las otras variables. 

Cuadro 24. Coeficiente de correlación de Pearson y nivel de significancia. Sobre la diagonal se encuentran las 

probabilidades estadísticas; bajo la diagonal se encuentran los valores de correlación entre variables. 

Nota: solo se muestran las correlaciones mayores a 0,70 y con p<0,01. Abreviaturas cuadro 5. (Cuadro completo de 

correlaciones en anexo 5)

 Vig Dia1 Alt1 Dia2 Alt2 Psec1 Alt3 Dia3 Psec2 Psac 

Vig 1,00     <0,001     

Dia1  1,00 0,00 <0,001  0,00   <0,001 0,00 

Alt1  0,88 1,00 <0,001 <0,001 <0,001   <0,001 <0,001 

Dia2  0,74 0,75 1,00 0,00    <0,001 <0,001 

Alt2   0,73 0,94 1,00    <0,001 <0,001 

Psec1 0,70 0,87 0,81   1,00   <0,001 0,00 

Alt3       1,00    

Dia3       0,94 1,00   

Psec2  0,79 0,71 0,72 0,72 0,79   1,00  

Psac  0,85 0,76 0,71 0,70 0,86   0,98 1,00 
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4.2- 4.3 Análisis multivariados 

Se realizó el análisis de componentes principales con el objeto de resumir y agrupar toda la 

información previamente analizada. Se consideraron 12 variables: vigor, diámetro 1, altura 1, 

diámetro 2, diámetro 3, número de macollos 2, largo hoja bandera, altura planta reproductiva, 

numero de espigas, peso de semillas, peso de mil semillas y peso seco acumulado. 

El 64% de la variabilidad entre las 12 FMH es explicada por dos autovalores, y el 75% por 

tres autovalores (Cuadro 25). La figura 10 muestra la distribución de las familias a través de las 

componentes 1 y 2. La componente principal 1 (Prin1) (figura 10) explica el 38,8% de la variación 

y la segunda componente explica el 25,6% de la variación. Con respecto a la componente principal 

1 la variable que explicó mayoritariamente su variabilidad fueron Alt1 y Dia2 (cuadro 26). Las 

FMH8, FMH9 y FMH10 fueron las que presentaron mayor Alt1 y Dia2. Al tomar la componente 

principal 2 (Prin2) (figura 10) se observa que la variable Lhb explica la mayor variabilidad (Cuadro 

26). Las FMH2 y FMH5 presentaron mayor Lhb (coeficiente de correlación cofenética: 0,93). 

Cuadro 25. Autovalores de la matriz de correlación, proporción que explica cada autovalor y proporción acumulada. 

Lambda Valor Proporción Prop. Acumulada 

1 4,65 0,39 0,39 

2 3,07 0,26 0,64 

3 1,32 0,11 0,75 

4 1,10 0,09 0,85 

5 0,89 0,07 0,92 

6 0,50 0,04 0,96 

7 0,31 0,03 0,99 

8 0,8 0,01 0,99 

9 0,3 2,9E-03 1,00 

10 0,3 2,2E-03 1,00 

11 1,8E-03 1,5E-04 1,00 

12 0,00 0,0 1,00 
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Cuadro 26.  Autovectores (e) correspondientes a la CP1 (e1) y a la CP2 (e2) para las variables analizadas. 

variables e1 e2 

Vigor 0,26 -0,37 

Dia1 0,36 -0,28 

Alt1 0,40 -0,20 

Dia2 0,42 0,06 

Dia3 0,26 0,36 

Nma2 -0,30 -0,30 

Lhb -3,4E-03 0,39 

Altr 0,35 0,24 

Nesp -0,26 -0,31 

Pmil 0,04 -0,27 

Psem -0,07 -0,21 

Psac 0.32 -0,31 

 

Además se realizó el análisis jerarquizado mediante el método Ward. Al tomar la distancia 

arbitraria del 50% de la distancia total se observó la formación de 4 grupos (figura 11): 

• FMH 3, FMH 4, FMH 7 y FMH 12;  

• FMH 5 y FMH 2; 

• FMH 8; 

• FMH1, FMH 6, FMH 9, FMH10 y FMH 11. 
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Figura 10. Análisis de componentes principales (Prin1, Prin2), con 12 variables y 12 familias de medio hermanos en estudio.
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Figura 11. Análisis de cluster mediante el método de Ward para las 12 familias de medio hermanos en estudio. 
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5. DISCUSIÓN 

5.1 Caracterización molecular 

La primer parte del estudio se enfocó en caracterizar molecularmente a las seis 

poblaciones que dieron origen a las 12 FMH. De los nueve SSR propuestos se logró 

caracterizar a las poblaciones con cinco SSR (H06, D09, A03, LM16 y LM26). 

5.1-1 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). El mayor número de alelos efectivos promedio 

fue de la Pob1 (2,292). Esto determina que con el estudio de sólo tres individuos se 

logra detectar las diferencias alélicas (cuadro 9). Este resultado es coincidente con 

Acuña (2009), aunque en otras especies tales como el maíz, los valores pueden ser 

superiores (Barcaccia et al., 2003). 

Según Labate et al., (2003) habría una tendencia a la endogamia dentro de las 

poblaciones cuando la heterocigosidad observada (H0) es inferior a la heterocigosidad 

esperada (He). En este caso las Pob10, Pob11 y Pob29*30 presentaron un valor de Ho 

inferior a la He (cuadro 9), lo que no estaría sucediendo en las demás poblaciones. Así 

mismo, Acuña (2009) encontró que 87% de las poblaciones estudiadas presentaron un 

valor Ho inferior a He. La mayor diferencia entre los estimadores Ho-He fue encontrada 

en la Pob10 (Ho: 0,267; He: 0,430). Aunque en poblaciones de la misma especie se 

encontraron diferencias mayores entre los mismos (Acuña, 2009), en Lolium perenne se 

detectaron diferencias aún más grandes. Así también, se observaron menores diferencias 

en Lolium rigidum (Oliveira y López, 1999). 
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La estructura poblacional puede estudiarse mediante los estadísticos F de 

Wright. A través de ellos se puede decir que el SSR D09 fue el que menor valor de Fis 

obtuvo (-0,223), lo que deja a la vista un exceso de heterocigotos (cuadro 12). Por otro 

lado Acuña (2009) al estudiar sus poblaciones obtuvo un valor de FIS levemente por 

debajo de cero (-0,045), detectando valores similares entre los heterocigotas observados 

y los esperados. Por otro lado y de manera opuesta el SSR LM16 presento un FIS de 

0,235, dando evidencia de un déficit de heterocigotos (Warren et al., 1998; Oliveira y 

López, 1999). Es importante tener en cuenta que uno de los principales factores a la 

hora de determinar la estructuración poblacional es el sistema reproductivo (Loveless y 

Hamrick, 1984). 

El mayor nivel de consanguinidad se observó en el SSR LM16 (Fit: 0,292), lo 

que estaría revelando una disminución en el número de heterocigotos en la población 

(cuadro 12) para ese locus, concordando con el valor de Fis observado anteriormente. 

Para el SSR D09 tanto los valores de Fis como Fit fueron negativos indicando un exceso 

de heterocigotos. Acuña (2009) de manera contraria detectó para este SSR, que la 

población estaría en equilibrio. El SSR LM26 obtuvo valores de Fis y Fit cercanos a 

cero, por lo que se podría llegar a inferir que la población estaría en equilibrio, al menos 

para ese locus. Al observar el valor Fis promedio (0,017) se puede decir que las 

poblaciones se encuentran cercanas al equilibrio, lo que ya fue reportado en la especie 

por otros autores (Hayward y Mc Adam, 1977, Oliveira et al., 1997; Oliveira y López, 

1999). Mientras que si observamos el valor de Fst (0,099), se puede decir que existe 

escasa variación entre las poblaciones (9,9%). Valores similares a estos se encontraron 

en poblaciones y cultivares de Lolium (Oliveira y López, 1999; Kubik et al., 2001; 

Acuña, 2009). 
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Cuando se consideró la proporción de diversidad entre poblaciones con relación 

a la diversidad total, que se expresa como Fst/(1-Fst) (Nei, 1977), se encontró que el 11% 

de la diversidad genética total fue debido a la variación entre las poblaciones, mientras 

que el 89% restante fue por la variación dentro de ellas. El elevado valor de Nm 

promedio (2,927) coincide con el resultado anterior indicando un predominio del flujo 

génico por sobre la posible deriva génica producida por el muestreo poblacional. 

Barcaccia et al., (2003) sugieren que un valor mayor a 1 de Nm indicaría baja 

diferenciación entre poblaciones; Acuña (2009) obtuvo resultados similares. 

5.1-2 Comportamiento de los SSR 

El 60% de los SSR utilizados para el análisis presentaron alelos raros (pi<0,05) 

(cuadro 11). En ningún caso se encontraron alelos privativos, contrariamente a lo 

observado por Acuña (2009). Enl total se encontraron 22 alelos para todos los SSR 

(cuadro 11) de los cuales el 27,27% estuvieron presentes en todas las poblaciones 

(cuadro 11). Todos los SSR fueron polimórficos (cuadro 10), contrariamente a lo 

demostrado por Jones et al., (2001) que encontró que los SSR D09 y A03 eran 

monomórficos. Acuña (2009) encontró la misma cantidad de alelos para el SSR D09 y 

tres alelos más para el SSR A03 que en este trabajo (cuadro 11). Con respecto al SSR 

H06 se determinó la presencia de ocho alelos mientras que otros autores (Jones et al., 

2001 y Acuña, 2009) encontraron cantidades menores (cuatro) y mayores (nueve), 

respectivamente. En cuanto al SSR LM26, se encontró 4 alelos (cuadro 11), mientras 

que Studer et al., (2006) encontraron que el número se duplicaba, y triplicaban para este 

mismo SSR. Con respecto al tamaño en pares de bases (pb) hubo coincidencia con los 

reportados anteriormente por Jones et al., (2001) y Studer et al., (2006).  

Las frecuencias alélicas mayores (pi>0,8) se presentaron en la Pob1 con el SSR 

LM16 (alelo 2) y LM26 (alelo 3). En la Pob9 con el SSR D09 (alelo 2), en la Pob10 con 
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el SSR LM16 (alelo 2). Algo muy interesante es que las Pob10 y Pob11 fueron 

monomórficas para el SSR LM26 (cuadro 11). Estas elevadas frecuencias alélicas 

indican una posible fijación de los alelos en las poblaciones. 

5.1-3 Distancias genéticas de Nei 

La medida de distancia de Nei fue desarrollada para estimar el número de 

codones diferentes por locus para proteínas y la divergencia en el tiempo entre dos 

especies muy emparentadas sobre el supuesto de neutralidad para la selección (Balzarini 

et al., 2010). En este estudio se detectó una distancia promedio entre pares de 

poblaciones igual a 0,131. Las poblaciones más similares fueron la Pob1 con la 

Pob25*26 (0,082), la Pob9 con la Pob11 (0,082) y la Pob10 con la Pob11 (0,082). Por el 

contario, las poblaciones más diferenciadas fueron Pob11 y Pob29*30 (cuadro 14) (Nei, 

1973, 1977). Oliveira y Charmet (1988) encontraron una distancia de Nei promedio 

menor (0,057) en poblaciones de Lolium prenne. 

5.1-4 Análisis de la variancia molecular  

Se sabe que las especies forrajeras alógamas, como el raigrás anual, presentan 

una elevada variabilidad a nivel molecular (Huff, 1997; Forster et al., 2001). El Análisis 

de la Variancia Molecular (AMOVA) mostró diferencias significativas entre las 

poblaciones (P=0,001) (cuadro 15). De la variación encontrada, el 85% correspondió a 

la variabilidad dentro de las poblaciones, mientras que el 15% restante correspondió a la 

variación entre poblaciones (cuadro 15). Este resultado está fuertemente apoyado por 

los datos obtenidos por otros autores (Peter-Schmid et al., 2008; Acuña, 2009). Y se 

condice con la variabilidad genética estudiada a nivel morfo-fisiológico, encontrado en 

numerosos estudios que abordaron la temática en la especie (Andrés et al., 2006). 
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Cuando se comparan las poblaciones de a pares y se tiene en cuenta la 

significancia estadística (PhiPT) (cuadro 16), se observa que las Pob10 y Pob11 son las 

más similares (0,077), y las Pob11 y Pob29*30 son las que más difieren (0,279). Este 

resultado es similar al obtenido mediante las distancias genéticas de Nei (cuadro 16), 

pero este análisis avala esas distancias a través de la significancia estadística (cuadro 

16). Para la distancia observada entre las poblaciones Pob1 y Pob10, no se observaron 

diferencias significativas, siendo el valor de menor distancia presentado (0,071).  

5.1-5 Análisis multivariados 

Para poder resumir todo la información analizada se realizaron Análisis de 

Coordinadas Principales (ACoorP) y de Clústers (AC). El ACoorP explico el 84% de la 

varibilidad encontrada con 2 componentes (figura 7), un valor muy elevado en 

comparación a Acuña (2009) que con dos componentes explico el 49,7% de 

variabilidad. El AC permitió formar 3 grupos tomando la distancia del 50%. La 

Pob29*30 quedó aislada de las demás, mientras que hubo un grupo formado por tres 

poblaciones (9, 10 y 25*26) y otro formado por 2 poblaciones (1 y 11) (figura 8). 

Contrariamente a lo observado por Acuña (2009) quien logro discriminar el 70% de las 

poblaciones a través de 4 SSR, en el presente estudio se logró discriminar el 100% de 

las poblaciones con 5 SSR (figura 7). 

5.2.1 Caracterización agronómica 

La segunda parte del estudio se enfocó en caracterizar morfo-fisiológicamente 

las 12 FMH que fueron derivadas de las seis poblaciones evaluadas en el suelo sódico.  

5.2.2 Cuantificación de la variabilidad genética 

La existencia de variabilidad genética en caracteres productivos es necesaria 

para el mejoramiento genético de cualquier especie forrajera. Esto permite la selección 
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y generación de nuevos cultivares (Ceccarelli, 2015). Las forrajeras alógamas, entre las 

que se encuentra Lolium multiflorum, presentan variabilidad genética alta entre y dentro 

de poblaciones (Tyler et al., 1987; Schultze-Kraft, 1990, Andrés, 2006) debido 

predominantemente al sistema reproductivo. 

En términos generales para la mayoría los caracteres analizados tanto 

vegetativos como reproductivos existió variabilidad genética significativa entre las 

FMH (cuadro 18 y cuadro 20), y esto coincide con trabajos anteriores en 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; Acuña, 2009; Álvarez, 2010). 

5.2- 1 Caracteres Vegetativos 

Color de hoja 

El color de hoja está determinado por el contenido de clorofila en el mesófilo y 

el grosor de la cutícula (Black, 1975; Esau, 1987), características relacionadas con la 

actividad fotosintética y la tolerancia a condiciones de estrés en diversas especies 

vegetales (Fahn, 1982). En este estudio la mayor proporción de plantas (63%) 

presentaron un color intermedio. Igualmente, Giammaria (2003) detectó que el 92% de 

las plantas presentaron un color verde brillante (intermedio). 

Vigor de planta 

El vigor inicial es un carácter importante debido a que determina indirectamente 

la velocidad de crecimiento de las plántulas, por lo tanto es un factor relevante en la 

competencia con otras plantas y en la implantación de una pastura y está asociado a la 

acumulación de materia seca posterior. Estudios anteriores han demostrado que existe 
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una importante variabilidad genética para este carácter tanto entre poblaciones 

naturalizadas (Rosso y Andrés, 2001) como entre cultivares comerciales (Andrés et al., 

2000; Giammaria, 2003). Entre las FMH estudiadas, la mayor proporción de plantas 

obtuvo un vigor inicial intermedio y bueno. La FMH 3 fue la que presentó mayor vigor 

inicial. 

Hábito de crecimiento 

En plantas forrajeras la estructura del canopeo 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). La intensidad de pastoreo, frecuencia de defoliación y 

competencia (Snaydon, 1978) afectan al hábito de crecimiento. Los genotipos con 

hábito de crecimiento postrado sobreviven mejor que los de tipo erecto en sistemas con 

defoliaciones continuas y frecuentes (Davies, 1960; Smeatham, 1972; Seaney, 1974), 

aunque no sean los de mayor productividad (Cooper y McColl, 1966; Rhodes, 1971). 

En el caso de L. multiflorum este carácter se relacionaría con la capacidad de evitar el 

consumo de estructuras reproductivas favoreciendo la producción de semillas bajo 

pastoreo, de la cual dependen las poblaciones para su perpetuación, mientras que los 

cultivares comerciales son multiplicados en sistemas agrícolas. En este estudio se 

encontró que el 60% de las plantas presentaron hábito semipostrado. Estos resultados 

son coincidentes con los detectados por otros autores en poblaciones naturalizadas 

(Alonso, 1991; Rosso, 2002), en los que expresan que la mayoría de las poblaciones 

naturalizadas argentinas de raigrás anual diploide tienen este tipo de crecimiento en 

estado vegetativo. 

Número de macollos vegetativos 

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). 
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Rashal y Kholms (1983) sostienen que el número de macollos podría utilizarse como 

carácter para la selección indirecta del rendimiento de materia seca siendo éste un 

carácter confiable. En este estudio se detectó diferencias significativas entre las FMH 

para las dos mediciones realizadas (Nma1 y Nma2). Estudios anteriores encontraron 

resultados similares (Hume, 1991; Castro et al., 2003; Alvarez, 2010). Contrariamente, 

Acuña (2009) no encontró diferencias significativas entre las poblaciones en estudio. 

Se encontró que Nma1 presentaba una heredabilidad media (h
2
=0,31) y Nma2 

una heredabilidad baja (h
2
=0,08). Otros estudios encontraron resultados similares tanto 

en FMH de cultivares tetraploides (Giammaría, 2003), como en poblaciones 

naturalizadas (Alonso, 1991; Acuña, 2009). Álvarez (2010) encontró que la 

heredabilidad para el carácter era alta (h
2
>0.69) en dos grupos de floración (temprana-

tardía) en FMH. 

Diámetro de planta 

El diámetro de planta en especies forrajeras es una variable a considerar en los 

programas de mejoramiento. En este trabajo se detectó diferencias significativas en las 

tres mediciones realizadas (Dia1, Dia2 y Dia3) (cuadro 18). La heredabilidad para este 

carácter fue baja (0,20) para Dia1, intermedia para Dia3 (0,45) y alta para Dia2 (0,63). 

Álvarez (2010) detecto una heredabilidad alta (h
2
: 0,61 tempranas; h

2
: 0,65 tardías) para 

las FMH evaluadas. 

Altura de planta 

La altura de la planta, es un carácter muy utilizado en los descriptores de 

cultivares de especies gramíneas ya que 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 fertilización y de la competencia con otras especies (Snaydon, 1978). En 
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este estudio se encontraron diferencias significativas para el carácter en las tres 

mediciones realizadas (Alt1, Alt2 y Alt3) (cuadro 18) contrariamente a lo expresado por 

Acuña (2009) en sus poblaciones de estudio. Se detectaron heredabilidades altas para 

Alt1 y Alt2 (h
2
=0,56 y h

2
=0,66 respectivamente), mientras que para Alt3 la 

heredabilidad fue intermedia (0,43). 

Peso seco 

La producción de materia seca es una de las variables de mayor valor en los 

programas de selección de especies forrajeras y está fuertemente afectada por las 

condiciones ambientales debido a que es un carácter poligénico. El peso de materia seca 

es el principal índice de productividad en raigrás anual (Rashal y kholms, 1983). 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).  

En este estudio se encontró diferencias significativas entre las FMH en solo una 

de las mediciones realizadas (Psec1) (cuadro 18). Las FMH 1, 4, 6, 8 y 10 presentaron 

valores superiores a la media general. La h
2
 para Psec1 fue baja (0,02) con respecto a lo 

encontrado por otros autores (England, 1975; Bugge, 1984; De Battista et al., 2001; 

Giammaría, 2003; Álvarez, 2010). Se debe tener en cuenta que el carácter es de tipo 

poligénico y altamente influenciado por el ambiente. De Battista et al., (2001) estimó la 

heredabilidad en sentido estricto y detectó una alta  influencia ambiental. 

5.2- 2 Caracteres Reproductivos 

Altura de planta reproductiva 

La altura de planta es una variable muy afectada por el ambiente, en suelos de 

buena fertilidad, sin restricciones hídricas y sin competencia, las plantas expresan su 

máximo potencial genético (Guillet, 1984). En este trabajo se encontraron diferencias 
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significativas entre las FMH estudiadas (cuadro 20) y se detectó una alta heredabilidad 

en sentido estricto (0,57) (cuadro 23). 

Fecha de floración 

La fecha de floración está determinada por el fotoperíodo, la temperatura y las 

precipitaciones (Rhebergen, 1985; Ernst, 1987) y en raigrás anual además por el manejo 

de la defoliación (Bendersky, 2009). La uniformidad en la fecha de floración constituye 

un requisito indispensable para lograr cultivares con características uniformes (Fehr, 

1987) y es uno de los factores de mayor importancia para la obtención de altos 

rendimientos de semilla debido a que los materiales más tardíos tienden a presentar una 

menor producción de semilla (Studer et al., 2008). 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 de forraje (McLean y Watson, 1992). El 

desarrollo de materiales de raigrás con distintas fechas de floración es habitual en los 

programas de mejoramiento de esta especie. Por otro lado, el desarrollo de materiales 

tempranos tendría utilidad para la utilización del raigrás como cultivo de cobertura en 

rotaciones agrícolas. En el presente estudio no se detectó variabilidad significativa entre 

las FMH (cuadro 20). Aunque si una tendencia, donde las FMH5 y FMH9 fueron las 

más tempranas y la FMH11 la más tardía. A pesar de esto, varios autores indicaron la 

posibilidad de obtener sintéticas bien definidas por fecha de floración, mediante la 

aplicación de selección sobre este carácter (Acuña et al., 2009; Ré et al., 2009; Álvarez, 

2010). 

Número de espigas 

En la mayoría de las especies forrajeras el número de macollos reproductivos y 

la cantidad de macollos vegetativos están altamente correlacionadas (Smith et al., 

1994), y el primero es uno de componentes más importante del rendimiento de semilla 
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en forrajeras templadas (Cerono, 1993; Barufaldi 1999; Guillén, 2002) y en raigrás 

anual (Beltramino et al., 2005). 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 el 

número de espigas es el componente de rendimiento más afectado por el ambiente en 

raigrás anual. 

En este estudio se encontró diferencias significativas para el carácter entre las 

FMH (cuadro 20). El valor de heredabilidad encontrado fue alto (0,58) en comparación 

con el reportado por Gramaría (2003). Álvarez (2010) detecto heredabilidades en 

promedio similares (0,66 tempranas; 0,46 tardías) para dos grupos de floración en FMH. 

Número de espiguillas por espiga 

Lamark (1778) describió a Lolium multiflorum  por su elevado número de flores 

en cada espiguilla. Según Inda Aramendía (2005) se caracteriza por tener espiguillas de 

11 a 22 flores. El carácter número de espiguillas por espiga resulta ser uno de los 

caracteres que más discriminan poblaciones de Lolium multiflorum (Casañas et al., 

1980). En este estudio se detectaron diferencias significativas entre las FMH para dicho 

carácter, y el promedio fue de 23,41 espiguillas por espigas. El valor promedio es 

similar al máximo número con el cual Lamark (1778) describe a la especie. Se detectó 

una heredabilidad baja (0,22) para dicho carácter. 

Largo de hoja bandera 

Uno de los factores que controlan la producción de materia seca en las 

gramíneas forrajeras es el área foliar, la cual está definida por el tamaño y número de 

hojas (determinado principalmente por el ancho y largo de las láminas foliares) (Borrajo 
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et al., 2000). El área foliar determina en definitiva la utilización de la energía lumínica 

(Sugiyama et al., 1985). 

En el presente estudio se encontraron diferencias significativas en cuanto a largo 

de hoja bandera y su heredabilidad fue baja (0,64) en relación a las encontrada por 

Álvarez (2010) para dos grupos de floración en FMH (0,87 tempranas; 0,78 tardías). 

Peso total de semillas 

Uno de los caracteres más importantes para los programas de mejoramiento de 

especies forrajeras es el peso total de semillas ya que es indicativo del éxito en la 

difusión del nuevo cultivar, dado que la forma de comercialización de los mismos es a 

través de ellas. Este carácter está directamente asociado al rendimiento de semillas, es 

altamente dependiente del ambiente y ha sido muy bien estudiado (Bugge, 1984; 

Elgersma et al., 1989; Bertín, 2004). El rendimiento de semillas está determinado entre 

otros factores por un elevado número de espigas y de inflorescencias (Elgesma et al., 

1989). No se detectó diferencias significativas en el carácter, pero se encontró que la 

FMH9 fue la que presentó mayor peso total de semillas., Alvarez (2010) detectó 

diferencias para el carácter entre dos grupos de floración en FMH y valores de 

heredabilidad intermedia (0,54 tempranas; 0,53 tardías). 

Peso de mil semillas 

El peso de mil semillas es otro de los componentes 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). Varía según la 

especie y entre cultivares dentro de la misma especie. Sin embargo no siempre esta 
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relación es directa, ya que en algunos casos no se relaciona con una germinación 

diferencial (Andrés y Guillen, 2001). 

En el presente estudio se encontró diferencias significativas entre las FMH. 

Bertín (2004) también encontró variabilidad en el peso de mil semillas en cultivares y 

sintéticas experimentales de raigrás anual. En general los cultivares de raigrás anual 

diploides logran menor peso de mil semillas que los tetraploides, y escasamente superan 

los 2 gramos. 

El valor de heredabilidad encontrado es alto (0,66) y similar al encontrado por 

Álvarez (2010) para el grupo de floración temprana. Estos resultados también coinciden 

con los realizados en FMH de raigrás anual diploide (Acuña et al., 2009) y en FMH de 

cultivares de raigrás anual tetraploide (Giammaría, 2003). 

5.2- 3 Determinación de endófito en semilla 

Las poblaciones naturalizadas en la pampa húmeda y subhúmeda presentan en su 

mayoría una alta incidencia y nivel de infección endofítica (Medvescigh et al., 2004, 

Colabelli et al., 2007 y Gundel et al., 2008). En este estudio se encontró que el 75 % de 

las FMH estuvieron libres de Neotyphodium ocultans. Se sabe que este porcentaje de 

infección está por debajo de lo esperado, aunque Monteverde (2009) reportó resultados 

similares a estos. Una posible causa podría relacionarse con la manipulación y 

conservación de las semillas ya que la viabilidad del hongo disminuye con la edad de la 

semilla en forma mucho más pronunciada que el poder germinativo (De Battista, 2002). 

Diversos estudios han mostrado que la asociación Neotyphodium/gramíneas 

modifica la adaptación y el crecimiento de hospedante (Malinowski et al., 2005). Las 

plantas infectadas obtuvieron valores mayores al promedio en las variables peso seco 

acumulado y peso de mil semillas. 
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5.2- 4 Correlaciones fenotípicas 

El grado de asociación entre dos caracteres es un procedimiento utilizado 

comúnmente en los programas de mejoramiento genético de plantas (Lande y Price, 

1989) debido a que en general los objetivos del mejoramiento abarcan más de un 

carácter en forma simultánea, haciéndose imprescindible el conocimiento de cómo se 

correlacionan los mismos. La asociación puede explicarse tanto por efectos genéticos 

como por efectos ambientales o por ambos. El ambiente puede aumentar o disminuir los 

causales genéticos de la correlación (Mariotti, 1986). 

En este estudio solo se discuten las correlaciones fenotípicas mayores a 0,7 y 

significativas (p<0,05). Desde el punto de vista del mejoramiento genético del 

rendimiento de forraje, las asociaciones de mayor importancia son las encontradas entre 

los caracteres peso seco 1 que se correlacionó fuertemente con peso seco 2 y peso seco 

acumulado, lo cual es esperado. 

Cabe destacar que el vigor inicial de planta se correlacionó significativamente 

con el peso seco 1, lo que también fue observado por Monteverde (2009) en el estudio 

de poblaciones y cultivares. Esto puede facilitar las mediciones de biomasa de planta, 

debido a que estas son costosas, laboriosas y destructivas, siendo de mucha utilidad la 

realización de selección indirecta por caracteres de más fácil medición y menor costo. 

Se detectó también que en todos los casos diámetro y altura estaban correlacionadas 

altamente entre sí. 

Algo muy interesante fue que diámetro 1 estaba altamente correlacionado con el 

peso seco 1, peso seco 2 y peso seco acumulado, por lo que podría tomarse como un 

buen indicador de producción de forraje. 



70 
 

En cuanto a los caracteres de producción de semillas se observó que peso de 

semillas presentó una correlación positiva y significativa con peso seco acumulado 

(r=0,53) y Número de espigas (r=0,56). Esta última correlación está fuertemente 

apoyada por estudios realizados con anterioridad en diversas especies forrajeras 

(Cerono, 1993; Barufaldi, 1999; Guillen, 2002). Por otro lado, peso de semillas se 

correlacionó con la variable número de espiguillas por espiga (0,42). Debido a que la 

variable número de espigas presentó una heredabilidad alta se podría realizar selección 

para este carácter y así aumentar el peso total de semillas producidas. 

5.2- 5 Análisis multivariados 

En este análisis se tomaron 12 variables de las 21 estudiadas, debido a la 

existencia de correlaciones muy altas (>0,70) que no permitían una buena 

discriminación entre las familias. 

El análisis de componentes principales permitió discriminar las 12 FMH. La 

CP1 explico el 38,8% de la variabilidad y la CP2 un 25,6%. La CP1 estuvo ponderada 

principalmente por las variables altura 1 y diámetro 2 (cuadro 26), mientras que la CP2 

discrimino principalmente por la variable largo de hoja bandera (cuadro 26). De este 

modo las FMH3, FMH4, FMH7 y FMH12 fueron las que presentaron mayor número de 

espigas y peso de semillas. Las FMH2 y FMH5 obtuvieron los mayores valores de largo 

de hoja bandera y tuvieron un comportamiento intermedio con respecto a los caracteres 

vegetativos. Las FMH 1, 6, 9, 10 y 11 tuvieron mejores comportamientos en cuanto a 

los caracteres vegetativos. La FMH8 quedo aislada de las demás por su mejor 

comportamiento en cuanto a los caracteres vegetativos. 

En este caso, el peso seco acumulado tiene un peso importante en cuanto a la 

generación de variabilidad, pero no tanto como las variables altura 1 y diámetro 2, 
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contrariamente a lo encontrado por Castro et al., (2003) y Álvarez (2010) donde las 

variables de mayor peso fueron producción de materia seca y producción de semillas. 

En el Análisis de clúster se pudo discriminar cuatro grupos de familias que 

coinciden con los formados en el análisis de componentes principales. 

Es interesante destacar que el agrupamiento de las FMH no dependió de la 

procedencia poblacional de los materiales, corroborando la gran variabilidad 

intrapoblacional que se observó en los estudios moleculares (Cuadro 15). 
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6. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten elaborar las siguientes 

conclusiones: 

 La caracterización molecular de las 6 poblaciones analizadas permitió 

detectar una importante variabilidad genética entre poblaciones y dentro de 

poblaciones. La mayor diversidad genética se detectó dentro de las poblaciones 

(85%). Los marcadores utilizados permitieron discriminar el 100% las 

poblaciones. 

 La caracterización morfológica de las 12 FMH realizada a campo en 

condición de planta espaciada, permitió detectar una importante variabilidad 

genética entre FMH para la mayoría de los caracteres morfo-fisiológicos 

estudiados. 

 Los valores obtenidos en la estimación de la heredabilidad en sentido 

estricto de la mayoría de las variables analizadas, sugiere la existencia de un 

componente genético heredable importante que permitiría seleccionar esos 

caracteres y permitiría incorporar algunas familias de medios hermanos al 

programa de mejoramiento de raigrás anual diploide. 

 La infección endofítica fue menor a la esperada. 

 Se detectaron correlaciones fenotípicas elevadas con significancia 

estadística. 

 No se observó un patrón de agrupamiento o comportamiento de las FMH 

en función de la procedencia poblacional de las mismas.  

 Si el objetivo del programa de selección es la obtención de cultivares 

superiores en producción de forraje y de semilla, las familias 6, 8, 9 y 10 serían 

las indicadas por sus elevadas productividades en peso seco y producción de 

semillas. 
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7. CONSIDERACIONES FINALES 

 Las 6 poblaciones que dieron origen a las 12FMH (Clico 0), deberían 

haberse evaluado y caracterizado a campo en las condiciones 

halomórficas mencionadas en el presente trabajo. Por cuestiones 

ambientales, principalmente anegamiento, existió una gran mortandad de 

plantas limitando la realización de los análisis estadísticos necesarios para 

la caracterización de las mismas.  

 Las FMH evaluadas en este estudio (Ciclo 01) se caracterizaron en 

condiciones no limitantes, i.e. no halomórficas, principalmente para medir 

el potencial productivo. Sin embargo las FMH seleccionadas en este 

estudio (Ciclo 02), deberían ser evaluadas en condiciones halomórficas 

para determinar su comportamiento productivo en este tipo de suelos. 

También se debería replantear el diseño del ensayo, con un mayor número 

de plantas por FMH y mayor cantidad de repeticiones, intentando de este 

modo evitar una posible pérdida sustancial en el número de plantas y así 

limitar nuevamente los análisis estadísticos. 
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8. ANEXOS 

Anexo 1 

Protocolo Kleinhofs et al., (1993): 

1. Colocar material fresco en microtubos de 2 ml y estos dentro de Nitrógeno 

líquido. Moler las muestras sin que se descongelen con un vástago de punta 

cónica.  

2. Agregar 600μl de buffer de extracción (sin CTAB ni SDS) cuya composición se 

detalla en la (cuadro 2) a 65°C en cada tubo.  

3. Incubar en baño de agua a 65°C durante 10 minutos.  

4. Agregar 75μl de SDS y 75μl de CTAB, calientes.  

5. Incubar en baño de agua a 65° C, durante 30 minutos.  

6. Agregar 750μl de cloroformo.  

7. Mezclar suavemente mediante inversiones durante 10 minutos.  

8. Centrifugar a 12.000 rpm, durante 30 minutos.  

9. Extraer la fase acuosa (± 670μl) y colocarlo en un microtubo de 1,5 ml.  

10. Agregar un volumen igual de cloroformo.  

11. Mezclar suavemente mediante inversiones, durante 10 minutos.  

12. Centrifugar a 12.000 rpm, durante 30 minutos.  

13. Extraer la fase acuosa y colocarlo en un microtubo de 1,5 ml.  

14. Precipitar el ADN con isopropanol frío, agregando un 60% del volumen 

correspondiente a la fase acuosa. Mezclar suavemente.  

15. Centrifugar 10 minutos a 12000 rpm.  

16. Descartar la fase acuosa.  

Lavados de pellets: 
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17. Agregar 1 ml de etanol 70%.  

18. Centrifugar.  

19. Descartar la fase acuosa y realizar el segundo lavado con etanol al 70%. 

20. Centrifugar y descartar la fase acuosa.  

21. Dejar secar el pellet hasta evaporación total del etanol al 70%.  

22. Resuspender el ADN con 40μl de TE 1X. 

Cuadro 1. Composición del buffer de extracción (*agregado después de calentar a 65°C) 

Componentes Concentración final 1X 

1M TrisClH (pH 8) 100mM 75 μl 

5M NaCl 700mM 105 μl 

0.5M EDTA (pH 8) 50mM 75 μl 

SDS 20%    * 2% 75 μl 

CTBA 10%   * 1% 75 μl 

H2O  345 μl 

Volumen total  750 μl 

 

Anexo 2 

Armado de los geles y preparación de los vidrios. 

Los vidrios se trataron especialmente con la finalidad de adherir el gel a uno sólo 

de ellos. Para esto, se trató el vidrio con solución adherente (3μl Bind Silane, 5μl ácido 

acético glacial 0,5%, 950μl etanol) y la cuba se trató con solución repelente de agua 

(Rain X®), se colocaron espaciadores entre el vidrio y la cuba, se sujetaron con clamps 

(sujetadores). Se distribuyó 70ml de la solución fresca de poliacrilamida con 330μl de 

APS (persulfato de amonio) y 33μl de TEMED (N,N,N´,N´-tetrametilentilendiamina), 

controlando que no se formen burbujas durante el proceso. Finalmente se colocó el 

peine con los dientes orientados hacia la parte superior del gel, para marcar el frente. El 

peine se sujetó con broches. Se dejó polimerizar como mínimo durante dos horas.  

 



76 
 

Anexo 3 

Corrida electroforética. 

El gel fue sometido a una pre-corrida en buffer TBE (11% tris base, 6% ácido 

bórico, 0,6% EDTA 0,5M) de dos concentraciones distintas (0,5X arriba y 1X abajo). 

Previo a la siembra, se agregó a las muestras amplificadas buffer de carga (200μl EDTA 

0,5M, 9,6ml formamida y 300μl colorante-azul bromofenol y xilenocianol) y se 

desnaturalizó por calentamiento a 94ºC durante 5 minutos, enfriando posteriormente a 

0ºC para evitar la unión de las cadenas. El volumen de siembra fue de 2μl por calle.  

El tiempo de duración de la corrida se adecuó al peso molecular (PM) estimado 

del SSR una potencia constante de 55W, con un voltaje variable entre 1400 y 2000 volts 

y con control de temperatura (máximo: 55º C). En cada corrida se utilizaron marcadores 

de peso molecular (10 y 25 pb) para estimar el peso molecular de los alelos presente en 

cada SSR de las diferentes poblaciones. 

Anexo 4 

Protocolo de tinción con plata para secuenciación de Promega Corp:  

1. Colocar el vidrio con el gel en una bandeja de plástico y cubrir con solución 

fijadora (10% ácido acético glacial). Agitar bien durante 20 minutos o hasta que 

no queden rastros de colorante.  

2. Enjuagar el gel 3 veces durante 2 minutos por vez con agua bidestilada con 

agitación. Dejar el gel fuera del agua unos segundos escurriéndose antes de 

transferirlo al próximo paso. 
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3. Transferir el gel a otra bandeja con la solución de tinción (2 litros agua 

bidestilada + 2gr nitrato de plata AgNO3 + 3ml formaldehído 37%) y agitar 

durante 30 minutos. Sacar el gel de la bandeja y dejarlo escurrir unos segundos.  

4. Colocar brevemente (no más de 10 segundos) en una bandeja limpia con agua 

bidestilada, escurrirlo y colocarlo inmediatamente en la bandeja con solución de 

revelado fría (1L agua bidestilada, 30g carbonato de sodio (Na2CO3), dejarlo 

enfriar a 10ºC e inmediatamente antes de usarlo agregar 1,5ml formaldehído 

37% y 200μl tiosulfato. 
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Anexo 5  
 
Cuadro 2. Coeficiente de correlación de Pearson y nivel de significancia. 

Nota: sobre la diagonal nivel de significancia, bajo la diagonal Coeficiente de correlación. Ver abreviaturas en cuadro 5. 

 

 

 

vig dia1 alt1 nma1 dia2 alt2 psec1 alt3 dia3 nma2 lhb altr nesp neesp pmil flor psec2 psem Psac 

vig 1.00 <0,001  <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 ns ns ns ns 0.01 ns 0.05 ns ns <0,001 0.02 <0,001 

dia1 0.62 1.00 0.00 <0,001 <0,001 <0,001 0.00 <0,001 <0,001 ns ns <0,001 <0,001 0.03 ns ns <0,001 <0,001 0.00 

alt1 0.64 0.88 1.00 0.01 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 ns ns <0,001 0.02 ns ns ns <0,001 <0,001 <0,001 

nma1 0.66 0.49 0.37 1.00 0.04 ns <0,001 ns ns <0,001 ns ns 0.03 0.01 ns ns <0,001 0.02 <0,001 

dia2 0.44 0.74 0.75 0.29 1.00 0.00 <0,001 <0,001 <0,001 ns ns <0,001 ns ns ns ns <0,001 0.01 <0,001 

alt2 0.44 0.68 0.73 0.26 0.94 1.00 <0,001 <0,001 <0,001 ns 0.02 <0,001 ns ns ns ns <0,001 0.01 <0,001 

psec1 0.70 0.87 0.81 0.65 0.66 0.62 1.00 <0,001 <0,001 0.04 ns <0,001 <0,001 0.01 ns ns <0,001 <0,001 0.00 

alt3 0.15 0.42 0.47 0.21 0.62 0.65 0.46 1.00 0.00 ns 0.01 <0,001 ns ns 0.02 ns <0,001 0.03 <0,001 

dia3 0.14 0.42 0.46 0.19 0.65 0.69 0.47 0.94 1.00 ns 0.02 <0,001 ns ns ns ns <0,001 0.01 <0,001 

nma2 0.16 0.16 0.01 0.41 -0.06 -0.10 0.30 0.05 0.09 1.00 ns ns ns 0.02 ns ns 0.02 ns 0.02 

lhb 0.01 0.17 0.17 -0.07 0.27 0.34 0.16 0.37 0.33 -0.13 1.00 <0,001 ns ns ns ns ns ns Ns 

altr 0.37 0.50 0.56 0.19 0.55 0.58 0.46 0.61 0.58 -0.21 0.50 1.00 ns 0.03 ns ns 0.02 <0,001 0.01 

nesp 0.23 0.45 0.33 0.32 0.18 0.10 0.41 -0.04 -0.02 0.15 0.13 0.01 1.00 0.52 ns ns <0,001 <0,001 <0,001 

neesp 0.29 0.31 0.24 0.36 0.02 0.08 0.35 0.23 0.21 0.33 0.16 0.32 0.10 1.00 ns ns ns 0.003 0.04 

pmil 0.20 0.04 0.10 0.04 0.02 0.03 0.01 -0.33 -0.24 0.06 -0.04 0.04 0.11 0.06 1.00 ns ns ns ns 

flor 0.10 -0.01 -0.09 0.11 -0.13 -0.11 -0.05 -0.13 -0.11 -0.05 0.09 0.06 -0.08 0.15 -0.02 1.00 ns ns ns 

psec2 0.55 0.79 0.71 0.51 0.72 0.72 0.79 0.48 0.57 0.33 0.11 0.32 0.44 0.26 0.11 -0.04 1.00 <0,001 0.00 

psem 0.32 0.47 0.45 0.33 0.37 0.39 0.47 0.31 0.35 0.16 0.27 0.43 0.56 0.42 0.17 0.09 0.53 1.00 <0,001 

psac 0.60 0.85 0.76 0.56 0.71 0.70 0.86 0.48 0.56 0.33 0.11 0.36 0.45 0.30 0.10 -0.01 0.98 0.53 1.00 
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