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Resumen

La caracterizacibn agronomica de germoplasma de trébol blanco (Trifolium
repens L.) es un paso critico en la determinacion del potencial productivo y genético
de la especie para la obtencion de cultivares superiores. Esta tesis subraya la
importancia de dicha caracterizacion, proporcionando una base cientifica para la
seleccidn y mejora genética de esta especie. A través de la evaluacion de variables
morfofisiolégicas de ocho poblaciones de trébol blanco, recolectadas en ambientes
de pastura de la Provincia de Buenos Aires, se ha logrado identificar y describir la
diversidad fenotipica y genética presente.

Durante 2022 y 2023 se condujo el estudio aplicando un disefio en bloques
completos al azar con 3 repeticiones, en el que 720 genotipos (90 por poblacion)
fueron evaluados en condicion de planta espaciada, en el campo Experimental Las
Magnolias (UNNOBA). Para la caracterizacion fenotipica y genotipica se registraron
20 caracteres vegetativos y reproductivos por genotipo, tales como vigor y habito de
crecimiento en varias fechas de medicion, altura, diametro, peso verde y peso seco
en varias fechas de mediciébn, numero de cabezuelas, peso de mil semillas y
rendimiento total de semillas. Los datos fueron sometidos a analisis de la varianza a
través del paquete estadistico Infostat en R. Se realizaron las estimaciones de los
parametros genéticos (varianza fenotipica y genética) para el calculo de la
heredabilidad en sentido amplio. Para determinar posibles asociaciones entre las

variables se aplico analisis multivariado (conglomerados y cluster jerarquico).

Los resultados indicaron diferencias significativas (p-valor<0,05) entre las ocho
poblaciones para todos los caracteres evaluados, excepto el nUmero de cabezuelas
para la fecha de medicién del 12-9-2022 (p-valor>0,05). Las poblaciones 1 y 8 se
diferenciaron del resto por ser las de mayor crecimiento vegetativo y produccion de
materia seca, mientras que las poblaciones 3, 4 y 5 se destacaron por lograr el
mayor numero de cabezuelas, que se condice con un mayor rendimiento de
semillas. La heredabilidad en sentido amplio fue elevada (0,915 — 0,455) para todos

los caracteres.

Los analisis multivariados permitieron agrupar las poblaciones en 3 subgrupos

de acuerdo a la productividad de biomasa y de rendimiento de semilla, subgrupo 1
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(pob 3, 4 y 5), subgrupo 2 (pob 2, 6 y 7) y subgrupo 3 (pob 1y 8), en este ultimo
subgrupo se agrupan las poblaciones mas rendidoras en cuanto a productividad de

biomasa y rendimiento de semilla.

La caracterizacion agronémica de germoplasma de trébol blanco realizada
aportaria informacioén valiosa que puede utilizarse para la seleccion de poblaciones

de trébol blanco en futuros programas de mejoramiento genético.
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1. INTRODUCCION
1.1. Importancia del estudio

Argentina es un pais de tradicién ganadera con pasturas cultivadas y pastizales
naturales. No obstante, en las Ultimas décadas se ha producido un reordenamiento
en el uso de la tierra como consecuencia del incremento de la superficie dedicada a
la agricultura y la disminucion de la superficie ganadera, debido a los precios
crecientes de los granos a nivel internacional y la incorporacion de tecnologia en la
produccion de cultivos extensivos. En este escenario, la ganaderia ha sido
relocalizada en ambientes marginales de la regién pampeana, caracterizados éstos
por limitantes edaficas, como exceso de sales solubles, baja fertilidad fisica y/o
qguimica, anegamientos temporarios, y otros factores climaticos adversos que
afectan la productividad de las pasturas (De Ledn, 2004; Chiossone, 2006;
Gregoretti et al., 2020). Esta situacién, impuls6 a que se revalorizaran aquellas
leguminosas de adaptacién productiva probada en estos ambientes, y se inicien
programas de mejoramiento genético vegetal con el fin de obtener germoplasma
forrajero superior en produccién y calidad de forraje, como una posible solucion al

problema.

El trébol blanco (Trifolium repens L.) es una especie forrajera distribuida en
todo el territorio argentino, debido a su gran plasticidad y adaptacién en la mayoria
de las provincias fitogeogréaficas del pais. Es considerada una leguminosa de gran
importancia por su gran aporte a los sistemas pastoriles y es altamente preferida por
el ganado bovino y ovino. A escala de sistema de produccién, las evidencias
muestran que en el norte de la provincia de Buenos Aires la presencia del trébol
blanco permite incrementar la carga animal comparada con pasturas sin fertilizar y
equivalen a una fertilizacién anual de aproximadamente 100 kg N hat afio? (Bertin y
Scheneiter, 2010).

En general los factores que afectan la abundancia de trébol blanco en las
pasturas son ambientales y genéticos. Aspectos como la implantacion y el manejo
son importantes, pero dependen del fondo genético del cultivar utilizado (Barletta et
al., 2013). Surge entonces la importancia de realizar caracterizaciones agronémicas

del germoplasma de la especie, como primera etapa en la determinacion de la



presencia de variabilidad genética util (Andrés y Rosso, 2007), para aportar a futuros

programas de mejoramiento genético y obtencion de nuevos cultivares.

1.2 La especie: origen y distribucién

El trébol blanco (Trifolium repens L.) es una leguminosa forrajera perenne
originaria de Europa, principalmente la regiéon mediterranea, extendiéndose al resto
de Europa y el oeste de Asia. Su dispersion global ha sido el resultado de multiples
factores, incluyendo la colonizacion europea y su uso en la agricultura y la
ganaderia. Se desarroll6 principalmente en areas de suelos fértiles, de buena
humedad y con presencia de rumiantes en pastoreo. Los animales, desde los
comienzos de la civilizacion han jugado un rol muy importante en la distribucion de
esta especie (Gibson y Cope, 1985). A lo largo de la historia, el trébol blanco se ha
propagado a otras partes del mundo debido a su importancia como planta forrajera
(Hulme, 2009). Ha sido introducido a América del Norte, América del Sur, Australia,
Nueva Zelanda y otras regiones, donde se ha naturalizado y en algunos casos, se

ha convertido en una planta invasora.

La distribucion del trébol blanco en el mundo se ha visto fuertemente
influenciada por la migraciéon humana y la expansion agricola, principalmente como
alimentacion animal. Una caracteristica destacada del trébol blanco es su capacidad
para adaptarse a diferentes condiciones climaticas y tipos de suelos. Esta
adaptabilidad le ha permitido establecerse y naturalizarse en ambientes muy

diferentes de su lugar de origen, contribuyendo alin mas a su expansion global.

Se utiliza como componente de las pasturas cultivadas en las regiones de clima
templado de muchos paises del mundo, y es la especie de mayor importancia
agronomica entre las casi 300 especies del género Trifolium. Es nativa del
Mediterraneo; en Argentina esta naturalizada y se ha propagado ampliamente en la
region pampeana humeda y subhimeda (Randazzo et al., 2003, Gallego et al.,
2011).



1.3 Descripciéon botanica de la especie

El trébol blanco es una especie herbacea, perenne y adventicia, de habito
rastrero y que alcanza aproximadamente 10 cm de altura. Se propaga tanto a través
de semillas como de estolones. Esto ultimo le permite colonizar rapidamente
espacios vacios en el lote cuando ocurren condiciones de humedad que lo permitan.
Ademas, presenta raices adventicias de caracter estolonifero, lo cual contribuye a la
persistencia de dicha especie en el suelo. La perennidad de la especie depende de
la capacidad de formacion y enraizamiento de los estolones. Esta persistencia
vegetativa en el suelo se ve afectada por las altas temperaturas de verano
combinado con un déficit hidrico que provoca la muerte de los estolones mas

jovenes.

Es una especie de polinizacién cruzada, con un nimero cromosémico de 2n=
4x =32, de naturaleza alotetraploide, con herencia disomica (Voisey et al., 1994).
Posee un mecanismo de autoincompatibilidad gametofitica y por ello la
autofecundacion es infrecuente. El tamafio de 1 cromosoma (1C) de su genoma es
de 956 Mbp (Leitch y Bennet, 2004).

Los cultivares han sido clasificados en base al tamafio del foliolo, estos son:
foliolo pequefio, intermedio, grande y gigante o ladino (Woodfield y Caradus, 1994).
Los cultivares de foliolo pequefio se caracterizan por ser plantas de habito postrado,
estolones delgados y muy ramificados, adaptados a climas frios y a sistemas
intensivos con ovinos. Los cultivares de foliolos grandes y gigantes por su parte
presentan porte erecto, estolones gruesos, un sistema radicular mas desarrollado,
son sensibles a bajas temperaturas y estan mas adaptados a pastoreo rotativo con
vacunos y corte (Scheneiter et al., 1998).



Fruto Foliolo
Estipula
Peciolo
Inflorescencia
Flor

Pedunculo

Semilla

Raices adventicias
Estolones

Planta de Trébol blanco

Figura 1. Descripcion boténica del trébol blanco

1.4 Aspectos agrondmicos y productivos de la especie

La importancia de utilizar mezclas de leguminosas con gramineas en la
siembra de pasturas, radica en que ésta especie realiza un gran aporte de nitrégeno
(N) a través de la fijacion simbiética; esta fijacion es favorecida por microorganismos
del suelo que convierten el N atmosférico a N inorganico dejandolo disponible para
el crecimiento y desarrollo de las plantas. La cantidad de N fijado por unidad de
superficie aumenta con el aumento del trébol blanco en la mezcla (Maddaloni y
Ferrari, 2001).

Otro aspecto relevante es la produccion y calidad de forraje; comparativamente
el aporte al sistema pastoril que realiza el trébol blanco respecto al aporte de una
graminea templada de alta calidad, es mayor en concentraciéon de Nitrégeno (N),
Calcio (Ca), Magnesio (Mg) y la mayoria de los micronutrientes, lo que redunda en

una produccion forrajera de elevada calidad que se produce durante gran parte del
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afo, registrandose un pico maximo de produccidén en primavera y otro pico menos

acentuado en otofio (Gutiérrez-Arenas et al., 2018).

En general, el trébol mejora su competitividad con las gramineas asociadas a
medida que la fertilidad del suelo se incrementa, a excepcion de altas dosis de
fertilizante nitrogenado, donde se ve reducida su habilidad competitiva debido a que
afecta directamente la fijacion simbidtica, aumentando la habilidad competitiva de la
graminea. Esta habilidad competitiva se incrementa a medida que la concentracion
de fésforo (P) del suelo aumenta y la concentracion de nitrogeno (N) disminuye
(Maddaloni y Ferrari, 2001).

Desde el punto vista ecoldgico, las leguminosas mejoran la fertilidad del suelo
al fijar nitrogeno atmosférico, reduciendo con ello el uso de fertilizantes quimicos, asi
como una mejor intercepcion de luz y distribucion estacional de la produccion de

biomasa.

A diferencia de otras especies forrajeras, el crecimiento vegetativo del trébol
blanco no se detiene con el pasaje al estado reproductivo (Maddaloni y Ferrari
2001). Bajo sistema de pastoreo y condiciones ambientales favorables, el trébol
tiene la capacidad de rebrotar rapidamente debido a que las yemas activas son
capaces de producir nuevos primordios de hojas y no son removidas por el animal
por encontrarse a nivel de la superficie del suelo donde el animal no llega a

pastorear.

Asimismo, cuanto mas frecuente es la defoliacibn por pastoreo es posible
esperar un aumento del contenido de trébol blanco en la pastura, debido a que esta
defoliacion intensa impide que las especies de porte mas erectas puedan acumular
biomasa aérea, mientras que el habito de crecimiento postrado del trébol le permite
conservar mas biomasa aérea y competir de forma mas eficiente con las gramineas

asociadas en la pastura (Mifién et al., 2013; Sinavimo, 2021).

Las caracteristicas estructurales que presenta el trébol blanco hacen que gran
parte de su oferta forrajera a disposicion del animal sean soélo hojas las que son muy
palatable para el rodeo. Ademas, la capacidad de regenerar hojas y la calidad de
forraje ofrecido por esta leguminosa la hacen una especie deseable de incorporar en

el sistema productivo.



Desde el punto de vista de la digestibilidad del forraje, una dieta en base a
trébol blanco da como resultado una mejor respuesta productiva animal, comparado
con una graminea perenne, debido principalmente a que su mayor palatabilidad y
una mayor tasa de degradacion ruminal (Anomale et al., 2016; Gregoretti et al.,
2020;). Desde el punto de vista nutricional, la mezcla no deberia superar el 30% de
esta leguminosa, para evitar el riesgo de empaste por parte del animal cuando

ingiere pasturas con alto contenido de trébol blanco (Maddaloni y Ferrari, 2001).

1.5. Variabilidad genética entre poblaciones y su caracterizacion

La colecta y caracterizacion de los recursos genéticos de especies forrajeras
de importancia agronémica, ya sea hativas y/o naturalizadas, constituyen las etapas
iniciales en los programas de mejoramiento genético, debido a que proveen de
variabilidad genética actual y potencial, relacionada con el ambiente de adaptacion.
En particular, el germoplasma naturalizado es de gran importancia debido a que
contiene suficiente variabilidad genética, como consecuencia de procesos de
seleccién y adaptacion a condiciones especificas del ambiente (Bradshaw, 1965;
Brigss y Walters, 1984; Tanksley y Mc. Couch, 1997; Andrés, 2014). La adaptacion a
condiciones ambientales extremas, junto al sistema reproductivo de las especies en
consideracion, su nivel de ploidia, y los mecanismos de recombinacion génica,
determinan la magnitud de variabilidad fenotipica y genotipica presente en las
colecciones y este es el sustento para la construccion de nuevos programas de
mejoramiento (Andrés, 2014; Bennett, 1970; Bradshaw, 1965). Por lo tanto, en
especies en las que no existe informacion confiable de la distribucién de la variacion
en la naturaleza, las recolecciones deben representar un amplio rango de

ambientes.

En programas de mejoramiento genético con objetivos de seleccion
especificos, la colecta de poblaciones se puede realizar en microambientes
caracterizados por situaciones ecologicas particulares, como suelos salinos, o con
escasez de agua y temperaturas extremas, donde se asume que existen ecotipos
adaptados, los que pueden ser la fuente que provea la variabilidad genética

necesaria para iniciar seleccién. Este ultimo aspecto también conduce a efectuar la



prospeccion y consideracion de nuevas fuentes de germoplasma presentes en la

naturaleza.

La estimacion de la diversidad genética en el germoplasma colectado es crucial
para la conservacion y posterior utilizacion de las especies, ya sea con fines de
preservacion (Gowda et al., 2012), o con fines de uso inmediato para la mejora
productiva (Harlan, 1983; Sleper, 1987; Hallauer, 1988). En este sentido, Smith y
Smith (1989) informaron que la caracterizacion agromorfolégica es un primer paso

en la descripcion y clasificacion del germoplasma.

Los niveles de andlisis intra-especificos (Bradshaw, 1984; Briggs y Walters,
1984) pueden discriminar entre poblaciones y entre individuos dentro de la misma
poblacion, representando respuestas a procesos de seleccion determinados por
varios factores tales como el rango ecolégico de la especie, la localizacién
geografica, la heterogeneidad ambiental, el sistema reproductivo, la longevidad de la
planta, entre otros. La heterogeneidad ambiental y el rango ecolégico y geogréfico
toman gran importancia para determinar la magnitud de la variacion interpoblacional,
mientras que las variaciones ambientales presentes en pequefa escala y el sistema
reproductivo ejercen mayor influencia en el polimorfismo intrapoblacional (Jain,
1975; Loveless y Hamrick, 1984). En particular, en los sistemas ganaderos ocurren
presiones de seleccion a pequefia escala, producto de la interaccion clima-planta,
suelo-planta, planta-planta y planta-animal.

La existencia de variabilidad genética para el caracter objeto de mejora es
indispensable en un programa de mejoramiento genético. Tal variacion puede existir
entre individuos, entre poblaciones, entre variedades o0 aun entre especies que
tienen el mismo grado de compatibilidad sexual de manera que los genes puedan

ser transferidos de un individuo a otro (Shannon, 1997).

La variabilidad genética y fenotipica presente en las poblaciones naturalizadas
de especies forrajeras es el producto de la interaccion entre factores ambientales
(variables biocliméticas, tipo de suelo, manejo, distribucion geografica, etc.) y
geneéticos (sistema reproductivo de la especie en estudio, fondo genético, etc.), los
gue determinan la adaptacion al ambiente y la distribucion de la especie. Esta

variacion puede ocurrir en caracteres morfologicos, fisioldgicos, bioquimicos y/o
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moleculares, en cualquier etapa del ciclo de vida de un individuo (Primack y Kang,
1989).).

Existen numerosas investigaciones de estudios de caracterizacion en
poblaciones naturalizadas de diferentes especies forrajeras, a nivel nacional e
internacional (Borrajo et al.,, 1997; Borrajo et al., 1998; Alonso, 2004). En trébol
blanco se ha detectado una elevada variabilidad en colecciones de germoplasma de
origen diverso (Rosso et al.,1997; Barletta et al., 2013), producto de su alogamia y
amplia plasticidad. Estudios genéticos realizados en poblaciones y cultivares de
trébol blanco adaptado a condiciones de sequia en Australia, demostraron la
importancia de variables como la longitud de los entrenudos, y tasa de elongacion,
para seleccionar y mejorar poblaciones experimentales con tolerancia incrementada

al estrés hidrico (Caradus et al., 1996).

En los programas tradicionales de mejoramiento genético de la especie los
estudios de variabilidad se han concentrado basicamente en caracteres
morfofisiolégicos y agrondomicos (Pagano, 1995; Annicchiarico, 2003; Bouton et al.,
2005; Zhang et al., 2008). Algunos atributos cualitativos (Rosso y Pagano, 2001)
como manchas blancas, presencia de antocianinas y liberacion de acido cianhidrico
(HCN), se han utilizado para diferenciar cultivares de diferentes origenes

conservados en el Banco de Germoplasma de INTA Pergamino (Rosso et al., 2001).

1.6. Mejoramiento genético de la especie en Argentina

Si bien el mejoramiento genético convencional ha tenido un gran impacto en el
incremento del rendimiento, la calidad y la resistencia a plagas y enfermedades en
cereales y oleaginosas (Evans, 1998), en las especies forrajeras los progresos han
sido significativamente menores, especialmente en lo referido al rendimiento
(Snaydon, 1985; Brummer, 1999). Esto se debe a varios factores, como un proceso
mas reciente de domesticacion, la complejidad de objetivos, problemas
reproductivos, de mercado y las menores inversiones realizadas en el area. Las
herramientas biotecnolégicas desarrolladas en los udltimos 20 afios ofrecen

interesantes alternativas que pueden contribuir a mejorar esta situacion.
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En los ultimos afos la biotecnologia ha aportado varias metodologias para
complementar los programas de mejoramiento, como el cultivo de tejidos, la
hibridacion somatica, la variacion somaclonal y la transgénesis. Esta Ultima resulta
muy promisoria, especialmente para incrementar la calidad del forraje, persistencia,
resistencia a plagas y enfermedades, tolerancia a estreses abidticos y para

manipular el crecimiento y desarrollo.

En Argentina, los estudios de caracterizacion genética y fenotipica de
colecciones de trébol blanco fueron importantes (Pagano, 1993; Randazzo et al.,
2003; Lapalma et al., 2022 a) y han aportado conocimientos y germoplasma para el
desarrollo de cultivares como Lucero Plus INTA y Nazareno INTA (biliografia). Sin
embargo, los estudios de variabilidad en la especie han sido escasos en los ultimos
afos, los cultivares mencionados son relativamente viejos en el mercado y en la
actualidad no se han desarrollado nuevas variedades que se adapten a ambientes

con restricciones hidricas.

En Argentina, el Registro Nacional de la Propiedad de Cultivares del INASE
registra 19 cultivares de trébol blanco (2023), la mayoria de ellos extranjeros y
provenientes de climas con influencia oceanica, definidamente templados, sin
amplitudes térmicas extremas y con precipitaciones elevadas y regularmente
distribuidas. Este déficit de cultivares que se adapten a las condiciones climéticas
imperantes en el norte de la Pcia de Buenos Aires, crea la necesidad de disponer de
nuevo germoplasma que promueva una expansion ganadera sustentable a través

del desarrollo de genética nacional.

Por lo mencionado anteriormente, se pretende a través de esta investigacion
caracterizar fenotipica y genéticamente ocho poblaciones de trébol blanco
provenientes de colectas realizadas recientemente en diferentes ambientes de
pasturas de la Provincia de Buenos Aires, en suelos halomorficos y con estrés
térmico (Lapalma et al., 2022, b y c¢), con el fin Ultimo de aportar conocimientos y
germoplasma para desarrollar futuros programas de mejoramiento genético en la

especie.
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2. HIPOTESIS

* Existe variabilidad fenotipica y genética diferenciable entre poblaciones

naturalizadas de trébol blanco (Trifolium repens)

3. OBJETIVO GENERAL

* Determinar la existencia de variabilidad fenotipica y genética entre

poblaciones naturalizadas de trébol blanco (Trifolium repens).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Caracterizar fenotipicamente y genéticamente poblaciones de trébol blanco

en condicion de planta aislada en un suelo argiudol tipico.

* Estimar los pardmetros genéticos poblacionales (varianza genética, varianza

ambiental, varianza fenotipica, heredabilidad en el sentido amplio).

* ldentificar poblaciones para incorporar en futuros programas de mejoramiento

genético de la especie.

4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Ubicacion y caracterizacion del sitio experimental

El ensayo se llevd a cabo en el campo experimental “Las Magnolias” (34°
28°56,57” S 60° 52" 40,73” O), de la Universidad Nacional del Noroeste de la
Provincia de Buenos Aires (UNNOBA), ubicado en el kilometro 146,5 de la Ruta

Nacional 188 dentro del partido de Junin (Figura 2).

El tipo de suelo predominante es la serie Junin (Jul5), con un alto porcentaje
de suelo Hapludol tipico. Su capacidad de uso es llles con un indice de
productividad del 62% _A. Es un suelo profundo y oscuro con aptitud agricola que se
encuentra en un paisaje ondulado, ocupando los sitios de lomas de la Subregion
Pampa Arenosa, bien a algo excesivamente drenado, relativamente joven con

escaso desarrollo, habiendo evolucionado sobre un sedimento eoélico franco
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arenoso, no alcalino, no salino con pendiente predominante de 0-1 %, hasta 3 % en
pendientes muy cortas (Carta de Suelos de la Provincia de Buenos Aires, INTA).

A

p A Py
ampo Experimental “LastViagnoliasgUNNOBAS ;f:Ca'noc Experimentanl.as Magnolias. .

Figura 2. A. Ubicacion del Campo Experimental “Las Magnolias”.

14



e |

-‘,@q(m"

Campo Expelfir‘p“ental
sl'asMagnolias:.*

Sl

Figura 2. B. Ubicacién del ensayo dentro del Campo Experimental (Google Earth 2023).

4.2 Datos meteoroldgicos

En el siguiente cuadro (Cuadro 1.) se puede observar los datos meteoroldgicos
promedio por mes de temperatura (°C), humedad relativa (%) y precipitaciones (mm)
para el periodo Abril 2022 — Octubre 2022, que coincide con el inicio del ensayo a

campo hasta la obtencion del primer dato del nUmero de cabezuelas.

Cuadro 1. Datos meteorolégicos promedio por mes para el rango de fechas
Abril 2022 — Octubre 2022.

Agosto 10,17 63,09 0,00
Septiembre 12,97 53,90 0,00
Octubre 16,13 55,10 0,01
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4.3 El germoplasma estudiado

Se realiz6 la colecta de ocho poblaciones de trébol blanco en el noroeste de la
Pcia de Buenos Aires, (Cuadro 2, Figura 3) durante los meses de diciembre 2021 y
enero 2022. Los sitios de colecta fueron seleccionados a partir de variables
ambientales como tipo de pastura, afios de pastoreo, condiciones climéticas,
especies acompafantes, y a partir de la frecuencia de aparicion de genotipos por
poblacién. En cada sitio se recolectaron 90 plantas (1 planta = 1 genotipo; 90
genotipos = 1 poblacion), siguiendo una transecta imaginaria que permitio recolectar
genotipos distanciados a 3 metros uno de otro, para evitar repetir el mismo genotipo.
La extraccidon de cada genotipo individual (mata) con raices y tierra se realiz6
utilizando palas manuales. El aislamiento minimo entre las nueve poblaciones fue de
30 km. En cada sitio de colecta, se registraron las coordenadas y la altura sobre el
nivel del mar, y se referencié con la ciudad mas cercana. Adicionalmente se
describieron aspectos del paisaje de cada poblacién, como tipo de suelo, especies
acompafantes y manejo de los lotes de pastoreo (Cuadro 2). Los 720 genotipos
fueron dispuestos en bolsas de nylon, con identificacion del sitio de colecta y
caracteristicas propias de cada ambiente, y posteriormente trasladados al campo
experimental Las Magnolias, para su acondicionamiento en macetas plasticas de 3L,

conteniendo una mezcla de tierra 'y arena, en un patio al aire libre.

Cuadro 2. Ambientes de recoleccion del germoplasma (poblaciones=Pob) de
trébol blanco.

Pob Sitio Coordenadas ASNM Tipo de suelo Especies acompafiantes
1 General Villegas S 34°57'; O 62° 51" 116 Argiudol, ganadero Festuca, Cardo Negro
2 General Villegas S 35°00'; O 62° 45' 112 Argiudol, ganadero Festuca, Cardo Negro
3 General Villegas S 35°01'; O 63° 04' 113 Argiudol, ganadero Festuca, Echinochloa, Cardo Negro
4 Carlos Tejedor S 35°25'; O 62°21' 93 Hapludol tipico, ganadero Festuca, Lotus Tenuis, Distychlys Spicata
5 Timote S 35°16' O 62° 12 95 Argiudol, agricola Festuca, Lotus Tenuis, Lengua de vaca
6 Pergamino S 33° 56" O 60° 33' 63 Argiudol, agricola Festuca, Cardo Negro
7 Rojas S 34° 14" O 60° 41' 59 Argiudol, ganadero Alfalfa, Cardo Negro, Hirschfeldia
8 Arrecifes S 34010 0 60° 10" 58 Argiudol, agricola Raigras, lotus cornilatus
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Figura 3. Sitios de colecta de las diferentes poblaciones de trébol blanco.

4.4 Disefio Experimental

Durante el mes de abril del 2022, se trasplantaron las 8 poblaciones (720
genotipos) en condicion de planta aislada (0,60 m entre plantas), mediante la
Técnica de Turesson (1922). Esta técnica permite minimizar los efectos ambientales
sobre los genotipos y que cada individuo exprese todo su potencial genético. El
disefio experimental utilizado fue el de bloques completamente aleatorizados
(DBCA), con tres repeticiones y 30 plantas por poblacion y por repeticion.

Se aplico riego por goteo y se realizaron todas las labores culturales necesarias

para mantener el ensayo libre de malezas (Figura 4 y 5).
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Figura 4. Ensayo a campo de las 8 poblaciones de trébol blanco en etapa vegetativa.

Figura 5. Ensayo a campo de las 8 poblaciones de trébol blanco en etapa reproductiva.

4.5 Caracteres evaluados

Desde el trasplante a campo (04/04/2022) se midieron, sobre cada planta
individual (genotipo) y acorde al estado fenoldgico, caracteres vegetativos y
reproductivos (Cuadro 3 y 4). Los caracteres vegetativos se midieron a partir de los 3
meses desde su trasplante a campo hasta el corte de forraje primaveral, los mismos
fueron: Altura de planta (cm) en diferentes fechas; Diametro de planta (cm) en
diferentes fechas; Vigor en diferentes fechas; Habito de crecimiento y finalmente
Peso fresco y Peso seco de la biomasa aérea (g). Los caracteres reproductivos, por
su parte, se midieron antes del corte primaveral hasta la cosecha de la semilla, los
mismos fueron: NUmero de cabezuelas por planta en diferentes fechas; Peso total

de semillas (g) y Peso de mil semillas por planta (g).

4.5.1 Caracteres vegetativos

En cada planta individual se midi6 altura (cm) y didametro de planta (cm) con
una cinta métrica. Para altura de la planta, desde la base de la planta hasta el foliolo
mas alejado. En el caso del diametro, se tomaron dos mediciones al azar por planta
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y se promediaron. Para la variable vigor de crecimiento inicial se utilizé una escala
visual (O=muy mala, 1=mala, 2=regular, 3=buena y 4=muy buena). El habito de
crecimiento también se obtuvo a partir de una escala visual (1=erecto, 2=semi-erecto

y 3=postrado).

El corte de materia verde se realiz6 en primavera (19/10/2022), con tijeras
manuales a una altura de 5 cm desde el suelo. La materia verde correspondiente a
cada planta (genotipo) fue dispuesta en sobres de papel con su correspondiente
identificacion y posteriormente trasladada a gabinete para registrar el peso fresco
(g) en una balanza electronica (Kretz, Serie A-3000gx0,05g). Posteriormente los
sobres fueron acondicionadas en una estufa eléctrica a 60°C durante 72 hs, hasta

gue las mismas llegaron a peso constante, y se registro el peso seco (g).

Cuadro 3. Caracteres vegetativos evaluados por fecha de medicion.
~  VARIABLE = FECHA

ALTURA DE PLANTA (cm) 12-07-2022
29-08-2022

12-09-2022

17-10-2022

31-10-2022

14-11-2022

VIGOR DE CRECIMIENTO INICIAL (0....4) 12-07-2022
29-08-2022

12-09-2022

DIAMETRO DE PLANTA (cm) 12-07-2022
29-08-2022

12-09-2022

HABITO DE CRECIMIENTO (1....3) 17-10-2022
PESO VERDE (g) 19-10-2022

PESO SECO (g) 24-10-2022
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4.5.2 Caracteres reproductivos

A partir de la iniciacion de la floracion (31/10/2022) en cada planta individual se
contd el numero de cabezuelas a través de 5 fechas. considerando aquellas que

estuvieran completamente desarrolladas en el momento de la medicion.

La cosecha del ensayo se realizo a fines de diciembre del 2022 y principios de
enero del 2023, en forma manual. Simultineamente se contabilizd6 el nimero de
cabezuelas por planta. Los sobres conteniendo las cabezuelas de cada genotipo
fueron trasladados a gabinete, y posteriormente trilladas las cabezuelas en forma

manual, en cajones de madera previstos para tal fin (Figura 6y 7).

’

Figura 6. Separacion de cabezuelas de forma Figura 7. Trilla manual en cajones de

manual. madera.

Posteriormente, los sobres conteniendo las semillas de cada genotipo se
llevaron al laboratorio de semillas de la EEA INTA Pergamino, donde se preservaron
en la cdmara seca a 18°C para que las semillas no pierdan viabilidad (segun normas
del INASE). Luego se limpiaron por venteo forzado de aire. En éste método (Figura
8), la semilla pura se separa de las impurezas de la trilla, se gradua la apertura de

aire y por el peso se separan. Asi, la semilla por su mayor peso queda en la parte
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inferior del tubo y las impurezas (tierra, materia inerte, semillas chuzas, etc.) por su
menor peso en la parte superior del mismo. Las impurezas se descartan y la semilla
pura se coloca en sobres enumerados para posteriormente determinar el peso total

de semillas por planta (RTO) y el peso de mil semillas (P1000).

Figura 8. Tubo de venteo de aire forzado de la EEA INTA Pergamino.

El peso total de semillas se realiz6 en una balanza de precision con 3
decimales (modelo METTLER PM200). Por su parte, para el P1000 se hizo un
conteo de 100 semillas por genotipo, se pesé en la misma balanza y se llevé a
P1000 para cada genotipo.
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Cuadro 4. Caracteres reproductivos evaluados por fecha de medicion.

CARACTERES REPRODUCTIVOS

VARIABLE FECHA
31-10-2022

NUMERO DE CABEZUELAS 14-11-2022
29-12-2022

RENDIMIENTO (g) 18-04-2023
P1000 (g) 18-04-2023

4.6 Andlisis estadistico

Para el andlisis de los datos de los caracteres cuantitativos relevados, se aplico

un modelo estadistico lineal:

Yi=p+ai+Pjteij coni=1,2..8;j=1..3
Donde:

Yij: respuesta observada en la j-esima repeticion de la i-esima poblacion

evaluada.

u: media general.

ai: componente de la varianza debido a la poblacion

Bj: componente de la varianza debido a las repeticiones

gij: componentes de varianza debido al error. Los valores eij se suponen

normales, independientes, con esperanza cero y varianza comun c?.

&ij es el error aleatorio asociado a la ij-ésima observacion.
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Los datos obtenidos en la medicion de los caracteres morfo-fisiologicos en
etapas vegetativas y reproductivas fueron sometidos a distintos tipos de analisis

mediante el uso del software estadistico Infostat ® (Di Rienzo et al., 2013).

En primer lugar, se realizd estadistica descriptiva para obtener medidas de
resumen y poder comparar en conjunto al total de las plantas evaluadas.
Posteriormente se realizaron analisis correspondientes para corroborar los
supuestos de normalidad, homogeneidad de varianzas e independencia; se
comprobé que los datos no cumplian con todos los supuestos por lo que se descarto
realizar el andlisis ANOVA y se procedi6 a realizar pruebas no paramétricas,
modelos lineales (ML) y generalizados (MLG). Por ultimo, se procedié a realizar
analisis multivariados (componentes principales y cluster jerarquico) y estimacion de
pardmetros genéticos (varianza genética, ambiental y heredabilidad en sentido

amplio) a partir de la esperanza de los cuadrados medios.

4.6.1 Variables cualitativas

En el caso de las variables cualitativas (vigor y habito de crecimiento) el
andlisis fue descriptivo, se analizaron las frecuencias relativas de las distintas clases
para determinar, a partir de histogramas, la frecuencia de distribucion de las 720
plantas. Ademas, a dichas variables se realiz6 una prueba no paramétrica de

Friedman, para determinar las diferencias significativas entre poblaciones.

4.6.2 Variables cuantitativas
4.6.2.1 Estadistica descriptiva

Se realizd un andlisis descriptivo de todas las variables cuantitativas
mencionadas para determinar el comportamiento promedio de las 720 plantas de
trébol blanco agrupadas en 8 poblaciones. Se determiné la media, desvio estandar
(D.E.), coeficiente de variacion (CV), minimo (Min), maximo (Max) y valor de

significancia (p-valor).
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4.6.2.2 Supuestos de normalidad, homogeneidad de varianzas e independencia

Para determinar si las variables presentaban una distribucién normal se realiz6
la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk con los residuos. Se construyeron Q-Q
plots normal para obtener un diagrama de dispersion de los residuos obtenidos
versus los cuantiles tedricos de una distribucion normal. Asi, se alinearon sobre una
recta a 45° cuando los residuos eran de distribucidon normal y no hay otros defectos

del modelo.

Para corroborar el supuesto de homogeneidad de varianzas se realiz6 un
gréfico de dispersién de residuos versus valores predichos. Para el cumplimiento del
supuesto se debe observar una nube de puntos sin patron alguno (patron aleatorio).

Finalmente, para verificar el supuesto de independencia o errores
independientes, se realizé un gréafico de dispersion de los residuos en funcion de la
variable que se presume puede generar dependencias sobre las observaciones. En
general, un buen proceso de aleatorizacion asegura el cumplimiento del supuesto de

independencia.

4.6.2.3 ANAVA no paramétrica

Las variables cuantitativas mencionadas no presentaron uniformidad en el
cumplimiento de dichos supuestos, a pesar de las transformaciones aplicadas, por lo

gue se procedio, en algunos casos, a hacer la prueba no paramétrica de Friedman.

4.6.2.4 Modelos lineales (ML) y generalizados (MLG).

Los modelos lineales son una herramienta estadistica que se utiliza para
predecir una variable continua en funcién de una o mas variables predictoras. En los
modelos lineales comunes se usan variables de efectos fijos porque se busca
establecer una relacion entre una variable dependiente y una o mas variables
independientes. Estas variables independientes se consideran fijas y se asume que
no varian entre las observaciones, es decir, se asume que la relacion entre la
variable dependiente y las variables independientes es constante para todas las

observaciones.
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Los modelos lineales generalizados son una generalizacion de los modelos
lineales que permiten la inclusion de variables respuesta que tienen modelos de
distribucion de errores distintos de una distribucion normal. Esto quiere decir que
estos modelos permiten incluir variables que no siguen una distribucién normal y se
relacionan con otras variables a través de una funcion de enlace. Los modelos
lineales generalizados permiten hacer uso de diferentes tipos de distribuciones para
la variable respuesta, lo que los hace mas flexibles que los modelos lineales
comunes. Se pueden utilizar diferentes tipos de distribuciones para la variable
respuesta, como la distribucion binary, binomial, binomial negativa, de Poisson,
gamma, entre otras. La eleccion de la distribucion adecuada depende del tipo de
datos y del objetivo del analisis. Los modelos lineales generalizados son muy utiles

para hacer predicciones y explicar relaciones entre variables.

En el presente estudio se aplicaron ambos andlisis a través de la funciéon R en
Infostat.

4.6.2.5 Analisis multivariados

El analisis multivariado es una técnica estadistica que se utiliza para analizar
multiples variables simultdneamente y encontrar patrones, relaciones y asociaciones
entre ellas. Dentro de las diferentes técnicas de analisis multivariados se realiz6 el
Andlisis de Componentes Principales (conglomerados) y Analisis Jerarquizado
(Claster).

El Analisis multivariado de Componentes Principales (ACP) es una técnica
estadistica que se utiliza para reducir la dimensionalidad de los datos, es decir, para
simplificar la informacién contenida en un conjunto de variables. El objetivo del ACP
es poder identificar las combinaciones lineales de las variables originales que
expliquen la mayor variabilidad posible en los datos y agruparlas en unas pocas
componentes principales. De esta manera, se pueden identificar las variables mas

importantes y eliminar aquellas que no aportan informacion relevante.

El analisis multivariado de cluster jerarquico es una técnica de agrupamiento
gue organiza las variables u observaciones en grupos o clusteres en funcién su

similitud o divergencia entre ellos. En cada paso, las variables mas similares se
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agrupan hasta que se forman todos los grupos posibles. La estructura de cluster se
puede visualizar en un dendrograma. El analisis multivariado de cluster jerarquico es
atil cuando se quieren identificar patrones de similitud en una matriz de datos

multivariados (Rencher y Christensen, 2012).

4.6.2.6 Estimacion de la heredabilidad en sentido amplio

La heredabilidad expresa la porcidén 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 fenotipico como indicacion del valor reproductivo.
El mejoramiento tradicional mide uGnicamente los valores fenotipicos de los
individuos, pero es el valor reproductivo el que determina su influencia en la
siguiente generacion. Por tanto, si el mejorador selecciona individuos para que sean
progenitores de acuerdo a sus valores fenotipicos, el éxito en cambiar las
caracteristicas de la poblacion puede predecirse UOnicamente a partir del
conocimiento del grado de correspondencia entre los 16 valores fenotipicos y los
reproductivos. Este grado de correspondencia es medido a través de la
heredabilidad (Falconer, 1989).

La heredabilidad en sentido amplio (H?) es una medida estadistica que indica la
proporcién de la variacién fenotipica total de un caracter biolégico en una poblacién
gue se debe a la variacion genotipica y ambiental entre individuos, es decir, mide la
contribucion de los factores genéticos y ambientales a la variacion fenotipica total de

un caracter.

En el presente estudio se estim6 la heredabilidad en sentido amplio
calculada sobre la estimacién de las varianzas genética y ambiental entre las 8

poblaciones investigadas. La misma se calcul6 a partir de la siguiente formula:

O°g O-Zg

o°f O-2g+ O-Zamb

CMp—-CMe
ng = 7
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Gzamb = CMe
Donde:

2 . L . .

O g es la varianza genética que existe entre poblaciones.
2 . . . :

O amb es la varianza que existe debido al ambiente.

2 . . . "
O f es la varianza fenotipica que resulta de sumar la varianza genética y la

ambiental.

I' es el nimero de repeticiones dentro de cada poblacion.
CMp cuadrados medios entre poblaciones.

CMe cuadrados medios del error.
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5. RESULTADOS

Caracterizacion de la especie

La caracterizacion fenotipica y genotipica del trébol blanco se realiz6 sobre un
total de 720 plantas pertenecientes a 8 poblaciones provenientes de una colecta
previa en diferentes ambientes de uso de la Provincia de Buenos Aires. Se
evaluaron un total de 20 variables vegetativas y reproductivas, en diferentes fechas,
durante el primer afio de establecimiento del trébol blanco en el campo experimental
Las Magnolias de la UNNOBA.

5.1 Variables cualitativas

5.1.1 Vigor

El vigor de planta se refiere a la capacidad para crecer y desarrollarse. Una
planta vigorosa tiene un crecimiento fuerte y constante, produce hojas y ramas
sanas, y tiene una mayor resistencia a las enfermedades y al estrés ambiental. El
vigor estd influenciado por varios factores, como la genética de la planta, la calidad
del suelo, el clima, la disponibilidad de nutrientes y agua, y la presencia o ausencia
de enfermedades y plagas. Cuando estos factores son favorables para la planta, se

puede esperar un mayor vigor y una mayor produccion de frutos o flores.

El dato de esta variable se obtuvo a partir de la observacion del estado general
de cada planta, en varias fechas, confeccionando una escala visual (0-4) respecto a
cdmo se encontraba la misma. Un valor de O corresponde a un vigor muy malo, el
valor 1 a un vigor malo, el valor 2 a un vigor regular, un valor de 3 a un vigor bueno y

el 4 a un vigor muy bueno (Gréficos 1. A, By C).
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Grafico 1. A. Frecuencias relativas de las distintas clases de vigor que presentaron las 720
plantas de trébol blanco, en la fecha observada. Vigor 0 (0%), Vigor 1 (7,5%), Vigor 2 (42,64%), Vigor
3 (37,92%) y Vigor 4 (11,94%).
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Gréfico 1. B. Frecuencias relativas de las distintas clases de vigor que presentaron las 720
plantas, en la fecha observada. Vigor 0 (1,39%), Vigor 1 (10,14%), Vigor 2 (35,14%), Vigor 3 (27,5%)

y Vigor 4 (25,83%).
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Gréfico 1. C. Frecuencias relativas de las distintas clases de vigor que presentaron las 720
plantas, en la fecha observada. Vigor 0 (1,11%), Vigor 1 (4,17%), Vigor 2 (15,69%), Vigor 3 (31,67%)
y Vigor 4 (47,36%).

En los graficos se puede observar que en la primera fecha de medicion
(22/7/2022) las plantas mostraron mayoritariamente un vigor que oscilo entre regular
y bueno. Por su parte, en la segunda fecha de medicién (29/8/2022), la mayoria de

las plantas evidenci6 un vigor regular

Por dltimo, para la tercera y Ultima fecha de medicion (12/9/2022), la pantas
mostraron un muy buen vigor de crecimiento. Ademas, se puede observar, conforme
avanza la fecha de medicion, el aumento del porcentaje de frecuencia relativa de
plantas que lograron muy buen vigor. También es oportuno destacar aqui que la

variable fue medida previa al corte de forraje que ocurrié del 19 al 21/10/2022.

5.1.2 Habito de crecimiento

El habito de crecimiento de una planta se refiere a la forma en que esta se
desarrolla y crece. Incluye la altura, la forma, la ramificacion, la manera en que se
extienden las hojas y las ramas, y la forma en que la planta se relaciona con su
entorno. El habito de crecimiento puede variar ampliamente entre diferentes
especies de plantas, y puede ser influenciado por factores como la genética, la luz,

el agua, los nutrientes y las condiciones ambientales.
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Para el caso de trébol blanco el habito de crecimiento es una caracteristica
muy importante, generalmente las plantas que tienen un crecimiento postrado se
relaciona a una mayor persistencia en el suelo respecto a aquellas plantas con un
crecimiento erecto. Esto se debe a que las plantas postradas tienen una mayor
capacidad para cubrir el suelo, debido a la capacidad estolonifera de la especie, y
protegerse a si mismas de las condiciones ambientales adversas, como la sequia, el

frio y el calor extremo.

En el presente estudio se confecciono una escala de 0 a 3, correspondiendo el
valor 0 a aquellas plantas muertas (M), el valor 1 a aquellas plantas que presentaron
un crecimiento erecto (E), el valor 2 a un crecimiento semi-erecto (SE) y el valor 3 a
un crecimiento postrado (P). Como se puede observar en el Grafico 2, la mayor
frecuencia de plantas presentd un crecimiento erecto (51,81%), seguido por el
crecimiento semi-erecto (25,14%) y el menor porcentaje le corresponde a un

crecimiento postrado (21,11%).

HABITO DE CRECIMIENTO

1 2 3

Habito

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

Frecuencias relativas

0,1

0 [
0

Grafico 2. Frecuencias relativas de las distintas clases para la variable habito de crecimiento

que presentaron las 720 plantas, en la fecha observada (17-10-22).
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5.1.3 Pruebade Friedman

Se realiz6 una prueba no paramétrica de Friedman porque era la que mas se
ajustaba al disefio experimental (DBCA) utilizado durante el ensayo. Las variables
analizadas, como se mencioné anteriormente, fueron vigor (para las 3 fechas

observadas) y habito de crecimiento.

5.1.3.1 Vigor

En el caso de vigor, para la primera fecha de mediciéon (12/7/2022), se observo
que las poblaciones 1, 3, 4 y 8 fueron las que mejor se comportaron, diferenciandose
significativamente del resto. Por su parte, la poblacién 7 fue la que presentd un

menor valor promedio de vigor que el resto (Gréfico 3).
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Grafico 3. Vigor promedio que presentaron las 8 poblaciones de trébol blanco para la fecha

observada (12/7/2022). Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) con diferencias de medias DGC.

Para la segunda fecha de medicion (29/8/2022), se observo que la poblacion 1
fue la que mayor valor promedio obtuvo, diferenciandose significativamente del
resto. Por su parte, nuevamente la poblacion 7 presentd el peor valor promedio de

vigor (Gréfico 4).
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Grafico 4. Vigor promedio que presentaron las 8 poblaciones de trébol blanco para la fecha

observada (29/8/2022). Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) con diferencias de medias DGC.

En la dltima fecha de medicion (12/9/2022), las poblaciones 1 y 8 fueron las
gue mayor valor promedio de vigor obtuvieron. Por su parte, nuevamente, la
poblacion 7 obtuvo el peor valor promedio (Grafico 5).
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Grafico 5. Vigor promedio que presentaron las 8 poblaciones de trébol blanco para la fecha

observada (12/9/2022). Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) con diferencias de medias DGC.
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5.1.3.2 Habito de crecimiento

Para el caso de la variable hébito de crecimiento se puede observar que la
poblacién 2 presenté el mayor valor promedio, esto quiere decir que en dichas
poblaciones la mayor cantidad de plantas tiene un habito de crecimiento semi-erecto
(2). Por su parte la poblacién 8 presenta un peor valor promedio, resultante de que la
mayor cantidad de plantas en dicha poblacion tienen un habito de crecimiento erecto
(1) (Graéfico 6).
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Gréafico 6. Valor promedio de habito de crecimiento que presentaron las 8 poblaciones de trébol

blanco. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) con diferencias de medias DGC.

5.2 Variables cuantitativas
5.2.1 Caracteres vegetativos

5.2.1.1 Estadistica descriptiva

Los caracteres vegetativos evaluados durante este ensayo fueron altura de
planta (cm) para 6 fechas diferentes, el diAmetro de planta (cm) para 3 fechas
diferentes, el peso verde (g) y peso seco (g). Se puede observar en el Cuadro 5, el
comportamiento promedio en conjunto de las variables mencionadas, se analizo:
media, desvio estandar, error experimental, coeficiente de variacién, valor minimo,
valor maximo y valor de significancia. Para todos los caracteres evaluados se

observa que existe diferencia significativa (p-valor<0,05).
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Cuadro 5. Comportamiento promedio en conjunto de las 720 plantas para los
caracteres vegetativos mencionados en condicion de planta aislada: media,
desvio estandar (D.E.), coeficiente de variacion (CV), minimo (Min), maximo

(Max) y valor de significancia (p-valor).

Variable

ALTURA (cm) 12-7-22

ALTURA (cm) 29-8-22

ALTURA (cm) 12-9-22
ALTURA (cm) 17-10-22
ALTURA (cm) 31-10-22
ALTURA (cm) 14-11-22
DIAMETRO (cm) 12-7-22
DIAMETRO (cm) 29-8-22
DIAMETRO (cm) 12-9-22

PESO VERDE (g)

PESO SECO (g)

Media

2,81

8,93

8,49

15,04

8,96

11,72

20,89

29,45

31,69

205,11

33,19

(DN =R
1,55

4,1

4,08

7,39

4,03

4,95

6,72

10,8

11,26

156,52

24,45

CVv
55,22

45,89
48,13
49,17
44,96
42,28
32,16
36,66
35,52
76,31

73,69

Min Max

0,5 11
0 21
0 24
0 35
0 21
0 24

2,5 46,5
0 64
0 66,5
0 1265
0 137,2

p-valor
<0,0001

<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001

<0,0001

Referencias: Altura de planta (cm), didmetro de planta (cm), peso de materia verde (g) y

peso de materia seca (g).

En el siguiente cuadro (Cuadro 6) se muestra el comportamiento promedio de

las 720 plantas agrupadas por

mencionados.

poblacion para

los caracteres vegetativos
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Cuadro 6. Medias aritméticas de las 720 plantas agrupadas por poblacion para los

caracteres vegetativos mencionados.

POB ALT1 ALT2 ALT3 ALT4 ALTS ALT6 DM1

(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)

1 4,09 11,61 11,01 17,24 9,2 12,36 24,97 38,68 40,14 271,2 45,42
2 3,31 8,52 8,31 12,51 7,93 9,88 20,15 29,9 30,83 143,67 2554
3 2,84 7,96 7,74 13,12 7,29 10,36 22,36 28,41 31,39 18391 3191
4 1,94 6,79 6,54 13,49 8,01 11,36 20,67 27,97 31,52 238,73 38,59
5 29 9,7 8,81 15,62 8,82 12,13 21,39 31,71 34,38 206,23 35,84
6 2,18 7,31 7,36 14,09 9,01 11,3 | 17,67 22,75 24,71 143,09 22,42
7 2,07 7,69 6,74 13,02 9,64 11,38 16,12 21,46 22,77 120,78 18,8

8 3,14 11,82 11,38 21,2 11,77 | 1498 | 23,79 34,75 37,67 333,31 46,96

Referencias: POB: Poblacién. ALT1, ALT2, ALT3, ALT4, ALT5, ALT6: Altura de cada planta para
la primera, segunda, tercera, cuarta, quinta y sexta fecha de medicion (cm). DM1, DM2, DM3:
Diametro de planta para la primera, segunda y tercera fecha de medicién (cm). PV: Peso de la
materia verde (g). PS: Peso de la materia seca (g).

5.2.2 Caracteres reproductivos

Los caracteres reproductivos evaluados durante el presente estudio fueron
numero de cabezuelas (cm) para 3 fechas diferentes, rendimiento (RTO) individual
por planta (g) y peso de mil semillas (P1000) para cada planta individual (g). En el
Cuadro 7, se presenta el comportamiento promedio de las variables mencionadas:
media, desvio estandar, error experimental, coeficiente de variacion, minimo,
maximo Yy valor de significancia. Para todos los caracteres evaluados se observa que
existen diferencias significativas entre plantas (p-valor<0,05) a excepcién del nimero
de cabezuelas para la fecha de medicion del 12-9-2022 (p-valor>0,05).
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Cuadro 7. Comportamiento promedio en conjunto de las 720 plantas para
los caracteres reproductivos mencionados en condicion de planta aislada:
media, desvio estandar (D.E.), coeficiente de variacion (CV), minimo (Min),
maximo (Max) y valor de significancia (p-valor).

Variable Media D.E. CVv Min Max p-valor
- NCBz131-1022 808 668 8278 0 42  <0,0001
NCBZ2 14-11-22 34,73 21,02 60,55 0 124 <0,0001
NCBZ3 29-12-22 91,58 66,62 72,74 0 401 <0,0001
RTO (g) 2,19 1,99 91,08 0 14,22 <0,0001
P1000 (g) 0,56 0,15 27,56 0 1,13 0,0036

Referencias: NCBZ 1 A 3: Nimero de cabezuelas por planta individual en 3 fechas
distintas. RTO: Rendimiento por planta individual (g). P1000: Peso de mil semillas por
planta individual (g).

En el Cuadro 8 se muestra el comportamiento promedio por poblacion.

Cuadro 8. Medias aritméticas de las 720 plantas agrupadas por poblacién para los
caracteres reproductivos mencionados.

POB NCBZ1 NCBZ2 NCBzZ3 RTO(g) P1000 (g)

1 9,84 37,87 81,33 2,22 0,58
2 5,96 23,79 63,17 1,64 0,51
3 10,12 38,34 101,23 2,24 0,58
4 10,00 48,11 136,34 3,3 0,54
5 9,81 41,23 107,83 291 0,56
6 5,41 22,98 59,79 1,52 0,53
7 5,00 27,19 76,27 2,01 0,56
8 8,46 38,29 106,71 1,63 0,60

Referencias: POB: Poblacion. NCBZ1, NCBZ2, NCBZ3: Numero de
cabezuelas de cada planta para la primera, segunda y tercera fecha de
medicién. RTO: Rendimiento por planta individual (g). P1000: Peso de mil
semillas por planta individual (g).

5.2.3 Modelos lineales (ML) y generalizados (MLG)

Para el andlisis de modelos lineales, mediante la funcion R, se analizaron 15
variables, 11 variables vegetativas y 4 reproductivas. Entre las variables vegetativas
analizadas se encuentran: altura de planta (cm), didmetro de planta (cm), peso verde
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(9) y peso seco (g). Dentro de las variables reproductivas se encuentran: nimero de
cabezuelas y P1000 (g).

1. Alturade planta

Se grafic6 el comportamiento promedio en altura de las 8 poblaciones de trébol
blanco en las 6 fechas observadas. La poblacion 8 se diferenci6 significativamente
del resto por presentar una altura promedio mayor, siguiéndole la poblacion 1 y
posteriormente la 5, por su parte las poblaciones 2, 3, 4, 6 y 7 fueron las que
presentaron una altura promedio menor, no encontrandose diferencias significativas
entre dichas poblaciones (Gréfico 7-A).
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Gréfico 7-A. Valor promedio de altura de planta que presentaron las 8 poblaciones de trébol

blanco en las 6 fechas observadas. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) con diferencias de
medias DGC.
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En el siguiente grafico (Grafico 7-B.) se observa la evolucion promedio de

altura de planta que tuvieron las 720 plantas en las fechas observadas.
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Grafico 7-B. Evolucién promedio de altura de planta que presentaron las 8 poblaciones de

trébol blanco en las 6 fechas observadas.

A su vez, la variable altura es un buen indicador de la capacidad de rebrote
gue tuvieron las plantas. En el Grafico 7-C., se puede ver que la poblacion 8, luego
del corte de forraje primaveral, tuvo una capacidad de rebrote superior al resto. Esto
se puede deber a una mayor é&rea fotosintética remanente luego del corte,

favoreciendo la acumulacion de biomasa mas rapidamente.
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Grafico 7-C. Capacidad de rebrote, luego del corte primaveral, que presentaron las 8

poblaciones de trébol blanco.
2. Diadmetro de planta
Se graficé el crecimiento promedio del didmetro de planta de las 8 poblaciones
en las 3 fechas observadas. La poblacién 1 resultd tener un diametro de planta
promedio mayor, diferenciandose significativamente del resto. Por su parte, las
poblaciones 6 y 7 obtuvieron el peor valor promedio de diametro, sin encontrarse

diferencias significativas entre ambas poblaciones (ver Gréafico 8-A).
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Grafico 8-A. Valor promedio de diametro de planta que presentaron las 8 poblaciones de trébol

blanco en las 3 fechas observadas. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) con diferencias de
medias DGC.
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En el siguiente grafico (Gréfico 8-B.) se observa la evolucion promedio de
diametro de planta que tuvieron las 720 plantas en las fechas observadas.
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Grafico 8-B. Evolucién promedio de didmetro de planta que presentaron las 8 poblaciones de
trébol blanco en las 3 fechas observadas.
3. Peso verde

Se analiz6 el peso de materia verde (g) que alcanzaron las 8 poblaciones luego
de efectuado el corte de biomasa de cada planta. La poblacion 8 fue la que presento
un mayor peso verde promedio, diferencidndose significativamente del resto de las
poblaciones. Por su parte, las que peor comportamiento presentaron fueron las
poblaciones 2, 6 y 7, sin encontrarse diferencias significativas entre dichas
poblaciones (Grafico 9).
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Grafico 9. Valor promedio de peso verde (g) en las 8 poblaciones de trébol blanco evaluadas en Las

Magnolias. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) con diferencias de medias DGC.

4. Peso seco

El peso de materia seca promedio (g) que presentaron las 8 poblaciones luego
de efectuado el corte de biomasa de cada planta, mostré que las poblaciones 1y 8
fueron las de mayor peso seco promedio, diferenciandose significativamente del
resto. Por su parte, al igual que el peso verde, las poblaciones 2, 6 y 7 fueron las
gue presentaron el peor valor promedio de peso seco, sin encontrarse diferencias

significativas entre dichas poblaciones (Gréfico 10).
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Grafico 10. Valor promedio de peso seco (g) de las 8 poblaciones de trébol blanco evaluadas en Las

Magnolias. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) con diferencias de medias DGC.

5. NUumero de cabezuelas

Se analizé el comportamiento promedio de las 8 poblaciones de trébol blanco
en las 3 fechas observadas, arrojando los siguientes resultados: La poblacion 4 se
destacO por presentar un mayor numero de cabezuelas promedio por planta,
diferenciandose significativamente del resto. Por su parte, las poblaciones 2, 6y 7
arrojaron el menor numero de cabezuelas promedio por planta, sin encontrarse

diferencias significativas entre las poblaciones mencionadas (Grafico 11-A).
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Grafico 8-A. Valor promedio de nimero de cabezuelas que presentaron las 8 poblaciones de

trébol blanco en las 3 fechas observadas. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) con diferencias
de medias DGC.

En el siguiente gréafico (Grafico 11-B.) se observa la evolucion promedio de
namero de cabezuelas por planta que tuvieron las 720 plantas en las fechas
observadas.
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Gréfico 11. Evolucion promedio de nimero de cabezuelas por planta que presentaron las 8

poblaciones de trébol blanco en las 3 fechas observadas.
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La variable niamero de cabezuelas es un buen indicador de precocidad
reproductiva, es decir, la capacidad de una planta para alcanzar la madurez sexual y
producir semillas o esporas a una edad temprana en su ciclo de vida. En el Grafico
11, se ve la formacién de 4 grupos: uno precoz (poblacion 4), otro intermedio

(poblacién 5, 8 y 3), otro tardio (poblacion 1y 7) y otro muy tardio (poblacién 2 y 6).

6. Peso de mil semillas

El peso promedio de 1000 semillas (g) discrimind entre poblaciones. Las
poblaciones 1, 3, 7 y 8 presentaron el mayor valor promedio, diferenciandose
significativamente del resto. Las poblaciones 4 y 5 fueron intermedias; y las
poblaciones 2 y 6 obtuvieron el menor peso sin encontrarse diferencias

significativas entre ambas (Grafico 12).
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Gréfico 12. Valor promedio de peso de mil semillas/planta que presentaron las 8 poblaciones de

trébol blanco. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) con diferencias de medias DGC.

7. Rendimiento

Para el andlisis de modelos lineales generalizados, mediante la funcién R, se
analizé la variable reproductiva de rendimiento (RTO). En este caso se analizé el
comportamiento promedio del peso total (en gramos) que presentaron las 8
poblaciones de trébol blanco. Las poblaciones 4 y 5 se destacaron del resto por
presentar un rendimiento promedio mayor, encontrdndose diferencias significativas

con el resto de las poblaciones. Por otro lado, las poblaciones 2, 6 y 8 fueron la que
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presentaron un menor rendimiento promedio, sin encontrarse diferencias

significativas entre las poblaciones mencionadas (Grafico 13).
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Grafico 13. Valor promedio de rendimiento que presentaron las 8 poblaciones de trébol blanco.

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) con diferencias de medias DGC.

5.2.4 Analisis multivariados. Componentes principales

Para este andlisis se consideraron un total de 16 variables cuantitativas. Entre
dichas variables se encuentran: altura de planta (cm) para las seis fechas
observadas, diametro de planta (cm) para las tres fechas observadas, peso verde
(g), peso seco (g), numero de cabezuelas para las tres fechas observadas,
rendimiento (g) y peso de mil semillas (g). En el Cuadro 9 se puede observar que en
los dos primeros componentes principales (Lambda 2) producen una muy buena
sintesis de los datos, dado que explicaron el 83% de la variabilidad total del

germoplasma de trébol blanco evaluado.
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Cuadro 9. Autovalores de la matriz de correlacién, su proporcion que explica
cada autovalor y su proporcion acumulada.

Lambda Autovalor Proporcion Prop Acum

1 9,6 0,6 0,6
2 3,65 0,23 0,83
3 1,96 0,12 0,95
4 0,45 0,03 0,98
5 0,25 0,02 0,99
6 0,05 3,40E-03 1

Ademas, a través de los autovectores, se observd que al construir la
componente principal 1 (el) ésta explica el 60% de la variabilidad mientras que la
componente principal 2 (e2) explica el 23% de la variabilidad (Grafico 14). Con
respecto a la componente principal 1, las variables que explicaron principalmente su
variabilidad fueron peso verde, peso seco, didmetro de planta en las tres fechas de
medicion y altura de planta en la segunda, tercera y cuarta fecha de medicién. Con
respecto a la componente principal 2, las variables que mas explicaron su
variabilidad fueron el rendimiento y el nUmero de cabezuelas en las tres fechas de

medicion (Cuadro 10), siendo éstas Ultimas componentes del rendimiento de semilla.

Cuadro 10. Autovectores (e) correspondientes a la CP1 (el) y la CP2 (e2) para
las variables analizadas.

Variables el e2
Al 0,21 -0,19
A2 0,28 -0,23
A3 0,28 -0,24
A4 0,28 -0,19
A5 0,16 -0,31
A6 0,25 -0,15
D1 0,3 0,06
D2 0,29 -0,02
D3 0,3 0,04
NC1 0,22 0,35
NC2 0,2 0,4
NC3 0,15 0,41
PV 0,31 3,00E-02
PS 0,31 0,1

RTO 0,05 0,48
P1000 (g) 0,24 -1,50E-04

Correlacion cofenética= 0,967
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Referencias: Al, A2, A3, A4, A5y A6: altura de planta (cm) en la primera,
segunda, tercera, cuarta, quinta y sexta fecha de mediciéon. D1, D2 y D3:
diametro de planta en la primera, segunda y tercera fecha de medicion.
NC1, NC2 y NC3: nimero de cabezuelas por planta en la primera, segunda
y tercera fecha de medicién. PV: peso de la materia verde. PS: peso de la
materia seca. RTO: rendimiento total por planta. P1000: peso de mil
semillas.

En el grafico de analisis de componentes principales (Gréafico 14) se observo,
por un lado, las asociaciones entre los caracteres evaluados, con correlaciones
positivas entre:

e Rendimiento y numero cabezuelas (primer, segundo y tercer recuento).

e Diametro de planta (primera, segunda y tercera fecha de medicién), peso

seco, peso fresco y peso de mil semillas.

o Altura de planta (primera, segunda, tercera, cuarta, quinta y sexta fecha de

medicion).

En cuanto al comportamiento de las 8 poblaciones de trébol blanco, las
poblaciones 1 y 8 fueron las de mayor produccién de materia seca en contraste con
las poblaciones 2, 6 y 7 que fueron las de menor produccion. La poblacion 5 tuvo un
comportamiento intermedio respecto a la produccion de materia seca y al nimero
cabezuelas por planta. Las poblaciones 3 y 4, por su parte, tuvieron un buen
comportamiento en cuanto al rendimiento total de semilla por planta, pero menor

comportamiento para las demas variables analizadas.
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Gréfico 14. Analisis de componentes principales para 7 variables analizadas

en trébol blanco en Las Magnolias, Junin, 2022.

5.2.5 Analisis multivariados. Cluster jerarquico

Se realiz6 un cluster, estandarizando los datos y utilizando distancia Euclidea.

En dicho analisis, haciendo un corte arbitrario al 50% de la distancia planteada

(3,84), se observa la formacién de cinco grupos (Gréfico 15). Estos grupos estan

conformados por:

Grupo 1: Poblaciones 3,4y 5.
Grupo 2: Poblaciones 6y 7.
Grupo 3: Poblacion 2.

Grupo 4: Poblacion 8.

Grupo 5: Poblacion 1.

En el grupo se 2 se encuentran las poblaciones que son las mas parecidas

entre si, porque fueron las primeras que se unieron.
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A un 75% de la distancia planteada (5,76), se observa la formacién de tres
subgrupos bien definidos.
e Subgrupo 1l: 3,4yb5.
e Subgrupo2:2,6y7.
e Subgrupo 3:1y8.

El subgrupo 3 se destaca del resto por contener a las poblaciones mas
rendidoras en cuanto a materia seca.

El subgrupo 1 se destaca por contener a las poblaciones con mayor nimero de
cabezuelas, que se condice con un mayor rendimiento total.

El subgrupo 2 contiene a las poblaciones que peor se comportaron, de forma

general, para todas las variables analizadas.
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Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclidea)

0,00

1,92 3,84 576

Grafico 15. Analisis cluster mediante el método de Promedio (Average
linkage) para las para 9 variables analizadas en trébol blanco en Las Magnolias,
Junin, 2022.

5.2.6 Estimacion de parametros genéticos

En el Cuadro 11 se presentan los componentes estimados de la Varianza
(varianza genética, varianza ambiental y varianza fenotipica) y heredabilidad en
sentido amplio para todas las variables medidas (20) con sus respectivas fechas de
medicion (ver Anexo ).

La heredabilidad en sentido amplio oscild, segun lo estimado a partir de la

formula mencionada anteriormente, entre 0,455 y 0,92 segun el caracter analizado.
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Cuadro 11. Estimaciones de Varianza genética (Vg), Varianza ambiental (Vamb),
Varianza fenotipica (Vf) y Heredabilidad en sentido amplio (H?).

Variable Vg Vamb Vf H?2
ALT1 15,34 1,81 17,15 0,894
ALT2 107,15 12,93 120,08 0,892
ALT3 96,38 13,08 109,46 0,881
ALT4 244,41 45,89 290,30 0,842
ALT5 51,69 14,3 65,99 0,783
ALT6 64,94 22,09 87,03 0,746
VIG1 4,60 0,46 5,06 0,909
VIG2 8,04 0,76 8,80 0,914
VIG3 4,00 0,7 4,70 0,851

DIAM1 251,20 32,96 284,16 0,884
DIAM2 958,97 88,6 1.047,57 0,915
DIAM3 1.016,47 88,42 1.104,89 0,920
HAB 1,15 0,65 1,80 0,640
NCBZ1 138,06 38,79 176,85 0,781
NCBZz2 2.326,89 368,57 2.695,46 0,863
NCBZ3 19.061,78 3855,85 22.917,63 0,832
PV 152.823,85 18755,71 171.579,56 0,891
PS 3.092,48 479,69 3.572,17 0,866
RTO 10,98 3,64 14,62 0,751
P1000 0,016 0,02 0,036 0,455

Referencias: ALT1, ALT2, ALT3, ALT4, ALT5 y ALT6: altura de planta en la primera, segunda,
tercera, cuarta, quinta y sexta fecha de medicion. VIG1, VIG2 y VIG3: vigor de planta en la primera,
segunda y tercera fecha de medicion. DIAM1, DIAM2 y DIAM3: didmetro de planta en la primera,
segunda y tercera fecha de medicién. HAB: hébito de crecimiento. NCBZ1, NCBZ2 y NCBZ3:
nuamero de cabezuelas por planta en la primera, segunda y tercera fecha de medicién. PV: peso de la
materia verde. PS: peso de la materia seca. RTO: rendimiento total por planta. P1000: peso de mil
semillas.

En general todas las variables mostraron valores elevados de heredabilidad en
sentido amplio (Cuadro 11). Las variables VIG1, VIG2, DIAM2 y DIAM3 presentaron

los valores mas altos de heredabilidad (H?20,90).
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Las variables ALT1, ALT2, ALT3, ALT4, VIG3, DIAM1, NCBZ2, NCBZ3, PV y
PS presentaron un valor de heredabilidad media (H?<0,90=20,80).
Por ultimo, las variables ALT5, ALT6, HAB, NCBZ1, RTO y P1000 presentaron

el menor valor de heredabilidad (H?<0,80)
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6. DISCUSION

El mejoramiento genético de cualquier especie forrajera requiere de la
presencia de variabilidad genética en caracteres productivos que permita la
seleccidon y generacion de nuevos cultivares. La colecta y caracterizacion fenotipica
y genotipica de las ocho poblaciones de trébol blanco, constituyé el principal objetivo
de la presente tesis, con el proposito de detectar la existencia de variabilidad

genética.

Recoleccién de germoplasma y adaptacion de las poblaciones

La recoleccién de germoplasma es una de las primeras etapas a realizar en la
definicion de un nuevo programa de mejoramiento genético de cualquier especie
forrajera, debido a que se requiere de poblaciones adaptadas a diversos ambientes
y altamente variables genéticamente, para realizar seleccion y generar nuevos

cultivares (Abberton y Thomas, 2011).

En el presente estudio la recoleccion de plantas se realiz6 en ambientes de
pasturas de trébol blanco bajo pastoreo y caracterizados por la presencia de estrés
por sequia y salinidad, en el noroeste bonaerense (Lapalma et al. 2022c). Las
poblaciones se delimitaron por la elevada frecuencia de genotipos dentro de cada
ambiente y la colecta de cada genotipo se realiz6 considerando una distancia

minima de 5 metros, para evitar duplicacién de genotipos.

Segun algunos investigadores y botanicos, el trébol blanco se habria adaptado
a diversos ambientes argentinos tras su introduccibn hace mas de cien afios
(Serrano, 1953) a través de un proceso de seleccién natural, que permitio el
desarrollo de poblaciones naturalizadas caracterizadas por cambios fenotipicos

como respuestas a los efectos ambientales (Helgadoéttir et al., 2001).

Una poblacion se define como un grupo de individuos, miembros de la misma
especie, que estan asociados geograficamente y constituye una unidad de
evolucion. Un fendmeno que afecta marcadamente la evolucion de las poblaciones

es la seleccién natural, lo que implica que los alelos que promueven mayor aptitud
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tienden a aumentar su frecuencia de una generacion a la otra, y el resultado final es
que la poblacion estd cada vez mas adaptada al medio, porque se va enriqueciendo

con los mejores genotipos (Fontdevila y Moya, 2000).

La diferenciacion poblacional detectada entre las ocho poblaciones estudiadas,
pudo ser el producto de una posible adaptacion a las condiciones ambientales
predominantes en los ambientes de recoleccion, considerando especialmente los
efectos producidos por los estreses abidticos como el pastoreo, la salinidad del
suelo, la competencia con otras especies, el estrés por sequia y altas temperaturas,

que limitan la expansion de la especie.

En el presente estudio algunas respuestas de las poblaciones pudieron ser
consecuencia de procesos de seleccion y adaptacion a condiciones especificas de
cada lugar de colecta, junto al sistema reproductivo aldgamo de la especie, su nivel
de ploidia, y mecanismos de recombinacion génica (Bradshaw, 1965; Brigss y
Walters, 1984; Tanksley y Mc Couch, 1997; Andrés, 2014). Adicionalmente la
propagacion tanto a través de semillas como de estolones de la especie, podria
haber permitido una rapida colonizacion en cada ambiente y las raices adventicias
de caréacter estolonifero, pudieron contribuir a la persistencia de los individuos en el
suelo. Por lo tanto, la recoleccién de plantas en estado vegetativo, tuvo como
propdsito identificar genotipos adaptados a las condiciones de estrés provocadas por

la sequia, altas temperaturas y el pastoreo.

Variabilidad genética entre las poblaciones

El presente estudio determind una importante variabilidad fenotipica y

genaotipica entre las ocho poblaciones en la mayoria de los caracteres evaluados.

La variacion genética puede ocurrir en caracteres morfolégicos, fisioldgicos,
bioguimicos y/o moleculares, en cualquier etapa del ciclo de vida de un individuo
(Primack y Kang, 1989). Desde el punto de vista genético, existen numerosos

autores que han demostrado la existencia de variabilidad genética para la tolerancia
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a diversos estreses (White et al., 1992; White et al., 1993; Carrow, 1996; Huang y
Fry, 1998; Huang et al., 1998; Huang y Gao, 2000; Lopes da Silva Santos Simdes,

2015) y un componente genético altamente heredable (Hunt, 1965).

Se determin6d una importante variabilidad fenotipica y genotipica entre las ocho
poblaciones sobre un total de 20 caracteres evaluados. Si bien las poblaciones
fueron recolectadas a una distancia minima de 30 km entre ellas, la confirmacion de
una marcada diferenciacion podria implicar escaso intercambio genético entre las
mismas, y asumir que efectivamente constituian poblaciones aisladas

geograficamente.

Numerosos autores han reportado amplias variaciones genéticas en trébol
blanco, tanto dentro, como entre poblaciones; siendo la variacion dentro de la
poblacién la mas amplia ya que es una especie de polinizacidon cruzada, con un
namero cromosoOmico de 2n= 4x =32, de naturaleza alotetraploide, con herencia
disomica (Voisey et al., 1994) y su mecanismo de autoincompatibilidad gametofitica
es responsable de una muy baja autofecundacion (Leitch y Bennet, 2004; Randazzo
et al., 2013).

Los resultados obtenidos en la presente tesis son coincidentes con otras
investigaciones de variabilidad enfocados hacia el mejoramiento de la especie. En
Australia, el mejoramiento genético de trébol blanco se ha sustentado en la
evaluacion agrondmica a campo (Caradus y Woodfield 1996), y posterior deteccién
de poblaciones y ecotipos de interés agronémico. En Argentina, estudios similares
de caracterizaron agronémica en 53 poblaciones naturalizadas de trébol
provenientes de campos bajo pastoreo, determinaron diferencias fenotipicas y
genéticas en largo de peciolo, ancho y largo de foliolo central, relacion largo y
ancho, altura, habito de crecimiento, marcadores foliares, densidad y grosor de
estolones, dias a floracion, cianogénesis, rendimiento de semillas y rendimiento de
forraje invernal. Estas diferencias entre poblaciones estuvieron asociadas a
diferencias agroecoldgicas (Rosso et al.,1997). En particular aquellas poblaciones
provenientes de campos pastoreados tuvieron habito postrado y menor altura de

canopeo comparadas con aquellas provenientes de sitios no pastoreados (Rosso
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2001). Otros estudios han permitido clasificar las poblaciones de acuerdo a su
morfologia, especificamente el tamafio del foliolo ha permitido diferenciar distintos
tipos denominados: pequefio, intermedio, grande y gigante o ladino (Randazzo
2013).

En el caso de los caracteres vegetativos investigados, como vigor de
crecimiento inicial, habito de crecimiento, altura de planta y diametro de planta
registrados en diferentes momentos del crecimiento del cultivo, al igual que el peso
fresco y seco primaveral, evidenciaron diferencias significativas entre las
poblaciones, destacdndose las poblaciones 1 y 8 por mayor crecimiento, y
consistencia en el tiempo. Por ejemplo, la altura de planta en seis fechas reflej6 la
capacidad de crecimiento de las distintas poblaciones; en el caso de la poblacién 8
se diferencid significativamente del resto por presentar una altura promedio mayor
en la mayoria de las fechas, siguiéndole la poblacion 1 y posteriormente la 5. Luego
del corte primaveral las poblaciones 8, 6, 4 y 1, fueron las que evidenciaron una
capacidad de rebrote superior al resto. Esto fue coincidente con el crecimiento y
produccién de biomasa aérea primaveral. Las poblaciones de menor crecimiento
fueron 2, 6 y 7. Las diferencias fueron consistentes en el peso seco por planta y
poblacién. Algunas investigaciones han demostrado que las adaptaciones
morfoldgicas vy fisiologicas de algunos caracteres vegetativos, como el tamafio del
estolon, el nimero de puntos de crecimiento, el tamafio de las hojas, la longitud de
los peciolos y el area foliar, fueron asociadas al origen del germoplasma (Collins et
al., 1991; Helgadéttir et al., 2001). Por lo tanto, el mayor crecimiento de las
poblaciones 8, 1 y 4, pudo deberse a un proceso de adaptacion morfofisiol6gica
particular (Harris et al. 1983; Collins et al. 1991), asociada al rebrote del trébol en
primavera y a una mayor intercepcion de radiacion solar por parte de las hojas
(Wachendorf et al., 2001).

En el caso de los caracteres reproductivos estudiados, tuvieron como finalidad
diferenciar poblaciones con mayor y menor rendimiento de semillas. El recuento de
cabezuelas realizado a lo largo de diferentes fechas durante el experimento, fue

indicador de la evolucion de la floracion. Se diferencio significativamente la poblacion
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4 por producir un mayor numero de cabezuelas promedio por planta,
diferencidndose del resto. Por su parte, las poblaciones 2, 6 y 7 arrojaron el menor
numero de cabezuelas promedio por planta. Luego del corte primaveral se
diferenciaron las poblaciones en la velocidad de floracion dada por las pendientes de
las distintas curvas. Las poblaciones 4, 5 y 1 fueron las que lograron el mayor
rendimiento de semillas (peso total de semillas). El rendimiento de semillas es uno
los aspectos mas importantes en la seleccion de especies forrajeras, ya que es
imprescindible para el éxito en la difusion de un nuevo cultivar. Diversos autores
(Pagano y Rimieri, 2005; Andrés, 2014) indican que existe una considerable
fluctuacién en el rendimiento de semilla de especies forrajeras templadas, atribuible
a condiciones climaticas variables durante periodo critico de desarrollo reproductivo,
y sefialan que para aumentar los rendimientos se puede seleccionar por precocidad,

adaptacion al fotoperiodo, resistencia al frio, vigor de plantula, entre otros.

Al relacionar las variables vegetativas con las reproductivas, el analisis de
componentes principales demostrd correlaciones positivas entre el rendimiento de
semillas y el numero cabezuelas; el diametro de planta en las diferentes fechas de
medicion se asocié positivamente con el peso seco, el peso fresco y el peso de mil
semillas. Las poblaciones 1 y 8 fueron las de mayor produccién de materia seca en
contraste con las poblaciones 2, 6 y 7 que fueron las de menor produccion. La
poblacion 5 tuvo un comportamiento intermedio respecto a la produccion de materia
seca y al numero cabezuelas por planta. Las poblaciones 3 y 4, por su parte,
tuvieron un buen comportamiento en cuanto al rendimiento total de semilla por
planta. Por lo general la seleccibn conjunta de caracteres vegetativos y
reproductivos es un desafio, ya que son antagonicos, suelen no estar
correlacionados genéticamente y hay un efecto de compensacion (Acufia, 2008;
Amorena, 2014).

El andlisis de componentes principales y el de conglomerados mostraron tres
grupos de poblaciones bien definidos. El primer grupo conformado por las
poblaciones 3, 4 y 5, el segundo grupo formado por las poblaciones 2, 6 y 7, y un
tercer grupo integrado por las poblaciones 1 y 8. El primer grupo se caracterizd por
contener las poblaciones con mayor numero de cabezuelas y mayor rendimiento

total. El segundo grupo se caracterizO por reunir las poblaciones que menor
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performance mostraron para todas las variables. El tercer grupo se destaco del resto
por contener a las poblaciones méas rendidoras en produccién de biomasa aérea.
Estos resultados, indicarian que si el objetivo de seleccién a nivel poblacional fuera
obtener cultivares de mayor produccion de forraje y elevada produccion de semillas
las poblaciones 1, 3, 4 y 8 serian promisorias para incorporar en el germoplasma
base del programa de mejoramiento; adicionalmente estas poblaciones podrian

aportar genes para el desarrollo de cultivares tolerantes a elevadas temperaturas.

Heredabilidad en sentido amplio

El grado de determinacion genética (GDG), o heredabilidad en sentido amplio,
es la proporcion de variancia fenotipica del germoplasma causada por los factores
genéticos (aditivos, dominancia e interacciones epistaticas) (Dudley y Moll, 1969).
Se considera heredabilidad alta cuando es superior al 80%, moderadamente alta
cuando varia entre 60-80%, heredabilidad media cuando se encuentra entre 40-60%

y baja cuando es menor al 40% (Falconer y Mackay, 1996).

En general las heredabilidades de los caracteres estudiados fueron elevadas, y
oscilaron entre 0,45 y 0,92 segun el caracter considerado. Los valores mas elevados
fueron para las variables de vigor, altura de planta, didmetro de planta, nimero de
cabezuelas, peso verde y peso seco. La heredabilidades méas bajas fueron para el
rendimiento de semillas y el peso de mil semillas. Estos elevados valores de
heredabilidad, indicarian que existe una alta posibilidad de realizar selecciéon para

dichos caracteres.

Los caracteres cuantitativos pueden estar muy influenciados por el ambiente y
consecuentemente tener bajas heredabilidades, en particular el rendimiento de
forraje es un cardcter cuantitativo complejo y de bajo control genético (Schiller y
Lazenby, 1975, Fribourg et al., 2009). Sin embargo, en el presente estudio el valor

de ambos pesos seco y fresco fueron medios a elevados.

Estas estimaciones de heredabilidades permitirian definir cuéles serian las

poblaciones que podrian aportar a la seleccion para disefiar un programa de
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mejoramiento eficaz que maximice la mejora genética (Kearsey y Pooni 1996;

Hallauer et al., 2010) acorde al caracter analizado.

7. CONCLUSIONES

La caracterizacion agronOmica de las 8 poblaciones de trébol blanco
recolectadas en diferentes ambientes de uso de la regién norte de la provincia de
Buenos Aires, realizada a campo y en condicibn de planta espaciada, permitié
detectar una importante variabilidad genética entre los mismos para la mayoria de

los caracteres morfo-fisiol6gicos estudiados.

La presente tesis ha revelado la importancia de la caracterizacion agronémica
en poblaciones naturalizadas de la Pcia. de Buenos Aires, provenientes de
diferentes microambientes. Dicha caracterizacion agrondémica de germoplasma de
trébol blanco aporta informacién valiosa que puede utilizarse para la seleccién de
poblaciones y de genotipos de trébol blanco en futuros programas de mejoramiento

genético.

Los valores obtenidos en la estimacion de heredabilidad en sentido amplio para
la mayoria de las variables analizadas, sefialan la existencia de un componente
genético heredable medio a alto. En un programa de mejoramiento cuyo objetivo
fuera la obtencion de cultivares superiores en produccion de forraje y de semilla, las
poblaciones 1, 3, 4 y 8 serian las indicadas por sus elevadas productividades en

peso seco (1y 8) y produccion total de semillas (3 y 4).

Los datos recopilados y analizados proporcionan una guia valiosa para la
identificacion de genotipos con alto potencial agronomico y adaptabilidad, para
aportar al mejoramiento genético y el desarrollo de nuevas variedades de trébol

blanco destinadas a los ambientes ganaderos.
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ANEXO |

Extracto del analisis de varianza de las 20 variables evaluadas.

Al

Variable N R R® Aj CV
Al 720 0,2¢ 0,25 47,895

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 445,25 9 49,47 27,34 <0,0001
POB 334,71 7 47,82 26,42 <0,0001
REP 110,54 2 55,27 30,54 <0,0001

Error 1284,74 710 1,81
Total 1729,9% 7198

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,4075
Error: 1,8085 gl: 710
POB Medias n E.E.
4,09 90 0,14 A
3,31 %0 0,14
3,14 50 0,14
2,90 90 0,14
2,84 90 0,14
2,18 90 0,14 C
2,07 %0 0,14 cC
1,54 50 0,14 C

Mesdias con una lestra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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A2

Variable N RE R® Aj CV
A2 720 0,24 0,23 40,29

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo 2879,92 9 319,99 24,74 <0,0001
FOB 2340,66 7 334,38 25,86 <0,0001
REP 539,26 2 269,63 20,85 <0,0001

Errox %182,03 710 12,93
Total 12061,585 718

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=1,08594
Error: 12,8324 gl: 710

PCB Medias n E.E.

8 11,82 90 0,38 A

1 11,61 %0 0,38 A

5 9,70 90 0,38 B
2 8,52 90 0,38

3 7,96 90 0,38
7
€
4

7,69 90 0,38
7,31 90 0,38
6,79 %0 0,38
Msdias con una lestra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

aoaooaon

A3
Variable N R R® Aj CV
a3 720 0,23 0,22 42,61

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl cM F p—-valor
Modelo 2707,88 S 300,88 23,00 <0,0001
POB 2115,48 7 302,21 23,10 <0,0001
REP 582,41 2 296,20 22,64 <0,0001

Error %288,00 710 13,08
Total 119%5,8% 719

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=1,0957
Error: 13,0817 gl: 710

POB Medias n E.E.

8 11,38 @0 0,38 A

1 11,01 %0 0,38 A

5 8,81 90 0,38 B
2 8,31 90 0,38 B
3 7,74 90 0,38
G
7
4

7,36 %0 0,38
€,74 90 0,38
6,549 90 0,38
Msdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

aOoo0n
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A4

Variable N R® R® Aj CW
L4 720 0,17 0,16 45,05

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CcM F p-valor
Modelo €723,49 % 747,05 16,28 <0,0001
FCB 5453, 93 7 779,13 16,98 <0,0001
REP 1269,56 2 634,78 13,83 <0,0001

Error 32578,50 710 45,89
Total 35301,5% 718

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=2,0521
Error: 45,8852 gl: 710
POB Medias n E.E.
21,20 %0 0,71 2
17,24 %0 0,71 B
15,62 %0 0,71 B
14,09 %0 0,71
13,49 90 0,71
13,12 %0 0,71
13,02 %0 0,71
12,51 %0 0,71
Msdias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

B =] W s 0 = D

noaoa0n

AS
Variable N R®* R*® Aj CWV
AS 720 0,13 0,12 42,20

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl cM F p-valor
Modelo 1515,21 9 168,36 11,78 <0,0001
PCB 1185,49 7 169,36 11,85 <0,0001
REP 329,72 2 164,86 11,53 <0,0001

Error 10150,63 710 14,30
Total 11665,83 719

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=1,1455
Error: 14,2967 gl: 710

POB Medias n E.E.

8 11,77 %0 0,40 A
7 §,64 90 0,40

1 $,20 90 0,40

[ $,01 90 0,40

5 8,82 90 0,40
4
2
3

wwww

8,01 90 0,40 C
7,93 90 0,40 C
7,29 S0 0,40 C

Msdias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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A6

Variable N RE R® Aj CV
6 720 0,11 0,10 40,11

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p—valor
Modelo 1958,38 8 217,60 9,85 <0,0001
FCB 1518,27 7 216,90 9,82 <0,0001
REP 440,11 2 220,05 9,% 0,0001

Error 15683,83 710 22,09
Total 17642,20 719

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=1,4238
Error: 22,0899 gl: 710
PCB Medias n E.E.
14,98 90 0,50 A
12,36 S0 0,50
12,13 90 0,50
11,38 90 0,50
11,36 %0 0,50
11,30 S0 0,50
10,36 S0 0,50 c

S,88 90 0,50 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

| ST PV Y S BT I P e
W wwwm

V1

Variable N R® R® A3 CV
V1 720 0,29 0,28 26,60

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CcM F p-valor
Modelo 133,81 9 14,87 32,49 <0,0001
POB 99,72 7 14,25 31,14 <0,0001
REP 34,09 2 17,04 37,25 <0,0001

Error 324,86 710 0,46
Total 458,67 719

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,2049
Error: 0,4575 gl: 710
POB Medias n E.E.
3,04 90 0,07 A
2,82 %0 0,07
2,80 %0 0,07
2,68 90 0,07
2,67 90 0,07
2,36 %0 0,07 c

2,11 %0 0,07 D
1,87 90 0,07 E

Medias con una letra comiin no son significativaments diferentes (p > 0,05)

=1 @ Wl B0 W
o o w w
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V2

Variable N R R® Aj CV
V2 720 0,27 0,27 32,64

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl M F p-valor

Modelo 202,85 g 22,54 29,85 <0,0001

POB 174,22 7T 24,89 32,96 <0,0001

REP 28,63 2 14,32 18,96 <0,0001

Error 536,13 710 0,76

Total 738,95 719

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,2633
Error: 0,7551 gl: 710
POB Medias n E.E.

1 3,46 90 0,09 A

8 3,12 90 0,09 B

5 2,92 90 0,09 c

2 2,80 90 0,09 c

3 2,66 90 0,09 c

4 2,36 90 0,09 D

6 2,10 90 0,09 E
7 1,89 90 0,09 E

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



v3

Variable N R R®* Aj CV
V3 720 0,19 0,18 26,20

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S5C gl CM F p—valor
Modelo 118,02 9 13,11 18,65 <0,0001
POB 88,82 7 12,69 18,05 <0,0001
REP 29,20 2 14,60 20,77 <0,0001

Error 499,18 710 0,70
Total €17,20 719

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,2540
Error: 0,7031 gl: 710
POB Medias n E.E.
3,68 90 0,09 R
3,59 %0 0,09 R
3,36 90 0,09
3,34 90 0,09
3,21 90 0,09
3,06 90 0,09
2,74 S0 0,09 cC

2,62 90 0,09 C

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

=l N oW 0=
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D1

Variable N Rt R Aj CV
D1 720 0,28 0,27 27,48

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl cM F p-valor
Modelo 9055,17 9 1006,13 30,52 <0,0001
POCB 5506,01 7 786,57 23,86 <0,0001
REP 3549,15 2 1774,58 53,84 <0,0001

Error 23403,53 710 32,96
Total 32458,69 719

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=1,7393
Error: 32,9627 gl: 710
POB Medias n E.E.
24,97 90 0,61 A
23,79 90 0,61 A
22,36 90 0,61
21,39 90 0,81
20,67 90 0,61
20,15 90 0,861
17,67 90 0,61 cC
16,12 90 0,61 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

1 m B s 0 W e
W w w

D2
Variable N R®= R* A3 CWV
D2 720 0,32 0,31 30,48

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo 26601,40 § 25955,71 36,67 <0,0001

POB 20758,862 7 2965,52 36,79 <0,0001

REP 5842,78 2 2921,39 36,24 <0,0001

Error 57227,09 710 g0,60

Total 83828,4% 718

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=2,7198
Error: 80,6015 gl: 710
PCB Medias n E.E.

1 38,68 90 0,95 A

8 34,75 %0 0,95 B

5 31,71 %0 0,95 C

2 26,90 %0 0,95 D

3 28,41 %0 0,95 D

4 27,97 %0 0,95 D

6 22,75 %0 0,95 E
7 21,46 %0 0,95 E

Msdias con una letra comiin no son significativamente difesrentes (p > 0,05)



D3

Variable N R* R* Aj CW
D3 720 0,31 0,30 29,67

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. S5C gl CM F p—-valor

Modelo 28338,46 9 3148,72 35,61 <0,0001

POB 21964,88 7 3137,84 35,49 <0,0001

REP €373,57 2 3186,79% 36,04 <0,0001

Error 62778,92 710 88,42

Total S1117,37 719

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=2,8487
Error: 88,4210 gl: 710
POB Medias n E.E.

1 40,14 90 0,99 A

8 37,67 90 0,99 A

5 34,48 %0 0,99 B

4 31,52 %0 0,99 c

3 31,39 %0 0,99 c

2 30,83 90 0,99 C

6 24,71 %0 0,99 D
7 22,77 %0 0,99 D

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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HAB

Variable N R R® Aj CV
HAB 71% 0,06 0,05 48,87

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl M F p-valor

Modelo 30,60 9 3,40 5,20 <0,0001

POB 28,74 7 4,11 6,28 <0,0001

REP 1,86 2 0,93 1,42 00,2422

Error 463,86 709 0,65

Total 494,46 718

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,2450
Error: 0,6542 gl: 708
POB Medias n E.E.
1,94 90 0,09 A
1,80 90 0,09 A
1,80 90 0,09 A
1,64 89 0,09
1,59 S0 0,09
1,57 S0 0,09
1,48 80 0,09
1,32 %0 0,09 c

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

(= VI I S € R Y S (]
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NC1
Variable N R®* R*® BAj CW
NC1 720 0,14 0,13 77,13

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4590,66 9 510,07 13,15 <0,0001
PCB 3170,75 7 452,96 11,68 <0,0001
REP 1419,91 2 709,95 18,30 <0,0001

Error 27539,29 710 38,79
Total 32129,95 719

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=1,8867
Error: 38,7877 gl: 710

POB Medias n E.E.
10,12 S0 0,66
10,00 S0 0, €6
9,84 90 0,66
$,81 90 0,66
8,46 90 0,66
5,96 90 0,66 B

5,41 90 0,66 B

5,00 90 0,66 B

Msdias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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NC2

Variable N

R!

R:

Aj

Ccv

NC2 720 0,18

0,17 55,29

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

gl

CcM F p—valor

F.V. SC
Modelo 56131,32
POE 51444,62
REP 4686, 70

9 6236,81 16,92 <0,0001
7 7349,23 19,94 <0,0001
2 2343,35 6,36 0,0018

Error 261686,23 710
Total 317817,55 719

3

€8, 57

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=5,8160

Error: 368,5722 gl: 710
POB Medias n E.E.

4 48,11 S0 2,02 A

5 41,23 %0 2,02 B

3 38,34 %0 2,02 B

8 38,29 80 2,02 B

1 37,87 %0 2,02 B

7 27,19 S0 2,02 C
2 23,79 80 2,02 C
€ 22,98 90 2,02 c

Msdias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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NC3

Variable N RT R Aj CV
NC3 720 0,14 0,13 €7,80

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CcM F p—-valor
Modelo 453513,68 9 503%0,41 13,07 <0,0001
PCB 427288, 33 7 €1041,1% 15,83 <0,0001
REP 26225,35 2 13112,68 3,40 10,0339

Error 2737653,15 710 3855,85
Total 3191166,83 718

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=18,8116
Error: 3855,8495 gl: 710
POB Medias n E.E.

4 136,34 90 6,55 A

5 107,83 90 6,55 B
8 106,71 90 6,55 B
3 101,23 90 6,55 B
1
7
2
6

81,33 90 6,55
76,27 90 €,55
63,17 90 6,55
59,79 90 €,55

0000

Msdias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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PV

Variable N R® R®* Aj CWV
BV 720 0,24 0,23 66,77

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CcM F p-valor
Modelo 4257211,03 9 477467,89 25,46 <0,0001
POB 33405%0,90 7 477227,27 25,44 <0,0001
REP 956620,12 2 478310,06 25,50 <0,0001

Error 13316553,52 710 18755,71
Total 17613764,55 719

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=41,6 4889
Error: 18755,7082 gl: 710

POB Medias n E.E.

333,31 90 14,44 A

271,20 50 14,44 B

238,73 50 14,44 B

206,23 50 14,44 C
183,91 90 14,44 c
143,67 90 14,44 D
143,09 90 14,44 D
120,78 90 14,44 D
Msdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Ps

Variable N R®* R* Aj CW
PS5 720 0,21 0,20 66,00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl cM F p-valor
Modelo 89407,0% 9 9934,12 20,71 <0,0001
POB €82%99,91 7 9757,13 20,34 <0,0001
REP 21107,18 2 10553,59 22,00 <0,0001

Error 340578,60 710 479,69
Total 429585,69 719

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=6,6351
Error: 479,6882 gl: 710

POB Medias n E.E.

46,%6 90 2,31 A

45,42 90 2,31 A

38,59 90 2,31 B

35,84 90 2,31
31,91 %0 2,31
25,54 S0 2,31 C

22,42 90 2,31 C

18,80 %0 2,31 C

Msdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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o o
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RTO

Variable N R R: Aj CV
RTO 720 0,08 0,08 87,33

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CcM F p—-valorxr
Modelo 262,65 9 29,18 8,01 <0,0001
POB 256,05 7 36,58 10,04 <0,0001
REFP 6,61 2 3,30 0,91 0,4043

Error 2586,09 710 3,64
Total 2848,75 719

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,5782
Error: 3,6424 gl: 710
POB Medias n E.E.
3,30 80 0,20 A
2,91 %0 0,20 A
2,24 90 0,20
2,22 %0 0,20
2,01 80 0,20
1,64 90 0,20
1,63 %0 0,20
1,52 %0 0,20 B

Msdias con una letra comiin no son significativaments diferentss (p > 0,05)
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P1000 (qg)

Variable N R R®* Aj CV
P1000 (g) 720 0,03 0,02 27,26

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo 0,57 S 0,06 2,75 0,00386

POB 0,52 7T 0,07 3,24 0,0022

REP 0,05 2 0,02 1,04 00,3528

Exrror 16,43 710 0,02

Total 17,00 719

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,0461
Error: 0,0231 gl: 710

PCB Medias n E.E.
0,60 %0 0,02
0,58 90 0,02
0,58 90 0,02
0,56 90 0,02
0,56 %0 0,02
0,54 %0 0,02
0,53 90 0,02
0,51 %0 0,02 B

Msdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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