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RESUMEN

El maiz, siendo un cereal originario de América, presenta a lo largo de este
continente una amplia variabilidad de tipos y formas. Sin embargo dicha variabilidad es
muy poco utilizada por los fitomejoradores, por desconocimiento del comportamiento
de las poblaciones conservadas y por la dificultad de introgresar caracteristicas
deseables sin incorporar caracteres desfavorables ligados a los mismos. Por dicho
motivo resulta de fundamental importancia estudiar y analizar en la forma mas
exhaustiva posible las poblaciones conservadas en los Bancos de Germoplasma. En
el presente trabajo se evaluaron 510 poblaciones locales de maiz conservadas en el
Banco Activo de Germoplasma de Pergamino, de diversos origenes y formas raciales,
por 16 caracteres cuantitativos y cuatro cualitativos. Las poblaciones se distribuyeron
en 13 ensayos comparativos a lo largo de siete campafias agricolas a partir del
2003/04 hasta el 2009/10. Cada ensayo se evalu6 en dos ambientes que surgen de la
combinacién de localidad y campafa agricola. Todos los ensayos contaban con cuatro
testigos comunes. Como uno de los objetivos de este trabajo, consistia en evaluar
comparativamente estrategias metodoldgicas para la caracterizacion conjunta de
poblaciones caracterizadas en diferentes ensayos, cuatro de los 13 ensayos volvieron
a repetirse en uno solo que se utiliz6 como ensayo de referencia. El mismo se evalu6
en las localidades de Pergamino y Ferré durante la campafia agricola 2010/11. Debido
a que las variables evaluadas son factibles de ser influenciadas por el ambiente en el
ensayo de referencia se aplicaron distintas técnicas de analisis de la interacciéon
genotipo-ambiente. En primer lugar se recurrio al ANOVA que permitid determinar la
presencia de dicha interaccion y, en las variables en que la misma fue significativa, se
profundizé el estudio mediante un AMMI. Por otro lado, se recurri6 al método de
Analisis Factorial Multiple (AFM) para determinar la factibilidad del uso de esta técnica
del Analisis Multivariado de tres modos para el tratamiento de la interaccién. Con
ambos tipos de analisis, se determind la presencia de interaccién en las variables
sincronia entre las floraciones femenina y masculina, prolificidad, rendimiento, granos
por hilera, porcentaje de quebrado y longitud de mazorca. Si bien con ambas
metodologias se obtuvo un resultado similar, el AFM proporciona informacion mas rica,
sobre todo en las interpretaciones referidas al ambiente. Ademds, estudia la
interaccion genotipo-ambiente desde el punto de vista multivariado pudiendo
determinarse las interacciones entre las variables evaluadas.

Posteriormente, se compararon tres estrategias para caracterizar en forma
conjunta el material evaluado en distintas condiciones. Como fuente de comparacion

se utilizé el ensayo de referencia, ya que en el mismo todas las poblaciones fueron



evaluadas en los mismos ambientes. Las estrategias consideradas, que se
compararon mediante la aplicacion del test de Mantel, fueron: (i) célculo del promedio
aritmético y concatenacion de ensayos sin considerar efecto ensayo ni ambiente, (i)
planteo de un modelo lineal mixto que permita estimar y eliminar los efectos ambiente,
ensayo Yy sus interacciones, Yy (iii) uso del Analisis de Procrustes Generalizado (APG)
para el tratamiento de datos provenientes de ensayos incompletos conectados por
individuos comunes. De la comparacidon de las tres estrategias alternativas se
determind que la técnica del promedio resulto ser la mas conveniente para agrupar las
poblaciones locales, si el objetivo es sblo considerar la similitud entre las mismas. Esta
metodologia, si bien es mas rudimentaria desde el punto de vista estadistico, es muy
sencilla de aplicar y ampliamente utilizada por los investigadores. A pesar de ello no
pueden diferenciarse los efectos del ambiente y sus interacciones las cuales son muy
importantes desde el punto de vista genético.

Una vez seleccionada la metodologia del promedio como la mas adecuada
para evaluar las variables cuantitativas de todos los ensayos en forma conjunta, la
misma se aplicé a las 510 poblaciones. Sobre estos datos se realiz6 un ACP. Por otra
parte se analizaron las variables cualitativas de las 510 poblaciones mediante la
metodologia de ACooP. Ambos tipos de datos aportan informacién complementaria, y
el andlisis en forma conjunta se realizé aplicando la metodologia del APG. En todos
los casos, los resultados se expresaron en un gréafico bidimensional. A través del ACP
para las variables cuantitativas se obtuvieron seis grupos de poblaciones en base a su
similitud, siendo las variables rendimiento, dias a floracién, altura de planta e insercién
de mazorca y sincronia entre las floraciones femenina y masculina las mas
importantes en la diferenciacién entre las mismas. Mediante el ACooP se obtuvieron
nueve grupos de poblaciones. Utlizando el APG se conformaron seis grupos,
pudiendo determinarse algunas poblaciones en que ambas variables las posicionan de
manera similar en el plano (ARZM01045) y otras que son muy diferentes para cada
una de las variables evaluadas (ARZM04012). Por ultimo, detectada la variabilidad
genética entre las poblaciones resulta interesante evaluar si la misma tiene relacién
con el origen geografico para lo cual se comparan ambas matrices de distancia
mediante el test de Mantel, hallando una correlacion media-baja (r = 0,41) entre las
distancias genéticas entre las poblaciones y las geogréficas. Esto determinaria que la
variabilidad registrada no puede ser fundamentalmente explicada por la zona de

colecta de las poblaciones.



ABSTRACT

COMPARATIVE EVALUATION OF DIFERENT DATA ANALYSIS
STRATEGIES FOR GENETIC VARIABILITY CHARACTERIZATION AND
ORDINATION OF MAIZE (Zea mays L.) LANDRACES

Available maize genetic variability has been poorly used in plant breeding.
Evaluation and characterization of genetic variability preserved in germplasm banks is
important to increase its utilization. In this study, 510 maize landraces from the
Pergamino maize germplasm bank were evaluated by 16 quantitative and four
gualitative traits. The accessions were divided into 13 trials using four common checks,
each trial was planted in two environments. Four of these trials were gathered in a
reference trial and repeated at two locations. Data from reference trial was analyzed
using an ANOVA; when genotype x environment (GE) interaction was significant the
Additive Main effects and Multiplicative Interaction (AMMI) methodology was
performed. In order to determine the possibility to use three way analysis for the GE
interaction evaluation, the Multiple Factorial Analysis (MFA) was used. GE interaction
was found for anthesis-silking interval (ASI), prolificacy, yield, grains by row, root
lodging and ear length with both methods. Multivariate approach of the GE interaction,
obtained through MFA, provided richer information than that from AMMI. Then, three
analysis strategies were compared through Mantel test to perform the evaluation of
combined trials, using the reference trial as standard comparison. Strategies consisted
of: (i) arithmetic mean, (i) mixed linear model, and (iii) three way Generalized
Procrustes Analysis (GPA). The arithmetic mean was selected as the most accurate to
group landraces, although it is not able to discriminate between environment and its
interaction effects, which are highly important from the genetic perspective. This
selected methodology was applied to quantitative traits for the whole set of 510
landraces, and latter grouped by PCA. Six groups were obtained, in which yield,
anthesis and silking date, plant and ear height and ASI descriptors provided the
greatest contribution to the clustering. Principal Coordinate Analysis (PCo0A)
methodology was used for qualitative traits; defining nine groups. Quantitative and
gualitative traits were gathered in a joint analysis by the GPA technique which built six
groups. Correlation among genetic variability and geographic origin of landraces,
determined by Mantel test, was moderate-low (r = 0,41). This showed a lack of linear

relationship between them.
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CAPITULO I- INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es una monocotiledonea anual que pertenece a la familia
Poaceas (Gramineas) tribu Maydeas y género Zea (Paliwal, 2001). Es una especie
domesticada en el sur de México (Hanelt, 2001) y ha sido en América el cereal mas
importante para la alimentacién humana durante miles de afos, utilizado usualmente
en forma de harina para elaborar panes y tortas (Paliwal, 2001).

Segun datos del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA,
2016), el maiz es el primer cultivo alimenticio en importancia en el mundo con una
producciéon mundial para la campafia 2015/16 de 959,03 millones de tn., ubicandose
por encima del trigo (724,8) y del arroz (471,7). Los principales paises productores son
Estados Unidos, China, Brasil, Unién Europea, Argentina, México, Ucrania e India. En
Argentina, en la campafia 2015/16 se produjeron 33,81 millones de toneladas
(Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2016) y se exportaron 15,5 millones de
tn, siendo el sexto productor y el cuarto exportador a nivel mundial. Las exportaciones
de nuestro pais son sélo superadas por Estados Unidos, Brasil y Ucrania (Bolsa de
Comercio de Rosario, 2015).

El uso principal de este cultivo en la actualidad es en la preparacion de
balanceados para la alimentacion animal. Para la alimentacién humana se utiliza el
maiz dulce o se consume en forma de harina, siendo la base energética en muchos
paises de América Latina y Africa. La parte vegetativa de la planta se utiliza como
forraje para el ganado o para producir pasta de papel. Otros usos de importancia son
la extraccion de almidon, dextrina, azucar, aceite, furfural, acetona y alcohol,
destinados al consumo industrial (Satorre et al., 2003).

Durante el proceso de domesticacion, las especies utilizadas en la agricultura
moderna han sufrido un cuello de botella que redujo su diversidad genética respecto a
sus parientes silvestres. En el caso especifico del maiz, durante su expansion desde
su centro de origen se adapto a diversos climas y tipos de suelo como los desiertos del
sudoeste de Estados Unidos y las elevaciones de los Andes (Vigouroux et al., 2008),
como asi también, a las costumbres de las civilizaciones locales (Esquinas Alcézar,
2005). Esto hizo que las plantas adquirieran caracteristicas morfolégicas y genéticas
distintivas, adaptadas a las condiciones donde se desarrollaron. Asi, cada grupo de
plantas con caracteristicas particulares, principalmente de mazorca y grano, fueron
clasificadas como razas (Vigouroux et al., 2008). A pesar de la gran diversidad que
posee este cultivo en el continente americano, el desarrollo industrial, la mecanizacién

de la agricultura y las necesidades y exigencias crecientes del mercado, forzaron a los



fitomejoradores a generar cultivos mas uniformes, de rapido crecimiento, mas
productivos y de rendimiento estable a través del tiempo. Esta homogeneidad, que
trae como consecuencia erosion génica y pérdida de variabilidad, hace que los cultivos
sean mas vulnerables a cualquier cambio ambiental y a la aparicién de nuevas plagas
y enfermedades (Esquinas Alcazar, 2005; Salhuana et al., 1998; Troyer, 1988).

La pérdida de variabilidad, con el consiguiente incremento en la vulnerabilidad
de las especies cultivadas, estd sustentada por varios hechos que han sucedido a lo
largo del tiempo. En la década de 1970, en Estados Unidos, el hongo Exserohilum
turcicum destruyé mas de la mitad del area sembrada con maiz en el sur de ese pais
debido a la susceptibilidad del citoplasma estéril T (Texas) a la enfermedad. El
citoplasma T se encontraba presente en el 75-90% de los hibridos cultivados. En este
y otros casos, el problema fue resuelto obteniendo variedades resistentes a través del
mejoramiento genético, utilizando recursos genéticos de otras partes del mundo.

A raiz de este problema, se investigd en Estados Unidos la vulnerabilidad
genética de los cultivos mas importantes determinando por ejemplo, que el 96% de las
arvejas cultivadas eran originadas de 9 variedades Unicamente (Esquinas Alcazar,
2005). Troyer (2006) indica que los cinco cultivares de maiz de polinizacion libre mas
populares y ampliamente utilizados, constituyen el 87% del material genético de los
hibridos de Estados Unidos. Este fendmeno es extrapolable a humerosos cultivos y
paises de todo el mundo y los datos mas recientes indican que la situacioén es cada
vez mas alarmante (Esquinas Alcazar, 2005).

El uso de variedades locales y especies silvestres emparentadas con los
cultivos puede aportar genes y por ende caracteristicas de interés para el
mejoramiento. La variedad primitiva de trigo Norin 10, originaria de Japén, tuvo un rol
muy importante para el mejoramiento de trigo durante la revolucion verde. Esta
variedad fue usada como donante de genes que son los responsables del enanismo,
el cual incrementa el consumo de nitrégeno y por ende la produccién en sistema de
cultivos intensivos. En el tomate cultivado (Solanum lycopersum), las especies
silvestres han sido satisfactoriamente utilizadas como donantes de genes para obtener
cultivares resistentes a insectos (S. habrochaites), a hongos (S. habrochaites y S.
peruvianum), tolerante a sales (S. cheesmanni), resistentes a sequia (S. pennellii) y
para mejorar la calidad de los frutos (S. chmielewskii). Las formas silvestres de la
coleccion de Beta spp., realizada en el afio 1920, fueron utilizadas en California en
1980 al descubrir que las mismas presentaban resistencia a Rhizomania como a otras

enfermedades virales (Esquinas Alcazar, 2005).



Luna y Safont Lis (1978) analizaron la situaciéon de las razas locales y las
causas del incremento de la vulnerabilidad genética del maiz en Argentina,
considerando que en la década de 1970, directa o indirectamente, poco mas de diez
lineas endocriadas contribuian a la formacién de los hibridos disponibles y dos de ellas
participaban en el 80 % de los hibridos de maiz Colorado existentes en ese momento.
Por otra parte, los autores diferenciaron dentro del pais dos zonas de produccion: la
region tradicional indigena y la regién maicera principal. La primera abarca la region
Andina del Noroeste y la Guaranitica del Noreste caracterizadas por una agricultura de
subsistencia en las cuales se han cultivado una gran diversidad de razas de diferente
textura y color de grano, que satisfacian necesidades y habitos alimenticios de sus
pobladores. En esta zona, el germoplasma ha sufrido variados grados de erosion
genética por la sustitucion por otros cultivos mas rentables o por la introgresion con
otro germoplasma que, si bien originan nuevas potencialidades, aceleran la pérdida
del material genético con mayor variabilidad y adaptacion. En la region maicera
principal ubicada geograficamente en la Pampa Humeda se cultivaba el “Maiz Plata”,
de textura cristalina o cornea y grano de color anaranjado intenso. En la década de
1950, comienza a vislumbrarse las ventajas del uso de hibridos. Con ello ocurrié el
paulatino desplazamiento de las poblaciones locales por cultivares mejorados, lo cual
generd el reemplazo de la totalidad de las poblaciones de maiz de tipo Plata y de otros
tipos por hibridos comerciales o por otros cultivos.

Ante esta evidencia, el Grupo de Mejoramiento de Maiz de la Estacion
Experimental Agropecuaria (EEA) del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) Pergamino, recolecté muestras de poblaciones locales (entradas o accesiones)
en la Region Pampeana entre 1951 y 1963, y en el NOA entre 1965 y 1968 (Luna y
Safont Lis, 1978). En el afio 1969, se crea el Banco Activo de Germoplasma de maiz
en la EEA-INTA Pergamino (BAP). Entre 1977 y 1994 se realizaron 11 nuevas giras de
recoleccion que abarcaron 20 provincias (Ferrer et al., 1998).

Como resultado de las sucesivas colectas, el BAP cuenta con 2.549 entradas
gue representan una amplia variabilidad. Sin embargo, la variabilidad conservada en
este como en otros Bancos de Germoplasma es poco utilizada. Una de las mayores
dificultades para su uso estriba en que, en general, se dispone de un conocimiento
limitado del mérito genético de las mismas (Eyhérabide et al., 2005; Lépez et al.,
2005), y en la dificultad de introgresar genes especificos en el material elite (Dudnik et
al., 2001) sin incorporar genes ligados que puedan transferir caracteres desfavorables
(Castillo-Gonzalez y Goodman, 1989; Fehr, 1987).

Para generar variabilidad, los programas de mejoramiento apelan al

cruzamiento entre material elite (elite por elite). La persistencia de esta estrategia, sSi
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bien resulta eficiente en el corto plazo, lleva a un estrechamiento paulatino de la base
genética del germoplasma de las colecciones de trabajo de los fitomejoradores
(Eyhérabide, 2003), presentando una tasa de ganancia genética cada vez mas
reducida (Lopez et al., 2005). Vigouroux et al. (2008) sefialan que el uso masivo de los
cultivares mejorados posiblemente perjudiquen el desarrollo y mejoramiento futuro de
las plantas domesticadas.

Castillo Gonzélez y Goodman (1989) indican que alrededor del 4 0 5% de las
poblaciones conservadas podrian utilizarse en forma inmediata en programas de
mejoramiento genético debido a su valor agronomico. Sin embargo, los autores
plantean que estos valores podrian ser muy superiores ante la ocurrencia de algunas
enfermedades. Por lo mencionado, podemos afirmar que las poblaciones locales
pueden contribuir al aumento de la variabilidad, siendo una fuente potencial de nuevos
genes (Rincon et al., 1997), presentando ademas una mejor adaptacion a ambientes
naturales y antropolégicos en los que han evolucionado (Lucchin et al., 2003). Varios
autores, entre los que se encuentran Holland y Goodman (1995), Presello et al. (1996),
Salhuana et al. (1998), Bertoia (2001), Lépez et al. (2005) e Incognito et al. (2013),
arribaron a esta conclusion en sus trabajos.

Por lo descripto anteriormente, una adecuada cuantificacion y descripcion de la
variabilidad conservada en los Bancos de Germoplasma es critica para el
mejoramiento en el futuro (Fundora Mayor et al., 2004; Xiang et al., 2010).

Usualmente, las poblaciones conservadas en los Bancos de Germoplasma son
evaluadas y seleccionadas por atributos especificos para ser incorporadas a los
programas de mejoramiento. A pesar de ello, la identificacion de germoplasma
potencialmente util puede ser mas efectivo si varios caracteres son considerados en
forma simultanea (Rincon et al., 1997).

Una vez realizadas las evaluaciones, para gue el proceso de caracterizacion
resulte de utilidad y cumpla con su verdadera funcién, el estudio y la catalogacién de
todo material genético previamente descrito deben completarse con un estudio de
relaciones o asociaciones entre las poblaciones. Con este fin, el analisis estadistico, y
dentro de él particularmente el analisis multivariado, pone a disposicién un conjunto de
herramientas muy diverso, existiendo muchas veces una amplia oferta de métodos
alternativos para un mismo problema (Bramardi, 2000).

El analisis multivariado puede definirse como el conjunto de técnicas cuyo
objetivo es el analisis descriptivo y/o la realizacion de inferencias a partir de datos en
los que cada observacion esta constituida por los valores de un grupo de variables
interrelacionadas. También pueden describirse como aquellos métodos estadisticos

gue analizan simultdneamente medidas mdltiples (mas de dos variables) de cada
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individuo. Especificamente en relacién a la evaluacion de Recursos Genéticos se hace
referencia a un conjunto de métodos de analisis de datos que tratan un gran niumero
de mediciones sobre cada entrada o poblacién (Franco e Hidalgo, 2003).

Entre los métodos clasicos de analisis multivariado que trabajan con matrices
de Individuos por Variables, esto es con datos de "dos vias o dos modos”, se
encuentran el Andlisis de Componentes Principales (ACP), Analisis de Coordenadas
Principales (ACooP) y el conjunto de técnicas para la obtencion de &rboles, cluster o
dendrogramas. En tales situaciones la informacién es representada mediante una
“matriz de dos vias” de orden “n x p”, cuyas filas y columnas recogen los datos de “n”
individuos o poblaciones y “p” variables respectivamente.

Tanto el ACP como el ACooP son métodos de ordenacion mediante los cuales
se pretende ordenar y representar graficamente el material de estudio en un nimero
de dimensiones reducidas. El analisis de cluster es un método de clasificacion cuyo
objetivo es la busqueda de grupos similares, lo mas homogéneos posible, en los
cuales se clasifican los elementos a analizar (Bramardi, 2000).

El ACP comprende un procedimiento matematico cuyo objetivo es reducir el
nuamero de variables cuantitativas de respuesta correlacionadas entre si, en un nimero
menor de nuevas variables no correlacionadas (Johnson, 2000). Estas nuevas
variables son una combinacion lineal de las variables originales y explican la maxima
variabilidad total, las que se denominan Componentes Principales (CP) (Bramardi,
2000). La contribucién de las variables a cada CP se expresa por los valores propios
(variancia asociada con el CP) y los vectores propios (coeficientes de las
combinaciones lineales de cada una las variables originales) (Franco e Hidalgo, 2003).
Esta metodologia permite conocer i) la relacibn existente entre las variables
cuantitativas, pudiéndose determinar cudles se encuentran relacionadas y cuales
caracterizan en el mismo sentido o en sentido contrario y, ii) la semejanza entre las
poblaciones, pudiendo agruparlas en cuanto a sus similitudes y diferencias. Ademas,
permite seleccionar aquellas variables que mas discriminan entre las poblaciones,
pudiendo limitarse el nimero de variables a registrar en evaluaciones posteriores
(Franco e Hidalgo, 2003). La representacion de las proyecciones de las observaciones
en un espacio bidimensional favorece la interpretacion de las CP (Pefia, 2002).

El ACooP es similar al ACP pero aplicado al andlisis de variables cualitativas.
Esta técnica permite agrupar a las poblaciones en base a su similitud o distancia
aunque, a diferencia del ACP las distancias entre los puntos no pueden describirse en
funcién de las variables originales (Bramardi, 2000). Por lo mencionado, no permite

determinar qué variables caracterizan a las poblaciones. Del mismo modo que el ACP,



el ACooP se representa graficamente en dos dimensiones lo que facilita la
interpretacion del andlisis.

El andlisis de cluster o agrupamiento intenta clasificar a las poblaciones en
base a sus semejanzas fenotipicas y/o genotipicas valoradas a partir de un coeficiente
de similaridad (Bramardi, 2000). Existen dos tipos de agrupamientos denominados
cluster jerarquicos y no jerarquicos. En el primero, en un principio cada poblacion
forma un conglomerado, las cuales por aproximaciones sucesivas se van uniendo con
otros grupos (Franco e Hidalgo, 2003). Al unirse dos grupos, estos pierden su
identidad individual y se referencian como un cluster simple. El proceso finaliza cuando
los dos ultimos cluster se unen en un Unico conglomerado que contiene a todas las
poblaciones originales (Bramardi, 2000). Los resultados se representan graficamente
como un diagrama de &rbol o dendrograma (Franco e Hidalgo, 2003). En los cluster no
jerarquicos, se forma un numero prefijado de grupos homogéneos, con la maxima
diversidad entre ellos. Los diferentes grupos no estan relacionados entre si y no se
encuentran organizados jerarquicamente (Bramardi 2000).

Utilizando las metodologias de Cluster y ACP para variables morfologicas
cuantitativas, varios autores clasificaron y agruparon poblaciones locales de maiz de
diversas partes del mundo. A partir de la evaluacion de 30 poblaciones originarias de
Nigeria, Alika et al. (1993) formaron cinco grupos con caracteristicas distintivas. Igual
numero de grupos se obtuvieron al estudiar 262 poblaciones de Francia (Gouesnard et
al. 1997) y 134 mexicanas (Gaspar et al., 2010). Sanchez et al. (2007) agruparon 70
poblaciones originarias de Brasil y areas adyacentes en siete grupos y Harada et al.
(2009) formaron ocho grupos a partir de datos registrados en 105 poblaciones
japonesas.

Mediante la técnica de ACooP para variables cualitativas, Pinheiro de Carvalho
et al. (2008) conformaron cuatro grupos a partir de 43 poblaciones locales de maiz
originarias del Archipiélago de Madeira (Portugal) y Defacio (2009), evaluando 145
poblaciones locales argentinas del mismo cereal, determind seis grupos.

A pesar de contar con numerosas técnicas de analisis como las mencionadas
anteriormente, el nimero de individuos a caracterizar en los bancos de germoplasma,
generalmente ronda el orden de los miles y la cantidad de variables o atributos
medidos es mayor a diez (Crossa et al., 1995), lo que obliga a que en las evaluaciones
a campo deban distribuirse en varios ensayos manejables experimentalmente (que a
su vez representan mas de una condicibn ambiental). Esto origina que diferentes
conjuntos de entradas o poblaciones sean evaluados en condiciones ambientales
distintas. Si bien las variables medidas en cada ensayo son las mismas, las

poblaciones y los ambientes no lo son, pudiendo surgir ademas la interaccion entre
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estos dos ultimos efectos. Esta interaccién genotipo (poblaciones) - ambiente se debe
a que las poblaciones locales presentan cierta plasticidad fenotipica permitiendo su
adaptacion de forma diferente a condiciones ambientales especificas. Al existir la
posibilidad de que las variables evaluadas sean afectadas por el ambiente y la
interaccion genotipo — ambiente, se presentan muchas dificultades cuando el objetivo
gue se persigue es la caracterizacion en forma simultanea de todos los grupos de
poblaciones. Esta problemética en el andlisis de los datos, ha sido generalmente
obviada, con la consecuente pérdida de calidad de la informacion, o bien tratada de
forma univariada.

En la primera situacion, se utliza el promedio aritmético de los datos
registrados sobre cada variable y poblacion a través de las repeticiones y ambientes,
enmascarandose los efectos del ambiente y la interaccion. Esta técnica es muy
rudimentaria desde el punto de vista estadistico pero, dado que es una metodologia
muy sencilla y simple de aplicar, la misma es ampliamente utilizada. Brandolini y
Brandolini (2001) clasificaron 562 poblaciones italianas de maiz aplicando analisis
multivariado al promedio de los datos obtenidos para cada variable y poblacién. Lo
mismo realizaron Gouesnard et al. (1997) al agrupar 262 poblaciones francesas en
diferentes localidades, llarslan et al. (2002) para evaluar 32 poblaciones originarias de
Turquia y Bige y Lorenzoni (2007) para clasificar 99 entradas de Angola.

En los casos en que se trata esta problematica de forma univariada, se recurre
al planteo de un modelo lineal mixto para el Andlisis de la Varianza que refleje el
escenario experimental planteado y permita estimar y eliminar el efecto ensayo y
ambiente con sus respectivas interacciones con las poblaciones. Es importante para la
aplicacion de este tipo de modelos que los diferentes ensayos cuenten con testigos
comunes, los cuales actuaran como valores de referencia y sobre los que el resto de
las poblaciones toman valores relativos. De este modo se logra separar la variabilidad
intrinsecamente genética entre las poblaciones a evaluar de aquélla que se debe al
ensayo, a los ambientes, y mas aln, de la posible variabilidad debida a la interaccién
genotipo-ambiente, para el posterior establecimiento de relaciones puramente
genéticas. Este procedimiento debe repetirse para cada variable bajo estudio, lo cual
resulta enormemente laborioso al tratarse de un modelo totalmente desbalanceado
con celdas vacias y por otro lado no permite estudiar las interrelaciones entre los
caracteres, ademas de limitarse al uso de variables cuantitativas. Taba et al. (1998)
utilizando un modelo lineal mixto, lograron agrupar 498 poblaciones locales de maiz
originarias del Caribe las cuales fueron evaluadas en dos ensayos, cada uno de los
cuales contenia 249 poblaciones. Cada ensayo fue estudiado en cuatro ambientes

diferentes, cada uno de los cuales surgi6 de la combinacién localidad-afio. Los autores
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utilizaron siete testigos comunes a ambos ensayos los cuales comprendian dos
hibridos comerciales, tres variedades experimentales y dos poblaciones locales. Con
las medias ajustadas provenientes de ambos ensayos, lograron conformar 12 clusters
diferenciables por sus caracteristicas morfolégicas y agrondmicas. Chapman y De la
Vega et al. (2002) utilizaron este tipo de modelo para evaluar durante ocho afios el
rendimiento de girasol en Argentina. En cada afo de evaluacion, tanto las localidades
como el numero de materiales y los hibridos evaluados son diferentes y utilizaron dos
hibridos comerciales como testigos comunes a todos los ensayos. Defacio (2009)
aplicé el modelo mixto para evaluar en forma conjunta cuatro ensayos de poblaciones
locales de maiz colectados en la provincia de Buenos Aires, Argentina. Cada uno de
estos ensayos estaba constituido por un grupo distinto de poblaciones y se llevaron a
cabo en diferentes ambientes, estando todos los ensayos conectados por cuatro
poblaciones de polinizacién abierta. Aplicando el modelo mencionado, se formaron
cinco grupos a partir de variables cuantitativas morfoldgicas, fenolégicas vy
agronémicas.

Otra alternativa univariada para tratamiento de la interacciébn genotipo-
ambiente es el uso de modelos AMMI (Efecto de interaccién multiplicativo y efectos
principales aditivos). Este andlisis combina las técnicas de Analisis de la variancia
(ANOVA) con el ACP en un solo modelo. El ANOVA permite estudiar los efectos de los
factores detectando la presencia de interaccién genotipo-ambiente y el ACP permite
estudiar la interaccion de los mismos (Alvarez y Ruiz de la Galarreta, 1999). Estos
modelos se representan en un biplot que ayudan a identificar las combinaciones de
niveles causantes de la interaccion (Varela et al., 2008). Si bien este modelo es muy
importante en el estudio de la interaccion genotipo-ambiente, por tratarse de una
técnica univariada (permite el estudio de una variable por vez) no posibilita el estudio
conjunto de todas las variables involucradas (Marticorena, tesis de maestria en
elaboracion). Alvarez y Ruiz de la Galarreta (1999) determinaron mediante modelos
AMMI la magnitud de la interaccion genotipo-ambiente sobre el rendimiento de grano
de 12 poblaciones locales de maiz en diferentes ambientes del norte de Espafia. En
base a sus resultados pudieron recomendar el uso de cada una de las poblaciones
evaluadas para ambientes agroecolégicos especificos. Vazquez Carrillo et al. (2012)
utilizan este modelo para evaluar la interaccion genotipo-ambiente y la estabilidad de
rendimiento y calidad de grano en 20 hibridos comerciales de maiz en México.
Aplicando un modelo AMMI, Workie et al. (2013) determinaron la estabilidad de 15
genotipos de maiz en el norte de Etiopia, indicando cuales se adaptaban a localidades

especificas.



Las metodologias descriptas condensan la informacién de un gran namero de
variables evaluadas sobre un grupo de poblaciones en ensayos multi-ambientales. Por
un lado, si se utiliza una matriz poblacion x atributo no estan incluidos explicitamente
los ambientes de medicién. Otra posibilidad es utilizar una matriz poblacién x atributo
por cada sitio, lo cual no facilita la interpretacion a través de los ambientes. Los
analisis de tres modos incluyen toda la informacion disponible (variables) para cada
poblacién y en cada ambiente de evaluacion (Franco et al., 1999) con lo cual ningan
modo desaparece del analisis (De la Vega y Chapman, 2001). El hecho de que
ninguna de las variables sea excluida del analisis, es la principal ventaja de la técnica
de tres vias (Franco et al., 1999).

Debido a lo mencionado, cuando las observaciones de las variables han sido
hechas bajo distintas situaciones o momentos en el tiempo, es decir, en distintas
condiciones, se tiene para cada situacibn 0 momento una tabla de datos de dos vias,
por consiguiente la informacion se puede representar mediante una Unica matriz de
tres modos de orden “n x p x q”, donde cada elemento representa la observacion
originada por tres modos: individuos (n), variables (p) y condiciones (q).

El analisis de datos a tres modos podria constituir una atil herramienta que
permita un mejor aprovechamiento de la informacion disponible pudiendo afrontarse
las siguientes situaciones que se presentan al evaluar poblaciones locales de un
banco de germoplasma:

i) En el estudio de descriptores fenotipicos, morfoldgicos y agronémicos sobre los
gue es factible la influencia de factores ambientales que obliga que el registro
de caracteres deba repetirse en el tiempo y en distintos ambientes.

i) En la unificacién en un solo analisis de los resultados proveniente de diferentes
ensayos de caracterizacion en que se divide el material de un banco de
germoplasma para que sea manejable experimentalmente.

iii) En el tratamiento simultdneo de datos de distinta naturaleza, como por ejemplo
caracteres de tipo cuantitativo y cualitativo.

iv) Al momento de querer establecer relaciones entre la caracterizacion del
material vegetal y el lugar geogréafico y/o ecolégico-ambiental del que
provienen.

Especificamente para el manejo de Recursos Genéticos, estas técnicas
pueden ser usadas para estudiar la diversidad fenotipica y genotipica formando grupos
homogéneos, para asignar a las poblaciones a un estrato especifico (regién eco-
geogréfica, lugar de colecta, etc.), para formar una coleccién nucleo y para identificar
germoplasma potencialmente Gtil por caracteres agronémicos generales y especificos

(Franco et al., 1999). Este tipo de metodologias, que permiten comprender la
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naturaleza de la interaccion genotipo-ambiente, son totalmente necesarias para usar
eficientemente y en forma apropiada las diferentes estrategias de mejoramiento (de la
Vega et al.,, 2002) ya que la interaccion genotipo-ambiente refleja diferencias en la
adaptacion, la cual puede ser explotada por seleccion y/ o para ajustar las estrategias
de evaluacion (Kroonenberg y Basford, 1989). Ademas, cuando nos referimos a
poblaciones locales, la interaccion genotipo-ambiente es considerado un factor que
podria contribuir a mantener la variacién genética, especialmente si la base genética
de esta interaccibn se explica porque las alternativas alélicas de un locus son
favorecidas en diferentes condiciones ambientales (Ungerer et al., 2003). Pratta et al.
(2011) plantean que esta interaccion podria estar causada principalmente por la
expresion de genes distintos de acuerdo a las condiciones ambientales en las que
crezca el cultivo. Panthee et al. (2012) sostienen que los factores ambientales pueden
jugar un rol en la regulacién de los genes, lo cual puede afectar la expresiéon de los
mismos controlando los caracteres de interés que en Ultima instancia resultan en
diferencias fenotipicas entre los ambientes. En cualquiera de los tres efectos
propuestos (favorecimiento de uno u otro alelo dentro de locus, expresion de
diferentes loci que afectan al mismo carécter o diferencias en la regulacion de un
mismo gen por efectos ambientales), la interaccion genotipo - ambiente plantea
desafios que las metodologias de tres modos pueden abordar eficazmente debido al
analisis simultaneo de un gran nimero de datos y condiciones que pueden realizar sin
pérdida de informacion. A pesar de las ventajas que implica utilizar metodologias de
tres modos, las mismas no son regularmente utilizadas por los fitomejoradores.

Los datos de tres modos pueden clasificarse como datos de tres vias y datos
de Conjuntos Mdltiples. En el primer caso se evalian un unico grupo de individuos, un
Gnico grupo de variables y un Unico grupo de condiciones o ambientes y los modos se
encuentran totalmente cruzados. A diferencia del anterior, los datos de Conjuntos
Multiples son aquéllos en que el primer o segundo modo esta compuesto por mas de
un grupo de individuos o variables, pudiendo obtener:

- Varios grupos de individuos, un unico grupo de variables y un Unico grupo

de condiciones.

- Varios grupos de variables, un unico grupo de individuos y un unico grupo

de condiciones (Marticorena, tesis de maestria en elaboracion).

Cuatro metodologias de andlisis de tres modos alternativas mejor conocidas y
mas empleadas en la caracterizacibn de recursos genéticos son las técnicas de
Andlisis Factorial Multiple (AFM), Analisis de Proctustes Generalizados (APG), de

cluster y ACP a tres vias.
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El AFM permite trabajar en forma conjunta con varias tablas de dos modos y su
objetivo es la busqueda de una estructura comudn o representativa de todas las tablas.
Para ello, las tablas de datos deben contener un mismo grupo de individuos descriptos
a través de varios grupos de variables. Este analisis, cuando las variables son
cuantitativas, se basa en la metodologia del ACP y consta de dos etapas. En la
primera se realiza un ACP de cada tabla por separado determinando los valores
propios de cada una. En la segunda etapa se realiza un ACP de la tabla que resulta de
yuxtaponer horizontalmente las diferentes tablas. En este analisis cada tabla es
ponderada por el inverso del primer valor propio obtenido en el ACP, lo cual equilibra
la influencia de los grupos (Zuliani et al., 2012).

El APG comprende sucesivos pasos Yy transformaciones de los datos bajo dos
criterios: que se mantengan las distancias de las configuraciones individuales
asociadas a cada grupo de variables y se minimice la suma de cuadrados
correspondientes al mismo elemento y su centroide. Con esta técnica se obtiene la
posibilidad de utilizar las medidas de distancia mas adecuadas para cada conjunto de
variables, sin generar ningun tipo de pérdida de informacion por transformaciones o
adecuaciones de las variables (Bramardi, 2000). La misma permite balancear el peso
de cada grupo de variables y mejorar la correlacion de aquellos conformados por una
menor cantidad de variables (Reeb et al., 2003).

En el andlisis de cluster a tres modos los agrupamientos se constituyen de
forma tal que dentro de cada grupo, los genotipos tienen un patrén de respuesta
similar para cada atributo o variable evaluada a través de los ambientes (Basford et al.,
1990).

El objetivo basico del ACP de tres vias es representar cada uno de los modos
(genotipo, ambiente y atributo) tan bien como sea posible en un espacio menor de
dimensiones, formando una combinacion lineal de los niveles de los modos (Basford et
al., 1990). El modelo describe la relacion entre unidades no Unicamente dentro de los
modos sino también entre los modos (Chapman et al., 1997). La representacion
gréfica de este tipo de analisis es similar a los biplots utilizados en los métodos de dos
vias.

La principal diferencia entre el cluster y el ACP a tres modos es que el primero
puede describir muy eficientemente las caracteristicas de grupos de genotipos pero
puede hacerse Unicamente en un modo. En oposicion a esto, el ACP genera un
agrupamiento que no es tan claro pero brinda una representacion espacial de cada
modo y de la combinacién de los modos (Basford et al., 1990).

La técnica de AFM es muy utilizada para los estudios de datos sensoriales, de

ecologia, de evaluacion, econémicos y sociolégicos (Abdi y Valentin, 2007), no siendo
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tan aplicada para analisis de datos agronémicos. Mediante la técnica de AFM, Zuliani
et al. (2012), evaluaron 31 poblaciones nativas de maiz de Argentina determinando el
comportamiento de las mismas en cada uno de los ambientes en estudio. Vitelleschiy
Chavasa (2015), caracterizaron 21 variedades de trigo pan mediante esta metodologia
permitiendo identificar que variables resultaron mas sensibles a los cambios
ambientales y que variedades estaban mas afectadas por los ambientes en los cuales
se estudiaron. Del Médico (2016), evalué mediante AFM 18 familias de tomate
conformando cuatro grupos y determinando que variables presentan mayor o menor
heredabilidad.

El APG es una técnica muy utilizada para realizar el andlisis conjunto de datos
agro-morfolégicos y moleculares. Bramardi et al. (2005), agruparon 41 cultivares de
pepino mediante esta metodologia para tratar en forma conjunta datos agrondmicos,
cualitativos y cuantitativos, y moleculares. Lopes et al. (2006), evaluaron 37
aislamientos nativos de levadura para la fermentacibn de uva por caracteres
fisiolégicos y moleculares. Los autores obtuvieron mediante el APG la configuracion
consenso que les permitié visualizar la diversidad genérica registrada. Defacio (2009),
utilizé esta metodologia para evaluar en forma conjunta los datos cualitativos y
cuantitativos registrados en 145 poblaciones nativas de maiz originarias de la provincia
de Buenos Aires.

Utilizando el andlisis de cluster de tres modos, Crossa et al. (1995) clasificaron
156 poblaciones locales de maiz de la raza Conico evaluadas en tres ambientes y 175
poblaciones de la raza Tuxpefio estudiadas en dos ambientes. Chapman et al.
(1997b), con la misma metodologia, agruparon 15 poblaciones locales de maiz que
fueron evaluadas en diez ambientes diferentes, cinco de los cuales se encontraban
con buena disponibilidad de agua y cinco con condiciones de sequia.

Mediante ACP a tres vias, Rincon et al. (1997) evaluaron 184 poblaciones
caribefias conservadas en el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT) en cuatro ambientes, identificando un set de poblaciones con potencial uso
para su introgresién en el material elite. Ortiz et al. (2008) clasificaron 50 poblaciones
peruanas en dos ambientes logrando formar grupos mas separados y bien definidos
que con la clasificacion racial. Con este mismo analisis, Marticorena et al. (2010)
evaluaron 31 poblaciones locales de maiz de Argentina en dos ambientes, pudiendo
determinar grupos de poblaciones de comportamiento homogéneo en ambos
ambientes y otros donde se manifestaron la incidencia de las condiciones ambientales,
lo cual es indicativo de la existencia de interaccién genotipo - ambiente.

Mas recientemente, Lavalle (2016) planted el uso del Andlisis de Procrustes

Generalizado (APG) para el tratamiento de datos provenientes de ensayos
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incompletos conectados por individuos comunes. El APG fue desarrollado por Gower
en 1975 y comprende un proceso iterativo de traslacion, rotacion y escalado donde se
mantiene la distancia relativa entre las poblaciones de las configuraciones individuales
entre puntos analogos, es decir, puntos que corresponden a la misma poblacién bajo
configuraciones diferentes. Con esta técnica, se obtiene la posibilidad de utilizar las
medidas de distancia mas adecuadas para cada conjunto de variables sin generar
ningun tipo de pérdida de informacion por transformaciones o adecuaciones de las
variables (Bramardi, 2000). En la propuesta realizada por Lavalle (2016), se presenta
una alternativa para utilizar el APG en la cual hay un grupo de poblaciones que son
utilizadas como testigos y se miden en todos los ensayos mientras que el resto de las
poblaciones son medidas sélo en un ensayo. La metodologia propuesta utiliza la
informacion de las poblaciones testigo para realizar el centrado y hallar las sucesivas
matrices de rotacion y factores de escala. Las poblaciones evaluadas en cada ensayo
son centradas, escaladas y rotadas de manera de conservar sus posiciones relativas
dentro de cada matriz.

Debido a que esta técnica ha sido recientemente desarrollada, no existen datos
experimentales que la utilicen siendo el presente trabajo el primero en aplicarla.

Es posible concluir, entonces, que existen diferentes alternativas para el
tratamiento del ambiente y sus interacciones. Sus efectos pueden ignorarse utilizando
el promedio aritmético, evitarse aplicando andlisis de datos univariados donde las
mismas son estimadas y eliminadas, o explotarla mediante el uso de andlisis de tres
vias. Cada una de estas alternativas presenta sus ventajas y desventajas y resultaria
adecuado compararlas para definir cual de ellas es la que permite la mejor
caracterizacién y ordenamiento de la variabilidad genética existente en un Banco de
Germoplasma.

Por otro lado, las clasificaciones mas utilizadas en los Bancos de Germoplasma
a nivel mundial, es la clasificacion racial. Esta utiliza variables de tipo cualitativa y
generalmente relacionadas con atributos de la mazorca y el grano (Gutiérrez et al.,
2003; Ortiz et al., 2008). Comparando la clasificaciéon racial con la numérica en
poblaciones locales de maiz uruguayas, Gutiérrez et al. (2003) concluyeron que la
clasificacion numérica forma grupos mas parsimoniosos y cohesivos que la
clasificacion racial aunque la primera posee la desventaja de utilizar caracteres que
estan muy influenciados por el ambiente. Ademas, los autores agregan que la
clasificacion numérica puede considerarse como un analisis mas refinado y detallado
de la relacién entre poblaciones locales de maiz, ya que permite crear grupos mas
homogéneos utilizando caracteres muy importantes para su uso en el mejoramiento
genético. Ortiz et al. (2008), evaluando poblaciones peruanas, indicaron que si bien la
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estructura principal de las razas mas diferenciadas se mantiene, la taxonomia
numérica forma grupos mas separados, compactos y bien definidos reclasificando
partes de las razas en nuevos grupos.

Cada tipo de variables (cuantitativas y cualitativas) aporta informacién respecto
a sistemas genéticos diferentes, lo cual no indica necesariamente que una prevalezca
en importancia sobre la otra sino que, por el contrario, es frecuentemente el
experimentador quién fuerza a que alguna prevalencia ocurra, segun el método de
analisis empleado. Bramardi et al. (2005) evaluaron la relacion entre las matrices de
distancia de datos cualitativos, cuantitativos y moleculares registrados en 41
variedades de pepino (Cucumis sativus L.). Los autores encontraron correlaciones
relativamente bajas pero significativas entre las matrices de distancia de cada tipo de
datos. Al evaluar aislamientos nativos de levadura (Saccharomyces cerevisiae)
utilizada en la fermentacion de vinos por caracteristicas fisioldgicas (datos
cuantitativos) y por marcadores moleculares (datos cualitativos), Lopes et al. (2006)
encontraron una correlacién muy baja entre ambos tipos de variables. Otros autores,
como Bermejo et al. (2010), hallaron una correlacion elevada (r = 0,75) entre las
matrices de similaridad y distancia de datos moleculares y morfolégicos
respectivamente al evaluar 29 genotipos de lenteja (Lens culinaris M.). Por lo
mencionado, es conveniente utilizar alguna metodologia que permita analizar la
informacién aportada por datos cuantitativos y cualitativos en forma conjunta. Para
ello, una propuesta que lo permite sin generar pérdida de informacién es, también, el
APG. Utilizando esta metodologia, Defacio (2009) agrup6 145 poblaciones locales de
maiz originarias de la Provincia de Buenos Aires analizando en forma conjunta datos
agrondmicos y morfolégicos cuantitativos y cualitativos. Mahuad et al. (2013)
analizaron 18 genotipos de tomate mediante caracteres fenotipicos evaluados en los
frutos y marcadores moleculares. Los autores consideraron importante realizar el
analisis conjunto de ambos tipos de datos para detectar posibles QTLs (loci de
caracteres cuantitativos) involucrados en la determinacion de la calidad del producto
comercializado, concluyendo que la metodologia de APG es muy satisfactoria para
identificar asociaciones entre la variabilidad encontrada en las caracterizaciones
fenotipica y genotipica. Granddn et al. (2013) también concluyeron que la
caracterizacion agrondmica y la molecular permiten evaluar la diversidad genética de
genotipos de alfalfa (Medicago sativa L.) y utilizan la técnica del APG para analizar
conjuntamente ambos tipos de caracteres (marcadores moleculares y fenotipos
cuantitativos asociados a la productividad del cultivo).

Por dltimo, y considerando que las poblaciones conservadas corresponden a

distintos origenes geograficos de gran parte del pais, resulta interesante corroborar si
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la variacion genética encontrada tiene alguna relacion con dicho origen. Para ello
puede utilizarse el test de Mantel, que evalla la significancia de la relacion entre dos
matrices de disimilaridad, en este caso entre las matrices de distancia genética y la de
distancia geografica. Esta Ultima es medida como la distancia lineal entre el lugar de
origen o colecta de las poblaciones. Esta metodologia es muy utilizada en la rama de
la ecologia. Toledo-Hernandez et al. (2014) evaluando la distribucién del pez leén
(Pterois spp.) en 24 sitios cercanos a Puerto Rico no encontraron relacién entre el
analisis molecular y la distribuciéon geogréafica, determinando ademas que la variacion
genética encontrada dentro de cada sitio era mayor que entre sitios. Examinando los
datos genéticos de lobos en la costa oeste canadiense, Stronen et al. (2014) no
encontraron relacién con la distancia geogréfica entre las distintas islas. Los autores
plantean que ademas de la distancia geogréafica hay multiples factores interactuando,
como cercania al agua, rugosidad del terreno, etc., que pueden afectar la estructura
genética del area en estudio.

En el caso de poblaciones locales de maiz, la relaciébn entre el origen
geografico y la divergencia genética varia segun las poblaciones evaluadas, las
variables consideradas y las regiones de estudio. Alika et al. (1993) al evaluar 30
entradas nigerianas concluyeron que se revela una separacion de color de grano y tipo
de endosperma segun la zona ecolédgica de la cual provenian las poblaciones y las
rutas de comercio tradicionales, lo que se refleja fundamentalmente en los habitos
culinarios de las diferentes culturas en algunas regiones. Un similar agrupamiento de
las poblaciones originarias de areas geograficas parecidas hallaron Gouesnard et al.
(1997) al clasificar 262 poblaciones francesas. Vigoroux et al. (2008) sostienen que
existe una fuerte componente geogréafica en la organizacion de la diversidad genética
a escala continental al evaluar poblaciones locales de maiz del continente americano.
Ageles-Gaspar et al. (2010) determinaron que los agrupamientos entre las poblaciones
estan influenciados por el gradiente altitudinal en la region de Puebla, México, y
Presello et al. (1996) al evaluar poblaciones locales argentinas de maiz conservadas
en el BAP, encontraron una importante relacion entre el origen geografico y resistencia
al Virus del Mal de Rio Cuarto.

Por otro lado, Melchiorre et al. (2002) no hallaron ninguna correlacion entre la
distancia genética entre las poblaciones y la altitud de la localidad de origen en
poblaciones colectadas en la provincia de Salta, Argentina. Lucchin et al. (2003) y
Defacio (2009) estudiaron maices flint italianos y poblaciones locales de Argentina,
respectivamente, y también determinaron bajas correlaciones entre las distancias
genéticas entre las poblaciones y geograficas del lugar de origen de las mismas. Al

evaluar poblaciones locales argentinas por su comportamiento a fusariosis de la
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espiga, Presello et al. (2006) no hallaron relacion entre la respuesta frente a la
enfermedad y el origen geografico de las poblaciones.

En el presente trabajo se plantea como hipétesis que la caracterizacion y el
ordenamiento de la variabilidad genética existente en poblaciones locales de maiz
conservadas en un Banco de Germoplasma pueden ser obtenidos mas eficientemente
a través de métodos multivariados de tres modos en comparaciéon con las estrategias
del analisis tradicional como Andlisis de Componentes Principales sobre el promedio
aritmético o la eliminacion de los efectos ambiente y sus interacciones mediante el uso

de un modelo lineal mixto.
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CAPITULO II- OBJETIVOS

II-1. Objetivo general

Estudiar y evaluar comparativamente si los métodos de andlisis multivariado a
tres modos permiten un mayor y mejor aprovechamiento de la informacién proveniente
de la caracterizacion de poblaciones locales de maiz, respecto a las estrategias de
analisis tradicional de componentes principales sobre promedio aritmético o

eliminacion de efecto ambiente y sus interacciones a través de modelo lineal mixto.

II-2. Objetivos especificos

Comprobar la adecuacién de nuevos procedimientos estadisticos, dentro del
entorno de los métodos multivariados a tres vias, para el tratamiento de bases de

datos incompletas o desbalanceadas.

Ordenar y clasificar a las poblaciones evaluadas en base a su similitud

utilizando técnicas de Analisis Multivariado.

Determinar la relacién entre el agrupamiento obtenido y el origen geografico de

las entradas.

Para cumplir con la diversidad y complejidad de los objetivos planificados, se
definié dividir el trabajo de tesis en siete capitulos, desarrollandose los cinco restantes

a continuacion:

- Capitulo lll: se presenta el material vegetal utilizado en el trabajo de tesis,
detallando ensayos y disefios experimentales realizados, unidad

experimental y variables evaluadas.

- Capitulo IV: se plantean en forma comparativa diferentes alternativas para
el tratamiento de variables influenciables por el ambiente. Las metodologias

aplicadas consisten en la aplicacion de Modelos AMMI y AFM.

17



Capitulo V: se desarrollaran diferentes metodologias (Promedio aritmético,
Modelos lineales mixtos y APG a tres vias) las cuales se evaluaran
comparativamente, determinando la mas adecuada para integrar la
informacion proveniente de diferentes ensayos de evaluacion. Se
desarrollara en profundidad en este capitulo la metodologia del APG a tres

vias para ensayos Incompletos conectados.

Capitulo VI: se aplicara la técnica seleccionada en el capitulo anterior al
total de poblaciones evaluadas en el BAP. Ademas, las mismas
poblaciones se analizaran por sus caracteristicas cualitativas mediante
ACoo0P. Ambos tipos de variables se evaluaran en forma conjunta aplicando
un APG. Por ultimo se determinara la significancia de la relacion entre las

matrices de distancia genética y geogréfica.

Capitulo VII: se presentaran las conclusiones obtenidas en el presente

trabajo.
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CAPITULO lIl- MATERIALES Y METODOS

lll-1. Material vegetal

Se evaluaron 510 poblaciones locales de maiz colectadas en las provincias de
Buenos Aires, Santa Fe, Cérdoba, La Pampa, Corrientes, Entre Rios y Misiones entre
las décadas de 1950 y 1980. Las mismas se encuentran conservadas en el BAP de la
EEA-INTA. Los datos de pasaporte (latitud, longitud y altitud) y la forma racial de las
poblaciones evaluadas se muestran en el Anexo I.

Como testigos se utilizaron cuatro poblaciones de polinizacién abierta:
Candelaria INTA, Payagua INTA, SP1234 y BS13P. Candelaria INTA y Payagua INTA
se caracterizan por presentar endosperma semidentado en tanto que SP1234
presenta endosperma corneo o flint, estas tres variedades fueron desarrolladas por el
grupo de mejoramiento de maiz de la EEA INTA Pergamino. BS13P presenta
endosperma dentado y es germoplasma de origen estadounidense.

Las entradas fueron agrupadas en 13 ensayos de acuerdo con la similitud
racial, estructura de la planta y ciclo (Castillo Gonzalez y Goodman, 1989; Gouesnard
et al., 1997; Taba et al., 1998 y Salhuana et al., 1998) para evitar que las diferencias
fenoldgicas y morfolégicas entre las poblaciones afecten las evaluaciones. Los
ensayos se detallan a continuacion:

Ensayo 1: 60 poblaciones de la raza Cristalino Colorado colectados en la
Provincia de Buenos Aires.

Ensayo 2: 45 poblaciones de las razas Cristalino Colorado, Cristalino Amarillo,
Pericarpio Rojo, Calchaqui, Dentado Amarillo y grupo No Clasificable colectados en la
Provincia de Buenos Aires.

Ensayo 3: 32 poblaciones de las razas Amarillo Ocho Hileras, Blanco Ocho
Hileras y Dentado Blanco colectados en la Provincia de Buenos Aires.

Ensayo 4: 8 poblaciones de las razas Pisingallo y Dulce colectados en la
Provincia de Buenos Aires.

Ensayo 5: 26 poblaciones de las razas Cristalino Colorado, Cristalino Amarillo,
Cristalino Blanco, Dentado Amarillo y Dentado Blanco colectados en la Provincia de
Santa Fe.

Ensayo 6: 46 poblaciones de la raza Cristalino Colorado, Cristalino Amarillo,
Cristalino Blanco, Pericarpio Rojo, Calchaqui y grupo No Clasificable colectados en la

Provincia de Coérdoba.
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Ensayo 7: 50 poblaciones de las razas Cristalino Colorado, Cristalino Amarillo,
Dentado Blanco, Dentado Amarillo, Avati Moroti Ti y grupo No Clasificable colectados
en las Provincias de Cordobay La Pampa.

Ensayo 8: 39 poblaciones de las razas Pisingallo, Dulce, Amarillo Ocho Hileras
y Blanco Ocho Hileras colectados en las Provincias de Cérdoba y La Pampa.

Ensayo 9: 43 poblaciones de las razas Avati Moroti, Avati Moroti Ti, Avati
Moroti Mita, Calchaqui, Tuson y grupo No Clasificable colectados en las Provincias de
Entre Rios y Corrientes.

Ensayo 10: 52 poblaciones de las razas Dentado Amarillo, Dentado Blanco,
Complejo Tropical, Canario de Formosa y Venezolano colectados en las Provincias de
Entre Rios y Corrientes.

Ensayo 11: 30 poblaciones de las razas Perlita, Perla, Pisingallo y Avati
Pichinga colectados en las Provincias de Corrientes y Misiones.

Ensayo 12: 60 poblaciones de las razas Dentado Amarillo, Camelia, Cravo,
Tusén, Cristalino Colorado, Cristalino Amarillo, Dentado Blanco, Complejo Tropical,
Venezolano, Amargo y grupo No Clasificable colectados en las Provincias de Entre
Rios, Corrientes y Misiones.

Ensayo 13: 18 poblaciones de las razas Avati Moroti, Avati Moroti Ti y Avati
Moroti Mita colectados en la Provincia de Misiones.

El grupo No Clasificable se identifica de esta manera por no presentar
caracteristicas definidas de ninguna raza, sino que se compone de una mezcla de las
mismas.

En los ensayos en que se evaluaron poblaciones pertenecientes a las razas
Dulce y Pisingallo se incluyeron dos poblaciones sintéticas mejoradas de las formas
raciales mencionadas, PoralNTA y Abasto Blanco. PoralNTA es de endosperma
totalmente corneo y reventador y fue desarrollado por el grupo de mejoramiento de
maiz de la EEA INTA Pergamino. Abasto Blanco fue desarrollado por el Grupo de
Mejoramiento de Maiz de la EEA INTA San Pedro y presenta endosperma dextrinoso.

Cada ensayo fue evaluado en dos ambientes el cual surge de la combinacion
localidad x afio (Holland y Goodman, 1995; Rincén et al., 1997; Wolf et al., 2000; de la
Vega et al., 2002) como se muestra en la tabla 1. Las localidades de evaluacion fueron
Pergamino (EEA INTA) y Ferré (Escuela Agrotécnica Salesiana) y las experiencias se
realizaron desde la campafia 2003/04 hasta 2009/10.
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Tabla 1: Ambientes de evaluacion que surgen de la combinacién localidad x afio.

Afo/ Localidad | Pergamino Ferré
03-04 I Il
04-05 0
05-06 v \Y
06-07 VI Vi
07-08 Vi IX
08-09 X
09-10 Xl

En la tabla 2 se presentan

ambientes de evaluacion.

la distribucion de los ensayos en los distintos
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Tabla 2. Distribucion de los ensayos en los distintos ambientes de evaluacion.

Amb | Amb I Amb Il AmbIV | AmbV | Amb VI | AmbVIl | Amb VIl | AmbIX | Amb X | Amb XI
Perg Ferré Ferré Perg Ferré Perg Ferré Perg Ferré Ferré Perg
03/04 03/04 04/05 05/06 05/06 06/07 06/07 07/08 07/08 08/09 09/10

Ensayo 1 X X

Ensayo 2 X X

Ensayo 3 X X

Ensayo 4 X X

Ensayo 5 X X

Ensayo 6 X X

Ensayo 7 X X

Ensayo 8 X X

Ensayo 9 X X

Ensayo 10 X X

Ensayo 11 X X

Ensayo 12 X X

Ensayo 13 X X

22




Ill-2. Ensayo de referencia

Durante la campafia 2010/11 se sembré a campo un ensayo comparativo de
132 poblaciones locales de maiz. Las mismas pertenecen a 13 formas raciales
(Cristalino Colorado, Cristalino Amarillo, Dentado Blanco, Dentado Amarillo, Amarillo
Ocho Hileras, Blanco Ocho Hileras, Calchaqui, Pisingallo, Dulce, Avati Moroti, Avati
Moroti Ti, Avati Moroti Mita, Tusén) y un grupo No Clasificable formados por
poblaciones que fueron colectadas en las Provincias de Buenos Aires, Cérdoba, La
Pampa, Entre Rios y Corrientes. Ademas, se incluyeron las poblaciones sintéticas
mejoradas PoralNTA y Abasto Blanco que estaban presentes en los ensayos
realizados previamente con las razas Dulce y Pisingallo. Como testigos se utilizaron
las cuatro variedades de polinizacion abierta descriptas anteriormente: SP1234,
Payagua INTA, Candelaria INTA y BS13P.

Las poblaciones utilizadas, se corresponden a las de los ensayos 3, 4, 7y 9
descriptos en el apartado llI-1. Estos cuatro ensayos fueron seleccionados del total de
ensayos realizados por el BAP por contener poblaciones de distintas formas raciales y
ser originarias de distintas provincias cuyas condiciones agro-climaticas permiten la
adaptacion de los materiales a los ambientes de evaluacion. Estos cuatro ensayos se
vuelven a realizar en uno solo para poder utilizarlo como fuente de comparacion, ya
gue en este Ultimo no existe la problematica del concatenamiento de poblaciones
caracterizadas en condiciones diferentes, por ello, de ahora en mas sera denominado
ensayo de ‘referencia’.

El ensayo de referencia se realizé en dos ambientes de evaluacion, Pergamino
(EEA INTA) y Ferré (Escuela Agrotécnica Salesiana). En cada ambiente se utiliz6 un
disefio en bloques con dos repeticiones. En todos los casos (ensayos 1 a 13 y ensayo
de referencia) la Unidad Experimental consisti6 en dos surcos de 5 m de longitud
separados 0,7 m entre si.

La fertilizacién se realizd segun los requerimientos de cada lote el cual se
determiné de los analisis de suelos realizados previamente. La cama de siembra se
preparé utilizando un sistema de labranza reducida y la siembra se realizé en forma
manual con una densidad de 5 plantas/m lineal de surco. Se realizaron, de ser
necesarios, el control de malezas y de insectos con agroquimicos especificos para
cada caso siguiendo las recomendaciones estandares para las zonas agroecol6gicas

en gque se implantaron los ensayos. La cosecha se realiz6 en forma manual.
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I11-3. Variables evaluadas

Se registraron 20 variables, 4 cualitativas y 16 cuantitativas. Las mismas
corresponden a caracteres o atributos morfologicos, fenolégicos y agrondémicos y
fueron medidas de acuerdo a la lista de descriptores del IPGRI (International for Plant
Genetic Resource Institute) (CIMMYT/IBPGR, 1991) actualmente denominado
Bioversity International. Estas variables se seleccionaron del total, por ser aquellas que
presentan valor para su uso ya sea en la clasificacién racial o en el fitomejoramiento.

Las variables cualitativas (raza, textura de grano, color de grano y forma de la
mazorca) fueron evaluadas sobre la totalidad de las mazorcas cosechadas.

Para realizar las evaluaciones, las variables cualitativas multiestado se

codificaron para este trabajo como se menciona a continuacion:

Raza: 1. Grupo No clasificable; 2: Cristalino Colorado; 3: Cristalino Amarillo; 4:
Cristalino Blanco; 5: Dentado Amarillo; 6: Dentado Blanco; 7: Dulce; 8: Pisingallo; 9:
Amarillo Ocho Hileras; 10: Blanco Ocho Hileras; 11: Pericarpio Rojo; 12: Calchaqui;
13: Avati Moroti; 14: Avati Moroti Mita; 15: Avati Moroti Ti; 16: Avati Pichinga; 17:
Perla; 18: Perlita; 19: Camelia; 20: Cravo; 21: Amargo; 22: Tuson; 23: Canario de

Formosa; 24: Complejo Tropical; 25: Venezolano

Textura: 1: Cristalina; 2: Dentada; 3: Dulce; 4: Reventadora; 5: Harinosa; 6:

Semidentada

Color de grano: 1: Colorado; 2: Amarillo; 3: Blanco; 4: Rojo

Forma de la mazorca: 1: Cilindrica; 2: Cilindrica — C6énica; 3: Conica

Las variables cuantitativas registradas fueron Grados dias a floracion
masculina (GDUM), Grados dias a floracion femenina (GDUF), Sincronia entre
floracion masculina y femenina (ASI), Altura de planta (ALTPL), Altura de insercién de
mazorca (ALTMZ), Porcentaje de plantas quebradas (PORQ), Porcentaje de plantas
volcadas (PORV), Longitud de mazorca (LMZ), Diametro de mazorca (DMZ), Namero
de hileras de la mazorca (NHIL), Granos por hilera de la mazorca (GRHIL), Ancho de
grano (AGR), Largo de grano (LGR), Peso de 1.000 semillas (P1000), Rendimiento
(REND) y Prolificidad (PROL).
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Los dias a floracion masculina y femenina se registraron cuando el 50% de las
plantas de la parcela se encontraban liberando polen o presentaban estigmas visibles,
respectivamente. La sincronia entre ambas floraciones surgi6 de la diferencia entre las
floraciones femeninas y masculinas. Para estas tres variables, los dias fueron
transformados a tiempo térmico (Unidad de Grados Dias) a través de la siguiente
férmula propuesta por Andrade et al. (1996).

n
GDU= E(Tas‘ Tb)
Dénde: Tas = Temperatura media del aire
Th = Temperatura base, para el caso de maiz en la zona donde se llevaron a
cabo los ensayos es 8 °C
n = namero de dias

Las alturas de insercibn de mazorca y de planta se registraron cuando la
parcela se encontraba en estado de grano lechoso (R3 segun Ritchie y Hanway, 1982)
sobre 10 plantas tomadas al azar y en competencia completa dentro de la parcela.
Para ello se midié en cm. desde la base de la planta hasta el nudo de inserciéon de la
mazorca superior y hasta el 4pice de la panoja respectivamente. Se realizaron los
promedios de las 10 plantas evaluadas y ese dato es el que se utilizé para efectuar los
analisis.

El porcentaje de plantas quebradas y volcadas fue tomado en la parcela
completa cuando la misma alcanz6 la madurez de cosecha (R8 segun Ritchie y
Hanway, 1982) Se contabilizaron la cantidad de plantas quebradas y volcadas y se
expresaron como porcentaje respecto al total de plantas de la parcela.

Una vez cosechada la totalidad de la parcela se tomaron 10 mazorcas al azar
de cada poblacion y sobre ellas se registraron los datos de mazorca y grano. El
promedio de los 10 datos de cada variable registrada es el que se utiliz6 al realizar los
andlisis.

La longitud de mazorca se midi6 desde la insercion con el pedunculo hasta el
extremo distal de la misma y se expres6 en cm. El diametro de la mazorca se registré
en milimetros (mm) con un calibre sobre el ancho de la parte media de la espiga.

El nimero de hileras de la mazorca y los granos por hilera de la misma
surgieron de contabilizar el namero de granos sobre el diametro y el largo de la espiga
respectivamente.

El ancho y largo de grano se evaluaron en mm con un calibre tomando 10

granos al azar de la parte media de las espigas.
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La prolificidad surgié de la relacion entre el nimero total de mazorcas
obtenidas a la cosecha y el nimero de tallos registrados expresandose como indice el
cual indica el niumero de mazorcas por planta.

Las variables rendimiento y peso de 1.000 semillas se registraron una vez
desgranada la totalidad de las mazorcas de la parcela.

Con el peso total de granos de la parcela se estimé el rendimiento utilizando la
formula:

REND (Kg/ha) = [Peso de grano x 1.428,57 x (100 — humedad)/85]
con la cual se corrigio a una base de humedad de 15% y se expreso en Kg/ha.

El peso de 1.000 semillas surgié de contabilizar manualmente 1.000 semillas
tomadas al azar del total cosechado y pesarlas con una balanza electrénica. Esta

variable se expres6 en gramos (g).
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CAPITULO IV - ESTRATEGIAS DE ANALISIS PARA EL ESTUDIO DE
CARACTERES INFLUENCIABLES POR EL AMBIENTE

IV-1. MATERIALES Y METODOS

IV-1.1. Material vegetal

En el presente capitulo se utilizaran los datos del ensayo de referencia
descripto en el capitulo Ill, Materiales y métodos, especificamente en el apartado 111-2.,
Ensayo de referencia.

Los datos registrados en cada ambiente de evaluacion se organizaran en dos
tablas de dos modos. Cada tabla estara integrada por filas, en las que se
representaran las poblaciones o genotipos, y columnas, donde se ubicaran las 16

variables cuantitativas evaluadas.

IV-1.2. Metodologia

Dado que se cuenta con dos tablas de dos modos, una para cada ambiente de
evaluacion, el estudio de los caracteres se realizé utilizando diferentes estrategias de
andlisis. Por un lado se realizé un andlisis tradicional determinando el efecto del
ambiente y la presencia de interaccién genotipo - ambiente mediante un ANOVA para
cada variable, estudiando la misma en el caso de que sea significativa o altamente
significativa a través del modelo de efecto de interaccion multiplicativo y efectos
principales aditivos (AMMI). Como método alternativo de andlisis de la interaccion
genotipo - ambiente a tres modos, se traté en forma conjunta toda la informacién para
lo cual se utilizé la metodologia de AFM. Cada una de las metodologias aplicadas se

detalla en los puntos siguientes.

IV-1.2.1. Modelo de efecto de interaccion multiplicativo y efectos principales
aditivos (AMMI)

Este tipo de metodologia combina las técnicas de ANOVA con la de ACP en un
solo modelo, donde el ANOVA permite estudiar los efectos principales de los factores
y el ACP, la interaccion de los mismos la que es tratada de forma multivariada para su
interpretacion (Varela et al., 2008).

En una primera instancia se realiz6 un ANOVA bifactorial considerando los
factores genotipo y ambiente para cada una de las variables bajo estudio. EI modelo

matematico utilizado fue:
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Vik=H+Pi + Aj+ PixX A+ Bgj + € i
Donde: yjx = Cada una de las variables de respuesta

KU = media general

Pi = efecto de poblacién, i= 1...145;

A= efecto de ambiente, j =1, 2;

Bk ;) = efecto de bloque anidado en ambiente, k = 1, 2;

Pi x A = efecto de la interaccion poblacion por ambiente;

& = término del error

Todos los efectos fueron considerados aleatorios excepto el efecto de
poblacion que se considerdé fijo.

Sobre aquellos caracteres que presentaron interaccidbn genotipo-ambiente
significativa o altamente significativa se profundizé el andlisis de la interaccion
mediante un modelo AMMI. Los resultados se representan graficamente para cada
una de las variables analizadas. Este modelo se aplic6 utilizando el software

estadistico Infogen (Balzarini et al., 2016).

IV-1.2.3. Analisis Factorial Multiple (AFM)

Esta metodologia permite trabajar en forma conjunta con varias tablas de dos
modos y su objetivo es la busqueda de una estructura comin o representativa de
todas las tablas. Como en el presente trabajo los grupos de variables estan registradas
sobre el mismo grupo de poblaciones, las tablas, cada una de las cuales se
corresponde a un ambiente de evaluacion, pueden ser concatenadas una al lado de la
otra conformando una Unica tabla de poblacion por variables.

Para ello se realizaron dos etapas. En la primera se realiza un ACP a cada una
de las tablas donde se registran los valores propios de cada una de ellas. Esta etapa

se representa esquematicamente en la Figura 1.
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Figura 1: Representacién gréfica de la primer etapa del AFM

x1 X2
132 132
ACP( » ) ACP ( A )

Imagen adaptada de Zuliani et al., 2012

En la segunda etapa, ambas tablas son concatenadas una al lado de la otra
formando una Unica tabla de poblaciones por variables. Para ello, cada tabla es
ponderada por el inverso del primer valor propio obtenido en el ACP de dicha tabla
(Figura 2).

Figura 2: Representacién gréfica de la segunda etapa del AFM
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Imagen adaptada de Zuliani et al., 2012
Los datos obtenidos de este andlisis se representan graficamente en un biplot.

Para realizar el AFM se utilizé el paguete FactoMiner del entorno de programacion y
analisis de datos R (L& y Husson ., 2008).
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IV-2. RESULTADOS

IV-2.1. Modelo de efecto de interaccion multiplicativo y efectos principales
aditivos (AMMI)

Las significaciones para los distintos términos del modelo del ANOVA bifactorial

para cada una de las variables analizadas se muestran en la tabla 3.

Tabla 3: Significaciones para los distintos términos del modelo del ANOVA bifactorial para cada

una de las variables analizadas

. Efecto
Variables — - . .
Poblacién | Ambiente | GenotipoxAmbiente
LMZ *% *%* *
DMZ ** ** NS
AGR i * NS
LGR i * NS
NHIL *x ** NS
GRHIL *% *% *
PROL * NS **
P1000 i * NS
REN D *% *% *
ALTPL * NS NS
ALTMZ * NS NS
GDUM * * NS
GDUF * * NS
ASl *% * *
PORQ *% *% *
PORV NS * NS

Referencias: LMZ: Longitud de mazorca; DMZ: Diametro de mazorca; NHIL: Namero de hileras; AGR:
Ancho de grano; LGR: Largo de grano; GRHIL: Granos por hilera; PROL: Prolificidad; P1000: Peso de
1000 granos; REND: Rendimiento; ALTPL: Altura de planta; ALTMZ: Altura de insercién de la mazorca
superior; GDUM: Tiempo térmico a floracién masculina; GDUF: Tiempo térmico a floracion femenina; ASI:
Sincronia entre floracion masculina y femenina; PORQ: Porcentaje de plantas quebradas; PORV:
Porcentaje de plantas volcadas. NS: no significativo (p>0,05); *: significativo (0,01<p<0,05); **: altamente
significativo (p<0,01).

Como se muestra en la tabla precedente, el efecto de la interaccion genotipo-
ambiente resulté no significativo para la mayoria de las variables excepto para los
descriptores LMZ, REND, ASI, GRHIL y PORQ que mostraron diferencias
significativas y PROL que presentd diferencias altamente significativas entre las
combinaciones de los factores poblacion y ambiente.

El efecto poblacion es altamente significativo para todas las variables excepto
para PORV donde resulta no significativo.

El efecto del ambiente también presentd diferencias altamente significativas

para la mayoria de las variables. Las variables P1000, AS| y PORV mostraron efectos
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significativos, mientras que PROL, ALTPL y ALTMZ presentaron diferencias no
significativas entre ambientes.

Para profundizar el estudio de la interaccion, sobre aquellas variables que
tuvieron un efecto significativo o altamente significativo para la interaccion genotipo-
ambiente, se aplic6 un modelo AMMI.

El resultado de la aplicacion del modelo AMMI para la variable REND se
muestra en la figura 3. Observando el gréafico se determina que las poblaciones mas
estables para esta variable son aquellas que se ubican en el centro del eje de
coordenadas. El ambiente 1 presenta mayor interaccion positiva con las poblaciones
ARZM01134, ARZM04069, ARZM01133, ARZM18056 y ARZM04058, es decir estas
poblaciones arrojaron rendimientos muy superiores en este ambiente que en el
ambiente 2. Por el contrario las poblaciones ARZM14023, ARZM18049 y ARZM14050
fueron muy productivas en el ambiente 2 y de bajos rendimientos en el ambiente 1.

El grafico obtenido para la variable LMZ (Figura 4) indica que el ambiente 1
presenta mayor interaccién positiva con las poblaciones ARZM04092, ARZM04041 y
ARZM04081, mostrando el ambiente 2 mayor interaccidn positiva con las poblaciones
ARZMO01113, ARZM01118, ARZM01139 y ARZM18048.

Para la variable PROL, la representacion grafica se muestra en la figura 5. En
la misma puede observarse que el ambiente 1 muestra mayor interaccion positiva con
las poblaciones ARZM04041, ARZM04076, ARZM04015 y ARZM03031, mientras que
en el ambiente 2 las poblaciones con mayores valores de prolificidad son AZM04046 y
ARZM14003.

La figura 6 representa graficamente la interaccion genotipo-ambiente para la
variable ASI. En la misma puede observarse interaccion positiva de algunas
poblaciones con ambos ambientes. En el caso del ambiente 1 dicha interaccion esta
dada con las poblaciones ARZM14118, ARZM01128, ARZM01139 y ARZM04064.
Para el ambiente 2, la mencionada interaccioén se da con las poblaciones ARZM14045,
ARZM14022, ARZM14037 y ARZM14047.

La variable GRHIL se representa graficamente en la figura 7. En el ambiente 1,
las poblaciones ARZM04092, ARZM01134, ARZM01137, ARZM03044 y ARZM14066
son las que presentan mayor cantidad de granos por hilera, en oposicion a lo que
ocurre en dichas poblaciones en el ambiente 2. En este ultimo, las poblaciones que
presentaron mayor niumero de granos por hilera son ARZM01071, ARZM18011 y
ARZM14023.

31



Figura 3: Biplot generado por la aplicacién del modelo AMMI para la variable REND
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Unicamente por los nimeros que las representan.
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Figura 4: Biplot generado por la aplicacién del modelo AMMI para la variable LMZ.
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Figura 5: Biplot generado por la aplicacidn del modelo AMMI para la variable PROL.
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Figura 6: Biplot generado por la aplicacién del modelo AMMI para la variable ASI.
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Figura 7: Biplot generado por la aplicacién del modelo AMMI para la variable GRHIL
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36



Figura 8: Biplot generado por la aplicacion del modelo AMMI para la variable PORQ
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El grafico obtenido para la variable PORQ (Figura 8) muestra que el amiente 1
presenta interaccion positiva con las poblaciones ARZM01118, ARZMO04011,
ARZM14047, ARZM18011 y ARZM18055, mientras que el ambiente 2 lo hace con
ARZMO01071, ARZM01064, ARZM01143 y ARZM01123.

En los graficos precedentes no puede determinarse una poblacion que
presente interaccién para las seis variables. Ademas, las interacciones no reflejan
ningun patron que permita relacionarla ni con la forma racial ni con el origen

geografico.
IV-2.2. Andlisis Factorial Multiple (AFM)
En la figura 9 se muestra la configuracion de las variables en el plano.

Figura 9: AFM. Representacion de las variables sobre las dos primeras dimensiones
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Referencias: LMZ: Longitud de mazorca; DMZ: Diametro de mazorca; NHIL: Namero de hileras; AGR:
Ancho de grano; LGR: Largo de grano; GRHIL: Granos por hilera; PROL: Prolificidad; P1000: Peso de
1000 granos; REND: Rendimiento; ALTPL: Altura de planta; ALTMZ: Altura de insercion de la mazorca
superior; GDUM: Tiempo térmico a floracién masculina; GDUF: Tiempo térmico a floracién femenina; ASI:
Sincronia entre floracion masculina y femenina; PORQ: Porcentaje d plantas quebradas; PORV:

Porcentaje de plantas volcadas. AMB1: Ambiente 1; AMB 2: Ambiente 2
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Como se observa en el gréfico, la mayoria de los vectores que representan las
mismas variables en ambos ambientes forman un &ngulo muy pequefio, es decir,
estan bastante préximos en el plano. Esto indicaria que las variables analizadas, en
los ambientes evaluados presentarian un comportamiento estable. Las variables con
mayor peso en el primer factor, el cual explica un 27,9% de la variabilidad, serian las
relacionadas a ciclo a floracion, altura, peso de 1000 granos y largo y ancho de grano.
En el segundo factor las variables granos por hilera y longitud de mazorca son las que
mas contribuirian a diferenciar a las poblaciones. Este segundo factor explica un
16,91% de la variabilidad para las poblaciones y ambientes evaluados.

La distribucion de las variables en el plano indicaria que no existe una
interaccion genotipo - ambiente multivariada significativa. Sin embargo, variables como
ASl y PROL en mayor medida y LMZ, REND y GRHIL en menor importancia, sugieren
una interaccion especifica, que no llegaria a manifestarse en forma multivariada por su
pequefio aporte a la variabilidad general. Esto ultimo se verifica en la corta longitud de
los vectores asociados a dichas variables.

La representacion de los dos ambientes sobre el plano principal presentado en
la figura 10 destaca la alta relacion entre ambos ambientes, en especial para las
variables asociadas a la Dimension 1. Podria, sin embargo, plantearse una interaccion

(aunque no muy elevada) para las variables asociadas a la Dimension 2.

Figura 10: AFM. Representacion de los ambientes en el plano principal:
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Referencias: AMB1: Ambiente 1; AMB 2: Ambiente 2
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La distribucién de las poblaciones evaluadas en el plano se muestra en la
figura 11, en la cual pueden identificarse 8 grupos.

El grupo 1 estd conformado Unicamente por la poblacion ARZM01111 que
presenta los valores mas bajos para todas las variables evaluadas. El grupo 2 esta
representado por poblaciones que poseen bajo rendimiento, son de ciclo a floracién
corto, de baja altura, con mazorcas y granos pequefios. El grupo 3 contiene
poblaciones de tamafio de mazorca y grano intermedios, de bajo rendimiento y altura y
de ciclo a floracion corto. La poblacion ARZM01109 conforma el grupo 4 y es la que
presenta mazorcas mas largas y con mayor numero de hileras de todas las
poblaciones estudiadas, teniendo rendimiento, altura y ciclo a floracién intermedios.
Los grupos 5, 6 y 7 son los que representan poblaciones con rendimientos mas
elevados, de mayor altura tanto de planta como de insercion de espiga y de ciclo a
floracion mas largo, diferenciandose entre ellos por el segundo factor. El grupo 5 esta
constituido Unicamente por la poblacion ARZM14077 y posee mazorcas largas con un
elevado nimero de hileras, el grupo 7 es opuesto al anterior con mazorcas mas cortas
y menor namero de hileras en su longitud y el grupo 6 tiene un comportamiento
intermedio ante estas variables. El grupo 8 es el mas numeroso en cuanto al nimero
de poblaciones que lo integran y presenta valores intermedios para todas las variables

evaluadas.

40
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Figura 11: AFM. Representacion de las poblaciones en el plano principal
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IV-3. DISCUSION

El ANOVA realizado indica que existe efecto de genotipo significativo o
altamente significativo lo cual demuestra la presencia de variabilidad entre las
poblaciones locales evaluadas. También se observan diferencias significativas o
altamente significativas para el efecto del ambiente para la gran mayoria de las
variables. Esto indicaria que las poblaciones presentarian un comportamiento diferente
en cada uno de los ambientes en los que se evaluaron.

A diferencia de los efectos de genotipo y ambiente, la interaccidon genotipo-
ambiente mostré efectos no significativos para la mayoria de las variables. Esto
evidenciaria que las variables evaluadas se comportarian de forma estable en los
ambientes bajo estudio. Por lo mencionado, los diferentes genotipos podrian
seleccionarse, para eventualmente ser utilizadas como progenitores en programas de
mejoramiento, para ambos ambientes ya que se comportarian de manera similar frente
a los caracteres evaluados. En aquellas variables que muestran interaccién, ya sea
significativa o altamente significativa, podrian seleccionarse determinadas poblaciones
0 genotipos para cada uno de los ambientes utilizados. A pesar de lo mencionado,
seria interesante poder realizar las evaluaciones en ambientes mas contrastantes, lo
cual permitiria validar los resultados obtenidos.

La presencia de interaccidn genotipo-ambiente indicaria la inconsistencia en la
performance de las poblaciones a través de los ambientes en que fueron evaluadas
(Workie et al., 2013). Por otro lado, debido a la presencia de esta interaccion, no
podrian predecirse el comportamiento de los genotipos en diferentes ambientes
utilizando los datos de uno de ellos (Alvarez y Ruiz de la Galarreta, 1999). Workie et
al. (2013) indican que el andlisis de la variancia es un procedimiento muy empleado
para determinar la magnitud de la interaccion genotipo-ambiente pero no provee
informacion sobre la contribucion de genotipos individuales a dicha interaccion. Para
afrontar este problema se han desarrollado diferentes procedimientos estadisticos
siendo los modelos AMMI muy utilizados en el fito-mejoramiento. Alvarez y Ruiz de la
Galarreta (1999), recurrieron a este tipo de modelo para evaluar el rendimiento en
poblaciones locales de maiz del norte de Espafia a través de 12 ambientes,
determinando que las poblaciones locales pueden proveer germoplasma de utilidad
para el mejoramiento en areas ecoldgicas en las cuales se encuentran adaptadas y
presentan un comportamiento superior a otros materiales. Por lo mencionado, para las
variables en que la interaccion es significativa o altamente significativa se justifica el

uso de un modelo AMMI que permita evaluar dicha interaccion.
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Las poblaciones que se encuentren ubicadas préoximas al origen de
coordenadas seran las que tendrdn un comportamiento mas estable al ser probadas
en los distintos ambientes, mientras que aquellas con posiciones extremas, seran las
mas inestables y los responsables de la interaccion altamente significativa detectada
en los datos. El término estabilidad se define en este trabajo como la habilidad que
presenta un genotipo para ser consistente en varios ambientes (Balzarini et al., 2010).

En los modelos AMMI pueden introducirse tantos términos multiplicativos como
sea necesario para explicar la variabilidad de la interaccion siendo el maximo el
numero de ambientes por lo cual es preciso determinar la cantidad de términos
multiplicativos a incluir de forma tal que el modelo resulte ser el mas adecuado
(Marticorena, tesis de maestria en elaboracién). En este estudio, dado que se han
ensayado Unicamente dos ambientes de evaluacion, al aplicar el modelo AMMI, las
dos primeras CP explican el 100% de la variabilidad.

Para las variables en que se aplicé el modelo AMMI en el presente trabajo, la
mayoria de las poblaciones mostraron un comportamiento estable en ambos
ambientes. En los respectivos graficos Unicamente pueden distinguirse aquellas
poblaciones mas inestables, es decir, las mas alejadas del centro del eje de
coordenadas. ElI comportamiento diferencial de esas poblaciones en cada uno de los
ambientes es el responsable de las interacciones significativas o altamente
significativas detectadas a través de los ANOVA. La gran estabilidad encontrada para
la mayoria de los genotipos podria estar explicada porque, a pesar de haber
diferencias significativas o altamente significativas del ambiente para la mayoria de las
variables, ambos ambientes se encuentran relativamente cercanos geograficamente.

En resumen, la aplicacion de los modelos AMMI permitié individualizar a las
poblaciones responsables de la interaccion genotipo-ambiente detectada en el Andlisis
de la Varianza aplicado a las variables rendimiento, longitud de mazorca, sincronia
entre la floracion masculina y femenina, granos por hilera, prolificidad y porcentaje de
guebrado. Por otra parte, los resultados obtenidos permitieron conocer cuales de las
poblaciones en estudio son las mas estables.

Kumar y Singh (2015) concluyeron que el modelo AMMI puede ser usado en
forma satisfactoria en el mejoramiento genético de plantas para determinar la
estabilidad en rendimiento en maiz bajo diversas condiciones ambientales.

Si bien los modelos AMMI tienen un rol muy importante en el estudio de la
interaccion, una vez detectada su existencia, ya que posibilitan profundizar el analisis,
tienen una limitacién. Por tratarse de una técnica univariada, so6lo es posible estudiar

de a una variable por vez, no posibilita el andlisis conjunto de las variables
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involucradas en la interaccion entre si ni con el resto de los caracteres analizados
(Marticorena, tesis de maestria en elaboracion).

Para salvar este inconveniente, en los Ultimos afios se han desarrollado
técnicas estadisticas que permiten el analisis simultdneo de un grupo de poblaciones,
variables y condiciones o ambientes en forma conjunta. Estas técnicas permiten la
obtencion de una estructura consenso capaz de sintetizar toda la informacién
disponible, y ademas brindan la posibilidad de analizar el comportamiento de la
interaccion genotipo-ambiente (Zuliani et al., 2012). Dentro de estos, uno de los
métodos mas utilizados es el de Andlisis Factorial Multiple (AFM), el cual es un método
factorial adaptado al tratamiento de tablas de datos en las que un mismo conjunto de
individuos se describe a través de varios grupos de variables. Los grupos de variables
pueden surgir de la utilizacidbn conjunta de variables de diferente naturaleza,
cuantitativas y cualitativas, o del manejo de un mismo conjunto de variables medidas
en distintos periodos de tiempo, condiciones o ambientes (Abascal Fernandez y
Landaluce Calvo, 2002). El objetivo de esta técnica es la busqueda de una estructura
comun o consenso entre las diferentes condiciones (Vitelleschi y Chavasa, 2015).
Ademas, esta metodologia permite identificar aquellas variables que presentan
interaccion con el ambiente a través de los vectores que se forman entre ellas. La
formacion de un angulo agudo entre una misma variable en los dos ambientes, indica
ausencia de interaccién variable-ambiente. A medida que el angulo entre los vectores
de la misma variable en los diferentes ambientes se hace mayor, denota la presencia
de interaccion para esa variable a través de los ambientes evaluados. En la figura 9 se
puede observar que la mayoria de los vectores que representan a las variables en los
dos ambientes muestran un angulo muy pequefio, indicando que las mismas son
estables en las condiciones evaluadas. Por otro lado, las variables ASI, LMZ, REND,
GRHIL, PORQ y PROL son las que presentan mayor angulo entre los dos ambientes,
indicando la presencia de interaccion para dichos caracteres. La presencia de
variables con un comportamiento estable, contrastada con aquellas que presentan un
comportamiento menos estable, pone en evidencia la existencia de interaccion
variable-ambiente multivariada (Zuliani, 2012).

Vitelleschi y Chavasa (2015), al evaluar variedades de trigo pan en dos
ambientes pudieron identificar, utilizando AFM, aquellas variables que resultaron mas
sensibles a los cambios ambientales, determinando ademas que variedades fueron
menos afectadas por el ambiente, como asi también las que resultaron mas afectadas
por el mismo. Ademas, las autoras determinaron que el tratamiento de tablas multiples
supone un enfoque mucho mas completo que si se utilizaran tablas de doble entrada.

También aseveran que la técnica de AFM posee informacibn mucho mas rica en
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cuanto a la interpretacién del efecto del ambiente y sus interacciones. A la misma
conclusion arribaron Zuliani et al. (2012) al evaluar 31 poblaciones nativas de maiz de
Argentina.

Fernandez Aguirre et al. (2013) mencionan que el AFM proporciona resultados
de gran interés desde el punto de vista de la interpretacion ya que en un mismo grafico
pueden aparecer conjuntamente individuos, variables y ambientes. Un estudio
minucioso de estos planos permite detectar la tendencia general de los individuos, los
grupos que definen en mayor medida esta tendencia, asi como los individuos raros, es

decir, aquéllos cuyo comportamiento es diferente segun el grupo que los describe.

En el presente trabajo puede determinarse que aplicando las diferentes
metodologias (AMMI y AFM) se arribdé a resultados similares. Las variables que
muestran interaccion con ambas metodologias son las mismas (REND, PROL, LMZ,
GRHIL, PORQ y ASI). El resto de los descriptores evaluados presentaron un
comportamiento estable en ambos ambientes.

Mas alla de estas similitudes y de que ambas metodologias permiten ampliar el
estudio de la interaccion genotipo-ambiente, el AFM lo hace desde el punto de vista
multivariado pudiendo determinarse las interacciones entre las variables evaluadas.
Abascal Ferndndez y Landaluce Calvo (2002) mencionan que una caracteristica
importante del AFM son las representaciones gréaficas en las que se pueden estudiar
las relaciones entre las variables de las diferentes tablas, lo que permite analizar la
estabilidad de las mismas. Del Médico (2016), arribo a una conclusion similar,
indicando que el AFM posee la ventaja sobre otras metodologias de permitir el estudio
de la relacion entre variables.

Zuliani (2012) menciona que los resultados del AFM frente a la técnica
tradicional, proporciona informacion mas rica, sobre todo en las interpretaciones
referidas al ambiente. La autora indica ademas, que el principal obstaculo que
presenta esta técnica radica en sus fundamentos tedricos menos difundidos y por
resultar de mayor complejidad para el investigador no avezado en métodos
estadisticos.
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CAPITULO V- INTEGRACION DE INFORMACION PROVENIENTE DE DIFERENTES
ENSAYOS DE CARACTERIZACION

V-1. MATERIAES Y METODOS

V-1.1. Material vegetal

Se analizaran los datos del ensayo de referencia descripto en el apartado “Ill-
2., Ensayo de referencia” y los ensayos 3, 4, 7 y 9 detallados en el apartado “llI-1.,
Material vegetal”’. Fueron seleccionados estos cuatro ensayos debido a que incluyen
una adecuada muestra de la diversidad presente en el BAP en cuanto a formas
raciales y origenes geograficos y se adaptan a los ambientes de evaluacion. El

material vegetal utilizado se representa graficamente en la figura 12.

Figura 12: Ensayos y ambientes de evaluacion a utilizar en los andlisis
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IV-1.2. Metodologia

El BAP conserva 2.549 poblaciones locales de maiz por lo cual es
practicamente imposible evaluar las entradas en su totalidad en una sola campafa
agricola. Para que el material sea manejable experimentalmente, se lo divide en
diferentes ensayos en los cuales se evalla un grupo de materiales a través de un

mismo conjunto de variables, algunas de las cuales pueden llegar a ser muy
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influenciadas por el ambiente. Para caracterizar la totalidad de las poblaciones
evaluadas en distintos ensayos en forma conjunta, se compararon distintas técnicas
estadisticas. Como fuente de comparacion se utilizé el ensayo de referencia, ya que
en este Ultimo no existe la problematica del concatenamiento de poblaciones
caracterizadas en condiciones diferentes. Para ello, los datos registrados se
promediaron para cada poblacion y variable a través de las repeticiones y los
ambientes. Varios autores (Zuliani, 2012; Marticorena et al., 2010; Reeb et al., 2007 y
Epinat-Le Signor et al., 2001) justifican la concordancia entre esta metodologia con
otras técnicas mas complejas, siendo ademas la mas tradicionalmente utilizada. Los
resultados obtenidos se contrastaron con tres estrategias de andlisis: promedio
aritmético, modelo lineal mixto y analisis multivariado a tres modos o tres vias. En el
primer caso se promediaron los ambientes y repeticiones, obteniéndose un Unico valor
para cada poblacién a lo largo de las “p” variables. En la técnica de modelos mixtos se
aplicé el modelo propuesto por Reeb et al. (2007), que plantea la concatenacion de los
promedios para las poblaciones a través de las repeticiones y ambientes en los
distintos ensayos estimando y eliminando los efectos que no sean los inherentes al
genotipo. Por ultimo se considero la factibilidad de la utilizacion de metodologias de
analisis multivariado a tres modos o tres vias para la obtencién de una configuracion
de poblaciones ‘promedio’ o ‘consenso’. Cada una de las metodologias empleadas se

describe con mayor detalle a continuacion.

V-1.2.1. Promedio aritmético

Para cada variable y poblacion, se obtuvo la media aritmética de los valores
registrados a través de las repeticiones y ambientes en que las mismas se evaluaron
(Figura 13). Zuliani (2012) y Marticorena et al. (2010), concluyen en sus trabajos que si
el objetivo del estudio es encontrar similitudes entre poblaciones de maiz evaluadas en
dos ambientes, o condiciones agronomicas diferentes, es posible utilizar esta
metodologia ya que existe una alta concordancia con los resultados obtenidos
mediante técnicas de mas compleja aplicacién. Una vez realizados los promedios se
organizé una matriz de datos con todas las poblaciones evaluadas en los cuatro
ensayos y los mismos se analizaron mediante un Andlisis de Componentes Principales
(ACP). Para obtener una mejor claridad en la interpretacion de los resultados, un Arbol
de Minima Distancia (MST) originado de la matriz de distancias euclideas obtenida a
partir de los datos cuantitativos estandarizados, fue superpuesto sobre el grafico del
ACP.
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Figura 13: Representacion grafica de la obtencién de la media aritmética a través de las

repeticiones y ambientes de los valores registrados

Ensayo de

referencia Ensayo 3 Ensayo 4 Ensayo 7 Ensayo 9

ARZMO01063

ARZMO01153
Testigos
ARZMO01110
ARZM01120

Testigos

ARZM14003

W oO®OS>SO0 ~TO® —TTOTO

ARZM18057
Testigos

ARZM03026

ARZM04092
Testigos

V-1.2.2. Modelo lineal mixto para la estimacién y eliminacion de efectos

Una alternativa para establecer las relaciones existentes en la totalidad del
material evaluado en diferentes condiciones ambientales, es la utilizacion de un
modelo lineal mixto que refleje el escenario experimental planteado y permita estimar y
eliminar los efectos que se dan en las condiciones particulares de evaluacion. Para
poder aplicar esta metodologia, es necesario que los ensayos cuenten con la
presencia de poblaciones comunes (testigos) que justifican o permiten combinar todos
los ensayos y ambientes en un solo modelo (Taba et al., 1998).

Para realizar este analisis, se construyd una matriz de datos con todas las
poblaciones evaluadas. Las filas corresponden a las poblaciones y las columnas a los
caracteres evaluados. Dentro de los factores analizados, se incluyeron ensayo y
ambiente, tal como se describié en el apartado “lll-1., Material Vegetal”.

Una vez obtenida dicha matriz, y para cada una de las variables de respuesta,
se estimaron y eliminaron los efectos de ensayo, ambiente, bloque, y las
correspondientes interacciones, para lo cual se utilizé el modelo planteado por Reeb et

al. (2007), detallado a continuacion:
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Vik =L+ Ei+A+P + PIXA+PIXE + A XE +Bygj+ €iu
Donde: yjq = Cada una de las variables de respuesta en la caracterizacion

p = media general

Ei = efecto de ensayo, i = 1,...4;

A = efecto de ambiente, j = 1,...4;

Bk ij = efecto de bloque anidado en ambiente y ensayo, k =1, 2;

P, = efecto de poblacién, | = 1...145;1= 1..60siE=1;1=1..45siE=2; |I=
1...32siE=3;1=1...8siE=4);

Pi x Aj = efecto de la interaccion poblacion por ambiente;

P: x Ei = efecto de la interaccién poblacion por ensayo;

A x Ei = efecto de la interaccién ambiente por ensayo;

€ jji = término del error

Todos los efectos fueron considerados aleatorios excepto el efecto de
poblacion que se considero fijo. El modelo fue totalmente desbalanceado y se procesoé
con el procedimiento proc glm de SAS (SAS Institute, 2008).

Este modelo fue seleccionado de un total de cuatro planteados por Reeb et al.
(2007), ya que con el mismo se considera una doble conexion de los ensayos a través
de las poblaciones testigo y de los ambientes en las experiencias en que estos
coinciden, pudiéndose asi explicar interacciones de interés. Esto se debe a que
algunos de los ensayos analizados fueron evaluados en los mismos ambientes.
Ademas de considerar la interaccion clasica correspondiente a genotipo - ambiente
(PxA), en el modelo se tienen en cuenta las interacciones genotipo - ensayo (PxE) y

ambiente - ensayo (AXE).

Sobre los datos ajustados y*ju:

Vi = VY- Ei-Aj -PixAj-PiXEi -A XEi - Bk

gue es equivalente a: y*u =+ P + €

se obtuvieron las medias de cada poblacion (Figura 14), ya que al ser eliminados los
efectos ensayo, ambiente, bloque y sus interacciones, la Unica fuente de variaciéon
remanente es la de poblaciones, es decir, tenemos una situacion equivalente a que
todas las poblaciones hubiesen sido evaluadas en las mismas condiciones
ambientales. Sobre estos datos se aplicé un ACP. Sobre el grafico del ACP se
superpuso un Arbol de Minima Distancia (MST) originado de la matriz de distancias

euclideas obtenida a partir de los datos cuantitativos estandarizados.
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Figura 14: Representacion gréafica sobre la forma de obtencion de medias ajustadas
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V-1.2.3. Analisis multivariado de tres modos

En cada uno de los cuatro ensayos mencionados se evaluaron un subconjunto de
poblaciones en diferentes condiciones ambientales. Una caracteristica importante en
este disefio, al igual que en la aplicacion de modelos mixtos, es la presencia de un
determinado numero de poblaciones que interviene en todos los ensayos (testigos u
objetos comunes). En las técnicas de analisis multivariado de tres modos, el primer
modo representa las poblaciones, el segundo son los caracteres y el tercero los
ambientes. La propuesta consiste en recurrir a un Analisis de Procrustes Generalizado
(APG) donde se explota la caracterizacion relativa de las poblaciones no comunes
respecto de las comunes y por transitividad establecer las relaciones entre las no
comunes. De esta forma se obtiene una representacion simultanea de toda la
informacién de manera que cada poblacién mantiene su posicion relativa respecto de

los testigos de su condicion o ensayo.
La aplicacion de esta metodologia exige que se cumplan los siguientes supuestos:

i) Los individuos comunes deben conformar grupos que presenten diferencias

significativas en las variables originales consideradas; y ii) Estos grupos deben
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permanecer estables a lo largo de las condiciones, es decir no deben presentar
interaccion genotipo - ambiente.

A continuacibn se presenta una esquematizacion simplificada del algoritmo
desarrollado por Lavalle y Bramardi (2009 y 2016) sobre un conjunto de datos
simulados. En la figura 15 que muestra la representacion gréfica de los datos, puede
observarse que en el caso del ensayo 1, las poblaciones no comunes se encuentran
en una posicién cercana a los testigos comunes 1 y 2. En el ensayo 2, la poblacion
gue se encuentra mas cerca de los mismos testigos es la 13. Finalizado la aplicacién
de la metodologia de APG a tres vias se esperaria que las poblaciones mencionadas
gueden representadas en posiciones cercanas entre ellos ya que tienen la
caracteristica de ser similares a los testigos 1 y 2. Las poblaciones 9, 10, 11 y 12,

siguiendo el mismo razonamiento deberian ubicarse en forma cercana a los testigos 3

y 4.

Figura 15: Representacion de las configuraciones originales de los dos ensayos
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Poblaciones 1,2,3 y 4 comunes a ambos ensayos; poblaciones 5, 6,7 y 8 Unicas del ensayo 1 (condicion
ambiental 1) y poblaciones 9, 10, 11, 12 y 13 Unicas del ensayo 2 (condicion ambiental 2)

Imagen extraida de Lavalle y Bramardi, 2009.

El primer paso del algoritmo consiste en realizar el centrado de los individuos
comunes (1, 2, 3 y 4) y aplicar la misma traslacion al resto de las poblaciones, es
decir, los individuos comunes se posicionan en el centro de los ejes de coordenadas y

el resto se ubican en forma relativa a ellos (Figura 16).
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Figura 16: Representacion de las poblaciones de los dos ensayos luego de ser centrados

en los ejes de coordenadas
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Poblaciones 1,2,3 y 4 comunes a ambos ensayos; poblaciones 5, 6,7 y 8 tnicas del ensayo 1 (condicion
ambiental 1) y poblaciones 9, 10, 11, 12 y 13 Unicas del ensayo 2 (condicion ambiental 2)

Imagen extraida de Lavalle y Bramardi, 2009.

Continuando con el algoritmo se realiza el proceso de rotacion (Figura 17).
Mediante este proceso se genera una matriz de rotacién en el espacio que reubica a
las poblaciones comunes y a las poblaciones en estudio (no comunes) de manera tal
gue se mantengan las distancias entre individuos de las configuraciones originales y
se minimice la suma de cuadrado entre poblaciones comunes analogas (provenientes

de ambos ensayos).

Figura 17: Representacion de las poblaciones de los dos ensayos en el momento de la

rotacion.
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Poblaciones 1,2,3 y 4 comunes a ambos ensayos; poblaciones 5, 6,7 y 8 Unicas del ensayo 1 (condicion
ambiental 1) y poblaciones 9, 10, 11, 12 y 13 Unicas del ensayo 2 (condicion ambiental 2)

Imagen extraida de Lavalle y Bramardi, 2009.

El ultimo paso es el de reflexion (Figura 18). Este paso no siempre es necesario y

puede realizarse tanto sobre el eje de las x como el de las y.

Figura 18: Representacion de las poblaciones de los dos ensayos durante el proceso de

reflexion.
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Poblaciones 1,2,3 y 4 comunes a ambos ensayos; poblaciones 5, 6,7 y 8 Unicas del ensayo 1 (condicion
ambiental 1) y poblaciones 9, 10, 11, 12 y 13 Unicas del ensayo 2 (condicion ambiental 2)

Imagen extraida de Lavalle y Bramardi, 2009.

Luego de estos tres pasos, se produce la superposicién de ensayos calculando un

consenso o promedio entre individuos comunes (Figura 19).
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Figura 19: Representacion de las poblaciones de los dos ensayos luego de obtenido el

promedio o consenso entre las poblaciones comunes
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Poblaciones 1,2,3 y 4 comunes a ambos ensayos; poblaciones 5, 6,7 y 8 Unicas del ensayo 1 (condicion
ambiental 1) y poblaciones 9, 10, 11, 12 y 13 Unicas del ensayo 2 (condicion ambiental 2)

Imagen extraida de Lavalle y Bramardi, 2009.

La expresién algebraica del proceso es:

XkC —> Py Xkc H, + T,

Donde XkC matriz de datos de poblaciones comunes del ensayo k, p factor de

escala, H matriz de rotacion/reflexion y T matriz de traslacion o centrado.

Como se muestra en la figura 19, las poblaciones 5, 6, 7, 8 y 13 quedaron
ubicadas juntas y en posiciones cercanas a los testigos comunes 1y 2. El resto de las
poblaciones fueron agrupadas cerca de los testigos comunes 3 y 4. Ademas, se

conserva la posicién relativa de las poblaciones dentro de cada ensayo.
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La implementacion del algoritmo descripto se realiz6 mediante un programa

desarrollado ad hoc en entorno Matlab (Lavalle y Curia, 2016).

Se concluye el proceso con un ACP de la configuracion consenso quedando
graficadas todas las poblaciones de las diferentes condiciones, posibilitando el analisis
de las relaciones entre ellas, de manera de obtener agrupamientos que manifiesten la
similitud multivariada existente entre las poblaciones cercanas entre si. Es decir, se
analiza el comportamiento de las poblaciones de cada ensayo a través de su relacion

con las poblaciones comunes.

V-1.3. Comparacion de metodologias

El ensayo de referencia se utiliz6 como fuente de comparacion de las distintas
metodologias detalladas anteriormente y validacion de los resultados obtenidos con
ellas. Para esto, se realiz6 el promedio de los datos registrados en el mencionado
ensayo a través de las repeticiones y los ambientes y a los mismos se le aplicé la
técnica de ACP. Un Arbol de Minima Distancia (MST) originado a partir de la matriz de
distancias euclideas de los datos cuantitativos estandarizados se superpuso sobre el

grafico del ACP para obtener una mejor interpretacién de los resultados.

Sobre las configuraciones resultantes en cada metodologia, se calculé la matriz
de distancia euclidea entre poblaciones y se contrastd con la caracterizacion obtenida
en el ensayo de referencia. La significancia de la correlacion entre las matrices de

distancia se obtuvo aplicando el test de Mantel.

Los ACP se realizaron, en todos los casos, en base a la matriz de
correlaciones. Para determinar el nmero de Componentes Principales (CP) adecuado
se tuvieron en cuenta aquellas que presentan valores propios mayores a 1, la
proporcion de la variacion explicada por cada CP, la variancia total acumulada y la
interpretacion biolégica de los resultados (Pefia, 2002; Johnson, 1998). La
interpretacion visual se obtuvo mediante la construccién de un grafico bidimensional,

utilizando los dos primeros CP.

Para realizar los ACP se utiliz6 el programa estadistico NTSYS (Numerical
Taxonomic System) (Rohlf, 2002).
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V-2. RESULTADOS

V-2.1. Ensayo de referencia

En este ensayo, el cual reline las poblaciones de los ensayos 3, 4, 7 y 9 en una
sola experiencia a campo, los primeros cinco autovalores (valores eigen o valores
propios), que presentan un valor superior a 1, explican el 81,07% de la variabilidad
total de las poblaciones. La primer CP explica el 31,76% de la variabilidad
mencionada, la segunda el 18,64%, la tercera el 14,62%, la cuarta el 8,99% y la quinta
el 7,4%.

Los autovectores de las primeras cinco CP se muestran en la tabla 4
remarcando en negrita los valores que realizan mayor aporte a la formacion de cada
CP.

Tabla 4: Autovectores de las primeras cinco CP obtenidas del ensayo de referencia que reline

las poblaciones de los ensayos 3, 4, 7 y 9 en una sola experiencia a campo

Variables CP1 CP2 CP3 CP4 CP5

LMZ 0,3888 0,7054 0,1906 0,0788 0,0180
DMZ 0,6143 | -0,0148 | -0,6638 | -0,2836 | -0,1121
NHIL 0,1158 | -0,4081 | -0,8609 | -0,0726 | -0,0932
AGR 0,4648 0,5697 0,5417 -0,1420 0,0195
LGR 0,7219 0,3416 -0,3948 | -0,1837 | -0,0571
GRHIL 0,2725 0,7868 -0,2176 0,1584 0,0304
PROL 0,2098 | -0,2568 | 0,2706 0,6861 | -0,1773
P1000 0,7683 0,4882 0,1470 | -0,0482 | -0,0138
REND 0,4990 0,2774 -0,5074 0,2461 0,0777

ALTPL 0,9234 -0,1996 0,1786 -0,0541 0,0240
ALTMZ 0,8747 -0,3726 0,1662 0,0026 0,0414
GDUM 0,7389 -0,5860 0,2314 -0,0712 0,0215

GDUF 0,7175 -0,5842 0,2627 -0,1618 0,0636
ASI -0,2043 0,0480 0,2214 -0,6764 0,3154
PORQ -0,3363 0,1033 0,1023 -0,4874 | -0,4349
PORV 0,1097 0,0325 0,1749 -0,0728 | -0,8763

Referencias: LMZ: Longitud de mazorca; DMZ: Diametro de mazorca; NHIL: Namero de hileras; AGR:
Ancho de grano; LGR: Largo de grano; GRHIL: Granos por hilera; PROL: Prolificidad; P1000: Peso de
1000 granos; REND: Rendimiento; ALTPL: Altura de planta; ALTMZ: Altura de inserciéon de la mazorca
superior; GDUM: Tiempo térmico a floracion masculina; GDUF: Tiempo térmico a floracion femenina; ASI:
Sincronia entre floracion masculina y femenina; PORQ: Porcentaje d plantas quebradas; PORV:
Porcentaje de plantas volcadas.
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La primera componente esta principalmente determinada por las variables de
altura, tanto de planta como de insercibn de la mazorca, las de ciclo a floracién
masculina y femenina, el peso de 1.000 granos, el diametro de mazorca y largo de
grano. La segunda CP esta conformada en mayor medida por las variables longitud de
mazorca, ancho de grano, granos por hilera y ciclo a floracién. El resto de las variables
no intervienen fuertemente en el plano principal.

Las dos primeras CP, que explican un 50,41% de la variabilidad, se representan
graficamente en el plano en la figura 20. En el mismo pueden detectarse ocho grupos
de poblaciones. El grupo 1 esta integrado por la poblacion ARZM01111 y es la que
representa los menores valores para las variables relacionadas al tamafio de mazorca
y grano Yy altura siendo ademas de ciclo siembra-floracién corto. Los grupos 2 y 3 se
caracterizan por contener poblaciones de menor altitud de planta e insercion de
mazorca, ciclo siembra-floracion corto y bajo peso de 1.000 granos. Pueden
diferenciarse entre ellos porque el grupo 2 presenta mazorcas largas y de granos
anchos mientras que las poblaciones del grupo 3 tienen valores opuestos para esos
caracteres. Los grupos 4 y 5 presentan valores medios para las caracteristicas
implicadas en la primer componente principal destacdndose el grupo 5 por contener
una sola poblacion (ARZM01109) que es la que presenta las mazorcas mas largas y
con granos méas anchos que el resto de las poblaciones evaluadas siendo ademas de
ciclo siembra-floracion corto. El grupo 4, por el contrario presenta mazorcas cortas,
granos de menor ancho y ciclo a floracién largo. Los grupos 6 y 7 son los que
presentan plantas mas altas, con mayor peso de 1.000 granos y con mazorcas de
mayor didmetro. Ambos se diferencias por la segunda componente principal ya que el
grupo 6 presenta poblaciones con mazorcas mas largas, granos mas anchos y menor
ciclo que las enmarcadas en el grupo 7. El grupo 8 presenta valores intermedios para
todas las variables evaluadas y representa el grupo mas numeroso en cuanto a la

cantidad de poblaciones que lo integran.
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Figura 20: Analisis de Componentes Principales correspondiente al ensayo de referencia que relne las poblaciones de los ensayos 3, 4, 7 y 9 en una sola
experiencia a campo.
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V-2.2. Metodologias alternativas para la caracterizacion conjunta de poblaciones

V-2.2.1. Promedio aritmético

Utilizando la metodologia del promedio aritmético, los primeros cuatro autovalores
fueron los que presentaron un valor superior a 1 y explicaron el 33,26, el 25,11, el
14,53 y el 7,74% de la variabilidad registrada respectivamente. La variabilidad total
explicada por estas cuatro componentes es 80,65%.

En la tabla 5 se presentan los coeficientes, cargas o aportes de las cuatro primeras
CP, indicando en negrita cuales de ellas contribuyen en mayor proporciéon en cada una
de ellas.

Tabla 5: Autovectores asociados a los cuatro primeros autovalores aplicando la

metodologia del promedio aritmético.

Variables CP1 CP2 CP3 CP4
LMZ 0,6798 | 0,1150 | 0,4667 | 0,2719
DMZ 0,5245 | 0,3599 | -0,6301 | -0,3337
NHIL -0,1886 | 0,1241 | -0,9320 | -0,0815
AGR 0,6927 | 0,1393 | 0,6072 | -0,1516
LGR 0,8111 | 0,1852 | -0,3076 | -0,2519
GRHIL 0,8473 | -0,1742 | 0,0626 | 0,1629
PROL 0,0446 | -0,2525 | -0,2787 | 0,8209
P1000 0,7772 | 0,4306 | 0,2407 | -0,0580
REND 0,8295 | -0,1650 | -0,2871 | 0,1245
ALTPL 0,5858 | 0,7184 | -0,0820 | 0,0917
ALTMZ 0,3274 | 0,8730 | -0,0559 | 0,1059
GDUM -0,3428 | 0,8985 | 0,0145 | 0,0845
GDUF -0,4232 | 0,8819 | 0,0649 | 0,0476

ASI -0,5787 | 0,4559 | 0,2438 | -0,1219
PORQ 0,0151 | -0,4158 | 0,2432 | -0,4346
PORV -0,5631 | 0,5050 | 0,1545 | 0,0922

Referencias: LMZ: Longitud de mazorca; DMZ: Diametro de mazorca; NHIL: Namero de hileras; AGR:
Ancho de grano; LGR: Largo de grano; GRHIL: Granos por hilera; PROL: Prolificidad; P1000: Peso de
1000 granos; REND: Rendimiento; ALTPL: Altura de planta; ALTMZ: Altura de insercion de la mazorca
superior; GDUM: Tiempo térmico a floracién masculina; GDUF: Tiempo térmico a floracién femenina; ASI:
Sincronia entre floracion masculina y femenina; PORQ: Porcentaje de plantas quebradas; PORV:

Porcentaje de plantas volcadas
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El ACP obtenido se muestra en un gréafico de dos dimensiones (Figura 21) donde
se representaron las CP 1y 2. La primer CP esta constituida principalmente por las
variables rendimiento, peso de 1.000 granos, granos por hilera, ancho y largo de grano
y longitud de mazorca. En la segunda CP, las variables con mayor peso son el ciclo a
floracion masculina y femenina y la altura de planta e insercion de mazorca. Estas dos
primeras componentes explican en conjunto el 58% de la variabilidad detectada en los
casos de estudio y permiten diferenciar cinco (5) grupos. Los grupos 1, 2 y 3 presentan
valores bajos de rendimiento y todos sus componentes diferenciandose entre ellos
porque el grupo 3 presenta los valores intermedios - altos de ciclo siembra floracion y
altura de planta e insercion de mazorca, el grupo 1 presenta valores bajos para estas
variables siendo las poblaciones del grupo 2 las de menores valores registrados para
estas caracteristicas. El grupo 4 tiene plantas altas, ciclo a floracion intermedio a largo
y son las poblaciones con mayores rendimientos y sus componentes y el grupo 5

muestra valores intermedios para todos los caracteres analizados.
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Figura 21: Analisis de Componentes Principales correspondiente a la aplicacion de la metodologia del promedio aritmético
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Referencias: LMZ: Longitud de mazorca; AGR: Ancho de grano; LGR: Largo de grano; GRHIL: Granos por hilera P1000: Peso de 1000 granos, REND:
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V-2.2.2. Modelo lineal mixto para la estimacion y eliminacién de efectos

Sobre los datos ajustados que surgen de estimar y eliminar los efectos de
ensayo, ambiente, repeticion e interacciones se procedio a la aplicacion de técnicas
multivariadas (ACP). Los primeros cuatro autovalores presentan valores propios
mayores a 1y explican el 80,21% de la variabilidad. La primera Componente explica el
30,87% de la variabilidad, la segunda el 26,83%, la tercera el 15,81% y la cuarta el
6,69%.

Las cargas de las cuatro primeras CP se muestran en la tabla 6. En negrita se

identifican las variables que realizan mayor contribucion a cada una de las CP.

Tabla 6: Autovectores asociados a los cuatro primeros autovalores aplicando la metodologia de

modelo lineal mixto.

Variables CP1 CP2 CP3 CP4
LMz 0,4114 0,6703 0,4107 0,1213
DMZ -0,3176 0,5983 -0,5149 | -0,4183
NHIL -0,1763 0,0544 -0,9247 | -0,1231
AGR -0,1405 0,4427 0,7890 | -0,1882
LGR 0,0279 0,8574 -0,1648 | -0,3062

GRHIL 0,5568 0,6553 0,1121 0,1102
PROL 0,3894 0,2853 -0,4786 | 0,4927
P1000 -0,1649 0,8065 0,4109 | -0,0802
REND 0,4016 0,7712 -0,2710 | 0,1646
ALTPL -0,7191 0,5542 -0,1394 | 0,0638
ALTMZ | -0,7946 0,4992 -0,0934 | 0,0899
GDUM -0,9380 0,1076 -0,0152 | 0,0627
GDUF -0,9728 0,0302 0,0625 0,0603
ASI -0,6135 | -0,2189 0,2685 0,0242
PORQ 0,3037 -0,3235 | -0,0330 | -0,6352
PORV -0,7246 | -0,2745 | 0,0452 0,1551

Referencias: LMZ: Longitud de mazorca; DMZ: Diametro de mazorca; NHIL: Namero de hileras; AGR:
Ancho de grano; LGR: Largo de grano; GRHIL: Granos por hilera; PROL: Prolificidad; P1000: Peso de
1000 granos; REND: Rendimiento; ALTPL: Altura de planta; ALTMZ: Altura de insercion de la mazorca
superior; GDUM: Tiempo térmico a floracion masculina; GDUF: Tiempo térmico a floracion femenina; ASI:
Sincronia entre floracion masculina y femenina; PORQ: Porcentaje de plantas quebradas; PORV:

Porcentaje de plantas volcadas
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La figura 22 muestra el grafico que surge de las dos primeras CP que explican
el 57,71% de la variabilidad total detectada. Las CP1 y 2 estan constituidas por las
variables de altura y ciclo a floracién en el primer caso y rendimiento, peso de 1.000
granos y caracteristicas de la mazorca en el segundo. En la representacion grafica
pueden detectarse en base a su similitud cinco (5) grupos de poblaciones. Los grupos
1, 3 y 5 presentan valores intermedios para rendimiento y las caracteristicas de
mazorca y grano diferenciandose entre ellos por los descriptores relacionados a la
primer CP. El grupo 1 posee altura de planta e insercion de espiga intermedia/ baja y
los menores valores registrados para rendimiento y caracteres de mazorca y grano. El
grupo 3 contiene a las poblaciones de mayor altura y ciclo siembra-floracion de todas
las evaluadas, el grupo 2 se encuentra en el otro extremo con plantas pequefias y ciclo
a floracion mas corto y el grupo 5 presenta plantas de ciclo a floracion y altura
intermedias. El grupo 4 registra valores intermedios para las variables altura y ciclo

presentando los mayores valores para rendimiento y sus componentes.
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Figura 22: Analisis de Componentes Principales correspondiente a la aplicacion de la metodologia del modelo lineal mixto
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@® Avati Moroti Mita, dTusén, © Dentado Amarillo, A Cristalino Colorado, V Cristalino Amarillo Anaranjado, 5% No clasificable, & Testigos.
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V-2.2.3. Analisis multivariado de tres modos

Aplicando esta metodologia, los primeros cuatro autovalores explican el 100%
de la variabilidad total encontrada en las poblaciones y ambientes bajo estudio. La
primera CP explica el 43,72% de la variabilidad encontrada, la segunda explica el
27,83%, la tercera el 21,15% y la cuarta el 7,30%.

El algoritmo utilizado retiene tantas CP como testigos comunes se presenten
en los ensayos (Lavalle, 2016). En este caso, al contar con cuatro testigos o
poblaciones comunes, se retuvieron 4 CP que explican el 100% de la variabilidad. Por
este motivo, los porcentajes de variabilidad detectada con esta metodologia no pueden
compararse con los obtenidos con los demas andlisis aplicados.

Las primeras dos componentes explican el 71,55% de la variabilidad y en la
representacion grafica del mismo (Figura 23) se puede observar la formacién de cinco
(5) grupos, En este caso, no es posible describir los grupos en funcion de las variables

que los diferencian.
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Figura 23: Andlisis de Componentes Principales correspondiente a la aplicacion de la metodologia de Analisis de Procrustes Generalizado a tres vias
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V-2.3. Comparacion de metodologias

Para evaluar la relacion entre las configuraciones resultantes de las tres propuestas
de andlisis y el ensayo de referencia se recurri6 a la correlacién entre las matrices de
distancias euclideas entre poblaciones obtenidas en cada una de las metodologias y se

aplico el test de Mantel para concluir acerca de su significancia. Los resultados se muestran

en la tabla 7.

Tabla 7: Correlacién entre las matrices de distancia euclidea entre poblaciones obtenidas en cada

una de las metodologias

Promedios | Eliminacién | APG a tres | Ensayo de
entre efectos modos referencia
ambientes
Promedios entre ambientes 1 *k *k *k
Eliminaciéon efectos 0,90272 1 *k **
APG a tres modos 0,42735 0,56686 1 *k
Ensayo de referencia 0,76356 0,77483 0,47628 1
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V-3. DISCUSION

Al estudiar poblaciones locales conservadas en un Banco de Germoplasma, es
practicamente imposible evaluar la elevada cantidad de entradas disponibles en una sola
campafia agricola, por lo cual las mismas se agrupan por razas y caracteristicas
agrondmicas semejantes dentro de distintos ensayos (Castillo Gonzalez y Goodman, 1989;
Gouesnard et al,. 1997 y Taba et al,. 1998; Salhuana et al,. 1998). Ademas, los caracteres
cuantitativos registrados, fundamentalmente aquellos de interés para el uso de las
poblaciones, pueden ser influenciadas por el ambiente y presentar interaccion con los
genotipos (Lépez Harburu, 2014; Dhungana et al., 2007; Ungerer et al., 2003).

Para salvar estos inconvenientes, debe buscarse una alternativa de analisis que
permita concatenar las poblaciones evaluadas en distintos ensayos y ambientes y de esta
forma, analizar conjuntamente las poblaciones de interés. Para ello existen diversas
alternativas entre las cuales podemos mencionar el uso del promedio, andlisis univariados
utilizando modelos mixtos para la estimacion y eliminacion de efectos contemplados en el
disefio, y métodos de analisis multivariados a tres modos. Estas Ultimas dos alternativas
necesitan que todos los ensayos cuenten con poblaciones comunes que actuarian como
individuos de referencia sobre los que se ubican en forma relativa las poblaciones no
comunes. Es de fundamental importancia evaluar en forma comparativa las distintas
técnicas disponibles para poder seleccionar aquélla que mejor agrupe a las poblaciones en
base a sus semejanzas. Una alternativa para cuantificar la relacion es aplicar el test de
Mantel que permite evaluar la significancia de las correlaciones surgidas de la comparacion
de diferentes matrices de distancias. Zuliani (2012) compard, utilizando el test de Mantel, la
concordancia entre las configuraciones obtenidas después de aplicar las técnicas de
Andlisis Factorial Multiple, Analisis de Procrustes Generalizado y Analisis de Componentes
Principales. La autora encontrd que las tres técnicas mostraron una alta concordancia en la
caracterizacion de 31 poblaciones locales de maiz en los ambientes considerados.

En el presente trabajo, al comparar la significancia entre las matrices de distancias
euclideas obtenidas a partir del ensayo de referencia con la calculada en cada una de las
metodologias utilizadas, se puede observar que las mayores correlaciones se dan con las
metodologias del promedio aritmético (r = 0,76) y analisis univariado aplicando modelos
mixtos para la estimacion y eliminacion de efectos (r = 0,78). La menor correlacion se
observa entre la matriz de distancia del ensayo de referencia con la metodologia de APG a
tres modos (r = 0,48). Estos resultados se refuerzan por la elevada correlacion que

presentan el método de los promedios con la técnica de andlisis univariado de modelos
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mixtos para la estimacion y eliminacion de efectos (r = 0,90) y la baja correlacion de la
metodologia del APG a tres modos con las dos anteriores (r = 0,43 y r = 0,57,
respectivamente).

La aplicacion del APG supone que la totalidad de los objetos fue medida en la
totalidad de las condiciones. En este trabajo se presenta una alternativa propuesta por
Lavalle (2016) donde se desarrollé un algoritmo que permite obtener la estructura consenso
cuando las matrices de partida no estan completas pero estan conectadas a partir de un
grupo de poblaciones comunes (testigos) a todas las condiciones (ambientes). Esta
modificacion del APG utiliza la informacién de las poblaciones comunes a todas las matrices
para realizar el centrado y hallar las sucesivas matrices de rotacién y factores de escala. Las
poblaciones propias evaluadas en cada ambiente son consideradas como suplementarias, y
son centradas, escaladas y rotadas de manera de conservar sus posiciones relativas dentro
de cada matriz. Este algoritmo requiere el cumplimiento de dos supuestos. Por un lado, las
poblaciones comunes deben conformar grupos que presenten diferencias significativas en
las variables originales consideradas; y por otro lado, estos grupos deben permanecer
estables a lo largo de las condiciones. Lavalle, (2016) verific6 estos supuestos para los
datos de este trabajo determinando que las poblaciones utilizadas como testigo no difieren
significativamente entre si, sugiriendo ampliar el nimero de poblaciones comunes en los
ensayos y que las mismas presenten mayores diferencias entre ellas.

Dado que los testigos actian como centro de gravedad de las poblaciones
particulares de cada ensayo que son similares a ellas, es decir, son el referente geométrico
para los sucesivos pasos de la técnica APG, si como en este caso, tienen un
comportamiento similar, es decir, forman un Unico grupo aleatorio entre ellas, no se pueden
utilizar como vinculo para establecer similitudes entre las poblaciones no comunes. Esto
refuerza la sugerencia planteada por Lavalle (2016) determinando que en ensayos futuros
se sumen mas cantidad de testigos diferentes entre si.

Al utilizar la metodologia del promedio aritmético se enmascararian los efectos de
ensayo, bloque, ambiente y todas las interacciones, no considerandose en forma individual.
Mas alld de que no se explotan estos efectos, muchos autores lo utilizan ya que es un
método sencillo y de muy fécil aplicacion. Gouesnard et al. (1997), utilizando el promedio a
través de los ambientes clasificaron 262 entradas de maiz originarias de Francia. llarslan et
al. (2002) con la misma metodologia agruparon en base a su similitud 32 entradas de
germoplasma de maiz de Turquia. En 2003, Franco et al., evaluaron 211 lineas de maiz en
ocho ambientes, utilizando el promedio de las variables cuantitativas continuas para su

analisis.
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Por otro lado, otros autores reconocen la importancia de los diferentes efectos en sus
estudios. Taba et al. (1998) evaluaron 498 poblaciones locales de maiz en dos ensayos
experimentales cada uno llevado a cabo en dos ambientes diferentes. Para realizar los
analisis utilizaron un modelo mixto que permitié estimar y eliminar los efectos de ensayo,
ambiente, repeticion y bloque incompleto. De esta manera, el calculo de las medias
ajustadas permitié evaluar ambos ensayos en forma conjunta. Defacio (2009) utilizando un
modelo mixto propuesto por Rebb et al. (2007) analizé 145 poblaciones locales de maiz
originarias de la provincia de Buenos Aires evaluadas experimentalmente en cuatro
ensayos, cada uno desarrollado en ambientes diferentes. Este modelo, a diferencia del
utilizado por Taba et al. (1998), permite cuantificar y eliminar el efecto de las distintas
interacciones presentes ascendiendo la variabilidad explicada exclusivamente por el
genotipo. Este tipo de modelos exige que los diferentes ensayos a evaluar presenten
testigos comunes.

Aplicando modelos de analisis como los mencionados anteriormente a cada variable
en forma individual, se pierde la naturaleza multivariada de la informacién, sin considerarse
la interrelacion entre las variables. Cuando mas de un caracter es medido sobre los
genotipos en ensayos multi-ambientales, los datos pueden resumirse bajo la forma de
genotipo x ambiente x variable (de la Vega et al., 2001). En este caso, un modelo de analisis
multiplicativo de tres modos es una estrategia que puede utilizarse para modelar
simultaneamente la interaccion genotipo - ambiente en mas de un caracter (de la Vega et
al., 2001) como también puede resultar una técnica poderosa para estudiar la respuesta
genotipica de multi-variables a través de los ambientes (Chapman et al., 1997). En este tipo
de andlisis de tres modos, el primer modo corresponde a los genotipos en estudio, el
segundo a las variables que se evallan y el tercero a los ensayos o condiciones en las que
se tomaron los registros. La ventaja del andlisis de tres modos es que describe la relaciéon
entre unidades, no Unicamente dentro de los modos sino entre los modos (Chapman et al.,
1997), ademas, ningn modo es excluido del analisis (Crossa et al., 1995).

Los métodos de datos de tres modos se dividen en datos de tres vias y datos de
conjunto multiples. En el primer caso existe un sélo conjunto de poblaciones o individuos
donde se registran las mismas variables en las mismas condiciones o ambiente y los tres
modos se encuentran totalmente cruzados. En los datos de conjuntos mdultiples puede
suceder que: i) en cada ambiente se registran las mismas variables a diferentes grupos de
poblaciones o individuos; o ii) en cada ambiente se miden diferentes variables a las mismas
poblaciones o individuos (Marticorena, tesis de maestria en elaboracion). Utilizando Analisis

de Componentes Principales a tres modos Kroonenberg y Basford (1989) analizaron 58

70



lineas de soja a través de cuatro localidades, Basford et al. (1990) clasificaron 25 lineas de
algodon evaluadas en nueve ambientes por el rendimiento y calidad de la fibra producida, y
Rincon et al. (1997) analizaron 184 poblaciones locales del Caribe evaluadas en cuatro
ambientes. Mas recientemente, Ortiz et al. (2008) evaluaron 50 poblaciones locales de maiz
peruanas a través de dos ambientes y Marticorena et al. (2010) clasificaron 31 poblaciones
locales de maiz argentinas en dos ambientes de evaluacion.

En la aplicacion de las diferentes metodologias pueden observarse similitudes y
diferencias.

Los ACP se realizaron como paso final de las distintas metodologias en base a la
matriz de correlaciones. Las cuatro primeras CP explicaron desde el 74 al 100% de la
variabilidad registrada variando segun la metodologia aplicada. El ensayo utilizado para
comparar las metodologias es el que menor proporcién de la variabilidad explica (74%)
siendo el andlisis multivariado a tres modos la metodologia que explica el 100% de la
variabilidad, si bien como se dijo, este valor no es comparable dado que la dimension del
sistema queda definida por el nimero de testigos comunes, en este caso, cuatro. Con
valores de 80,21% y 80,65% de explicacion de la variabilidad se encuentran el analisis
univariado para estimacion y eliminacion de ambientes y el método de promedios
aritméticos, respectivamente. Alika et al, (1993) con los cinco primeros CP explican el 64%
de la variabilidad registrada al evaluar 30 poblaciones locales de maiz nigerianas;
Gouesnard et al. (1997) con los cuatro primeros CP capturaron el 77% de la variacion total
detectada en 262 poblaciones locales de maiz francesas; Brandolini y Brandolini (2001)
explicaron con las seis primeras CP el 82% de la variacion entre 562 poblaciones locales de
maiz italianas; y Harada et al, (2009) con los primeros cuatro CP encontraron el 75,2% de la
variacion total al evaluar 105 entradas de poblaciones locales de Japon.

Las poblaciones se graficaron sobre un plano utilizando, en todos los casos, las dos
primeras CP. Ellas explican entre el 50,4% de la variabilidad en el ensayo de referencia, el
57,71% en la metodologia del promedio aritmético y el 58% al usar los modelos mixtos.
Evaluando poblaciones locales de maiz de diferentes partes del mundo y utilizando las dos
primeras CP Alika et al. (1993) explican un 40,3% de la variabilidad, Brandolini y Barandolini
(2001) detectaron el 52% de la variacion total y Defacio (2009) detectd el 53,1% de la
variabilidad.

Con la aplicaciéon de las diferentes estrategias metodoldgicas utilizadas, las variables
gue tienen mas peso en estas dos primeras CP son el ciclo siembra-floracién, los caracteres
de altura, peso de 1.000 granos y rendimiento. También son importantes algunas variables

relacionadas con la mazorca y el grano como ancho y largo de grano, longitud de mazorca y
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granos por hilera. Lucchin et al. (2003) encontraron que el primer componente esta
fuertemente asociado con la dispersién del polen, la altura de insercion de mazorca y el
rendimiento y Brandolini y Brandolini (2001) indican que la primer CP se encuentra asociada
a los caracteres vegetativos y de ciclo mientras que la segunda CP se relaciona con las
caracteristicas de grano. Gouesnard et al. (1997) y Alfaro y Segovia (2000) determinaron
qgue las primeras dos CP estan relacionadas con las variables asociadas con la altura y el
ciclo a floracion. Alika et al. (1993) mencionan que los caracteres vegetativos son los
caracteres que mas discriminan sobre la primer CP, mientras que rendimiento y sus
componentes, actian fuertemente sobre la segunda CP. Rincon et al. (1997) detectaron que
la primer CP esta principalmente constituida por las variables altura de planta y dias a
antesis, y la segunda CP esta asociada con dias a antesis, rendimiento y altura de planta.

En el andlisis del ensayo de referencia, utilizado para la comparacion de las
metodologias, pueden detectarse ocho (8) grupos que fueron descriptos oportunamente
mientras que para cada una de las metodologias aplicadas para agrupar los ensayos
pueden formarse cinco (5) grupos en cada caso con caracteristicas similares.

Grupo 1: Agrupa a todas aquellas poblaciones que pertenecen a las razas Dulce y
Pisingallo cuyas caracteristicas son las de presentar plantas pequefias, de ciclo siembra-
floracion corto y bajos valores de rendimiento y sus componentes. En este grupo también se
encuentran las poblaciones sintéticas PoralNTA y Abasto Blanco que pertenecen a estas
formas raciales. La Unica diferencia que se encuentra es que aplicando la metodologia de
APG a tres modos, las poblaciones pertenecientes a la raza Dulce no se agrupan con los
Pisingallos en el grupo 1.

Grupo 2: Corresponde a aquellas poblaciones que racialmente se clasifican como
Amarillo Ocho Hileras y Blanco Ocho Hileras. Las caracteristicas de estas razas son
presentar plantas pequefias, de rendimiento medio y mazorcas largas con bajo nimero de
hileras de granos en la misma.

Grupo 3: en este grupo se encuentran las poblaciones identificadas como Avati
(Avati Moroti, Avati Moroti Ti, Avati Moroti Mita) y Calchaqui. Las mismas presentan ciclo
siembra floracion largo y son altas con rendimientos medios a bajos.

Grupo 4: Reune a las poblaciones pertenecientes a la raza Dentado Blanco. De
todas las poblaciones evaluadas son las que presentan mayores valores para todas las
caracteristicas registradas. Aplicando la metodologia de APG a tres modos, este grupo esta
representado por las poblaciones correspondientes a la forma racial Amarillo Ocho Hileras.

Grupo 5: Posee valores medios para todas las caracteristicas evaluadas. En este

grupo se ubican los testigos y todas las poblaciones pertenecientes a las razas Cristalino
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Colorado, Cristalino Amarillo y Dentado Amarillo. Al aplicar la técnica de APG a tres modos,
en este grupo se ubican las poblaciones de la raza Dulce y Dentado Blanco.

Utilizando la metodologia de ACP, diversos autores clasificaron a nivel mundial
poblaciones locales de maiz. Goueshard et al. (1997) determiné al evaluar 262 poblaciones
francesas la presencia de cinco grupos, Pinheiro de Carvalho et al. (2008) formaron cuatro
grupos al evaluar 43 poblaciones originarias del Archipiélago de Madeira, Portugal; y
Defacio (2009) diferencié cinco grupos al estudiar 145 poblaciones colectadas en la
provincia de Buenos Aires, Argentina. Con la técnica de ACP a tres modos Rincon et al.
(1997) encontraron cinco grupos al evaluar 184 poblaciones locales del Caribe y Crossa et
al. (1995) formaron cinco grupos a partir de la evaluacion de 156 poblaciones de la raza
Cénico y tres grupos partiendo de 175 entradas de la raza Tuxpefio, ambas de origen
mexicano.

Independientemente de las semejanzas y diferencias detalladas entre las diversas
metodologias, para las poblaciones estudiadas y los ambientes en que se evaluaron, el uso
del promedio puede utilizarse para agrupar poblaciones en base a sus semejanzas y
diferencias. Esta metodologia, si bien es mas rudimentario desde el punto de vista
estadistico, es muy sencillo de aplicar y ampliamente utilizado por los investigadores. A
pesar de ello no pueden diferenciarse los efectos del ambiente y sus interacciones las
cuales son muy importantes desde el punto de vista genético, pero no se requieren para una
caracterizacion ‘media’ de las poblaciones. Seria interesante aplicar las distintas
metodologias en ambientes mas contrastantes y con material genético uniforme, como
lineas o hibridos simples, donde probablemente se manifieste una mejor performance de las
técnicas mas sofisticadas.

Por otro lado, debido a la implementacién de la técnica APG a tres modos en el
presente trabajo y la falta de concordancia con las otras metodologias aplicadas, permitio
determinar el no cumplimiento de uno de los supuestos de la técnica. En la propuesta
metodoldgica, las poblaciones testigo cumplen un rol fundamental ya que son el referente
geométrico para las sucesivas rotaciones (Lavalle, 2016). Por lo tanto, es de fundamental
importancia que las poblaciones comunes o testigos se diferencien unas de otras y asi,
poder determinar qué grupo de poblaciones se asemejan mas a cada una. Al tener un
comportamiento similar, no podran determinarse los mencionados agrupamientos. Para
salvar esta situacion seria conveniente que se incluyan como testigos poblaciones que
correspondan a diferentes formas raciales y que manifiesten diferencias fenotipicas entre

ellas.
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CAPITULO VI- CARACTERIZACION DEL MATERIAL EVALUADO EN EL BAP

VI-1. MATERIALES Y METODOS

VI-1.1. Clasificacién de las poblaciones en funcién de sus caracteres cuantitativos con
la metodologia seleccionada

Como se analizé en el “capitulo V, Integracion de informaciéon proveniente de
diferentes ensayos de caracterizacion”, la metodologia seleccionada para el analisis
conjunto de las poblaciones evaluadas en los diferentes ensayos y ambientes, fue la del
promedio aritmético. Por lo mencionado, se utilizaron los valores medios a través de las
repeticiones concatenando los distintos ensayos obteniéndose una matriz de datos de 510
poblaciones y 16 variables. Se realiz6 estandarizacion por media y desvio estandar y se
aplico la técnica de ACP a partir de la matriz de correlaciones. Los resultados obtenidos se
muestran en un grafico de dos dimensiones donde se consideran las dos primeras

Componentes Principales (CP).

VI-1.2. Clasificacién de las poblaciones en funcién de sus caracteres cualitativos

Los caracteres cualitativos multiestado de las 510 poblaciones locales evaluadas
fueron analizados mediante la técnica de Analisis de Coordenadas Principales (ACooP).
Dicha metodologia se bas6 en la matriz de similaridad obtenida mediante la extensién del
coeficiente de emparejamiento simple (Simple Matching) sobre los valores codificados como
fue indicado en el apartado “lll-3., Variables evaluadas”. Los resultados de este analisis se
muestran en un grafico bidimensional donde se consideran las dos primeras Coordenadas

Principales (CooP).

VI-1.3. Clasificacién de las poblaciones por sus caracteres cuantitativos y cualitativos
en forma conjunta

Las evaluaciones realizadas con datos de caracteres cuantitativos y cualitativos son
igualmente importantes realizando un aporte fundamental para la caracterizacion de
poblaciones locales de maiz. Para corroborar lo mencionado se realizaron las siguientes
comparaciones:

a) Concordancia entre las configuraciones: para este analisis se retienen las dos
primeras coordenadas del ACooP y las dos primeras componentes del ACP y se

calculé la distancia euclidea por individuo.
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b) Relacion mediante el test de Mantel entre la matriz de distancia euclidea de los datos
cuantitativos estandarizados y la matriz de similaridad de los datos cualitativos. Con
este andlisis se cuantifica la relacion entre las caracterizaciones basadas en los
datos cualitativos y cuantitativos sin considerar la pérdida de informacion que se
genera por aplicar los diferentes tipos de analisis, en este caso, ACP y ACooP,
respectivamente.

Dado que ambos tipos de caracteres agrupan a las poblaciones en forma distinta, es
decir, originan configuraciones diferenciadas, se estaria indicando de algun modo que las
caracterizaciones cualitativa y cuantitativa brindan informacién complementaria. Por lo tanto
una técnica que aglutine ambos tipos de datos sin perder informacién brindaria una
caracterizacion detallada y mas completa de las poblaciones en estudio. El consenso entre
ambos tipos de variables se obtuvo aplicando el Andlisis de Procrustes Generalizado (APG).
El mismo se baso en las matrices de las coordenadas obtenidas a través de los analisis de
ACP y ACooP. A partir de dichas coordenadas se calculd la matriz de consenso y la de
dispersion de los dos tipos de datos respecto a éste. La representacion grafica se realizé en
el plano con dos ejes. En la misma se observaron los valores de dispersion de los datos
cuantitativos y cualitativos de cada poblacién, unidas a su respectivo valor consenso por
vectores.

Posteriormente, con el objetivo de cuantificar la concordancia entre la caracterizacion
cuantitativa y cualitativa para cada poblacién, se calculd la distancia euclidea entre puntos

analogos, es decir la misma poblacién caracterizada por ambos tipos de variables.

VI-1.4. Relacion entre las clasificaciones en funcién de caracteres cuantitativos y
cualitativos en forma conjunta y distancias geograficas

Para cuantificar la significancia de la relaciébn entre las distancias genéticas
(euclideas) y la matriz de distancias geograficas entre las poblaciones se utilizé el test de
Mantel. La matriz de distancias geograficas surgié de calcular la distancia lineal entre las
localidades en las que se colectaron cada una de las poblaciones. La matriz de distancias
genéticas (distancia euclidea) se calculé a partir de la matriz de consenso que se obtuvo
aplicando la metodologia del APG. Ambas matrices se compararon obteniendo el coeficiente
de correlacién y su significancia lo cual nos indica cuan relacionadas estan. Para tener una
estimacion de la relacion entre el origen geogréafico de las poblaciones y su variabilidad
genética se eliminaron en ambas matrices los datos de las poblaciones testigo. Las mismas

corresponden a materiales con cierto grado de mejoramiento no teniendo datos de
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pasaporte, sino del lugar fisico donde se realiz6 el mejoramiento. Dada esta aclaracion, se

trabajo con 510 poblaciones locales.
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VI-2. RESULTADOS

VI-2.1. Clasificacion de las poblaciones en funcion de sus caracteres cuantitativos con
la metodologia seleccionada

El ACP se aplicé utilizando el promedio de los datos a través de las repeticiones y
ambientes. Las primeras cinco Componentes Principales (CP) son las que presentan un
valor propio mayor a 1. Ellas explican el 81,64% de la variabilidad total registrada para las
poblaciones y variables evaluadas. La primera CP explica el 33,52% de dicha variabilidad y
esta constituida principalmente por las variables rendimiento en forma positiva y en forma
negativa por tiempo térmico a floracion, altura de planta y de insercion de mazorca y
asincronia floral. La segunda CP contribuye con un 23,91% vy las variables que mas influyen
en la misma son el peso de 1.000 granos, ancho y largo de grano, didmetro y longitud de
mazorca y altura de planta e insercién de la espiga superior, todas en forma positiva. La
tercera CP explica el 10,37% de la variabilidad y se encuentra conformada por las variables
numero de hileras de la mazorca y diametro de mazorca, ambas con carga o aporte
negativo. La cuarta CP explica el 7,55% de la variabilidad encontrada y la quinta el 6,57%,
estando constituidas por las variables diametro de mazorca y porcentaje de quebrado en el
primer caso, y por prolificidad y porcentaje de vuelco en el segundo. Las variables de mayor
contribucién en la cuarta y quinta CP lo hacen con cargas negativas. La constitucion de cada
una de las primeras cinco CP, con su respectivo valor y carga o aporte se muestran en la
tabla 8.
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Tabla 8: Autovectores, valores propios, proporcion explicada por cada CP y proporcién acumulada de

las cinco primeras CP. En negrita se remarcan los valores mas importantes que constituyen cada una

de las CP.

Variables CP1 CP2 CP3 CP4 CP5

LMZ 0,4794 0,5854 0,1654 0,3524 0,0696

DMZ 0,1503 0,6453 | -0,5638 | -0,4137 | -0,0313

NHIL -0,4455 | -0,2065 | -0,7784 | -0,1859 | 0,1800

AGR 0,4630 0,7392 0,3191 | -0,0738 | -0,1498

LGR -0,0183 | 0,8172 | -0,3491 | -0,1836 | 0,0538

GRHIL 0,6533 | 0,3538 | -0,0726 | 0,3204 | 0,2514

PROL 0,3784 | -0,4614 | -0,2586 | 0,3371 | -0,5363

P1000 0,4116 | 0,8110 | 0,1269 | -0,0953 | -0,1842

REND 0,8093 | 0,1500 | -0,3472 | 0,1298 | -0,0929

ALTPL -0,5416 | 0,6033 | -0,0498 | 0,3395 0,1100

ALTMZ -0,7357 | 0,5074 | -0,0739 | 0,2836 0,0154

GDUM -0,9246 | 0,1835 | 0,0457 | 0,1298 | -0,0681

GDUF -0,9323 | 0,1977 0,0929 0,0849 | -0,0453

ASI -0,6700 | 0,2130 0,2938 | -0,1791 | 0,1064

PORQ 0,4631 | -0,1203 | 0,3740 | -0,4371 | 0,3716

PORV -0,2867 | 0,1954 | 0,1756 | -0,3931 | -0,6156

Valores propios 5,36 3,83 1,66 1,21 1

Porcentaje explicado 33,53 23,91 10,37 7,55 6,28
Porcentaje acumulado 33,53 57,44 67,81 75,37 81,64

Referencias: LMZ: Longitud de mazorca; DMZ: Diametro de mazorca; NHIL: Namero de hileras; AGR:
Ancho de grano; LGR: Largo de grano; GRHIL: Granos por hilera; PROL: Prolificidad; P1000: Peso de 1000
granos; REND: Rendimiento; ALTPL: Altura de planta; ALTMZ: Altura de inserciéon de la mazorca superior;
GDUM: Tiempo térmico a floracion masculina; GDUF: Tiempo térmico a floracion femenina; ASI: Sincronia entre
floracion masculina y femenina; PORQ: Porcentaje de plantas quebradas; PORV: Porcentaje de plantas

volcadas
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Las primeras dos CP explican en conjunto el 57,44% de la variabilidad registrada y
se muestran en un gréafico en el plano (Figura 24). En el mismo pueden visualizarse seis
grupos que se describen a continuacion:

Grupo 1: se caracteriza por presentar bajo rendimiento, ciclo a floracion largo, con
mazorcas y granos intermedios a grandes y plantas de mayor altura total y de insercion de la
espiga superior.

Grupo 2: constituido por poblaciones de rendimiento bajo, ciclo a floracion largo, con
plantas bajas y mazorcas y granos pequefos, con bajo peso de 1.000 granos.

Grupo 3: presentan valores intermedios de rendimiento y ciclo a floracién, y valores
bajos de caracteres de mazorca y grano y de altura de planta.

Grupo 4: representado por las poblaciones que registran valores intermedios para
todas las variables evaluadas.

Grupo 5: caracterizado por altos rendimientos, ciclo a floracion corto, mazorcas
largas y de mayor didmetro, granos anchos y largos y peso de 1.000 granos elevados.
Ademas, son poblaciones con plantas altas.

Grupo 6: formado por poblaciones de elevado rendimiento y ciclo a floracién corto,

con valores intermedios de altura y caracteristicas de mazorca y grano.
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Figura 24: Andlisis de Componentes Principales correspondiente a la aplicacién de la metodologia del promedio aritmético sobre los caracteres

cuantitativos de 510 poblaciones locales.
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Peso de 1000 granos; REND: Rendimiento
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VI-2.2. Clasificacién de las poblaciones en funcién de sus caracteres cualitativos

Las 510 poblaciones evaluadas mediante sus caracteres cualitativos fueron
clasificadas utilizando la técnica de Analisis de Coordenadas Principales. La misma se basé
en la matriz de similaridad obtenida a través de la extension de la técnica de
emparejamiento simple. La primera coordenada explica el 33,76% de la variabilidad
registrada, la segunda lo hace con un 11,66% y la tercera y la cuarta con un 9,20% cada
una. Los resultados obtenidos se muestran graficando en el plano las dos primeras
Coordenadas Principales que explican en conjunto el 45,41% de la variabilidad total
registrada en las poblaciones en estudio y en los ambientes de evaluacion.

Con dicha metodologia pueden observarse 9 grupos los cuales se encuentran
marcados sobre la figura 25.
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CooP2 (11,66%)

Figura 25: Andlisis de Coordenadas Principales aplicadas sobre los caracteres cualitativos de 510 poblaciones locales.
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VI-2.3. Clasificacién de las poblaciones por sus caracteres cuantitativos y cualitativos
en forma conjunta

Para analizar la concordancia entre el analisis de Componentes Principales y el de
Coordenadas Principales se aplicé el test de Mantel obteniendo una correlacion r = 0,211
(p = 1). Ademas, la correlacidn entre las matrices de similaridad y distancia de los datos
cualitativos y cuantitativos respectivamente, arrojaron un valor r = 0,214 (p < 0,0001). Las
mencionadas correlaciones indican que existen diferencias significativas en las formas en
gue ambos tipos de variables agrupan a las poblaciones evaluadas.

Por dicho motivo se utilizé la técnica del APG que permite obtener una configuracion
consenso sin pérdida de informacion. Los resultados obtenidos de los valores consenso se

muestran en la figura 26 en el cual pueden diferenciarse 6 grupos de poblaciones.
La dispersion de cada tipo de dato respecto al consenso se representa en el plano en

la figura 27, en la cual cada punto consenso se une por vectores a los dos tipos de datos

(cuantitativos y cualitativos).
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Figura 26: Andlisis de Procrustes Generalizado. Valores consenso a partir de las variables cuanti y cualitativas sobre 510 poblaciones locales
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Figura 27: Analisis de Procrustes Generalizado. Valores consenso y dispersion de ambos tipos de datos, utilizando conjuntamente las variables cuanti
y cualitativas sobre 510 poblaciones locales.
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Posteriormente, se cuantificd la concordancia entre la caracterizacion cuantitativa y
cualitativa para cada poblacién para lo cual se calcul6 la distancia euclidea entre puntos
analogos, es decir la misma poblacion caracterizada por ambos tipos de variables. Una vez
obtenida dicha distancia se clasificaron a las poblaciones en cuatro grupos de acuerdo a la
mayor o menor concordancia que existe entre la clasificacibn que hace cada tipo de
variable. La poblacién que presentd mayor concordancia con ambos tipos de datos fue
ARZMO01045 y la menos concordante para ambos tipos de variables fue ARZM04012. En la

tabla 9 se muestran las poblaciones presentes en cada uno de los cuatro grupos.

Tabla 9: Clasificacion de las poblaciones en grupos de concordancia entre la caracterizacion

cuantitativa y cualitativa.

Grupos de acuerdo al grado de concordancia
1 2 3 4
01045 14034 04084 18023
01134 04091 01144 03024
01063 05028 05052 01065
04043 05090 05013 02023
01070 05125 18007 SP1234
04052 01043 04009 01024
14102 18020 18008 05121
03014 04047 01088 05006
01012 01064 03006 01059
01002 01095 04014 04077
01020 03013 04001 01149
01015 18054 14098 03021
01058 04034 05003 18025
01090 14099 03043 14081
03030 04011 18010 02010
01082 05077 01140 01050
01001 05062 03009 01120
14033 05098 18009 01110
01087 05012 04058 14007
04039 04065 PoralNTA 14087
14092 18016 03032 03045
01032 04069 01044 14004
01007 05067 04016 01097
01096 05019 05065 14118
01005 05049 14052 01147
01049 05047 18049 05122
01069 04029 05111 04063
01107 01027 05017 03002
01109 18048 01132 01009
01019 04076 04086 14110
14021 14044 04027 14016
14026 05056 18035 05094
01042 05048 03008 05030
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Grupos de acuerdo al grado de concordancia

1 2 3 4
01086 03015 14097 02003
01040 04037 01073 05074
14058 01072 04073 01075
01026 04075 14094 02016
14096 04080 14068 02019
04057 04050 05064 04056
01006 18041 02013 01004
03040 03022 03056 01141
01046 04025 05116 01080
01098 04035 01041 01131
01124 01018 01079 04019
14095 14107 14057 02008
01022 05087 02020 14073
04062 04024 01076 04072
01034 04049 04059 14072
01102 01130 14001 01136
01108 05075 01074 04038
01051 05044 14061 02011
01030 04041 01077 14082
05093 18030 02021 01068
01033 14064 01104 14037
01016 03053 04006 01125
01105 04064 03038 02014
01036 18018 01078 14077
01014 05081 01101 02007
18003 01123 18029 05040
14084 03050 18011 01114
14029 01047 04044 14039
14083 14093 04074 01085
14024 03049 03054 14012
14049 05046 04007 02012
01038 14109 05027 01081
01151 03028 14056 14002
01025 14086 Payagua 18022
05050 14053 03025 01118
05010 05072 05007 01150
01062 14089 02018 14025
01017 18006 14074 01113
14030 14043 03029 02022
01092 18053 01127 01142
01094 05085 04085 02024
05095 03010 03023 01148
05070 05023 04026 14070
04071 01146 01055 01089
05109 01106 01100 14036
05060 01139 04051 02005
14100 01122 01052 14048
05084 18001 18051 02004

87



Grupos de acuerdo al grado de concordancia

1 2 3 4
01066 01008 02002 04023
14019 03018 05055 01143
05099 03001 18052 14050
14013 18037 18017 02006
01028 05016 Candelaria 04060
01056 05066 18005 02026
03035 14101 04053 14006
04036 18047 01037 14009
18019 03046 14063 01117
05076 01153 01093 14041
01013 01121 04082 04032
04078 04092 05059 02009
01091 05100 14090 02015
01003 14111 01054 03036
05002 05115 04003 14105
01039 14103 04013 14005
01021 04018 04087 01029
01067 04088 05051 14062
01031 05026 05082 14003
18012 04028 04066 01060
05057 01137 14117 18055
03027 02001 14066 BS13p
14032 02017 03044 14017
01035 01133 18028 14045
04008 03011 04022 14047
04005 18044 03016 05021
04004 04046 01053 01111
05120 04015 04089 14106
01083 01129 03031 02025
14104 05071 14038 03004
14078 03051 14080 14112
01010 04020 03003 14046
03005 04081 05022 03026
01061 05124 05112 14018
14071 03048 01023 14042
01071 18004 01138 14051
01099 01011 03055 14008
01128 04040 04031 18057
03007 03034 05063 14022
03019 05053 14023
01152 14079 03012
01057 04061 18056
14015 18050 04021
05088 01115 03052
05118 18040 04012
01048 14075
14069 04030
05101 05020
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Grupos de acuerdo al grado de concordancia
1 2 3 4
18021 03020
18046 03037
04010 05086
03047 14055

Las poblaciones locales fueron representadas Unicamente por el nimero que las identifica

VI-2.4. Relacién entre las clasificaciones en funcion de caracteres cuantitativos y
cualitativos en forma conjunta y distancias geograficas

Para cuantificar la significancia de la relacion entre las distancias genéticas
(euclideas, surgidas de la matriz de consenso) con las geograficas (distancias lineales entre
las localidades de origen) de las 510 poblaciones locales evaluadas se utilizd el test de
Mantel.

Mediante el mismo se obtuvo un coeficiente de correlacion r = 0,41 (p = 1). Este valor
indicaria que la relacion entre las diferencias halladas entre las poblaciones para las
caracteristicas evaluadas y la distancia geograficas entre las mismas es baja pero

significativa.
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VI-3. DISCUSION

VI-3.1. Clasificacion de las poblaciones en funcién de sus caracteres cuantitativos con
la metodologia seleccionada

En el Banco de Germoplasma de maiz, el cual conserva 2.549 entradas, resulta
practicamente imposible evaluar ese nimero de poblaciones en forma conjunta en una
misma campafia. Por dicho motivo, las poblaciones conservadas se agrupan para su
evaluacion por caracteres morfoldgicos, fenolégicos y agronémicos en ensayos
experimentales manejables agronomicamente. Cada uno de estos ensayos esta constituido
por poblaciones similares en cuanto a ciclo y desarrollo vegetativo (Holland y Goodman,
1995; Wholf et al.,, 2000). El inconveniente se presenta cuando se necesita analizar las
poblaciones evaluadas en los diferentes ensayos en forma conjunta. Segun lo analizado en
este trabajo (presentado en el “capitulo V, Integracion de informacién proveniente de
diferentes ensayos de caracterizacion”) la metodologia del uso de promedio a través de las
repeticiones y ambientes seria apropiada para realizar la concatenacion de los ensayos con
el objetivo de agrupar a las poblaciones en base a sus similitudes y diferencias. Varios
autores (Wholf et al., 2000; llarslan et al., 2002; Franco et al., 2003; René Hortelano et al.,
2012; Ignjatovic-Micic et al., 2013) utilizan esta alternativa de andlisis para agrupar a las
poblaciones locales de distintas especies evaluadas en diferentes partes del mundo.

Para simplificar la visualizacion de los valores registrados se aplicé, sobre los valores
promediados a través de las repeticiones y ambientes, la técnica multivariada de ACP. En
este analisis puede observarse que las CP que contribuyen a la explicacion de la
variabilidad fenotipica encontrada son aquéllas que presentan un valor propio mayor a 1
(Johnson, 2000) y suman en total el 81,64% de la mencionada variabilidad. Utilizando el
mismo criterio para la determinacion del nimero de CP adecuados para explicar la
variabilidad, Gouesnard et al. (1997), Lucchin et al. (2003) y Harada et al. (2009)
determinaron que con cuatro componentes explican el 77,48%, el 83,61% y el 75,5%
respectivamente de la variacion total detectada en sus estudios de poblaciones locales de
maiz. Las dos primeras CP son las que explican la mayor variabilidad entre las poblaciones
evaluadas, registrando un valor de 57,44%. Las variables que influyen con mayor peso en la
primer CP son aquellas relacionadas con ciclo a floracion, rendimiento y altura mientras que
la segunda CP esta constituida principalmente por variables relacionadas con la mazorca y
el grano. Brandolini y Brandolini (2001) y Angeles-Gaspar et al. (2010) determinaron que las
primeras dos CP explican el 52% y el 46,7% de la variabilidad respectivamente y que la

primera CP esta constituida principalmente por caracteres vegetativos mientras la segunda
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lo hace con caracteristicas de mazorca y grano. Ignjatovic-Micic et al. (2013), determinaron
gue la primer componente se asocia a caracteres vegetativos y de la mazorca mientras que
la segunda esta explicada principalmente por las caracteristicas de la panoja y el grano.
Ristic et al. (2014), indican que la primera componente se asocia a caracteres vegetativos y
aquellos relacionados con el rendimiento y el segundo CP lo hace con descriptores de la
mazorca predominantemente.

Estas componentes se representan graficamente en el plano y permite el
agrupamiento de las poblaciones. En el presente trabajo se determinaron, en base a la
similitud hallada, seis grupos de las 510 poblaciones locales evaluadas. Utilizando las dos
primeras CP para agrupar poblaciones locales de maiz, Alfaro y Segovia (2000)
determinaron seis grupos evaluando 86 poblaciones originarias de Venezuela, Harada et al.
(2009) conformaron seis grupos de 105 poblaciones de Japon y Angeles-Gaspar et al.

(2010) hallaron cinco grupos estudiando 52 poblaciones de México.

VI-3.2. Clasificacién de las poblaciones en funcién de sus caracteres cualitativos

En base a las variables cualitativas evaluadas se pudieron formar nueve (9) grupos
homogéneos, con el uso de las dos primeras Coordenadas Principales (CooP), las cudles
explican en conjunto el 45,41% de la variabilidad registrada. Bramardi et al. (2005)
evaluaron 41 entradas de pepino pudiendo formar dos grupos al utilizar las dos primeras
CooP, las cuales explicaban en conjunto el 62,24% de la variabilidad. Al evaluar 43
poblaciones de polinizacion abierta de maiz colectadas en las islas de Madeira y Porto
Santo (Portugal) mediante caracteres cualitativos, Pinheiro de Carvalho et al. (2008)
determinaron que las dos primeras CooP explicaban el 20,9% de la variabilidad
conformando cuatro grupos. Defacio (2009) utilizando la misma metodologia conformé cinco
grupos al evaluar 145 poblaciones locales de maiz originarias de la provincia de Buenos
Aires.

Esta metodologia, si bien permite la formacion de grupos en base a la similitud entre
las poblaciones, no indica que variables ni con que peso contribuyen las mismas a la
diferenciacion. Sin embargo, observando las entradas que conforman cada grupo podemos
determinar las caracteristicas por las cuales se separan. El grupo 1 y el 5 estan
fundamentalmente integrados por poblaciones de textura de endosperma dentado, pero
mientras el grupo 1 contiene todas aquellas poblaciones con coloraciéon amarilla, el 5 lo hace
con las de color de grano blanco. El grupo 2 concentra poblaciones de textura de grano
harinosa mientras que el grupo 3 estd formado por poblaciones con endosperma

semidentado de coloracién rojiza. El grupo 4 retne poblaciones con endosperma blanco,
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tanto dextrinoso como reventador. El agrupamiento mas numeroso (grupo 6) contiene
poblaciones de textura de endosperma cristalino, reventador y semidentado, todos ellos
anaranjados-colorados. Los grupos 7, 8 y 9 relinen poblaciones que presentan endosperma
cristalino, diferenciandose entre ellos por el color del grano ya que el grupo 7 presenta

granos de coloracién blanca, en el 8 son colorados y en el 9, amarillos.

VI-3.3. Clasificaciéon de las poblaciones por sus caracteres cuantitativos y cualitativos
en forma conjunta

Las configuraciones de poblaciones segun datos cuantitativos y cualitativos en el
presente trabajo presentaron poca concordancia, situacion sustentada por la baja
correlacion entre ambas matrices de distancia (r = 0,21) y la significancia de las diferencias
en el agrupamiento. Al evaluar la diversidad genética de variedades de pepino (Cucumis
sativus L.) en Valencia, Bramardi et al. (2005) hallaron altas correlaciones entre datos
morfolégicos y moleculares y entre datos morfolégicos cuantitativos y cualitativos. Por el
contrario Defacio et al. (2007), hallaron una correlacion de r = 0,068 al evaluar matrices de
distancia de datos cuantitativos y moleculares de 36 poblaciones locales de maiz de la raza
Cristalino Colorado, asi como Defacio (2009), al evaluar 145 poblaciones locales de maiz
originarias de la provincia de Buenos Aires, determiné baja correlacion entre datos
fenotipicos cualitativos y cuantitativos.

La baja correlacién encontrada en este trabajo indicaria que ambos tipos de variables
explicarian la variabilidad detectada entre poblaciones locales en forma diferente. Esta baja
asociacion significativa también podria explicarse por el elevado nimero de poblaciones
evaluadas, lo que daria como resultado una variabilidad fenotipica muy grande para ambos
tipos de atributos (cuantitativos y cualitativos). Si se hubiesen utilizado menos poblaciones y
las mismas pertenecieran a un nimero menor de formas raciales, tal vez la correlacion
podria haber sido mas elevada aunque no hubiese sido de utilidad para un Banco de
Germoplasma que busca evaluar la variabilidad del total de las poblaciones conservadas.

Por lo expuesto, resulta interesante utilizar alguna técnica de analisis que permita la
unién de ambos tipos de datos. Franco et al. (2003) indicaron que el uso de toda la
informacién conjunta produce una mejor clasificacién de las poblaciones que si se utiliza
solamente una parte de los datos. Apoyando lo anteriormente mencionada, Vigouroux et al.
(2008) sostienen que el analisis conjunto de distintos tipos de datos (morfoldgicos,
isoenziméaticos y de microsatélites) pueden potencialmente mejorar la clasificacién del maiz
en razas mas claramente definidas, contribuyendo a un mejor entendimiento de la historia

de dispersion y evolucion de esta especie.
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El Andlisis de Procrustes Generalizado (APG) comprende sucesivos pasos Yy
transformaciones de los datos bajo dos criterios: que se mantengan las distancias de las
configuraciones individuales asociadas a cada tipo de dato y se minimice la suma de
cuadrados correspondientes al mismo elemento y su centroide. Con esta técnica se obtiene
la posibilidad de utilizar las medidas de distancia mas adecuadas para cada conjunto de
variables, sin generar ningin tipo de pérdida de informacion por transformaciones o
adecuaciones de las variables (Bramardi, 2000). Este analisis es mayormente utilizado para
realizar el analisis conjunto de datos agro-morfolégicos y moleculares. Lopes et al. (2006)
evaluaron caracteres fisiolégicos y moleculares de 37 aislamientos patagénicos de la
levadura Saccharomyses cereviciae (especies relevantes en la fermentacion de vinos)
utilizando el APG para realizar el analisis conjunto de ambos tipos de datos. Utilizando
también APG, Defacio et al. (2007) analizaron datos moleculares y agronémicos en
poblaciones locales de maiz originarias de Argentina. En 2013 Mahuad et al., empleando la
misma metodologia evaluaron conjuntamente datos de calidad de fruto en tomate y datos
moleculares de 18 genotipos de dicha especie. Ermini et al. (2016) evaluaron clones de
banana donde utilizaron la técnica del APG para unir la informacién aportada por datos de
tipo fenotipicos y de marcadores moleculares AFLP (polimorfismos en la longitud de
fragmentos amplificados).

Esta metodologia también se utiliza para la unién de la informacién que aportan las
variables cuantitativas y cualitativas; Bramardi et al. (2005) y Defacio (2009) utilizaron APG
para la caracterizacion conjunta de datos cuantitativos y cualitativos de entradas de pepino y
maiz respectivamente.

En este trabajo, utilizando el APG se agruparon los datos cualitativos y cuantitativos
conformando seis (6) grupos de poblaciones. Si bien esta metodologia no indica las
caracteristicas por las cuales se diferencian las poblaciones, observando las entradas que
conforman cada grupo pueden mencionarse algunas caracteristicas comunes en cada uno.
El grupo 1 contiene predominantemente poblaciones de las razas Pisingallo, Perlita y Avati
Moroti. Las mismas presentan plantas generalmente pequefias, de ciclo a floracidon corto,
con mazorcas chicas y con un elevado niumero de granos. El segundo grupo (grupo 2) esta
conformado principalmente por poblaciones cuya forma racial es Dentado Amarillo con
plantas de tamafio y ciclo a floracion intermedios al igual que las caracteristicas de mazorca
y grano. Ambos grupos (1 y 2) presentan endosperma dentado y color de grano amarillo. El
grupo 3 relne a las poblaciones Dentado Blanco que presentan plantas altas, de ciclo a
floracion largo y mazorcas y granos de gran tamafio, con endosperma dentado de color

blanco. El grupo 4 se compone de poblaciones de la raza Amarillo Ocho Hileras con plantas
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pequefas, de ciclo a floracion corto, con mazorcas largas con un bajo nimero de hileras de
granos los cuales son grandes, con endosperma corneo y color amarillo. En el quinto grupo
(grupo 5) predominan las poblaciones de raza Cristalino Colorado con caracteristicas de
ciclo, arquitectura de planta, mazorca y grano intermedias. Ademas presenta textura de
grano cornea y color anaranjado — colorado. El dltimo grupo (grupo 6) esta constituido por
poblaciones de varias razas que poseen plantas y mazorcas de tamafo intermedio —
grande, y ciclo a floracién de medios a largos. Las mazorcas en general presentan granos
semidentados de coloracion amarilla — anaranjada. En este grupo se observa la presencia
de poblaciones que pertenecen a razas englobadas en otro grupo como Pisingallo o
Cristalino Colorado, lo que indicaria que, si bien estas poblaciones por sus caracteristicas
cualitativas pertenecen a una determinada forma racial, sus caracteristicas cuantitativas las
reagrupan en forma diferente, méas similares a otras razas.

Por lo tanto, la utilizacion de metodologias como las mencionadas permite un
agrupamiento mas claro de las poblaciones conservadas en un Banco de Germoplasma,
pudiendo asi detectarse poblaciones que se agrupan juntas por sus caracteres cualitativos
presentando diferencias fenotipicas por sus atributos cuantitativos. Este punto resulta
particularmente importante ya que todos los Bancos de Germoplasma clasifican las
poblaciones de maiz conservadas en razas. Las mismas hacen referencia a caracteres
morfoldégicos (mayormente cualitativos) de mazorca y grano. Algunos autores como Ferrer
(1987), Gutiérrez et al. (2003) y Ortiz et al. (2008), comparan la clasificacion numérica con la
racial, indicando que esta ultima es una forma mas rapida de caracterizar las numerosas
poblaciones conservadas en los Bancos de Germoplasma ya que la misma concuerda en
gran medida con la clasificacion por variables cuantitativas. A pesar de ello, los autores
mencionados sostienen en cada uno de sus trabajos que las evaluaciones mediante
caracteres cuantitativos son de fundamental importancia ya que permiten identificar los
atributos que diferencian a las poblaciones y realizar una preseleccion en base a los mismos
y no al azar, lo cual resulta importante para el mejoramiento genético del cultivo.

Independientemente del agrupamiento, se pueden detectar algunas poblaciones que
presentan una gran dispersion entre los dos tipos de variable respecto al consenso mientras
otras presentaron una concordancia muy elevada entre ambos tipos de caracteres. La
entrada que presenta mayor concordancia entre los dos tipos de variables es ARZM01045
mientras que la que presenta una concordancia menor es la poblacion ARZM04012. En el
primer caso, las variables de tipo cuantitativa y cualitativa agrupan a la poblacion de la
misma manera, en cambio en el segundo, la poblacién es clasificada de una manera por sus

atributos cualitativos y de forma muy diferente por sus caracteres cuantitativos. Bramardi et
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al. (2005) evaluando variedades de pepino determinaron que la mayor concordancia entre
variables morfolégicas y agronémicas se daba en variedades previamente clasificadas como
grupo Dutch, mientras que los cultivares del tipo Gherkin mostraban la mayor discrepancia
entre ambas ordenaciones. En el presente trabajo, la mayor o menor concordancia entre los
agrupamientos que hacen cada tipo de variable no muestra ninguna relacién con la forma
racial o el origen geografico de las poblaciones. De hecho, las poblaciones ARZM01045 y
ARZMO04012, si bien presentan origenes distintos siendo la primera colectada en la provincia
de Buenos Aires y la segunda de Corrientes, ambas pertenecen a la misma forma racial.

La caracterizacion lograda a partir de ambos tipos de variable en forma conjunta
permitiria ratificar la conformacién de la Coleccion Nucleo (CN). Una CN puede definirse
como una muestra de tamafo reducido de la coleccion total, que abarca el espectro de
variabilidad genética presente en ella, con un minimo de redundancia (Abadie y Berreta,
2005). En el caso de maiz en Argentina, al igual que en todos los paises del cono Sur de
América del Sur, la CN se form6 en base a la informacién registrada en los datos de
pasaporte (criterio geografico) y cualitativos correspondientes a la textura de grano. Al
combinar ambos criterios de clasificacion se obtuvieron 36 grupos, cada uno representa las
entradas de una zona agroclimatica con una textura de grano especifica (Hourquescos et
al., 2005). Estudios como los realizados en esta tesis permitirAin comparar los rangos de
variabilidad retenidos en la coleccién nucleo con respecto a la variabilidad total existente en

la coleccion base.

VI-3.4. Relacion entre las clasificaciones en funcion de caracteres cuantitativos y
cualitativos en forma conjuntay distancias geogréaficas

La relacion entre la distancia genética de los genotipos evaluados y las distancias
geograficas que lo separan puede medirse a través de la correlacion que hay entre ambas
matrices de distancia utilizando el test de Mantel.

En el presente trabajo donde se evaluaron poblaciones originarias de localidades con
condiciones edafo-climaticas muy diferentes y de formas raciales diversas se encontr6 una
asociacion mediana a baja (r = 0,41) entre ambas matrices de distancia, aunque la misma
resulté significativa.

Resultados donde se manifiesta una baja correlacion entre ambas matrices han
encontrado Lucchin et al. (2003), quienes hallaron una correlacién r = 0,095 entre distancias

genéticas y geograficas al evaluar poblaciones locales de maiz flint italiano. Melchiore et al.
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(2002) tampoco encontraron relacion entre la altitud de la localidad donde las poblaciones
fueron colectadas y la distancia genética entre las mismas.

Por el contrario, Gouesnard et al. (1997) estimaron una elevada correlacion (r = 0,7)
al evaluar 262 poblaciones locales de maiz francesas entre datos morfoldgicos vy
geograficos. Vigouroux et al. (2008), evaluando con marcadores de tipo microsatélite 945
entradas de todo el continente americano estimaron un coeficiente de correlacién (r = 0,41)
significativo concluyendo que hubo un fuerte componente geografico en la organizacion de
la diversidad genética a escala continental.

Resultados contrastantes también fueron hallados en otras especies vegetales y
animales. Stronen et al. (2014) determinaron la existencia de correlacién no significativa (r =
0,011) entre las distancias genéticas y geogréficas de las distintas islas habitadas por lobos
grises (Canis lupus) en Canada. Tampoco encontraron correlacion Toledo-Hernandez et al.
(2014) caracterizando molecularmente poblaciones de pez leén (Pterois volitams) en Puerto
Rico, ni Torres et al. (2003) al evaluar poblaciones de Antirrhinum microphyllum en Espafa.
Ghalmi et al. (2010) revelan que la variacion en los caracteres morfoldgicos en poblaciones
locales de Caupi se corresponde a diferencias en la distribucién geogréfica ratificada por
una correlacibn moderada y significativa (r = 0,28) entre las distancias genéticas y
geogréaficas. Pusadee et al. (2009) encontraron elevada correlacion entre distancias
genéticas y geograficas al evaluar poblaciones locales de arroz (r = 0,599) y Brennan et al.
(2014) estudiando Arabidopsis thaliana en el norte de Africa (r = 0,59).

Mas alld del valor de correlacion encontrado en el presente trabajo y de las
similaridades y diferencias con respecto a lo hallado por otros autores, para encontrar un
pardmetro mas exacto de la relacion entre variabilidad genética y origen geogréfico podrian
incluirse otras variables edafo-climaticas. Stornen et al. (2014), proponen que factores como
cercania al agua o rugosidad del terreno estarian interactuando independientemente de las
distancias geogréficas presente entre las poblaciones. Las poblaciones locales de maiz
evaluadas fueron colectadas en lugares que, mas alla de los datos de latitud y longitud
utilizados para determinar la distancia geografica, presentaban diferencias en altitud,
condiciones climaticas (temperatura y precipitaciones principalmente) y edaficas. Ageles-
Gaspar et al. (2010) determinaron que los agrupamientos detectados entre las poblaciones
locales en la region de Puebla, México, estan influenciados por el gradiente altitudinal.
Luchin et al. (2003), indican que el fotoperiodo, la temperatura y la humedad, asociadas con
la altitud donde el maiz ha crecido ha sido un factor basico en el desarrollo de las
poblaciones nativas, las cuales contienen alelos localmente adaptados a las condiciones en

las que se desarrollaron.
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Ademas, el uso otorgado a dichas poblaciones por parte de las comunidades locales
en cada una de las regiones agro-ecolégicas también serd distinto, pudiendo esto generar
cierta relacion entre el origen geografico y la divergencia genética entre las poblaciones.
Alika et al. (1993) mencionan que segun la zona ecoldgica y los habitos culinarios de las
diferentes culturas nigerianas, se detectaba una separacion de color de grano y tipo de
endosperma. Lucchin et al. (2003) afirman que la diferenciacion entre las poblaciones es
detectable por varios caracteres distintivos como consecuencia de la presioén de seleccién
natural y humana.

Costa Tartara (2014), evaluando la variabilidad de genotipos nativos de quinua del
Noroeste Argentino (NOA) mediante marcadores de tipo microsatélite, pudo diferenciar
cuatro grupos que se correspondian a regiones agro-ecoldgicamente diferentes. La autora
concluye que la magnitud de la diversidad genética a nivel de grupo presentd un gradiente
decreciente de oeste a este junto con la altitud, encontrando una correlacion baja pero
significativa con el régimen de precipitaciones de la regiéon donde las entradas fueron
colectadas. Ademas, plantea que el gradiente de diversidad genética se refleja también en
un gradiente en el sindrome de domesticacion que presenta la especie, encontrdndose
mayor diversidad en sitios de mayor antigiedad de uso, evidenciando un patrén
caracteristico de una especie que evolucioné como cultivo. Conclusiones similares
obtuvieron Curti et al. (2012), al evaluar 34 poblaciones de quinua originarias del NOA
mediante caracteres fenotipicos cuantitativos y cualitativos.

Otro factor importante a cubrir seria el de incorporar mayor nimero de variables
diversas, como resistencias a enfermedades y comportamiento a estrés abidticos.
Evaluando poblaciones locales Argentinas por su comportamiento al Virus del Mal de Rio
Cuarto, Presello et al. (1996), hallaron elevada correlacion entre la presencia de la
enfermedad y el lugar de origen de las poblaciones. Los autores determinaron que las
poblaciones que mostraban resistencia se habian colectado en la zona endémica donde se
desarrollé la enfermedad, atribuyendo la resistencia a la co-evolucién de las poblaciones con
el patégeno.

Por todo lo mencionado, en trabajos futuros seria conveniente incorporar caracteres
edafo-climéticos, de altitud de la region de colecta y uso al cual se destinan cada una de las
poblaciones locales evaluadas, ademas de incorporar nuevas variables. Estos datos
permitiran determinar en forma mas exacta la relacion entre caracteristicas agro-

morfoldgicas y geograficas.
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CAPITULO VII- CONSIDERACIONES FINALES

Previo a enumerar las conclusiones de este trabajo de Tesis, es pertinente destacar
gue resulta sumamente complejo evaluar en forma conjunta todas las poblaciones
conservadas en un Banco de Germoplasma. Por este motivo, el desarrollo de nuevas
metodologias que facilten esta tarea es de fundamental importancia para quienes
conservan poblaciones locales. Por otro lado, cuando se realizan evaluaciones del
germoplasma, en general, se estudian muchas variables en forma conjunta, y las mismas
pueden ser muy influenciadas por el ambiente, con lo cual contar con distintas metodologias
gue puedan registrar y evaluar la interaccion genotipo-ambiente también es un aporte muy
importante.

Por lo mencionado, en el presente trabajo, se aplicaron en una primera instancia
técnicas para el estudio de la interaccion genotipo-ambiente empleando metodologias
tradicionales como ANOVA y AMMI frente a otras mas innovadoras como AFM. Se logro
determinar que esta Ultima enriquece la interpretacién de los resultados ya que permite
tratar la informacion en forma multivariada (analiza un conjunto de variables) pudiendo
determinar la presencia de interaccién genotipo-ambiente para cada una de las variables
analizadas.

Posteriormente se evaluaron tres estrategias metodolégicas para caracterizar en
forma conjunta poblaciones evaluadas en diferentes ensayos. Las técnicas analizadas
fueron calculo del promedio aritmético y concatenaciéon de ensayos sin considerar este
efecto ni el del ambiente, planteo de un modelo lineal mixto para estimacion y eliminacion
de efecto ambiente, ensayos y sus interacciones y uso del Analisis de Procrustes
Generalizado (APG) a tres modos para el tratamiento de datos provenientes de ensayos
incompletos conectados por individuos comunes, propuesta metodoldgica desarrollada para
este trabajo de tesis. Por dicho motivo, se explicé detalladamente el procedimiento de esta
tltima forma de analisis. Luego se compararon las diferentes estrategias pudiendo
seleccionar la méas adecuada para la caracterizacion en forma conjunta de las poblaciones
evaluadas en el BAP en diferentes ensayos experimentales. Las tres metodologias arrojaron
agrupamientos similares, aunque no idénticos, entre las poblaciones locales evaluadas.

Los resultados mas dispares correspondieron a la técnica derivada APG, y esta
situacion permitié6 determinar la necesidad de plantear dos supuestos indispensables para
su aplicacion, que las poblaciones comunes o testigo deben formar grupos (al menos dos)

con diferencias significativas en las variables consideradas y que estos grupos permanezcan
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estables a lo largo de las condiciones. Estos puntos deberdn ser tenidos en cuenta en
futuras evaluaciones en las que se pretenda aplicar esta estrategia de caracterizacion

Realizada la comparacion entre las metodologias propuestas se definié que, para
agrupar a las poblaciones en base a sus semejanzas, el promedio aritmético resulté ser una
técnica sencilla de aplicar y muy eficiente. Aplicando esta metodologia a las variables
cuantitativas se estudiaron las poblaciones evaluadas en el BAP a lo largo de siete
campafias agricolas y 13 ensayos comparativos. Sobre estos valores medios se aplicé la
técnica de ACP. Las mismas poblaciones fueron evaluadas por sus variables cualitativas
mediante un ACooP. Ambos analisis arrojaron resultados diferentes y complementarios por
lo cual se aplicé la metodologia de APG para tratar en forma conjunta ambos tipos de
variables. De este modo se obtuvo un agrupamiento de las poblaciones mucho mas rico que
utilizando cada tipo de variable en forma separada.

Por dltimo, se evaludé la relacion entre la variabilidad genética obtenida con la
metodologia del APG con las distancias geograficas que surgen de las zonas de colecta de
cada una de las poblaciones.

A modo de resumen, en el presente trabajo de tesis se arribaron a las siguientes
conclusiones:

v Las técnicas de tres vias permiten un mejor aprovechamiento de la
informacién proveniente de la caracterizacion de poblaciones locales de maiz,
ya que con ellas pueden diferenciarse los efectos del ambiente y sus
interacciones, las cuales son muy importantes desde el punto de vista

genético.

v Se estudiaron y evaluaron en forma comparativa la metodologia de APG para
ensayos incompletos conectados, desarrollada para este trabajo, con las
técnicas de analisis tradicionales determinadas por los métodos de promedio
aritmético y de modelos lineales mixtos para la estimacion y eliminaciéon de
efectos del ambiente y sus interacciones. La metodologia del promedio
aritmético resultdé ser la mas conveniente para agrupar a las poblaciones

locales, si el objetivo es s6lo considerar similitud entre las mismas.

v Fue posible agrupar a las poblaciones evaluadas en base a sus semejanzas y
diferencias tanto para caracteres cuantitativos, cualitativos y en forma
conjunta, utilizando diferentes técnicas de Analisis Multivariados segun la

naturaleza de la variable analizada.
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v' Se encontré una relacién media-baja pero significativa entre el agrupamiento
por caracteristicas agro-morfolégicas y geogréaficas indicando que no es
posible determinar la variabilidad en las poblaciones locales Unicamente por

su lugar de colecta.
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ANEXO |

Datos de pasaporte (localidad, provincia, altitud, latitud y longitud) y forma racial de las

510 poblaciones utilizadas en el estudio

Poblacion | Forma Racial Localidad Provincia Altitud | Longitud | Latitud
01001 |C. Colorado Acevedo Buenos Aires 70 3346 6027
01002 |C. Colorado Rancagua Buenos Aires 69 3402 6030
01003 |C. Colorado Rancagua Buenos Aires 69 3402 6030
01004 |C. Colorado Arroyo Dulce Buenos Aires 75 3406 6024
01005 |C. Colorado Arroyo Dulce Buenos Aires 75 3406 6024
01006 |C. Colorado Tacuari Buenos Aires 69 3413 6019
01007 |C. Colorado Salto Buenos Aires 51 3418 6015
01008 |C. Colorado Salto Buenos Aires 51 3418 6015
01009 |C. Colorado Chivilcoy Buenos Aires 55 3454 6001
01010 |C. Colorado Los Toldos Buenos Aires 72 3435 6058
01011 |C. Colorado Junin Buenos Aires 80 3435 6058
01012 |C. Colorado Arenales Buenos Aires 84 3419 6118
01013 |C. Colorado Rojas Buenos Aires 69 3412 6044
01014 |C. Colorado Chacabuco Buenos Aires 69 3438 6029
01015 |C. Colorado Salto Buenos Aires 51 3418 6015
01016 |C. Colorado Arroyo Burgos Buenos Aires 38 3404 6007
01017 |C. Colorado San Pedro Buenos Aires 27 3342 5941
01018 |C. Colorado Conesa Buenos Aires 58 3336 6022
01019 |C. Colorado Conesa Buenos Aires 58 3336 6022
01020 C. Colorado Conesa Buenos Aires 58 3336 6022
01021 C. Colorado Guerrico Buenos Aires 63 3341 6024
01022 |C. Colorado Ortiz Basualdo Buenos Aires 64 3403 6039
01023 C. Amarillo Ortiz Basualdo Buenos Aires 64 3403 6039
01024 C. Colorado San Carlos Buenos Aires 50 3415 6032
01025 C. Colorado Hunter Buenos Aires 50 3415 6032
01026 |C. Colorado Ferré Buenos Aires 88 3408 6108
01027 |C. Colorado Carabelas Buenos Aires 83 3403 6052
01028 |C. Colorado Colén Buenos Aires 90 3359 6106
01029 |C. Colorado Pergamino Buenos Aires 66 3354 6035
01030 |C. Colorado Conesa Buenos Aires 58 3336 6022
01031 |C. Colorado El Paraiso Buenos Aires 33 3334 5959
01032 |C. Colorado El Paraiso Buenos Aires 33 3334 5959
01033 | C. Colorado El Paraiso Buenos Aires 33 3334 5959
01034 |C. Colorado El Paraiso Buenos Aires 33 3334 5959
01035 |C. Colorado San Nicolas Buenos Aires 27 3320 6013
01036 | C. Colorado Conesa Buenos Aires 58 3336 6022
01037 |C. Colorado Acevedo Buenos Aires 70 3346 6027
01038 |C. Colorado Mariano Benitez Buenos Aires 70 3343 6035
01039 |C. Colorado Rancagua Buenos Aires 69 3402 6030
01040 |C. Colorado Rancagua Buenos Aires 69 3402 6030
01041 |C. Colorado Arroyo Dulce Buenos Aires 75 3406 6024
01042 |C. Colorado Salto Buenos Aires 51 3418 6015
01043 | C. Colorado Coronel Isleno Buenos Aires 63 3425 6024
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Poblacién | Forma Racial Localidad Provincia Altitud |Longitud | Latitud
01044 | C. Colorado Chivilcoy Buenos Aires 55 3454 6001
01045 C. Colorado Guerrico Buenos Aires 63 3341 6024
01046 | C. Colorado Tacuari Buenos Aires 69 3413 6019
01047 |C. Colorado Capitan Sarmiento Buenos Aires 49 3411 5947
01048 C. Colorado La Violeta Buenos Aires 55 3344 6011
01049 |C. Colorado Pergamino Buenos Aires 66 3354 6035
01050 |C. Colorado Duggan Buenos Aires 59 3412 5939
01051 |C. Colorado Rojas Buenos Aires 69 3412 6044
01052 |C. Colorado Todd Buenos Aires 45 3402 6010
01053 |C. Colorado San Pedro Buenos Aires 27 3342 5941
01054 |C. Colorado Buenos Aires Buenos Aires 20 3438 5828
01055 |C. Colorado Rancagua Buenos Aires 69 3402 6030
01056 | C. Colorado Mariano Alfonso Buenos Aires 62 3355 6050
01057 |C. Colorado El Paraiso Buenos Aires 33 3334 5959
01058 |C. Colorado Chivilcoy Buenos Aires 55 3454 6001
01059 | C. Amarillo Chivilcoy Buenos Aires 55 3454 6001
01060 | D. Amarillo Chivilcoy Buenos Aires 55 3454 6001
01061 |C. Colorado General Arenales Buenos Aires 84 3419 6118
01062 |C. Colorado Chacabuco Buenos Aires 69 3438 6029
01063 | A. Ocho Hileras Chacabuco Buenos Aires 69 3438 6029
01064 | A. Ocho Hileras Coronel Isleno Buenos Aires 63 3425 6024
01065 | C. Amarillo El Retamo Buenos Aires 63 3425 6024
01066 |C. Colorado Rojas Buenos Aires 69 3412 6044
01067 | C. Colorado Inés Indart Buenos Aires 63 3424 6032
01068 | C. Colorado Coronel Isleno Buenos Aires 63 3425 6024
01069 | A. Ocho Hileras Colén Buenos Aires 62 3355 6050
01070 | A. Ocho Hileras Mariano Alfonso Buenos Aires 55 3454 6001
01071 | A. Ocho Hileras Chivilcoy Buenos Aires 69 3438 6029
01072 | A. Ocho Hileras Chacabuco Buenos Aires 69 3438 6029
01073 | C. Amarillo Chacabuco Buenos Aires 69 3438 6029
01074 | C. Amarillo Chivilcoy Buenos Aires 55 3454 6001
01075 | C. Amarillo Bragado Buenos Aires 59 3507 6030
01076 | C. Amarillo Baradero Buenos Aires 29 3349 5930
01077 | C. Amarillo Pla Buenos Aires 55 3507 6013
01078 | D. Blanco San Pedro Buenos Aires 27 3342 5941
01079 |D. Blanco Buenos Aires Buenos Aires 20 3438 5828
01080 | C. Colorado Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01081 | C. Colorado Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01082 | C. Colorado Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01083 | C. Colorado Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01085 | C. Colorado Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01086 | C. Colorado Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01087 | C. Colorado Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01088 | C. Colorado Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01089 |C. Colorado Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01090 | C. Colorado Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01091 | C. Colorado Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01092 |C. Colorado Piglié Buenos Aires 298 6224 3741
01093 |C. Colorado Piglié Buenos Aires 298 6224 3741
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Poblacién | Forma Racial Localidad Provincia Altitud |Longitud | Latitud
01094 | C. Colorado Coronel Suarez Buenos Aires 234 6156 3728
01095 | C. Colorado Coronel Suarez Buenos Aires 234 6156 3728
01096 | C. Colorado Coronel Suarez Buenos Aires 234 6156 3728
01097 | C. Colorado Coronel Suérez Buenos Aires 234 6156 3728
01098 | C. Colorado Salazar Buenos Aires 116 6145 3637
01099 | C. Colorado Salazar Buenos Aires 116 6145 3637
01100 | Pericario Rojo Pirovano Buenos Aires 114 6134 3631
01101 |C. Colorado Carhue Buenos Aires 112 6245 3711
01102 | C. Colorado Carhue Buenos Aires 112 6245 3711
01103 | C. Colorado Carhue Buenos Aires 112 6245 3711
01104 | C. Colorado Carhue Buenos Aires 112 6245 3711
01105 |C. Colorado Campo San Carlos Buenos Aires 96 6244 3558
01106 |C. Colorado Estancia La Chita Buenos Aires 106 6259 3529
01107 |C. Colorado Estancia El Naranjo Buenos Aires 106 6259 3529
01108 | A. Ocho Hileras Ruta 33 Km 331 Buenos Aires 96 6244 3558
01109 | A. Ocho Hileras Henderson Buenos Aires 111 6141 3618
01110 | Pisingallo Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01111 | Pisingallo Carhue Buenos Aires 112 6245 3711
01113 Dulce Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01114 Dulce Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01115 Dulce General Cerri Buenos Aires 19 6216 3844
01117 Dulce Colonia La Merced Buenos Aires 43 6242 3850
01118 Dulce Colonia La Merced Buenos Aires 43 6242 3850
01120 | Dulce General Cerri Buenos Aires 19 6216 3844
01121 |C. Colorado Trenque Lauquen Buenos Aires 96 6244 3558
01122 | A. Ocho Hileras Trenque Lauquen Buenos Aires 96 6244 3558
01123 | A. Ocho Hileras Trenque Lauquen Buenos Aires 96 6244 3558
01124 |C. Colorado Trenque Lauquen Buenos Aires 96 6244 3558
01125 | Calchaqui Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01127 B. Ocho Hileras Coronel Suarez Buenos Aires 234 6156 3728
01128 | B. Ocho Hileras Henderson Buenos Aires 111 6141 3618
01129 B. Ocho Hileras Carhue Buenos Aires 112 6245 3711
01130 | No Clasificable Carhue Buenos Aires 112 6245 3711
01131 B. Ocho Hileras Casbas Buenos Aires 109 6236 3702
01132 D. Blanco Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01133 D. Blanco Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01134 | D. Blanco Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01136 D. Blanco Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01137 D. Blanco Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01138 D. Blanco Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01139 D. Blanco Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01140 |D. Blanco Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01141 D. Blanco Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01142 D. Blanco Carhue Buenos Aires 112 6245 3711
01143 D. Blanco Carhue Buenos Aires 112 6245 3711
01144 | C. Colorado Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01146 |C. A. Anaranjado | Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01147 | C. Colorado Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01148 D. Blanco Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
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Poblacién | Forma Racial Localidad Provincia Altitud |Longitud | Latitud
01149 D. Blanco Nueva Roma Buenos Aires 285 6214 3806
01150 |D. Blanco Carhue Buenos Aires 112 6245 3711
01151 | C. Colorado Mones Cazon Buenos Aires 88 6153 3548
01152 | C. Colorado Carlos Tejedor Buenos Aires 96 6225 3523
01153 B. Ocho Hileras Rivadavia Buenos Aires 106 6259 3529
02001 | C. Colorado Juncal Santa Fe 78 6103 3343
02002 |C. Colorado Wheelwright Santa Fe 96 6113 3348
02003 | C. Colorado Wheelwright Santa Fe 96 6113 3348
02004 | C. Colorado Wheelwright Santa Fe 96 6113 3348
02005 |C. Colorado Hughes Santa Fe 100 6120 3348
02006 |C. Colorado Uranga Santa Fe 26 6042 3316
02007 C. Colorado La Rabiola Santa Fe 112 6158 3346
02008 | C. Colorado Godoy Santa Fe 49 6030 3322
02009 |C. Colorado Stepherson Santa Fe 35 6034 3325
02010 |C. Colorado Sargento Cabral Santa Fe 44 6037 3326
02011 | C. Colorado Empalme Villa Santa Fe 25 6023 3315
02012 | C. Colorado Uranga Santa Fe 26 6042 3316
02013 | C. Colorado Godoy Santa Fe 49 6030 3322
02014 C. Colorado Chovet Santa Fe 103 6137 3336
02015 C. Colorado Casilda Santa Fe 76 6111 3303
02016 C. Colorado Santa Teresa Santa Fe 61 6111 3235
02017 C. Colorado Elortondo Santa Fe 101 6137 3322
02018 |C. Colorado Murphi Santa Fe 112 6158 3346
02019 | C. Amarillo Teodelina Santa Fe 89 6134 3410
02020 | C. Amarillo Uranga Santa Fe 26 6042 3316
02021 | C. Amarillo Casilda Santa Fe 76 6111 3303
02022 D. Amarillo Casilda Santa Fe 76 6111 3303
02023 D. Amarillo Casilda Santa Fe 76 6111 3303
02024 | D. Amarillo Casilda Santa Fe 76 6111 3303
02025 | D. Blanco Wheelwright Santa Fe 96 6113 3348
02026 |C. Blanco Casilda Santa Fe 76 6111 3303
03001 |C. Colorado Santa Anita Entre Rios 57 5846 3210
03002 | C. Colorado Colonia Caseros Entre Rios 57 5828 3228
03003 | Camelia Colonia Pantanosa Entre Rios 39 5838 3215
03004 | C. Colorado Santa Anita Entre Rios 57 5846 3210
03005 |D. Blanco Santa Ana Entre Rios 31 5756 3054
03006 D. Blanco Santa Ana Entre Rios 31 5756 3054
03007 D. Blanco Colonia Sauce Entre Rios 62 5759 3049
03008 | D. Blanco Villa Rosario Entre Rios 65 5755 3048
03009 D. Blanco Colonia Sauce Entre Rios 62 5759 3049
03010 |D. Blanco Colonia Sauce Entre Rios 62 5759 3049
03011 D. Blanco Colonia Sauce Entre Rios 62 5759 3049
03012 | C. Colorado Colonia Sauce Entre Rios 62 5759 3049
03013 |Camelia Colonia Sauce Entre Rios 62 5759 3049
03014 | Amargo La Matilde Entre Rios 68 5749 3051
03015 |D. Blanco La Matilde Entre Rios 68 5749 3051
03016 D. Blanco Villa Rosario Entre Rios 65 5755 3048
03018 | D. Blanco Santa Eloisa Entre Rios 62 5754 3050
03019 D. Blanco Santa Eloisa Entre Rios 62 5754 3050
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Poblacién | Forma Racial Localidad Provincia Altitud |Longitud | Latitud
03020 |Camelia Santa Eloisa Entre Rios 62 5754 3050
03021 |C. A. Anaranjado | Clonia Razzeta Entre Rios 54 5801 3039
03022 D. Blanco Clonia Razzeta Entre Rios 54 5801 3039
03023 |Camelia Clonia Razzeta Entre Rios 54 5801 3039
03024 | D. Blanco Clonia Razzeta Entre Rios 54 5801 3039
03025 |Camelia Colonia La Florida Entre Rios 63 5753 3103
03026 | Calchaqui Colonia La Florida Entre Rios 63 5753 3103
03027 |D. Blanco Santa Maria Entre Rios 69 6000 3136
03028 | D. Blanco Colonia Tuna Entre Rios 48 5818 3021
03029 |Camelia Colonia Tuna Entre Rios 48 5818 3021
03030 |D. Blanco Colonia Tuna Entre Rios 48 5818 3021
03031 | Calchaqui Colonia Tuna Entre Rios 48 5818 3021
03032 |Camelia Colonia Tuna Entre Rios 48 5818 3021
03033 D. Blanco Colonia Tuna Entre Rios 48 5818 3021
03034 | Camelia Colonia Tuna Entre Rios 48 5818 3021
03035 D. Blanco Colonia Tuna Entre Rios 48 5818 3021
03036 | Calchaqui Colonia Nueve Entre Rios 54 5818 3021
03037 Camelia Colonia Nueve Entre Rios 54 5818 3021
03038 | A. Moroti Colonia La Esmeralda Entre Rios 61 5839 3018
03040 D. Blanco Colonia Oficial n°18 Entre Rios 69 5844 3023
03043 | D. Blanco Ejido Norte Entre Rios 67 5845 3023
03044 | A. Moroti Ti Ejido Norte Entre Rios 67 5845 3023
03045 |D. Blanco Ejido Norte Entre Rios 67 5845 3023
03046 D. Blanco Pancho ramirez Entre Rios 69 5846 3051
03047 |D.Blanco Colonia Avigdor Entre Rios 64 5926 3111
03048 | Amargo Colonia Avigdor Entre Rios 64 5926 3111
03049 | Amargo Colonia Avigdor Entre Rios 64 5926 3111
03050 |D.Blanco Colonia Avigdor Entre Rios 64 5926 3111
03051 D. Blanco Colonia Viraro Entre Rios 55 5922 3117
03052 | C. Colorado Mojones Norte Entre Rios 58 5914 3129
03053 D. Blanco Colonia 21 Cricecita Entre Rios 58 5949 3224
03054 | D. Blanco Colonia 21 Cricecita Entre Rios 58 5949 3224
03055 |C. A. Anaranjado | Colonia 21 Cricecita Entre Rios 58 5949 3224
03056 D. Blanco Colonia 21 Cricecita Entre Rios 58 5949 3224
04001 Perlita Sant Tome Corrientes 80 5602 2834
04003 | A. Moroti Ti Sant Tome Corrientes 80 5602 2834
04004 | A. Moroti Sant Tome Corrientes 80 5602 2834
04005 | Pisingallo Sant Tome Corrientes 80 5602 2834
04006 |C. de Formosa Sant Tome Corrientes 80 5602 2834
04007 | C. Colorado Mercedes Corrientes 98 5804 2911
04008 | A. Moroti Mercedes Corrientes 98 5804 2911
04009 | Pisingallo Mercedes Corrientes 98 5804 2911
04010 | A. Moroti Mercedes Corrientes 98 5804 2911
04011 No Clasificable Ista Cora Corrientes 53 5804 2911
04012 | C. Colorado Ista Cora Corrientes 53 5814 2911
04013 | Pisingallo Ista Cora Corrientes 53 5814 2911
04014 | Perlita Ista Cora Corrientes 53 5814 2911
04015 | A. Moroti Paraje Tacuaba Corrientes 69 5738 3015
04016 | D. Blanco Paraje Tacuaba Corrientes 69 5738 3015
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04018 | Camelia Colonia Libertad Corrientes 80 5749 3003
04019 | A. Moroti Colonia Libertad Corrientes 80 5749 3003
04020 |D. Blanco Colonia Libertad Corrientes 80 5749 3003
04021 | C. Colorado La Cruz Corrientes 80 5749 3003
04022 | D. Blanco Colonia El Ceibo Corrientes 85 5803 2941
04023 | Pisingallo Perugorria Corrientes 70 5836 2921
04024 | A. Moroti Ti Perugorria Corrientes 70 5836 2921
04025 | A. Moroti Picada Rep. Paraguay Corrientes 70 5836 2921
04026 | A. Moroti Ifran Corrientes 66 5859 2905
04027 | Complejo tropical | Ifran Corrientes 66 5859 2905
04028 | A. Moroti Ifran Corrientes 66 5859 2905
04029 | A. Moroti Ifran Corrientes 66 5859 2905
04030 | Complejo tropical | Ifran Corrientes 66 5859 2905
04031 | Perlita Ifran Corrientes 66 5859 2905
04032 | A. Moroti Ifran Corrientes 66 5859 2905
04034 | A. Moroti Paraje Villa Cordoba Corrientes 46 5905 2859
04035 | D. Amarillo Paraje Naranijito Corrientes 46 5817 2856
04036 | A. Moroti Paraje Naranijito Corrientes 46 5817 2856
04037 | A. Moroti Ti Paraje Naranijito Corrientes 46 5817 2856
04038 | Complejo tropical | Paraje Naranijito Corrientes 46 5817 2856
04039 | A. Moroti Paraje Monte Florido Corrientes 46 5817 2856
04040 | A. Moroti Ti Paraje San Pedro Corrientes 45 5911 2912
04041 | A. Moroti Ti Paraje San Pedro Corrientes 45 5911 2912
04043 | A. Moroti P. S. Pedro-Cnia Sta. Ana | Corrientes 48 5913 2914
04044 | TUSON Paraje Manantiales Corrientes 50 5911 2909
04046 | A. Moroti Paraje Manantiales Corrientes 50 5911 2909
04047 | A. Moroti Ti Paraje Santa Rosa Corrientes 49 5914 2912
04049 | A. Moroti Ti Paraje San Ramon Corrientes 42 5917 2910
04050 | A. Moroti Paraje San Ramon Corrientes 42 5917 2910
04051 | A. Moroti Paraje San rafael Corrientes 40 5913 2906
04052 | D. Amarillo Paraje Buena Vista Corrientes 42 5846 2926
04053 | A. Moroti Paraje Cafadita Corrientes 38 5905 3012
04056 | D. Amarillo Paraje Cafadita Corrientes 40 5905 3012
04057 | A. Moroti Corrientes Corrientes 39 5850 2728
04058 | A. Moroti Corrientes Corrientes 39 5850 2728
04059 | C. de Formosa Corrientes Corrientes 39 5850 2728
04060 | Calchaqui Corrientes Corrientes 39 5850 2728
04061 | A. Pichinga Corrientes Corrientes 39 5850 2728
04062 |C. A. Anaranjado | Corrientes Corrientes 39 5850 2728
04063 | C. de Formosa El Sombrero Corrientes 61 5846 2743
04064 | A. Moroti El Sombrero Corrientes 61 5846 2743
04065 | A. Moroti Derqui Corrientes 60 5847 2751
04066 | Pisingallo Derqui Corrientes 60 5847 2751
04069 | No Clasificable Empedrado Corrientes 69 5849 2757
04071 |C. de Formosa Empedrado Corrientes 69 5849 2757
04072 | C. de Formosa San Lorenzo Corrientes 68 5846 2808
04073 |C. de Formosa San Lorenzo Corrientes 68 5849 2808
04074 | Venezolano Saladas Corrientes 66 5838 2815
04075 | D. Blanco Saladas Corrientes 66 5838 2815
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04076 | A. Moroti Saladas Corrientes 66 5838 2815
04077 | Pisingallo Bella Vista Corrientes 63 5802 2831
04078 D. Blanco Baradero Corrientes 63 5802 2831
04080 |C. de Formosa Saladas Corrientes 63 5838 2815
04081 | A. Moroti Santa Lucia Corrientes 47 5906 2859
04082 D. Blanco Santa Lucia Corrientes 47 5906 2859
04084 | A. Moroti Lavalle Corrientes 47 5911 2902
04085 | Complejo Tropical |Lavalle Corrientes 47 5911 2902
04086 | C. Colorado Costa batel Corrientes 47 5846 2857
04087 | Complejo Tropical | Yataity Calle Corrientes 47 5855 2902
04088 | A. Moroti Yataity Calle Corrientes 47 5855 2902
04089 | Complejo Tropical | Yataity Calle Corrientes 47 5855 2902
04091 | Complejo Tropical | Colonia Carolina Corrientes 61 5937 2909
04092 | A. Moroti Colonia Carolina Corrientes 61 5937 2909
05002 D. Amarillo Leandro Alem Misiones 290 5519 2736
05003 Perlita Leandro Alem Misiones 290 5519 2736
05006 Cravo Colonia Tarauco Misiones 235 5529 2712
05007 | Pisingallo Colonia Tarauco Misiones 235 5529 2712
05010 D. Amarillo Colonia Tarauco Misiones 235 5529 2712
05012 | D. Amarillo Olegario Andrade Misiones 200 5530 2734
05013 | D. Blanco Olegario Andrade Misiones 200 5530 2734
05016 | A. Moroti Almafuerte Misiones 200 5530 2734
05017 Cravo Almafuerte Misiones 200 5530 2734
05019 Perlita Picada Sueca Misiones 318 5528 2733
05020 | A. Pichinga Picada Sueca Misiones 318 5528 2733
05021 Perla Picada San Martin Misiones 318 5528 2733
05022 | D. Blanco Picada Yapeyu Misiones 318 5528 2733
05023 Perlita Villa Industrial Misiones 318 5528 2733
05026 | Cravo Alberdi Misiones 318 5528 2733
05027 | Cravo Alberdi Misiones 318 5528 2733
05028 | D. Amarillo Alberdi Misiones 318 5528 2733
05030 |Tuson San Ignacio Misiones 320 5510 2730
05040 | Perlita Campo Viera Misiones 300 5503 2720
05044 | D. Amarillo Aristobulo del Valle Misiones 380 5454 2708
05046 Perlita Aristobulo del Valle Misiones 380 5454 2708
05047 | A. Moroti Aristobulo del Valle Misiones 380 5454 2708
05048 | A. Moroti Picada Rep. Paraguay Misiones 380 5454 2707
05049 | Perlita Picada Rep. Paraguay Misiones 380 5454 2707
05050 | A. Moroti Picada Rep. Paraguay Misiones 380 5454 2707
05051 | Pisingallo San Vicente Misiones 276 5423 2649
05052 D. Amarillo San Vicente Misiones 276 5423 2649
05053 | Cravo Colonia Zulma Misiones 200 5509 2730
05054 | Pisingallo Ruta Alicia Km 33 Misiones 150 5426 2712
05055 | Perlita Ruta Alicia Km 33 Misiones 150 5426 2712
05056 D. Amarillo KM 28 Misiones 150 5426 2712
05057 | D. Amarillo FINO |KM 28 Misiones 150 5426 2712
05059 Perlita San Vicente Misiones 276 5423 2649
05060 | Perlita Rio Victoria Misiones 276 5511 2732
05062 D. Amarillo Rio Victoria Misiones 276 5511 2732
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05063 | A. Moroti Rio Victoria Misiones 320 5511 2732
05064 | D. Blanco Colonia Tariana km 270 Misiones 276 5423 2649
05065 | Perlita Colonia 271 Rio Victoria Misiones 276 5712 2732
05066 No Clasificable Colonia 271 Rio Victoria Misiones 276 5712 2732

Campo Las Monjas
05067 | A. Moroti Ti km.300 Misiones 276 5712 2732
Campo Las Monjas
05070 | A. Moroti Mita km.300 Misiones 276 5712 2732
05071 Cravo San Pedro Misiones 510 5408 2638
05072 | A. Moroti San Pedro Misiones 510 5408 2638
05074 | Venezolano Tobuna Misiones 510 5408 2638
05075 | D. Amarillo Bernardo de Irigoyen Misiones 805 5337 2615
05076 | Pisingallo Bernardo de Irigoyen Misiones 805 5337 2615
05077 | A. Moroti Boreti Iguazu Misiones 805 5337 2615
05081 D. Amarillo Mandore Misiones 750 5441 2626
05082 D. Blanco Mandore Misiones 750 5441 2626
05084 | A. Moroti Mandore Misiones 750 5441 2626
05085 | A. Moroti Ti Mandore Misiones 750 5441 2626
05086 D. Blanco El Dorado Misiones 215 5441 2626
05087 D. Amarillo El Dorado Misiones 215 5441 2626
05088 | A. Moroti El Dorado Misiones 215 5441 2626
05090 | A. Moroti Boreti Iguazu Misiones 215 5434 2658
05093 | A. Moroti uruguay Misiones 215 5434 2658
05094 | Venezolano esperanza Misiones 125 5434 2601
05095 | No Clasificable Colonia Mado Misiones 125 5434 2601
05098 | D. Amarillo Monte Carlo Misiones 130 5447 2633
05099 | A. Moroti Monte Carlo Misiones 130 5447 2633
05100 | A. Moroti Monte Carlo Misiones 130 5447 2633
05101 D. Amarillo Monte Carlo Misiones 130 5447 2633
05109 D. Amarillo Puerto rico Misiones 205 5502 2648
05111 | Pisingallo R. Montoya Misiones 200 5503 2658
05112 | Cravo R. Montoya Misiones 200 5503 2658
05115 | Perlita San Ignacio Misiones 180 5531 2714
05116 | A. Moroti San Ignacio Misiones 180 5531 2714
05118 | A. Moroti Santo Pipo Misiones 232 5524 2708
05120 | Perlita Hipdlito Yrigoyen Misiones 210 5517 2706
05121 | Complejo Tropical | Apéstoles Misiones 110 5540 2804
05122 | C. de Formosa Azara Misiones 110 5540 2804
05124 | Perlita Azara Misiones 110 5540 2804
05125 | D. Amarillo Azara Misiones 110 5540 2804
14001 |C. Colorado Alta Gracia Cordoba 550 6436 3140
14002 |C. Colorado Chucul Cordoba 412 6410 3301
14003 D. Amarillo Elena Coérdoba 435 6422 3234
14004 | C. Colorado El Crucero Cordoba 459 6411 3125
14005 |C. Colorado Thfa Coérdoba 710 6431 3103
14006 D. Amarillo Elena Cordoba 435 6422 3234
14007 D. Blanco Avellaneda Cordoba 702 6411 3035
14008 | C. Blanco Pichanas Cordoba 407 6511 3048
14009 | Pisingallo Alto del Durazno Cérdoba 790 6419 3130
14012 | Pisingallo Paraje El Cano Cérdoba 750 6435 3237
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14013 | A. Ocho Hileras Las Lagunitas Coérdoba 678 6414 3533
14015 | A. Ocho Hileras Las Tapas Coérdoba 700 6444 3244
14016 D. Blanco Las Lagunitas Coérdoba 678 6414 3533
14017 | Calchaqui Rio de Los Sauces Cérdoba 550 6434 3231
14018 | D. Amarillo Alpa Corral Cérdoba 730 6433 3240
14019 | C. Colorado Alta Gracia Coérdoba 730 6433 3240
14021 | A. Ocho Hileras Rio de Los Sauces Coérdoba 550 6434 3231
14022 | D. Amarillo Rio de Los Sauces Cérdoba 550 6434 3231
14023 | D. Amarillo Cerro San Lorenzo Cérdoba 845 6502 3140
14024 | A. Ocho Hileras Cerro San Lorenzo Cérdoba 845 6502 3140
14025 | Pisingallo Cerro San Lorenzo Cérdoba 845 6502 3140
14026 | A. Ocho Hileras Cerro San Lorenzo Coérdoba 845 6502 3140
14029 | A. Ocho Hileras Valle de La Cruz Cérdoba 600 6418 3216
14030 | A. Ocho Hileras Valle de La Cruz Cérdoba 600 6418 3216
14032 | A. Ocho Hileras El Quebracho Coérdoba 591 6420 3213
14033 | A. Ocho Hileras El Quebracho Coérdoba 591 6420 3213
14034 | C. Colorado Athos Pampa Cérdoba 900 6440 3159
14036 |D. Blanco Athos Pampa Cérdoba 900 6440 3159
14037 D. Blanco Los Reartes Cordoba 750 6434 3155
14038 | Pericarpio Rojo Los Reartes Cérdoba 750 6434 3155
14039 | Pisingallo Los Reartes Cérdoba 750 6434 3155
14041 | C. Colorado Los Reartes Coérdoba 750 6434 3155
14042 | D. Amarillo Athos Pampa Cérdoba 900 6440 3159
14043 | Pisingallo La Capilla Cérdoba 615 6421 3218
14044 | C. Colorado La Capilla Cérdoba 615 6421 3218
14045 | D. Blanco La Capilla Coérdoba 615 6421 3218
14046 | Calchaqui San Ignacio Coérdoba 650 6431 3209
14047 | D. Amarillo San Ignacio Cérdoba 650 6431 3209
14048 | No Clasificable Sta. Rosa de Calamuchita | Cérdoba 600 6433 3204
14049 | C. Colorado Santa Rosa Coérdoba 600 6433 3204
14050 |D. Blanco Santa Rosa Cordoba 600 6433 3204
14051 | D. Amarillo Santa Rosa Coérdoba 600 6433 3204
14052 | Calchaqui Santa Rosa Coérdoba 600 6433 3204
14053 | C. Colorado Chufa Coérdoba 493 6447 3026
14055 |D. Blanco Chufa Coérdoba 493 6447 3026
14056 | C. Colorado Chufia Coérdoba 493 6447 3026
14057 | C. Colorado San Nicolas Coérdoba 740 6438 3128
14058 | C. Colorado San Marcos Sierra Coérdoba 689 6438 3047
14061 |C. A. Anaranjado | San Marcos Sierra Coérdoba 689 6438 3047
14062 | Pisingallo Pampa de Olaen Cérdoba 950 6437 3110
14063 | C. Colorado Pampa de Olaen Cérdoba 950 6437 3110
14064 | C. Colorado Pampa de Olaen Coérdoba 950 6437 3110
14066 |D. Blanco Alta Gracia Coérdoba 550 6433 3140
14068 | Pericario Rojo Alta Gracia Cérdoba 550 6433 3140
14069 | C. Colorado Alta Gracia Cérdoba 550 6433 3140
14070 | Pisingallo Alta Gracia Cérdoba 550 6433 3140
14071 | Pericario Rojo Alta Gracia Cérdoba 550 6433 3140
14072 | C. Colorado Cafiada El Tola Cérdoba 515 6435 3216
14073 | C. Colorado Arroyo San Antonio Cérdoba 875 6440 3219
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14074 | D. Blanco Arroyo San Antonio Coérdoba 875 6440 3219
14075 | C. Colorado Arroyo San Antonio Coérdoba 875 6440 3219
14077 | D. Blanco Arroyo San Antonio Cérdoba 875 6440 3219
14078 | A. Ocho Hileras Arroyo San Antonio Cérdoba 875 6440 3219
14079 | C. Colorado Aguada de las Chacras Cérdoba 810 6459 3102
14080 | No Clasificable Aguada de las Chacras Coérdoba 810 6459 3102
14081 | Pisingallo Aguada de las Chacras Cérdoba 810 6459 3102
14082 | Pisingallo Aguada de las Chacras Cérdoba 810 6459 3102
14083 | A. Ocho Hileras Tala Cafiada Cérdoba 1189 6459 3121
14084 | A. Ocho Hileras Tala Cafiada Cérdoba 1189 6459 3121
14086 |C. A. Anaranjado | Tala Cafiada Cérdoba 1189 6459 3121
14087 | D. Blanco Sagrada Familia Cérdoba 893 6500 3121
14089 | C. Colorado Mina Clavero Cérdoba 900 6502 3144
14090 |D. Blanco Piedras Blancas Cérdoba 900 6506 3149
14092 | A. Ocho Hileras Piedras Blancas Cérdoba 900 6506 3149
14093 | C. Colorado Piedras Blancas Coérdoba 900 6506 3149
14094 | D. Blanco Piedras Blancas Coérdoba 900 6506 3149
14095 | A. Ocho Hileras Piedras Blancas Cordoba 900 6506 3149
14096 | A. Ocho Hileras Piedras Blancas Cordoba 900 6506 3149
14097 D. Blanco Villa Cura Brochero Coérdoba 900 6501 3142
14098 | C. Colorado Villa Cura Brochero Coérdoba 900 6501 3142
14099 B. Ocho Hileras Villa Cura Brochero Coérdoba 900 6501 3142
14100 |C. Colorado Nono Cordoba 877 6500 3148
14101 | C. Colorado Mina Clavero Coérdoba 900 6502 3144
14102 | Pericario Rojo Mina Clavero Cérdoba 900 6502 3144
14103 | C. Colorado Mina Clavero Coérdoba 900 6502 3144
14104 | C. Colorado Nono Coérdoba 877 6500 3148
14105 |C. Colorado La Toma Coérdoba 826 6401 3012
14106 | C. Colorado San José de la Dormida Coérdoba 660 6356 3023
14107 |C. Colorado San José de la Dormida Coérdoba 660 6356 3023
14109 |C. Colorado La Toma Cordoba 823 6401 3012
14110 |C. Colorado La Toma Coérdoba 823 6401 3012
14111 | C. Colorado San José de la Dormida Coérdoba 660 6356 3023
14112 | C. Colorado San José de la Dormida Coérdoba 660 6356 3023
14117 | C. Colorado Tulumba Coérdoba 650 6407 3024
14118 | A. Moroti Ti Mina Clavero Coérdoba 900 6502 3144
18001 | C. Colorado Cachirulo La Pampa 152 6423 3645
18003 | C. Colorado General Pico La Pampa 140 6347 3538
18004 | C. Colorado General Pico La Pampa 140 6347 3538
18005 | C. Colorado General Pico La Pampa 140 6347 3538
18006 | C. Colorado Metileo La Pampa 137 6358 3545
18007 |C. Colorado Realicé La Pampa 165 6415 3500
18008 | C. Colorado Ojeda La Pampa 153 6400 3515
18009 | C. Colorado Caleufl La Pampa 206 6434 3534
18010 |C. Colorado Caleuf La Pampa 206 6434 3534
18011 |C. Colorado Pichi Huinca La Pampa 244 6445 3536
18012 | C. Colorado Santa Teresa La Pampa 198 6331 3740
18016 | C. Colorado Colonia Chica La Pampa 380 6751 3756
18017 | C. Colorado Colonia Chica La Pampa 380 6751 3756
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18018 | A. Ocho Hileras Pichi Huinca La Pampa 244 6445 3536
18019 | A. Ocho Hileras Pichi Huinca La Pampa 244 6545 3536
18020 | A. Ocho Hileras Santa Teresa La Pampa 198 6331 3740
18021 | A. Ocho Hileras General acha La Pampa 223 6436 3721
18022 | No Clasificable Eduardo Castex La Pampa 191 6419 3554
18023 | C. A. Anaranjado | Metileo La Pampa 137 6358 3545
18025 | Dulce Eduardo Castex La Pampa 191 6419 3554
18028 | B. Ocho Hileras Eduardo Castex La Pampa 191 6419 3554
18029 | B. Ocho Hileras Colonia Santa Teresa La Pampa 198 6331 3740
18030 |B. Ocho Hileras Colonia Santa Teresa La Pampa 198 6331 3740
18035 |C. Colorado Cachirulo La Pampa 152 6423 3645
18037 | C. Colorado Eduardo Castex La Pampa 191 6419 3554
18040 | A. Ocho Hileras Eduardo Castex La Pampa 191 6419 3554
18041 |C. Colorado Metileo La Pampa 137 6358 3545
18044 | C. Colorado Caleufl La Pampa 206 6434 3534
18046 | C. Colorado Ojeda La Pampa 153 6400 3715
18047 | C. Colorado Winifreda La Pampa 169 6410 3610
18048 | C. Colorado Caleufl La Pampa 206 6434 3534
18049 | C. Colorado Eduardo Castex La Pampa 191 6419 3554
18050 | B. Ocho Hileras Eduardo Castex La Pampa 191 6419 3554
18051 | A. Ocho Hileras Trenel La Pampa 179 6406 3539
18052 | A. Ocho Hileras Eduardo Castex La Pampa 191 6419 3554
18053 | A. Ocho Hileras Caleufl La Pampa 206 6434 3534
18054 | A. Ocho Hileras Realico La Pampa 165 6415 3500
18055 | D. Amarillo Caleufl La Pampa 206 6434 3534
18056 | D. Amarillo Caleufu La Pampa 206 6434 3534
18057 | D. Amarillo General Pico La Pampa 140 6364 3538
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