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RESUMEN

Bromus brevis (cebadilla pampeana) es una apreciable forrajera nativa de zonas
aridas y semiaridas de la Argentina. En los bancos de germoplasma del INTA de
Balcarce y Anguil se conservan entradas de esa especie cuya variabilidad no ha sido
descripta completamente, lo que es fundamental para su conservacion y utilizacion.
Con el objetivo de caracterizar este germoplasma se analizaron 20 entradas de
B.brevis y una de B.catharticus como testigo, mediante 33 caracteres morfoldgico-
agronémicos y 3 tipos de marcadores de ADN. Se encontré variaciéon para los
caracteres cualitativos y diferencias significativas en casi todos los cuantitativos; en
pocos casos el testigo difiri6 de las poblaciones de B.brevis. Los marcadores ISSR
revelaron 58 bandas (indice de diversidad entre 0,97 y 0,98). El 56 % de la variabilidad
molecular correspondié a variacion intrapoblacional. Los andlisis multivariados
reunieron a las poblaciones en grupos bastante coincidentes utilizando caracteres
cualitativos morfolégicos, cualitativos moleculares y cuantitativos, pero la asociacion
fue baja y no significativa entre matrices con diferente tipo de caracteres. La relaciéon
entre caracteristicas morfolégico-agrondmicas de las poblaciones y su origen tampoco
resultd significativa, aunque las poblaciones con mejor comportamiento agronémico
procedian de la eco-region Espinal. No se observé ningun patron molecular especifico
para una determinada eco-region.

La variabilidad morfol6gica, agronémica y molecular observada sugiere que estas
poblaciones de B.brevis pueden utilizarse para obtener variedades con mejor
comportamiento en implantacion, produccion de forraje y de semilla, asi como para

ampliar la base genética de B.catharticus.

Palabras claves: Bromus brevis, variabilidad, caracterizacién, poblaciones, sitios,

ISSR.
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ABSTRACT

Bromus brevis (cebadilla pampeana) is a valuable native forage of arid and semiarid
zones of the Argentina. Germplasm Banks of Balcarce and Anguil (INTA) conserves
accessions of this species which variability has not been decrypted completely, which
is fundamental for its conservation and utilization. With the aim to characterize this
germplasm there were analyzed 20 accessions of B.brevis and 1 of B. catharticus as
control, by means of 33 morphologic-agronomic characters and 3 molecular
techniques. Variation was found for the qualitative characters and significant
differences in almost all the quantitative ones; in few cases the control differed of the
populations of B.brevis. ISSRs primers revealed 58 bands (Diversity Index: between
0,97 and 0,98). Fifty six percent of the molecular variability corresponded to the
intrapopulation variance. The multivariate analyses assembled the populations in
similar enough groups using qualitative morphologic, qualitative molecular and
gquantitative characters, but the correlation was low and not significant between matrix
of different type of characters. The relation between morphologic-agronomic
characteristics of the populations and their origin did not also turn out to be significant,
although the populations with better agronomic behavior proceed of the Espinal. There
was not a specific molecular patron for a determinate eco-region.

The morphological, agronomic and molecular observed variability suggest that this
populations of B.brevis can be used for varieties development with better behaviour in
implantation, on forage and seed production, as well as for extending the genetic base

of B.catharticus.

Key words : Bromus brevis, variability, characterization, populations, sites, ISSR.



INTRODUCCION

En el género Bromus L., la seccion Ceratochloa (P. Beauv.) Griseb, incluye
especies llamadas comunmente "cebadillas", que son gramineas nativas de la
Argentina de importancia forrajera. Son especies preferidas por lo que sus poblaciones
son consumidas por el ganado directamente en los pastizales naturales de donde son
originarias (Covas e ltria, 1969; Camara Hernandez, 1970). En cambio, algunas de
ellas ya han sido introducidas al cultivo para su utilizaciéon en pasturas consociadas o
como verdeos invernales, como es el caso de Bromus catharticus Vahl., B. parodii
Covas et ltria, B. stamineous Desv. y B. brevis Ness., (Ruiz et al., 1995; Bellozas et al.,
2000).

Bromus brevis ("cebadilla pampeana"), es una especie nativa que se halla
distribuida en la estepa pampeana, en los bosques centrales, en el monte occidental y
en el norte patagdnico. Es mas resistente a la sequia y a las bajas temperaturas que la
"cebadilla criolla" (B. catharticus), se desarrolla sin inconvenientes en suelos arenosos
y constituye un preciado recurso para la zona semiarida pampeana (Cabrera, 1970). Si
bien en 1967 se obtuvo un cultivar de esta especie adecuado para las zonas semiarida
y subhumeda de la region pampeana (Gorostegui, 1971), el mismo no ha tenido
mucha difusién (Ruiz et al., 1995), probablemente por su susceptibilidad al carbén de
la cebadilla, caracteristica sefialada como su principal defecto (Gorostegui, 1971). La
liberacion de un cultivar al mercado requiere la realizacion de numerosas pruebas o
estudios agrondémicos a fin de determinar la aptitud de las lineas selectas, previo
analisis de la magnitud y la naturaleza de la variacion genética existente en el
germoplasma disponible de la especie (Vivero Vidal, 1979; Rodriguez, 1981). El
estudio de la variacion contenida en el acervo genético de una especie es fundamental

para su conservacion y utilizacion.



La caracterizacion y la evaluacién inicial de los recursos genéticos se inicia
tradicionalmente mediante el uso de descriptores morfoldgicos y agronémicos, pero la
informacion que éstos proporcionan, aunque irreemplazable, tiene ciertas limitaciones.
Es por ello que una mejor descripcion e interpretacion de la diversidad de las entradas
de germoplasma puede obtenerse mediante el analisis complementario de marcadores
bioquimicos y moleculares (Karp et al., 1997).

En los bancos de germoplasma de Balcarce y Anguil se conservan poblaciones de
B. brevis procedentes de diferentes provincias argentinas, para las cuales no se ha
realizado la descripcion completa de la variabilidad que contienen. En cambio, en
algunas poblaciones y lineas de B. brevis procedentes de La Pampa y Buenos Aires,
Ruiz et al. (1995) y Covas y Ruiz (1999) detectaron variabilidad para algunos
caracteres morfolégicos, fisioldgicos y agrondmicos. Si bien en otras especies de
Bromus, la diversidad genética fue analizada mediante marcadores RAPD y AFLP
(Massa et al., 2001; Puecher et al., 2001b; Diaby y Casler, 2003; Ferdinandez y
Coulman, 2002), hasta el momento no se han utilizado marcadores de ADN en la
caracterizaciéon de germoplasma de B. brevis o su aplicacion es incipiente (Cuyeu et
al., 2005).

El presente trabajo forma parte de un proyecto mayor tendiente a establecer la
variabilidad presente en Bromus brevis, para lo cual se registraron caracteres
morfoldgicos, agrondmicos y moleculares.

Considerando el germoplasma de Bromus brevis de diferentes provincias de la
Argentina que se halla conservado en los bancos de las EEA de Anguil y Balcarce se
postula que:

H1: Existe variabilidad entre poblaciones en caracteres morfologicos.

H2: Las poblaciones presentan diferente comportamiento agronémico.

H3: Existe variabilidad genética inter e intrapoblacional que puede ser evidenciada

con marcadores moleculares.



H4: La variacion esta asociada con las condiciones climaticas de los sitios de los

que proceden las poblaciones.

Por ello, los objetivos de este trabajo seran:

-Analizar la variacion en entradas de B. brevis de diferente procedencia mediante el
empleo de caracteres morfologicos, agronémicos y de marcadores de ADN.

-Analizar la relacion entre la variabilidad encontrada y los parametros climaticos
asociados con el lugar de origen de las muestras.

-Comparar los resultados obtenidos a partir de la caracterizacion morfolégica y

agrondémica con los de la caracterizacion molecular.



ANTECEDENTES

1-La Familia Gramineae

La Familia Gramineae es una de las mayores del reino vegetal por la cantidad de
especies que contiene, ya que comprende unos 700 géneros y cerca de 10000
especies distribuidas en todo el mundo (Nicora y Rugolo, 1987). Se encuentran
presentes en todas las latitudes, desde el nivel del mar hasta en las altas montafas,
viven en regiones frias o tropicales e intermedias, asi como en suelos inundados o
secos hasta desérticos y, en areas con bajas precipitaciones anuales, integran la
vegetacion climax (Nicora y Rugolo, 1987; Zoomlefer, 1994). Especificamente para la
region de las pampas y campos de Argentina, Uruguay y sur de Brasil el numero de
gramineas es de 553 especies (Bilenca y Mifiarro, 2004), pero si se consideran solo
las regiones de la Argentina, se cuenta con 187 géneros y alrededor de 1130 especies
entre nativas, naturalizadas y cultivadas (Nicora y Rugolo, 1987).

La importancia econdémica de la gramineas es muy destacada dado que, si bien
muchas especies se destacan por ser perjudiciales, como es el caso de las malezas y
toxicas (Marzocca, 1994), a esta familia pertenecen las cuatro plantas mas cultivadas
en el mundo: el trigo, el arroz, el maiz y la cana de azucar, alimentos basicos para el
hombre (Nicora y Rugolo, 1987). Existen numerosas gramineas cultivadas por el valor
alimenticio de sus granos, como también por ser importantes forrajeras, naturales o
cultivadas, las que constituyen el alimento basico para el desarrollo de la ganaderia
(Nicora y Rugolo, 1987; Zomlefer, 1994). Las gramineas se destacan por sus
cualidades nutricionales para los rumiantes y sus efectos benéficos para mejorar la
estructura, mantener la fertilidad y controlar la erosién de los suelos. Se adaptan a
crecer solas o en mezclas con otras especies gramineas o leguminosas y en

diferentes condiciones de suelo (Pagano y Rimieri, 1989). Se estima que en el mundo,



aproximadamente el 75% de las especies gramineas se utilizan para forraje (Pagano y
Rimieri, 1989). De ellas, una alta proporcion forma parte de pastizales silvestres o
seminaturales y sélo unas pocas son incluidas en pasturas monoespecificas o en
mezclas. En tal sentido, Millot (1969) menciond que se hallan bajo cultivo alrededor de
40 gramineas forrajeras, de las cuales el 10% procede del Centro de Origen
Sudamericano, de especies de los géneros Axonopus, Paspalum y Bromus.

En la Argentina se cultivan gramineas exoticas anuales o perennes para formar
praderas permanentes, varias de las cuales se han naturalizado (Nicora y Rugolo,
1987; Mazzanti et al., 1992; Alonso e Ispizta, 1996; Echeverria et al., 2001). Ademas,
una alta proporcion de gramineas indigenas integran pasturas naturales, tales como
varias especies de los géneros Bromus, Festuca, Hordeum, Poa, Agrostis, Elymus y
Stipa entre las invernales y de Paspalum, Setaria, Eragrostis, Andropogon vy
Bothriochloa entre las estivales (Nicora y Rugolo, 1987). En la regién pampeana
humeda y subhumeda la vegetacion natural contiene muchas especies forrajeras utiles
(Rosso, 2001; Echeverria et al., 2001). Entre ellas se destacan varias especies del
género Bromus de importancia no soélo en la regién pampeana humeda, subhumeda y
semiarida de la Argentina (Covas e ltria, 1969; Camara Hernandez, 1970 y 1978;
Echeverria et al., 2001), sino también en los campos del Uruguay (Rivas y Pinto

Oliveira, 2001).

2-El género Bromus

2.1-Caracteristicas generales

El género Bromus L., del griego Broma = alimento, pertenece a la subfamilia
Pooideae, tribu Poeae, e incluye alrededor de 150 especies distribuidas principalmente

en las regiones templadas del mundo (Gutiérrez y Pensiero, 1998).



El nimero cromosémico basico del género Bromus es x = 7 y en sus especies
pueden encontrarse distintos niveles de ploidia: 2x, 4x, 6x, 8x, 10x y 12x (Gutiérrez y
Pensiero, 1998). Las plantas de las especies de este género pueden ser anuales,
bienales o perennes; cespitosas o0 rizomatosas, con cafias floriferas generalmente
erectas, a veces decumbentes; nudos glabros o pilosos; vainas inferiores glabras,
escabrosas o pubescentes, sélo abiertas en su parte superior; ligula membranéacea,
glabra; laminas lineares, planas o conduplicadas, glabras, escabrosas o pubescentes
(Camara Hernandez, 1970 y 1978, Nicora y Rugolo, 1987). La estructura anatémica
foliar es propia de las especies con proceso fotosintético tipo C3 (Zomlefer, 1994;
Gutiérrez y Pensiero, 1998).

Las inflorescencias se caracterizan por ser en panoja laxa o contraida, con
ramificaciones con o sin ondulaciones; espiguillas pediceladas, lateralmente
comprimidas o cilindricas, 2-multifloras, con 2 glumas generalmente desiguales,
persistentes, glabras, escabrosas o pubescentes. Cariopses alargados, pilosos en el
apice, soldados a la palea y caedizos a la madurez; embrién pequeno, menor de 1/3
de la longitud del cariopse (Camara Hernandez, 1970 y 1978, Gutiérrez y Pensiero,
1998).

Las especies de éste género no presentan apomixis, existiendo especies
autégamas y alégamas (Rivas, 2001b). Sobre la autogamia-alogamia de la especies
existen datos contradictorios basados en estudios de variacion morfo-fenoldgicos
(Naranjo, 1992; Rivas 2001b, Aulicino y Arturi, 2002). Si bien la mayoria de las
especies no pueden clasificarse estrictamente como autégamas o alégamas, si se
puede determinar un modo reproductivo prevalente (Rivas, 2001c). Las principales
diferencias entre ambos grupos de plantas se dan en la distribucion de la diversidad
genética. En autdégamas las plantas son homocigotas y las poblaciones estan
fuertemente estructuradas en lineas puras; las diferencias genéticas entre poblaciones

suelen ser mayores que en alégamas. Las especies con fecundacion cruzada tienen



plantas heterocigotas y las poblaciones presentan una importante diversidad genética
basada en las diferencias genéticas entre los individuos, no existiendo una
estructuracion de las mismas (Jain, 1975). En el género Bromus existen diferentes
sistemas genéticos que afectan el sistema reproductivo; algunas son chasmdégamas
autoincompatibles o autocompatibles y otras son cleistbgamas (Naranjo, 1992).

En la Argentina se distribuyen 25 especies de Bromus entre las cuales se
encuentran varias adventicias introducidas de Europa, tales como B. hordaceus L., B.
tectorum L., B. rigidus Roth. y otras. Muchas especies nativas perennes son
excelentes forrajeras de invierno y primavera, como es el caso de: B. catharticus Vahl,
B. auleticus Trin. Ex Ness, B. brevis Nees, B. coloratus Steudel, B. araucanus Philippi
var. obtusiflorus (Hackel) Camara y B. setifolius Presl. (Nicora y Rugolo, 1987). Estas
autoras mencionan que: B. catharticus (cebadilla criolla) es una especie de amplia
distribucion que en suelos fértiles se desarrolla con facilidad y semilla en abundancia;
B. auleticus (cebadilla chaquefia) es una buena forrajera nativa, propia de pasturas
mixtas de repoblacion, especialmente en las regiones semiaridas del pais; B. brevis
(cebadilla pampeana) es muy resistente a la sequia y su mejoramiento puede tener
importancia para ciertas regiones, tal como las zonas aridas y semiaridas de
sudamérica (Covas e lItria, 1969) y la zona sub-humeda de la region pampeana
(Camara Hernandez, 1970) tanto en campos naturales como en pasturas implantadas
(Ruiz et al., 1995); B. coloratus (cebadilla magallanica) es originaria de la region
magallanica donde es un forraje importante, se extiende en la regién andino-
patagonica, desde Tierra del Fuego donde es comun hasta Neuquén y puede producir
buen follaje en lugares humedos, lo que representa una posibilidad como buena
forrajera (Camara Hernandez, 1978); B. araucanus (cebadilla patagénica) vive en la
precordillera desde Neuquén hasta Tierra del Fuego y es una forrajera silvestre

valiosa, muy comida por el ganado; B. setifolius (cebadilla patagénica) es uno de los



pastos tiernos mas importantes de la estepa patagdnica y ha dado muy buenos
resultados en los ensayos de resiembra realizados en la Patagonia.

Algunas especies presentan problemas de sanidad que causan perjuicios a la
produccion de semilla comercial como ocurre con el carbon de la panoja (Ustilago
bullata Berk.) en Bromus catharticus, B. parodii Covas et ltria, B. brevis y otras
especies del género (Covas et al., 1995). Otra caracteristica de importancia
agrondmica es la dormicién de la semilla, caracteristica comun del género, lo que
dificulta los analisis de laboratorio y ocasiona problemas de implantaciéon en siembras
a campo (Ruiz et al., 1997).

La mayoria de las especies de Bromus americanas no se han domesticado ni han
sido sometidas a procesos de mejora genética. Estas especies son consumidas por el
ganado que pastorea pastizales naturales o poco modificados, pero para algunas de
ellas existen programas de domesticacién y mejoramiento que han dado lugar a
distintos cultivares (Rivas y Pinto Oliveira, 2001; Maddaloni y Ferrari, 2001). Una de
las especies mas cultivadas es la cebadilla criolla (Bromus catharticus) y en la
Argentina el cultivar mas difundido se denomina “Martin Fierro MAG” (Rosso, 2001).
También en la Argentina se obtuvieron cultivares de otras cebadillas, entre ellas de
cebadilla intermedia (Covas et al., 1993) y de cebadilla pampeana (Covas e ltria,
1969). Ademas, en la EEA Covas también se obtuvo la variedad “Pampera INTA” de
cebadilla chaquena (Traverso, 2000). Esta ultima especie también fue incluida en
planes de mejoramiento en Uruguay, obteniéndose los cultivares “Potrillo” y “Zarco”

(Rivas, 2001a).

2.2-Taxonomia

Las caracteristicas que presenta el género Bromus permiten una facil diferenciacion

del resto de los géneros que integran la familia de las Poaceas. Al mismo tiempo, las



especies que se incluyen dentro de éste género poseen caracteristicas que permiten
reunirlas en grupos bien definidos (Gutiérrez y Pensiero, 1998). En tal sentido, algunos
autores agruparon las especies en secciones (Camara Hernandez, 1978, Nicora y
Rugolo, 1987) mientras que otros consideraron subgéneros (Covas, 1981; Matthei,
1986, citado por Gutiérrez y Pensiero, 1998, Stebbins, 1981, citado por Naranjo 1985).
Smith (1970, citado por Gutiérrez y Pensiero, 1998) considerd que el agrupamiento por
secciones es el mas adecuado hasta tanto no se posea un conocimiento mas profundo
del grupo.

En la flora argentina el género Bromus fue dividido en cinco secciones: Zeobromus
y Stenobromus, con especies adventicias originarias del Viejo Mundo, Ceratochloa,
Festucaria y Neobromus, que reunen especies indigenas de gran importancia como
forrajeras (Nicora y Rugolo, 1987). Gutiérrez y Pensiero (1998) en su revision de este
género mencionan que en la Argentina se encuentra representado por 30 especies y
tres variedades botanicas, distribuidas también en 5 secciones, pero con distintas
denominaciones: secc. Bromus con 6 especies; secc. Ceratochloa con 9 especies;
secc. Genea con 5 especies; secc. Pnigma con 9 especies y las 3 variedades
botanicas y secc. Neobromus con una especie. De las especies y variedades
botanicas que se reconocen para Argentina, 13 corresponden a especies exoticas,
mientras que las 17 especies y las variedades restantes son nativas, tres de ellas
endémicas (Gutiérrez y Pensiero, 1998). Gran parte de las especies nativas del género
se caracterizan por ser importantes forrajeras, especialmente las correspondientes a

Seccidén Ceratochloa (Nicora y Rugolo, 1987).

2.2.1-Seccion Ceratochloa (P. Beauv.) Griseb.

Esta seccion incluye especies anuales, bienales o perennes, originarias de

Sudamérica, Africa y el oeste de Norteamérica; las especies americanas se hallan
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distribuidas desde Alaska hasta Tierra del Fuego, pero en su mayoria son nativas del
sur de los Andes de Argentina y Chile (Nicora y Rugolo, 1987; Stewart, 1996; Massa et
al.,, 2001 y 2004). La especie tipo es Bromus catharticus y las especies de esta
seccion se diferencian de las de otras secciones porque presentan espiguillas
fuertemente comprimidas, dorso de la lemma carenada, arista normalmente mas
pequefa que la longitud de la lemma, a veces reducida a un mucrén, naciendo a
menos de 1,5 mm del apice (Gutiérrez y Pensiero, 1998).

Algunas especies son autocompatibles, con produccién alternada de flores
chasmoégamas, adaptadas para polinizacion cruzada, y cleistégamas de
autofecundaciéon obligada (Covas 1981; Naranjo 1992; Covas et al.,, 1993). La
ocurrencia de cleistogamia o chasmogamia podria estar condicionada por el
fotoperiodo y la humedad del suelo, pero también se ha mencionado que la floracién
chasmogamica generalmente ocurre al comienzo de la primavera y la cleistogamica al
final de la primavera o durante el verano (Aulicino y Arturi, 2002).

Muchas de las especies de esta seccién son variables, pobremente conocidas, a
menudo dificiles de identificar y han sido mencionadas en varias publicaciones bajo
diferentes nombres taxondmicos o sinonimias (Zuloaga et al., 1994; Stewart, 1996). En
Argentina las especies representadas de esta seccion son: B. bonariensis, B. brevis,
B. catharticus, B. coloratus, B. lithobius Trin, B. mango E. Desv., B. parodii, B.
cebadilla Steud. y B. tunicatus Phil, cuya diferenciaciéon puede establecerse mediante
la clave dicotdmica de Gutiérrez y Pensiero (1998). La cebadilla criolla es la especie
mas conocida y estudiada debido a su importancia como forrajera, reconocida tanto en
los paises americanos como en otros continentes, de la cual existen variedades
comerciales (Covas e ltria, 1969; Rosengurtt, 1970; Nicora y Rugolo, 1987; Rosso,
2001). Las especies restantes son menos conocidas y solo en algunas de ellas se han

realizado estudios agrondmicos, como en B. parodii y B. brevis, siendo esta ultima un
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importante recurso en zonas semiaridas (Camara Hernandez, 1970), o descriptivos

como en B. coloratus; B.lithobius; B. mango y B. tunicatus (Masa et al., 2004).

2.2.2-Bromus brevis Nees ex Steud.

Es una graminea indigena de la region semiarida de la Republica Argentina cuyo
nombre comun es “cebadilla pampeana”. Se halla distribuida en la estepa pampeana,
en los bosques centrales, en el monte occidental y en el norte patagonico (Camara
Hernandez, 1970), habitando las provincias de Buenos Aires, Chubut, Entre Rios, La
Pampa, Mendoza, Neuquén, Rio Negro, San Juan, San Luis y Santa Cruz.

Es una especie de ciclo bienal a perenne pudiendo comportarse en algunas zonas
como anual (Camara Hernandez, 1970). Se caracteriza por ser cespitosa, con escasas
innovaciones de prefoliacion conduplicada o plegada, cafias de (5-) 20-70cm de alto;
nudos 1-3 glabros; vainas inferiores de 2-8cm de longitud, pubescentes, a veces
glabras; ligula membranacea, glabra, de 2-4mm de longitud; Iaminas lineares, de 3-
15cm de longitud por 0,2-0,45cm de ancho; glabras o pubescentes; inflorescencia en
panoja erguida, densa, de 10-25cm de longitud, con ramificaciones rectas, de 0,4-5cm.
de longitud; pedicelos de 0,2-3cm de longitud; espiguillas lateralmente comprimidas,
de 15-24mm de longitud por 4-6mm de ancho, 5-8 (-12) floras; glumas desiguales,
glabras o escabrosas, de apice agudo, mayores de la mitad del largo de la lemma
contigua, gluma inferior de 5,5-10,5mm de longitud, (5-)7- nervia; gluma superior de
6,5-11mm de longitud, 9(-11)- nervia; lemma del antecio basal de 9-12mm de longitud,
glabra, escabrosa, de dorso carenado, 11 (-13)- nervia, mucronada o con arista
subapical, recta, menor de 1mm de longitud; palea del antecio inferior menor que el
largo de su lemma, de 7-10mm de longitud; estambres 3, anteras de 3-4mm de

longitud (Gutiérrez y Pensiero, 1998, Camara Hernandez, 1970).
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Covas (1981) reporta que en Bromus brevis, “la floracion es alternadamente
chasmogama o cleistégama”, por lo cual se comporta como una autégama facultativa;
las flores chasmogamas producen anteras largas, exertas, mientras que en las
cleistbgamas son cortas y quedan incluidas entre las glumelas. Segun Naranjo (1985)
B. brevis siempre inicia la floracién en forma chasmdgama (septiembre-octubre) y la
finaliza con flores cleistbgamas (octubre a mediados de enero), observandose un
periodo intermedio en el que presenta ambos tipos de flores. Por el contrario, B.
catharticus se presenta como la especie con mayor porcentaje de floracion
cleistbgama e incluso puede presentar solo este tipo de floraciéon (Naranjo, 1985). El
hecho de que ocurran ambos tipos de floraciéon en el mismo individuo con diferencias
temporales puede tener alta incidencia en la variabilidad de la progenie (Jain, 1975),
asi como para la prospeccion y colecta ya que en funcion de ello se decide el tipo de
muestreo a realizar (Marshall y Brown, 1975).

La cebadilla pampeana se caracteriza por ser mas resistente a la sequia y a las
bajas temperaturas que la cebadilla criolla (Covas, 1981). Debido a que B. brevis se
desarrolla sin inconvenientes en suelos arenosos, constituye un valioso recurso para la
zona semiarida pampeana, donde integra pastizales en los que vegeta desde
mediados de otofio hasta fines de primavera (Camara Hernandez, 1970). En el monte
arido aprovecha rapidamente una lluvia ocasional para germinar y desarrollarse hasta
la madurez de los antecios, floreciendo a veces casi al ras del suelo, todo ello en el
curso de unas pocas semanas, asegurandose asi la supervivencia en un medio critico
(Covas, 2006).

Si bien la cebadilla pampeana presenta caracteristicas morfolégicas similares a las
de la cebadilla criolla, es posible diferenciarlas debido a que la primera es de porte
menor, con hojas mas angostas de color verde-grisaceo cuyas laminas en los brotes
jévenes estan plegadas en forma de V (prefoliacion conduplicada), en lugar de

arrolladas (prefoliacidon convolutada), siendo este caracter uno de los mas constantes
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(Covas, 1981). Las panojas y espiguillas son también menores en B. brevis y los
antecios presentan el extremo mucronado o con arista corta, menor de 1mm, mientras
que B. catharticus posee apice agudo o con arista de hasta 4mm (Camara Hernandez,
1970; Gutiérrez y Pensiero, 1998). Sin embargo la diferenciacion se complica sobre
material herborizado (Gutiérrez y Pensiero, 1998), por lo que la deteccion de otros
caracteres discriminantes, podrian facilitar la identificacion de estas especies.

En los pastizales de la pampa semiarida o seca, la cebadilla pampeana es
apreciada por suministrar forraje en invierno y primavera; el forraje si bien no es
abundante, presenta buena a muy buena calidad, mostrando buena resistencia a la
sequia y a las heladas (Covas, 2006). Debido al sobrepastoreo, las quemas y la
ampliacion de las zonas de cultivo se han ido perdiendo o erosionando las poblaciones
de las especies nativas en general (Percaz et al., 2000) y de B. brevis en particular, a
tal punto que en La Pampa se iniciaron trabajos de evaluacién de poblaciones
tendientes a la repoblacion de esta especie en los campos de pastoreo de la provincia
(J. Traverso, com. personal). Por otra parte, su valor forrajero en zonas con déficit
hidrico determiné que se efectuaran trabajos de mejoramiento en la Estacion
Experimental Anguil (INTA), donde ltria obtuvo en 1967 el cultivar “Don Marcelo INTA”,
caracterizado por tener mayor palatabilidad y perdurabilidad que la cebadilla
pampeana no mejorada y sanidad adecuada, si bien era susceptible al carbon de la
cebadilla (Covas e lItria, 1969). Segun Ruiz et al. (1995), este cultivar no alcanzé gran
difusién, aunque no mencionan las causas de ello.

Ademas del valor forrajero que la cebadilla pampeana posee, es de interés para el
mejoramiento de otras especies de la Seccion Ceratochloa. En tal sentido Naranjo
(1992) senala que por su alta cruzabilidad con B. parodii, B. bonaeriensis y
B.catharticus podria servir como especie puente o pivote en futuros planes de
mejoramiento de estas forrajeras. La caracterizacién conjunta de poblaciones de B.

brevis con B. catharticus, brindaria informacién de las caracteristicas en que resultan
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mas afines y o disimiles y en funcién de ello se podria decidir la utilizacién de B. brevis
como puente para la transferencia de caracteres utiles a B. catharticus (Naranjo,
1985), la especie mas importante desde el punto de vista forrajero de la Seccién

Ceratochloa (Gutiérrez y Pensiero, 1998).

3-Variabilidad en las especies del género Bromus

La diversidad genética y el potencial productivo de las especies del genero Bromus
existentes en el Cono Sur, sustentan la prioridad que tienen la investigacion y
valorizacion de estos recursos fitogenéticos (Rivas y Pinto Oliveira, 2001). Rivas
(2001b) expresa que es fundamental conocer el potencial productivo y la variabilidad
genética existente para priorizar las actividades de colecta, conservacion,
caracterizacion, evaluacion agronémica y domesticacion — mejoramiento genético.

En relacion a los recursos genéticos de forrajeras templadas, Rosso (2001)
menciona que una de las actividades menos consideradas es la de caracterizacion y
evaluacion, existiendo solo un numero limitado de colecciones en las que se dispone
de esta informacion. Esto se debe a que en las especies forrajeras, es un proceso
complejo y oneroso (Schultze-Kraft, 1990; Rosso, 2001). Tradicionalmente la
caracterizacion de recursos genéticos en cultivos y forrajeras se realizé mediante el
uso de descriptores morfolégicos y agrondémicos. El Instituto Internacional de Recursos
Fitogenéticos (IBPGR) sugiere, para la caracterizacion y evaluacion preliminar de
colecciones de germoplasma, el uso de descriptores estandares. Existen listas de
descriptores para diferentes especies y, para especies forrajeras, el listado general de
descriptores se complementa con modificaciones especificas segun los objetivos del
mejoramiento de cada especie (Rosso, 1989; Borrajo et al., 1997 y 1998; Alonso et al,

1999).
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Los descriptores sugeridos por el IBPGR para la caracterizacion y evaluacion
preliminar de gramineas forrajeras comprenden numerosos atributos cuali y
cuantitativos que se registran en diferentes estadios de crecimiento (Tyler et al., 1985).

Dentro de los descriptores cualitativos se encuentran los marcadores moleculares
(Bramardi, et al., 2000). Los marcadores genéticos del ADN presentan ventajas sobre
los marcadores morfolégicos. Son abundantes en estudios de una poblacion
segregante, son neutros, con minimo o nulo efecto epistatico o pleiotropico y no
presentan efecto ambiental. Algunos de ellos (RFLP, SSR) presentan la ventaja de ser
codominantes. Pueden ser extraidos de semilla o de partes vegetativas en los
primeros estadios de desarrollo de la planta con lo que se pueden acelerar
generaciones en el proceso de mejora (Nuez y Carrillo, 2000). La utilizacion de
marcadores moleculares en la caracterizaciéon y evaluacion de recursos genéticos
permite estimar la diversidad presente en las entradas de los Bancos de germoplasma,
el grado de relacion genética entre los diferentes cultivares, lineas y poblaciones de
una especie, verificar el mantenimiento de la estructura genética y la estabilidad de los
materiales luego de sucesivos ciclos de multiplicacion para su regeneracion,
diferenciar genotipicamente los materiales a fin de detectar posibles duplicaciones y
establecer asociaciones con caracteres de interés (Karp et al.,, 1997). Ademas, la
cuantificacién de la variabilidad genética lograda con estos marcadores es mas
adecuada, en comparacién con los caracteres morfoldgicos que pueden sobrestimarla
debido a la plasticidad fenotipica. Sin embargo estas ventajas no implican que otros
datos tradicionalmente usados para caracterizar la biodiversidad no sean valiosos. Los
datos morfoldgicos, ecoldgicos y agronémicos proveen informacién practica y critica
que es necesaria para caracterizar los recursos genéticos (Spooner et al., 2005), por lo
que ambos tipos de caracterizacioén (tradicional y molecular) no son excluyentes sino

complementarios.
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3.1-Caracterizacion morfolégicay agronémica

Entre los descriptores morfolégicos y agronémicos sugeridos por el IBPGR (Tyler et
al.,, 1985) pueden mencionarse los siguientes: capacidad de macollaje, habito de
crecimiento en estado vegetativo, color del follaje, grado de pubescencia de las hojas,
largo y ancho de hoja, estimaciones de la produccién de forraje, uniformidad de la
floracién, cantidad de inflorescencias, habito de crecimiento en estado reproductivo,
los cuales han sido aplicados en diferentes trabajos de descripcion de germoplasma
de forrajeras gamineas (Rosso, 1989, Borrajo et al., 1997; Alonso 2004; Alonso y
Monterubbianesi, 2006a). Para una evaluacibn mas amplia se consideran otros
caracteres mas complejos como produccidbn de materia seca, digestibilidad,
persistencia, ancho y largo de la hoja bandera, altura (incluyendo la inflorescencia),
susceptibilidad a distintos tipos de estrés, susceptibilidad a enfermedades e insectos
(Rosso, 2001; Alonso et al., 1999).

En la Argentina se han realizado numerosas acciones de colecta de germoplasma
de forrajeras nativas, material que se halla conservado en bancos de germoplasma del
INTA o instituciones afines (Clausen, 1997). Sin embargo los trabajos sobre
caracterizacién y evaluacion en general y del género Bromus en particular son
escasos y se refieren a una o pocas poblaciones de una determinada especie o
incluyen varias especies del género. Las dos especies que han sido objeto de mayor
estudio son Bromus auleticus y B. catharticus. En cebadilla chaquefa se destacan los
trabajos sobre variabilidad interpoblacional en diferentes caracteres realizados por
Traverso y von der Pahlen (1982) y Traverso (2001). Con respecto a la cebadilla
criolla, Rosso (2001) llevé a cabo tareas de colecta y caracterizacién de entradas
procedentes de la region central de Argentina, mientras que Arturi et al. (1983)
observaron la variabilidad y las correlaciones genéticas y fenotipicas presentes en 120

entradas. Para la misma especie, Aulicino y Arturi (2002) analizaron los componentes
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genéticos y ambientales de la diversidad fenotipica observada en 32 poblaciones
argentinas y Gieco (2002) caracterizé genética y agronémicamente distintos genotipos
para delinear criterios de seleccion. En el caso de cebadilla criolla, también se han
efectuado estudios comparativos con otras especies del género tales como los
realizados por Bellozas et al. (2000) sobre caracterizacion quimica de las semilla,
Massa et al. (2004), quienes describieron la variacion morfolégica de germoplasma
patagonico de varias especies de la seccion Ceratochloa y Stewart (1996) que
examind el valor potencial de algunas especies de esa misma seccion, aunque en
éstos ultimos no se incluyd a la cebadilla pampeana.

En esta ultima especie se realizaron estudios comparativos con otras especie de la
seccion en temas relativos a la caracterizacion agrondmica, genética y fisioldgica,
entre los que se cuentan los de Naranjo (1985), Ruiz et al., (1997), Covas et al.,
(1995), Covas y Ruiz (1999) y Percaz et al., (2000). Por su parte, Ruiz et al. (1995)
trabajaron solo con poblaciones de Bromus brevis, procedentes en su mayoria de La
Pampa y analizaron la variabilidad existente entre ellas para caracteres agronémicos,

fisiolégicos y morfolégicos.

3.2-Caracterizacion molecular

Existe una amplia gama de marcadores para realizar la caracterizacion molecular
del germoplasma, los que presentan diferentes caracteristicas (Nuez y Carrillo, 2000;
Spooner et al., 2005). Basicamente las técnicas de marcadores se dividen en dos
tipos: bioquimicos y moleculares y estos ultimos a su vez se clasifican en dos
categorias, la de aquellos no basados en la técnica de la reaccion de la polimerasa en
cadena (PCR) y la de los marcadores que se basan en la PCR (Dalla Rizza et al.,
2003; Spooner et al., 2005). Entre los marcadores basados en la PCR, los mas

utilizados son: RAPDs (polimorfismo de los fragmentos de ADN amplificados al azar),
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AFLP (polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados), SSR
(microsatélites o repeticion de las secuencias de ADN discretas) e ISSR (inter-
repeticion de secuencias discretas). Por sus caracteristicas, estos marcadores
presentan ventajas y desventajas, en funcién de lo cual se decide su aplicacion en una

determinada especie.

3.2.1-RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA)

Los marcadores RAPDs son fragmentos de ADN amplificados al azar mediante la
técnica de la polimerasa en cadena (PCR) utilizando cebadores sintéticos cortos,
generalmente de diez pares de bases. El polimorfismo se atribuye a la variacién en el
sitio de apareamiento (annealing) del cebador (Spooner et al., 2005), pero tambien
puede deberse a diferencias en la longitud de las secuencias amplificadas. Esta
técnica tiende a producir marcadores dominantes (Nuez y Carrillo, 2000). Su principal
ventaja es que son rapidos y faciles de obtener; requieren bajas cantidades de ADN y
no se necesita informacién de las secuencias para la construccion de los mismos ya
que cualquier decamero puede ser utilizado como cebador. Tienen alta abundancia y
estan distribuidos aleatoriamente en el genoma. Su principal desventaja es su baja
reproducibilidad. Generalmente requieren de ADN purificado, de alto peso molecular y
se necesita precaucion para evitar la contaminacién de las muestras de ADN porque
los cebadores universales pueden amplificar ADN de una variedad de organismos.
Esto hace que no sean adecuados para la transferencia o comparacién de resultados
entre grupos que trabajan con las mismas especies o materiales similares (Spooner et
al., 2005). Se utilizan tanto para estudios a nivel individual (identidad genética), como
en aquellos que involucran especies cercanamente emparentadas (Spooner et al.,

2005). Varios autores han utilizado esta técnica en la caracterizacion molecular de
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diferentes especies de Bromus (Puecher et al., 2001a); Diaby y Casler, 2003; Sellaro

et al., 2003; Yanaka et al., 2005).

3.2.2-AFLP

Esta técnica combina el uso de enzimas de restriccion y amplificacion por PCR, de
manera que se obtienen marcadores muy especificos sin necesidad de conocer la
secuencia con anterioridad. Los patrones de banda son el resultado de variaciones en
los sitios de restriccidn o en la regiones de ADN que intervienen en la técnica (Spooner
et al., 2005). Tienen la ventaja de poder estudiar el polimorfismo de varios loci en una
sola reaccién, pero presentan la desventaja de que son en su gran mayoria
dominantes (Dalla Rizza et al., 2003).

Massa et al. (2001), Ferdinandez y Coulman (2002) y Pagano et al. (2005) se
encuentran entre quienes aplicaron esta técnica al estudio de especies de Bromus.
Estos ultimos autores mencionaron que en el estudio de variabilidad en Bromus, esta
técnica produce resultados similares a los obtenidos mediante RAPDs aunque mas

reproducibles.

3.2.3-Microsatélites 0 SSRs (Simple Sequence Repeats)

Estos marcadores son areas de ADN caracterizadas por repeticiones de dos, tres o
cuatro nucleédtidos. La variacion en el numero de unidades repetidas resulta en
polimorfismos de longitud que pueden detectarse por electroforesis (Spooner et al.,
2005). Los microsatélites se encuentran de forma abundante y uniforme en los
genomas de la mayoria de los organismos eucariotas (Nuez y Carrillo, 2000). La
fortaleza de los microsatélites incluye la codominancia de alelos, su alta abundancia y

su distribucion aleatoria en el genoma. Requiere bajas cantidades de ADN templado,
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tienen alta reproducibilidad y no requieren de un ADN de alta calidad. Una de las
principales desventajas es el elevado costo que implica desarrollar primers o
cebadores adecuados si éstos no estan disponibles, dificultando su aplicacion a
grupos no estudiados (Spooner et al., 2005). Existen trabajos recientes que exploran la
gran cantidad de secuencias genéticas publicas (ESTs y Gendmicas) para generar
microsatélites a partir de secuencias con motivos SSRs (Feingold et al., 2005). En
general, muestran un alto nivel de polimorfismo, por lo que resultan muy informativos y
pueden ser usados para estudios de genética de poblaciones. Hormaza (2002)
menciona la transferibilidad de secuencias SSR entre distintas especies dentro del
genero Prunus y Raker y Spooner (2002) encontraron diferencias genéticas entre dos
subespecies de Solanum tuberosum mediante el empleo de este tipo de marcadores,
los cuales serian utiles para detectar diferencias entre taxones estrechamente
relacionados. En Bromus, Ramakrishnan et al. (2004), desarrollaron y utilizaron SSR

en la caracterizacion de B. tectorum.

3.2.4-ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

Estos marcadores se basan en la amplificacién de secuencias comprendidas entre
repeticiones (microsatélites). Para ello se utilizan cebadores anclados a esas
repeticiones (Gouldo et al., 2001). Los ISSRs son habitualmente de naturaleza
dominante y a partir de esta técnica se obtienen mas fragmentos o bandas que en una
reaccion de RAPDs (Nuez y Carrillo, 2000). La principal ventaja de los ISSRs es que
no se necesitan datos de secuencias para la construccién de los cebadores. Se
requieren bajas cantidades de ADN templado y ademas los ISSRs se encuentran
distribuidos aleatoriamente a través del genoma. Por otro lado, estos marcadores al
igual que los RAPDs pueden tener problemas de reproducibilidad (Spooner, 2005). Sin

embargo la ventaja de los ISSRs frente a los RAPDs es que pueden usarse cebadores
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de cadena mas larga lo que permite condiciones de PCR que mejoran la
reproducibilidad (Nuez y Carrillo, 2000). Pueden aplicarse en estudios de identidad
genética, identificacion de clones y estudios taxondmicos de especies emparentadas.
A pesar de sus ventajas en relacién a los RAPDs, no se hallaron referencias del uso

de este tipo de marcador en la caracterizacion de especies del género Bromus.

3.2.5-Indice de diversidad

El indice de diversidad cuantifica el poder de disciminacién de un marcador
molecular, proporcionando informacion sobre la diversidad detectada con cada ISSR y
en cada poblacion.El indice de diversidad es cero cuando se encuentra un solo patréon
y aumenta su valor cuando se incrementa el nimero de patrones y su valor se acerca

a 1 cuando el nimero de patrones con frecuencias similares es alto.

3.2.6-Uso de marcadores moleculares en el género Bromus

Se han reportado diversos trabajos realizados con marcadores moleculares en
especies del género Bromus, en los que se ha empleado uno o0 mas de un tipo de
marcadores. Entre los que emplearon un solo tipo de marcador se encuentra Oja
(2002) quien utilizé isoenzimas para estudiar la diversidad genética y la divergencia
entre las especies del complejo B. madritensis L. El uso de RAPDs permitid la
deteccidén de amplia variabilidad tanto en B. auleticus (Yanaka et al., 2005) como en B.
inermis Leyss. (Diaby y Casler, 2003), y también fue empleado por Puecher et al.,
(2001a) evaluaron 22 poblaciones de B. catharticus, y por Sellaro et al. (2003) para
analizar la variabilidad en B. catharticus y otras especies del género coexistentes con

aquella, entre las que se encontraban B. stamineus Desv., B. inermis y B. auleticus.
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Marcadores de tipo AFLP se utilizaron para caracterizar 30 entradas de
germoplasma de especies de Bromus de la patagonia, pertenecientes a la seccion
Ceratochloa (Massa et al., 2001).

Entre quienes emplearon mas de un tipo de marcador puede mencionarse a
Ferdinandez y Coulman (2002) quienes utilizaron RAPDs y AFLP para determinar las
variaciones y relaciones genética entre poblaciones de B. inermis y B. riparius
Rehmann, mientras que Puecher et al. (2001b) también emplearon ambos tipos de
marcadores en la determinacion de la variabilidad de poblaciones y -cultivares
comerciales de B. catharticus. En cambio, AFLP y SSR fueron utilizados para la
caracterizacion molecular de B. tectorum (Ramakrishnan et al., 2004).

La caracterizacion de germoplasma de B. brevis mediante marcadores moleculares
es incipiente y hasta el momento solo se ha efectuado la caracterizacion de

poblaciones mediante RAPDs (Cuyeu et al., 2005).

3.3-Distribuciéon de la variabilidad en funciéon del ambiente

La informacioén aportada por la caracterizacion molecular enfocada a la distribucion
de la variacion genética es util para guiar a los curadores de bancos de germoplasmas
en decisiones relacionadas con la adquisicién de nuevo germoplasma (Spooner et al.,
2005). Varios trabajos realizados en especies gramineas muestran asociaciones
basadas en las variaciones de ADN y la geografia o ecologia (Ruiz et al.; 1997, Guma
et al., 2006), o entre las variantes morfolégicas y los patrones de variaciéon climatica y
edafica (Ram et al., 2004. Alonso, 1992; Alonso et al., 2000); aunque no siempre
pueden encontrarse tales relaciones, como observé Ursla et al. (1997) en Lolium
perenne L. Tales asociaciones facilitan a los curadores y otros usuarios interesados en
el germoplasma la toma de decisiones sobre futuros sitios de colecta donde seria mas

factible encontrar germoplasma de su interés y pueden ademas alertarlos sobre la
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posible necesidad de establecer determinadas areas para la preservacion in situ de

poblaciones con material genético valioso.

4-Importancia de los recursos genéticos de especies forrajeras nativas

El pool génico de los ecotipos de pasturas, obtenidos ya sea por intercambio o
coleccion de poblaciones silvestres, puede representar una importante fuente de
caracteres de interés agrondmico, de utilidad para el mejoramiento de las especies
cultivadas (Vivero Vidal, 1979; Rodriguez, 1981; Cagas, 1991; Charmet, 1991; INASE,
2006). Lo mismo es extensible a las especies silvestres que tradicionalmente no han
sido utilizadas comercialmente, muchas de las cuales presentan problemas de erosién
genética incipiente a severa (Bertonati y Corcuera, 2001).

A consecuencia de la intensa intervencion del hombre, acelerada en los ultimos
afios por el avance de la agricultura en tierras dedicadas a la ganaderia, varias
provincias de la Republica Argentina sufren una continua degradacion de sus recursos
naturales (Bertonati y Corcuera, 2001). Algo similar ocurri6 a principios del siglo
pasado, con el desmonte y la incorporacion de tierras al cultivo de trigo y otros
cereales. Esto trajo como resultado, acelerados procesos de erosion del suelo, posible
pérdida de especies vegetales autéctonas y, finalmente, la desertificacion de areas del
territorio (Traverso et al., 2005). Estas circunstancias llevan a un rapido deterioro de la
variabilidad genética existente en las poblaciones de especies nativas, por ello es
necesario rescatar y conservar el germoplasma de estas especies, antes de que se
pierdan, tanto por razones de tipo ético como cientifico (Percaz et al., 2000). Segun
Bertonati y Corcuera (2001) la utilizacion de las especies nativas podria contribuir a la
sustentabilidad de la region de donde son representativas.

Debe considerarse el posible empleo de las especies autdctonas en la recuperacion

de suelos y en el aumento de la produccion forrajera de los campos.
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En la region templado-humeda de la Argentina, las especies introducidas son las
mas utilizadas como integrantes de pasturas implantadas, ya que en general
presentan mayor persistencia bajo pastoreo y alta produccién de forraje, comparadas
con algunas especies nativas (Andrés, 2001). Sin embargo, esta autora tambien
sefala que las especies nativas constituyen un recurso forrajero invaluable en areas
marginales. Ello no implica que algunas especies exoéticas no puedan adaptarse a
ambientes con altas restricciones para el desarrollo de las plantas (Mazzanti et al.,
1992; Clatzle, 2007). En relacion a esto ultimo, Traverso et al. (2005) senalan que la
utilizacién de especies o germoplasma proveniente de otras latitudes, puede tener
dificultades de adaptacion a las condiciones ambientales de La Pampa, y que algunas
especies nativas ofrecen buenas posibilidades de domesticacion, para su
reintroduccion posterior a los sistemas productivos.

Muchas especies nativas suelen ser las de mayor preferencia por el ganado, y por
ello sus poblaciones presentan mayor peligro de erosién genética (Bertonati y
Corcuera, 2001; Traverso et al., 2005). Ademas, para las regiones de alta singularidad,
como las eco-regiones situadas en la franja central de la Argentina, por no hallarse
representadas en otras regiones o paises, se recomienda realizar estudios del estado
de la vegetacién, sus poblaciones, su productividad y de todas las variables que
permitan hacer un uso sustentable de las mismas (Bertonati y Corcuera, 2001).

En ciertas regiones de La Pampa, como el area correspondiente al Caldenal, la
ganaderia constituye la principal actividad econdmica, sustentandose la misma en el
pastoreo directo de especies nativas en areas no desmontadas y en pasturas
introducidas. Entre las especies nativas de la zona se encuentra la cebadilla
pampeana, (Ruiz et al., 2004), especie de la cual existen colecciones de diferentes
sitios de la Argentina. En los bancos de germoplasma de las Estaciones
Experimentales del INTA de Balcarce y de Anguil se conservan semillas de varias

poblaciones de Bromus brevis colectadas principalmente en las provincias de La
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Pampa, Buenos Aires y Rio Negro (Alonso e Ispizua, 1996; Traverso et al., 2005). Sin
embargo hasta el momento no se han iniciado estudios amplios abocados a
determinar la variabilidad existente entre poblaciones, y s6lo se cuenta con trabajos
que abordan el tema en forma parcial, con una a pocas poblaciones o referidos sélo a
aspectos agronémicos (Covas, et al., 1995; Ruiz et al., 1995 y 1997; Percaz et
al.,2000; Bellozas et al., 2000; Cuyeu et al., 2005; Pagano et al., 2005).

La productividad y calidad forrajera de las especies del género, asi como la erosion
genética a la que se encuentran sometidas algunas de ellas, son las principales
causas que han conducido a la realizacion de colectas y conservacion de semillas en
bancos de germoplasma. Dicho germoplasma requiere la realizacion de estudios

tendientes a determinar la variabilidad de las colecciones existentes.
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El estudio se inicié con 23 entradas correspondientes a poblaciones silvestres que

fueron aportadas por los Bancos de germoplasma de las EEA de Balcarce y Anguil,

INTA. De ellas, 22 poblaciones estaban clasificadas como Bromus brevis y provenian

de distintas provincias y localidades de la Republica Argentina (Tabla | Apéndice). La

poblacién restante, utilizada como testigo fuera de tipo, correspondia a B. catharticus

Vahl., procedente de la provincia de Buenos Aires. Luego de iniciado el estudio se

observé que dos de las 22 poblaciones consideradas como B. brevis no correspondian

a esa especie y fueron descartadas, por lo que el presente trabajo se referira a 20

poblaciones de B. brevis y una poblacién testigo de B. catharticus (Tabla 1).

Tabla 1: Numero de coleccion o de entrada y procedencia (Provincia, ciudad mas

préxima al sitio de coleccion y sus coordenadas) de la poblacion de Bromus brevis y B.

catharticus utilizadas.

Poblacién | Provincia Ciudad mas préxima Coordenadas
Cl996 Buenos Aires Coronel Dorrego- 38°39'lat S, 61° 22" long O
Cl1012 Buenos Aires Bahia Blanca 38°41°lat S, 62° 26" long O
Cl1014 Buenos Aires Médanos 38°47’1at S, 62° 39" long O
Cl1016 Buenos Aires Algarrobo 38°54’lat S, 63° 22" long O
CIl1031 Buenos Aires Bahia Blanca 38°39'lat S, 62° 15" long O
CIl1033 Buenos Aires Mar de Cobo 37°45’Iat S, 57° 36" long O
CIA1063 | Buenos Aires Sierra de la Ventana 38° 03’lat S, 62° 07" long O
Cl1020 Rio Negro Choele choel 39° 15" lat S, 65° 40°long O
Cl1022 Rio Negro Villa Regina 39°04’lat S, 66° 46" long O
Cl1028 Rio Negro Rio Colorado 39°09'lat S, 64° 58" long O
Cl1029 La Pampa Rio Colorado 38°58lat S, 63° 57" long O
N5222 La Pampa Telén 36° 17’1at S, 65° 32" long O
N5225 La Pampa La Humada 36° 21 lat S, 67° 41°long O
N5226 La Pampa Jahuel del Moro 36°19°1at S, 68° 12" long O
N5229 La Pampa Cafion del Atuel 35°59°Iat S, 68° 08" long O
N5231 La Pampa Canon del Atuel 35°43’lat S, 68° 00" long O
N5313 La Pampa Salitral Lavalle 37°47’1at S, 65° 23" long O
N5319 La Pampa Gobernador Ayala 37°33’lat S, 68° 03" long O
N5320 La Pampa Gobernador Ayala 37°33’lat S, 67° 56" long O
CIA1658 |Buenos Aires Fortin Olavarria 35° 38’lat S, 63° 00" long O
N5248 Neuquén Zapala 38° 56°lat S, 70° 02°long O

En negrita: Poblacion perteneciente a B. catharticus utilizada como testigo
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Las entradas con las siglas Cl y CIA fueron cedidas por el Banco de Germoplasma
de Balcarce de la Estacién Experimental Balcarce, INTA (E.E.A. Balcarce) y las
mismas corresponden a las iniciales de los apellidos de las personas que las
coleccionaron, Ing. Andrea Clausen e Ing. Sara Alonso. Las entradas que solo
presentan numeracion fueron cedidas por el Banco de Germoplasma de Anguil
(E.E.A. Ing. G. Covas, INTA). En todos los casos, la muestra provista debid ser

multiplicada para contar con suficiente semilla para realizar los ensayos.

2-Caracterizacion y evaluacion preliminar

Se realizaron observaciones sobre los individuos obtenidos a partir de semilla de
primera multiplicacién y se contemplaron diferentes estadios de desarrollo. En las
etapas consideradas (invernaculo y campo), todas las observaciones se efectuaron
sobre plantas aisladas de acuerdo a lo recomendado para especies forrajeras por
Tyler et al., (1987) y Schultze- Kraft (1990). En funcién del caracter considerado, los
registros se efectuaron a nivel de parcela o de planta individual; en estos casos
siempre se considerd un minimo de 5 individuos por unidad experimental (Schultze-

Kraft, 1990; van de Wouw et al., 1999).

2.1-Multiplicacién de Semilla Original

Para contar con la cantidad de material necesario para llevar a cabo el estudio se
realizé la multiplicacién de 23 poblaciones durante la primavera del ano 2004. Este
ensayo se realizd especificamente entre los meses de octubre y diciembre en un
campo sembrado con trigo en la Estacion Experimental de Balcarce, provincia de

Buenos Aires (37°45° S —-58°18" O).
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2.1.1-Manejo de las poblaciones

Dentro del cultivo de trigo se despejé un area para cada entrada y se trasplantaron
plantulas obtenidas de la siembra en invernaculo, de cien semillas de la entrada
original; cada entrada se dispuso en el campo aislada de las restantes por 30 metros,
ya que Bromus brevis puede presentar floracion chasmégama (Covas, 1981). Se optd
por realizar el ensayo de esta manera debido a que la altura de las plantas de trigo
permitia mantener a cada una de las parcelas de multiplicaciéon lo suficientemente
aislada como para evitar el cruzamiento entre poblaciones. Se aplicé riego una vez por
semana y se desmalezé manualmente cuando lo ameritaba, para evitar las
condiciones de competencia con plantas de otras especies.

Una vez que las plantas alcanzaron la madurez fisiolégica, lo que se considero a
partir de la coloracién pajiza de la cafa y la panoja, se procedi6 a la cosecha. Esta se
realiz6 en forma manual, por corte con tijera de las panojas maduras, las que se
colocaron en sobres de papel rotulados. Se efectud el seguimiento diario del ensayo
para evitar la dispersion natural y pérdida de semillas debido al desgrane; cuando esto
ocurrid no se colectaron los cariopses que se encontraban sobre el suelo. Una vez

finalizada la cosecha se procedio al trillado manual de las panojas.

2.1.2-Caracteres registrados sobre espiguillas y antecios

Los registros efectuados sobre las semillas cosechadas de las plantas obtenidas

durante la multiplicacion se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2: Caracteres registrados sobre las espiguillas y los antecios.

VARIABLE VARIABLE

Longitud del pedicelo (mm) Longitud de la gluma inferior (mm)

Ancho del Cariopse (mm) Pubescencia de la gluma inferior

Longitud de la arista (mm) Longitud de la gluma superior (mm)

(OOO\ICD|Z°

Longitud de la lemma (mm) Pubescencia de la gluma superior

o 1] lw] IN| 1= |Z°

Pubescencia de la lemma

Los caracteres de las semillas se obtuvieron sobre 5 cariopses al azar por
poblacion y se observaron con la ayuda de una lupa estereoscépica; para registrar
pubescencia se consideraron tres categorias: 0=Rala o glabra; 0,5= Poco pubescente
;1= Densamente pubescente.

El analisis preliminar de las variables registradas en esta etapa alerté sobre la
posibilidad de que dos poblaciones de las 23 multiplicadas no correspondieran a
Bromus brevis (Alonso et al., 2005), las que fueron descartadas. Esto influyé en el tipo

de variables y su forma de registro en la etapa de campo.

3-Siembra en Invernaculo

3.1-Manejo de las poblaciones

A partir de las semillas procedentes de la primera multiplicacion, en marzo de 2005
se realizé la siembra en bandejas para plantines, las que fueron mantenidas en una
jaula antidfidos de la EEA Balcarce, INTA. Se implementé un ensayo con 4
repeticiones donde cada repeticion comprendia 25 semillas por poblacion, sembradas
individualmente en cada recipiente de la plantinera, en un sustrato formado por una
mezcla de arena, suelo franco y perlita en las proporciones 1:1:1/4.. El riego se aplico
aproximadamente dos veces por semana y el desmalezado manual se efectué a

medida que aparecian plantas de otra especie. Los plantines se mantuvieron en las
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bandejas hasta el estadio juvenil con 2-3 macollos desarrolladas, momento en el que

fueron transplantados en el campo.

3.2-Caracteres registrados en la etapa de plantula

Durante la etapa de emergencia a estadio juvenil se registraron las variables que se

consignan en la Tabla 3.

Tabla 3: Caracteres registrados desde emergencia al estadio de plantula

N° VARIABLE

10 Emergencia |Porcentaje de plantulas emergidas a los 12 dias de la

Inicial (%) |siembra.

11 Emergencia |Porcentaje de plantulas emergidas a los 47 dias de la

Final (%) siembra.

12 indice de In = (£ (n°pl; . dj)) / n°pl total donde pl; =n° plantulas
Emergencia |emergidas al dia i desde i-1; d; =n° de dias desde siembra

(In) al recuento i; i =n° de recuentos (i=6 realizados a los 12,
19, 26, 33, 40 y 47 dias de la siembra).

4-Transplante en el campo

4.1- Manejo de las poblaciones

En junio de 2005, cuando las plantulas alcanzaron un tamafio de 2-3 macollos
desarrollados, fueron transplantadas a mano en un lote de la EEA Balcarce, sobre un
suelo Argiudol Tipico. Se aplicé un disefio en bloques completos al azar con tres
repeticiones, en el que cada repeticidon consistia en una hilera de 20 individuos por
poblacién. Cada hilera, asi como las plantas de cada hilera se colocaron espaciadas a

35 cm, mientras que los bloques fueron separados por 1 metro (Figura 1). El riego se
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aplicé al trasplante y periédicamente cuando el cultivo lo requeria. El desmalezado fue

manual desde el mes del trasplante hasta la floracion.

Figura 1: Vista parcial del ensayo a campo de las poblaciones de Bromus brevis,

correspondiente a inicios del estadio adulto.
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4.2- Caracteres registrados en las etapas de juvenil y adulto

Para tener la certeza de que los individuos estudiados pertenecian a Bromus brevis
y que no hubiera mezclas con otras especies del género se observo la prefoliacion de
los 20 individuos de cada hilera, ya que esta caracteristica posee valor taxonémico
discriminante y permite separar a B. brevis, (con prefoliacion plegada), de otras
especies vegetativamente similares, pero que presentan prefoliacion convolutada
(Camara Hernandez, 1970). En 10 individuos de las 21 poblaciones se marcé un
macollo mediante precintos plasticos, de manera de poder realizar un seguimiento del
macollo y del individuo durante todo su ciclo. A partir de estos ejemplares se
registraron algunos caracteres no destructivos en las etapas vegetativa y reproductiva,
mientras que los restantes individuos se utilizaron para el registro de los caracteres

destructivos y parte de los no destructivos (Tabla 4).

5-Caracterizacion molecular

5.1-Extraccién del ADN

La extraccion de ADN genomico se llevo a cabo a partir de material foliar de
individuos en estado vegetativo, mediante la metodologia descripta por Haymes (1996)
con modificaciones propias del laboratorio de Biotecnologia Agricola de la EEA
Balcarce donde se llevé a cabo la extraccion. Estas modificaciones correspondian a
ajustes en cuanto a volumenes de soluciones y tamafo de muestra, las que se

especifican posteriormente.
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Tabla 4: Caracteres registrados durante la etapa juvenil y adulta, caracteristicas del

registro y numero de plantas observadas por repeticion.

Ne° VARIABLE CARACTERISTICAS
Variables No Destructivas
13 Longitud foliar en 3 fechas: (F1:|Longitud de la ultima hoja desarrollada,
a juvenil (29/08); F2: inicio de|desde laligula al apice (en 10 individuos)
16 encafazon (16/09); F3: (18/10): y
longitud de la hoja bandera (02/11)
17 Altura hasta el follaje (AF), hasta la | En plantas en floracion (en 10 individuos)
19 hoja bandera (AHB) y total (AT) Fecha 18/11
20 Numero de macollos vegetativos [N° macollos por planta (en 5 plantas)
(MV1) en el estadio vegetativo. Fecha 4/10.
21 Numero de macollos vegetativos |[N° macollos por planta (en 5 plantas).
23 (MV2), reproductivos (MR) y|Fecha 21/11.
totales (MT) en el estadio| MT=MV + MR
reproductivo.
24 Prolificidad o esfuerzo reproductivo |P = MR/ MT de la fecha 21/11
25 Color de las vainas. V= verdes; P= purpuras (en 5 plantas)
Fecha 4/11
26 Porte de las plantas EO erguido; SE= semierguido; P =
postrado (por hilera). . Fecha 5/11
27 Sanidad de las panojas Presencia de carbon de la panoja (en 20
plantas). Fecha 20/11
Variables Destructivas
28 Materia Seca en el estadio|Peso seco del follaje cortado a 4 cm del
vegetativo (Corte 1, fecha 9/10) suelo y secado en estufa a 80 °C
28 Materia Seca en el estadio|Peso seco del follaje cortado a 4 cm del
reproductivo (Corte 2, fecha 18/11) |suelo y secado en estufa a 80 °C
30 Materia Seca Acumulada Sumatoria de los cortes 1y 2
31 Numero de espiguillas por panoja | En 10 panojas.
32 Numero de cariopses por espiguilla | En 50 espiguillas
33 Longitud de la inflorescencia Longitud de la cafia + raquis, en 10

panojas.
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Para la obtencion de las muestras se utilizaron 7 de los 10 individuos de cada
poblacion del ensayo a campo, que presentaban macollos marcados. Se corto
manualmente con tijera aproximadamente 2 gramos de hojas jovenes completamente
expandidas. Este material se colocé en una bolsa porosa de acetato que contenia un
rotulo identificador en su interior, se cerr6 con broches de acero y se introdujo
completamente en un recipiente con nitrégeno liquido. Posteriormente fueron
almacenadas en un freezer a 80°C bajo cero hasta el inicio de la extraccion.

Cada una de las bolsas conteniendo el material foliar de cada individuo de las 21
poblaciones definitivas fue retirada del freezer y procesada individualmente. Para ello
se utilizaron morteros de porcelana previamente enfriados donde se colocaron trozos
de las hojas que habian sido previamente congeladas y se les agrego nitrégeno liquido
para macerarlas. Una vez que el material qued6é reducido a polvo se coloco
rapidamente dentro de un tubo eppendorff con la ayuda de una espatula de acero,
junto con 0,5ml del buffer de extraccion; posteriormente se incubd a 65°C durante 30
minutos. Luego se adicionaron 600ul de una solucién de cloroformo/alcohol isoamilico
(12:1), se agitdé en vortex y se centrifugd a 14000 rpm. La fase acuosa se transfirio
cuidadosamente a otro tubo para precipitar el ADN; con este fin se adicionaron 600l
de isopropanol. Posteriormente las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a
14000 rpm, se eliminé el sobrenadante y se lavd el precipitado con 300ul de una
solucion de etanol al 75% y acetato de amonio 10mM. Se centrifugd 5 minutos a
14000 rpm, se descart6 el etanol y el ADN precipitado se secé durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Para resuspenderlo se le agregé 50ul de buffer TE (Tris HCI
10mM, EDTA 1mM. Finalmente se adiciond 2ul de RNAsa (10ug/ul) para eliminar el
ARN de las muestras.

El ADN extraido se observo en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio,
después de la electroforesis en buffer TBE 1X (Tris- borato 0,089M, Acido bdrico

0,089M y EDTA 0,002M) a 100 voltios durante una hora. Los geles se observaron en
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un transiluminador de luz ultravioleta (UV) y se fotografiaron con una camara Polaroid

con pelicula de alta sensibilidad (ASA 3000).

5.2-Amplificacion del ADN mediante la reaccién en cadena de la Polimerasa
(PCR)

5.2.1-Seleccién de Cebadores

Se trabajo con tres clases de marcadores moleculares: SSRs, RAPDs e ISSRs. Se
usaron 5 marcadores de tipo RAPDs (A01, A02, A05, AO7 y A10) de la serie OPA de
Operon Technologies, USA (Tabla 5). Se seleccionaron siete cebadores para la
obtencion de microsatélites (Tabla 6 y Tabla II) que habian sido disehados
especificamente para la especie Bromus tectorum (Ramakrishnan et al., 2004). Se
probaron ademas, siete marcadores de tipo ISSRs (Tabla 7) que habian sido

disefados para trigo.

Tabla 5. Cédigo, secuencia de bases y peso molecular (PM) de los marcadores de
tipo RAPDs utilizados.

CODIGO SECUENCIA PM
OP-01 CAGGCCCTTC 2955
OP-02 TGCCGAGCTG 3035
OP-05 AGGGGTCTTG 3090
OP-07 GAAACGGGTG 3108
OP-10 GTGATCGCAG 3059
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Tabla 6: Cadigo, motivos y tamafo en pares de bases (pb) de los marcadores de tipo
SSR utilizados.

Locus Motivos Tamano (pb)
Bt03 (CAYT 112-114
Bt0O4 (CA)13 114-117
Bt05 (CTM)9 167-178
Bt12 (CA)5(CA)6 252-262
Bt26 (CT)18 152-156
Bt30 (GT)8 114-118
Bt33 (AG)3(AG)7(AGG)5 221-223

Tabla 7: Codigo y secuencia de los ISSR utilizados.

cODIGO SECUENCIA

IS 01 (CTTCA);

IS 02 (AGT)s

IS 03 (GGAGA);

IS 04 (TGC)s

IS 05 (AG)sT

IS 06 (AC)sCT

IS 07 (GT)sCG

5.2.1.1.1- RAPDs

La reaccion de amplificacion se llevdé a cabo en un volumen final de 20ul. Los
componentes de la reaccion fueron: 50ng de DNA gendmico con una dilucién 1:10,
Buffer Promega 1 X, 20,8ug de BSA, 2,5mM de MgCl,, 0,2mM de DNTPs (Promega),
1ng de primer 10-mer Operon Technologies, Alameda, USA) y 1U de Taq DNA
polimerasa (Promega). Las amplificaciones se realizaron en un termociclador PTC-100

MJ Research Inc., utilizando el siguiente programa:
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T°C Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 3 minutos
Desnaturalizacion 94 30 segundos
Apareamiento 42 30 segundos 35 ciclos
Extension 72 60 segundos
Extension final 72 5 minutos

5.2.1.1.2 -Visualizacion de los productos de amplificacién

Luego de realizada la PCR las muestras se conservaron a 20 grados bajo cero
hasta el momento de su analisis. Los productos de amplificacién del ADN fueron
separados en electroforesis en geles de agarosa al 1% p/v luego de la electroforesis
en buffer TBE 1 X y visualizados con tincion de bromuro de etidio El tamafio de las
bandas se estimé por comparacion con un marcador de 100 pares de bases. La
documentacién del gel se realizd a través de fotografias tomadas con una camara

Polaroid, analogamente a lo especificado previamente..

5.2.1.2.1-SSRs

La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en un volumen final de 15ul. Los
componentes de la reaccion fueron: 50ng de DNA gendmico con una dilucién 1:10,
Buffer Promega 1 X, 2,5mM de MgCl, , 0,2mM de DNTPs (Promega), 0,.2uM de
primer forward y reverse, 0,5 U de Taq DNA polimerasa (Fermentas). Las
amplificaciones se realizaron en un termociclador PTC-100 MJ Research Inc.,

utilizando el siguiente programa:



Desnaturalizacion inicial
Desnaturalizacion
Apareamiento

Extension

Extension final
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T°C Tiempo

94 3 minutos

94 30 segundos

54 30 segundos 35 ciclos
72 30 segundos

72 5 minutos

Se visualizaron los productos de amplificacion siguiendo el mismo procedimiento

descripto anteriormente para RAPDs y

productos de amplificacion.

luego se procedié a la separacion de los

5.2.1.2.2-Separacién de los productos de amplificacion

Se afiadio a las muestras un volumen de buffer de carga de secuenciacion (NAOH

10mM, azul de bromofenol 0,05%, xilene cyanol 0,05% y formamida demonizada

95%). Las muestras fueron desnaturalizadas durante 4 minutos a 90°C, conservadas

en hielo hasta que se sembraron 5ul de cada muestra en un gel de poliacrilamida

desnaturalizante al 5% (19:1 acrilamida:bis, urea 7,5M y buffer TBE 1 X).

Posteriormente se llevé a cabo la electroforesis a voltaje constante, 80W durante 2

horas y luego el gel se fijé6 con acido acético al 10% y se reveld con tincion de plata.

Este se realizé tanto para SSR como para ISSR.

5.2.1.3-ISSRs

La reaccion de amplificacion se llevd a cabo en un volumen final de 20ul. Los

componentes de la reaccion fueron: 50ng de DNA gendmico con una dilucién 1:10,
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Buffer Promega 1 X, 2mM de MgCl, , 0,2mM de DNTPs (Promega), 0,5uM de primer,
0,5 U de Tag DNA polimerasa (Fermentas). Las amplificaciones se realizaron en un

termociclador PTC-100 MJ Research Inc., utilizando el siguiente programa

(touchdown):
T°C Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 3 minutos
Desnaturalizacion 94 30 segundos
Apareamiento * 40 segundos 35 ciclos
Extensién 72 30 segundos
Extension final 72 5 minutos

*:El apareamiento se realizd con descensos de la temperatura de 0,5°C, comenzando a 50°C por los

primeros 11 ciclos, seguido por 25 ciclos a 45°C .

Se visualizaron los productos de amplificacién y luego de la separacion de los

mismos se procedio al registro de las bandas.

5.2.2-Registro de bandas

Un locus de RAPD, SSR o ISSR fue considerado polimérfico si la banda amplificada
estaba presente en algunos individuos y ausente en otros, y monomérfica si la banda
estaba presente en todos los individuos evaluados. Se construyé una matriz binaria a
partir de las fotografias o de la visualizacién directa de los geles, asignando el valor 1

ala presencia y 0 a la ausencia de banda.
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6-Analisis de datos

Los registros obtenidos como parte del presente trabajo fueron sometidos a
analisis univariado y éstos, junto con datos complementarios aportados por otros
investigadores en el marco del proyecto general, fueron incluidos en el analisis

multivariado (Tabla III).

6.1-Anadlisis univariado

El andlisis de los caracteres cuantitativos se realizO mediante Analisis de la
Varianza (ANOVA), a partir de dos modelos lineales (Steel y Torrie, 1980). El primer
modelo correspondié a un Disefio Completamente Aleatorizado (CA), con un numero
de repeticiones entre 5 y 15 dependiendo de la variable. Este disefio se aplicé a los
datos del estadio de plantula (largo y ancho foliar, y niumero de macollos) y los de
morfologia de semillas. EI segundo modelo correspondié a un Disefio en Bloques
Completos aleatorizados (BCA) con y sin submuestreo. Este analisis se aplico al resto
de las variables y se considerd submuestreo en aquellos casos en que se contaba con

varios registros por parcela. Los modelos matematicos se presentan a continuacioén:

Completamente Aleatorizado:

Yi= M+ 0 + g

Donde:

Yj: Variable de interés; y: Media conceptual; a;: Efecto de la i-€sima poblacion; €;: Error

experimental de la ij-ésima observacién

Bloques Completos Aleatorizados
-Sin submuestreo: Yik= M + a; + Bj +

-Con submuestreo: Yijk= p+at Bj + € ijl+ Gijk
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Donde :
Yix: Variable de interés; u: Media conceptual; a;: Efecto de la i-ésima poblacion;
B;: Efecto del j-ésimo bloque;e (y: Error experimental la ij-ésima observacion;

Bij. Error de la ijk-ésima planta en cada parcela

La comparaciéon de medias entre poblaciones se evalué mediante la prueba de la
diferencia minima significativa (DMS) protegida (a=0,05). El procesamiento de datos

se realizé utilizando el paquete estadistico S.A.S (2001)

Los caracteres cualitativos se analizaron mediante tablas de frecuencias y gréficos

comparativos utilizando el programa Excel del software Microsoft Office.

6.2-Analisis Multivariado

6.2.1-Analisis de agrupamiento y ordenacion

Se elaboraron distintas matrices con las 21 unidades taxondmicas operativas
(OTU=poblacion) en funcién del tipo de datos (cuantitativos: morfolégicos-agronémicos
y ambientales; cualitativos: morfolégicos y moleculares). Las mismas contenian n
variables (segun el tipo de datos). Con ellas se llevaron a cabo andlisis de
agrupamiento y ordenacion y se realizaron dendrogramas y graficos bidimensionales,
para interpretar los datos de cada tipo de analisis, respectivamente. Ademas se estimo
el grado de distorsion de los datos a su representacion grafica mediante el coeficiente

de correlacion cofenética.
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6.2.1.1-Datos Cuantitativos

Para los datos morfolégico-agrondmicos se construyé una matriz para las 21
poblaciones y 31 caracteres entre los que se incluyeron las variables mencionadas en
el analisis univariado (descartandose las redundantes) mas un conjunto de variables
complementarias registradas por otros investigadores del mismo grupo de trabajo
(Tabla IIl). Con este conjunto de datos se realizé un analisis de agrupamiento
utilizando la distancia taxonémica y el método de ligamiento promedio (UPGMA; Crisci
y Armengol, 1983). El analisis de ordenamiento realizado fue el de Componentes
Principales (ACP) para el cual se calculé una matriz de correlacién, se obtuvieron los
autovalores y se efectud la proyeccién en los tres primeros componentes.

Con los datos ambientales se utilizaron los mismos tipos de analisis y se aplicé la
misma metodologia, pero a partir de una matriz basica de 21 poblaciones y 7 variables

(Tabla 1)

6.2.1.2-Datos Cualitativos

El analisis de agrupamiento para datos morfolégicos cualitativos se realizé sobre
una matriz de 21 OTU por 14 variables y se calculd la matriz de similaridad utilizando
los coeficientes de Jaccard y de emparejamiento simple (Simple Matching). Para
estimar la similaridad genética a partir de los datos de la caracterizacién molecular se
utilizé el coeficiente de Jaccard (1908) aplicado sobre una matriz de 21 poblaciones
por 38 caracteres (bandas obtenidas con el total de cebadores que amplificaron
correctamente). La matriz de similaridad resultante se procesé con un analisis de
cluster utilizando el método de agrupamiento medio de emparejamiento ponderado

(UPGMA) y luego se realizé un dendrograma.
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Los analisis de componentes para este tipo de variables fue el de coordenadas
principales (ACoorP), realizado mediante a partir de la matriz disimilaridad obtenida del

analisis anterior, seguido del doble centrado y la obtencion de autovalores.

6.2.2-Comparacién de matrices

La relacion entre la variacion debida a diferentes tipos de datos (morfolégica-
agrondmica y molecular, morfoldgico-agrondmica cuali y cuantitativa, etc.) se obtuvo a
partir de la correlaciéon entre las correspondientes matrices de distancia y/o similitud
genética, con el Test estadistico de Mantel (Mantel, 1967), utilizando el procedimiento

de comparacion de matrices MXCOMP de NTSYS- 2.1 (Rohlf, 2000).

6.3. Indice de Diversidad

Para cada ISSR a partir del numero de patrones de bandas encontradas y su
frecuencia, se calcul6 un indice de diversidad (DI) segun Millbourne et al. (1997):
DI =1 - Xpg?

donde pg es la frecuencia de cada uno de los patrones observados.

6.4. Andlisis de la Varianza Molecular

El analisis de varianza molecular, AMOVA (Excoffier et al., 1992) se empled para
particionar la varianza en sus componentes jerarquicos (entre y dentro de poblaciones)
y para probar la significancia de los mismos. El procedimiento se basa en un analisis
de varianza clasico que utiliza distancia entre haplotipos (patrones de amplificacion).
La matriz de distancia se construy6 utilizando el coeficiente de distancia euclideo

equivalente al numero de diferencias entre los patrones de amplificacién de dos
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individuos. Para establecer la significancia de los componentes de la varianza se
utilizé el procedimiento de permutacién no paramétrico (Excoffier et al., 1992),
eliminando la asuncién de normalidad que es un requisito para el analisis de la
varianza, pero inapropiado para datos moleculares. Para el AMOVA se utilizo el

software Arlequin version 2000 (Schneider et al.,2000).
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RESULTADOS
1. Caracteres Morfolégicos y Agronémicos
1.1. Caracteres Cualitativos
1.1.1. Pubescencia

1.1.1.1. Pubescencia de las glumas y la lemma

Al analizar la presencia de pubescencia en las glumas y la lemma sobre las
espiguillas procedentes de la primer multiplicacion, se observé que en ocho de las
veinte poblaciones de B. brevis, tanto las glumas como la lemma eran glabras. Sin
embargo en las restantes entradas y en el testigo se constaté la presencia de
pubescencia en alguna o en todas las estructuras. Observaciones posteriores
realizadas sobre las semillas cosechadas al finalizar la experiencia, permitieron
observar que solo en seis poblaciones las glumas eran glabras, mientras que otras
presentaban algun tipo de pubescencia en alguna de las piezas analizadas (Tabla 1V).
En dicha Tabla se constata que en el testigo y en 12 entradas de cebadilla pampeana
se observaron pelos muy cortos y ralos sobre la lemma, en otras cinco los pelos eran
mas largos y densos y en las tres restantes se encontraron antecios con los dos tipos

de pubescencia.

1.1.1.2. Pubescencia de las hojas

La totalidad de las poblaciones de B.brevis presentaron vainas pubescentes, al
igual que el testigo. Con respecto a la pubescencia de las laminas se observé que 18
poblaciones presentaron hojas pubescentes (90%), y las restantes (CI1012 y N5225)

mas el testigo de B. catharticus fueron la excepcién pues presentaron laminas glabras.
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1.1.2. Habito de crecimiento

En el conjunto de plantas observadas durante el estadio juvenil, se encontraron
individuos de porte postrado (21%), semipostrado (45%) y erguido (34%). Algunas
poblaciones presentaron homogeneidad en el tipo de porte de sus plantas, pero en la
mayoria de ellas, los individuos presentaron dos o tres tipos habito de crecimiento
(Figura 2). Tres poblaciones de B. brevis presentaron el 100% de los individuos con
porte erguido (CI1020, N5319 y N5320) y otras tres, incluido el testigo presentaron
plantas predominantemente erguidas. Solamente en la poblacion, N5231, el 100% de
las plantas fue de habito semipostrado y las restantes presentaron mezclas de
individuos. En ninguna poblacién prevalecieron las plantas postradas aunque en tres
de ellas esa categoria de porte se contabiliz6 en un 50% de los individuos (CI996,

CI1031 y CI1033).
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Figura 2: Porcentaje de plantas de cada tipo de porte en cada una de las 20

poblaciones de B. brevis y en la poblacién testigo de B. catharticus.
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1.1.3. Color de las vainas

Entre las poblaciones de B. brevis, 11 presentaron el 100% de sus plantas con
vainas purpuras, al igual que la poblacién testigo y otras cuatro presentaron mas del
70% de sus individuos con vainas de esa tonalidad (Figura 3). Solamente en la
poblacion CI1031 la proporcion de individuos de cada categoria estuvo equilibrada, ya
que en las cuatro restantes, el 100% de los individuos (entradas N5226 y N5229) o

mas del 50% de ellos presentaron vainas verdes (Cl1012 y CIA1063).

100%

90% ~

0% H H H H - HHHHHHHEHHHHHF

30% +

(%) 80% H | M HHHHHHHHHHHHHHHH

© |

= 70% H N HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

E 0

3 60% H It HHHHHHHHHHHHHHHHHH A

o) O Verdes
50% - —

ko) 0 .

) O Pdrpuras

c

(]

o

S

o

o

2004 HHHHHHHHHHHHEHHHHHHHEHFE

o{ 4 -<-H-H-+HH--HH-HHHHHHHHHHHF

0%

T T T
>
& P PP P

© Q D5 O O WD O

%) N4 O D57 N N A A
S NN R GV VGV SV GV PG 5 oY zr}\q
XXX FXFFF ST IIIIIIA

Poblaciones

Figura 3: Porcentaje de plantas con vainas verdes y vainas purpuras en cada una

de las 20 poblaciones de B. brevis y en la poblacion testigo de B. catharticus.

1.1.4. Carb6n de la Panoja

Se observé la presencia de carbdn de la panoja (Ustilago bullata Berk.) solamente

en individuos pertenecientes a las poblaciones CI1020 y N5229, en las diferentes

repeticiones. El ataque del patégeno se produjo a partir de una infeccion natural
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debida a la presencia del agente causal en el area donde se llevd a cabo el ensayo, y

afectd en mayor grado a las panojas que primero aparecieron.

1.1.5. Afinidad entre las poblaciones

1.1.5.1. Analisis de Agrupamiento

En el analisis de agrupamiento, la similitud entre poblaciones estimada en base a
los coeficientes de emparejamiento simple (SM) y de Jaccard, presentaron el mismo

ajuste, es decir el mismo coeficiente de correlacioén cofenético (r cof.= 0,73).
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Figura 4: Dendrograma obtenido a partir de los datos morfologicos cualitativos,
utilizando el coeficiente de similitud de emparejamiento simple (SM), con una

correlacion cofenética r=0,73.

El dendrograma obtenido mediante el coeficiente SM indic6 la formacién de dos
grupos, Ay B, a un nivel de similitud de 0,54. El grupo Asy incluyé a seis poblaciones

de B. brevis y el Bsy a las 14 restantes mas el testigo (Figura 4). Si se considera el
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73% de similitud, cada grupo se separdé en agrupamientos menores; el grupo A se
desglosé en los subgrupos | y I, mientras que a partir del grupo B, se formaron tres
subgrupos (I, IV y V) y el testigo, que quedé aislado. Solo dos pares de poblaciones
presentaron identidad (similitud = 1), y éstas se ubicaron en los subgrupos IV y V.

En el dendrograma obtenido al emplear el coeficiente de Jaccard, cambi6 el
agrupamiento de las poblaciones (Figura 5). El cambio mas acentuado se relacion6
con la poblacion testigo la cual se separdé de todas las entradas de cebadilla

pampeana a una similitud baja (0,43).
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Figura 5: Dendrograma obtenido a partir de los datos morfoagronémicos
cualitativos, utilizando el coeficiente de similitud de Jaccard (J), con una correlacion

cofenética r=0,73.

A partir de este dendrograma se obtuvieron dos grupos, A, y B,. El primero de ellos
incluyé a cuatro poblaciones de B. brevis y el segundo a las 16 restantes. Cuando se

considerd un coeficiente de similaridad del 64% se obtuvieron cinco grupos. El grupo |
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coincidié con el que anteriormente se denomind grupo A, mientras que el grupo B ,,
se desgloso en los grupos I, I, IV y V (Figura 5).

Comparando los dos dendrogramas el grupo | quedd constituido por las mismas
poblaciones. Las poblaciones del grupo Il del dendrograma obtenido con SM (llsy)
coincidieron con dos del grupo IV,. Este ultimo grupo incluyé ademas a dos
poblaciones (CI996 y CIA1063) que se habian congregado en los grupos lllsy ¥ Vsu
respectivamente. Los grupos lllsy y Il coincidieron en dos poblaciones. El grupo 1Vsu
fue semejante al lll; con la excepcion de la poblaciéon N5226 y los grupos Vsu ¥ V,

fueron concordantes, exceptuando la poblacién CIA1063.

1.1.5.2. Andlisis de Ordenacion

Los agrupamientos obtenidos a partir del andlisis de coordenadas principales
utilizando el coeficiente de emparejamiento simple (SM) y el de Jaccard fueron
similares, por lo que sélo se presenta uno de ellos (Figura 6). La poblacién CI1014 se
mantuvo aislada y el resto, incluido el testigo, formaron cuatro grupos: el grupo 1
incluyé cinco poblaciones, el grupo 2 a otras dos y al testigo, el grupo 3 se conformé
con siete poblaciones y el grupo 4 con cinco de ellas. De los dos pares de poblaciones
sefialado como de identidad total en los dendrogramas, solo el par N5248 y N5313 fue
ordenado espacialmente en el mismo sitio, dentro del grupo 3, mientras que las
poblaciones CI1031 y CI1033, aunque ambas forman parte del grupo 4 quedaron algo
distanciadas. De las poblaciones del grupo 1, cuatro de las cinco coinciden con el
Grupo | obtenido por el analisis de agrupamiento, independientemente del coeficiente
usado. Ellas se caracterizaron por tener solamente vainas purpuras y la gluma inferior

y la lemma de los antecios pubescentes y ser de habito preferentemente erguido.
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Figura 6: Agrupamiento obtenido a partir del analisis de Coordenadas Principales
realizado utilizando el coeficiente de Jaccard.; C1 y C2 = coordenadas principales.
Sitios rojos = 1: Monte; sitios verdes = 2: Espinal; sitios azules = 3: Pampa. En

numeros romanos se indican los cuadrantes.

Las poblaciones del grupo 2, con excepcién del testigo, coinciden con los grupos Il
y lllsy; las tres poblaciones quedan reunidas por presentar gluma superior y lemma
pubescentes, y plantas erguidas o semipostradas con vainas purpuras o verdes. El
grupo 3 se caracterizd por agrupar poblaciones de porte erguido y semipostrado, pero
con glumas y lemmas glabras; seis de las siete poblaciones integrantes correspondian
a los grupos lll; y IVsy obtenidos por el analisis de agrupamiento. Las poblaciones del
grupo 4 resultaron casi equivalentes a las de los grupos V presentados en los
dendrogramas. Ellas se caracterizaron por presentar plantas con |aminas
pubescentes, vainas purpuras uniformes o mezcladas con algunos individuos de

vainas verdes y porte postrado a semipostrado.

[FERC I
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1.2. Caracteres Cuantitativos

1.2.1. Caracteres Morfolégicos de Espiguillas y Antecios

La longitud de las glumas fue variable entre poblaciones ya que entre los valores
maximos y minimos observados se constaté una diferencia de 3,7 y 3,4mm para las
glumas inferior y superior, respectivamente (Tabla 8 y Figura 7). El promedio de las
poblaciones de Bromus brevis resulté 1,84mm inferior al de B. catharticus. La longitud
de la gluma inferior fue menor que la de la gluma superior y las poblaciones variaron
entre si en la longitud de ambas piezas de la espiguilla, como puede observarse al

comparar los valores extremos registrados (Tabla 8 y Tabla V del Apéndice).

Tabla 8: Valor p de los ANOVAS para los caracteres del antecio y las espiguillas,
valor minimo, maximo y promedio de las poblaciones de Bromus brevis y promedio de

la poblacién de Bromus catharticus (B.cat.).

CARACTERES Valor p Minimo | Maximo B.brevis |B.cat.
Long.Gluma inferior mm) <0,0001 57 9,4 6,92 8,76
Long. Gluma superior (mm) |<0,0001 6,7 10,1 8,20 10,6
Longitud Lemma (mm) <0,0001 8,5 12,0 10,19 16,14
Longitud Arista (mm) <0,0001 0,16 0,56 0,32 0,68
Ancho del antecio (mm) <0,0001 1,74 2,44 2,06 2,38
Longitud Pedicelo (mm) 0,018 3,32 9,76 6,51 7,22

Las diferencias entre las poblaciones fueron altamente significativas; la gluma
inferior del testigo presenté considerable longitud, pero no difirid significativamente del
tamano presentado por las seis poblaciones de B. brevis de mayor longitud para esa

gluma, entre las cuales CI1033 presento el registro mas alto (Tabla V). La poblacion
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CIA1063 presentd el menor tamafo de gluma inferior, pero no difiri6 de otras once
poblaciones. La longitud de la gluma superior del testigo tuvo el maximo valor
absoluto, sin embargo no difirié significativamente de tres poblaciones de cebadilla
pampeana. Considerando el tamafo de ambas glumas solo dos poblaciones de B.
brevis (CI11033 y CI1014) no difirieron del testigo.

Para los caracteres longitud de la lemma y ancho del antecio también se observo
variacion entre poblaciones, resultando las diferencias altamente significativas (Figura
7 y Tabla V). La mayor longitud de lemma correspondié al testigo (16,14 mm), quien
difirié significativamente de todas las poblaciones de B. brevis. Estas presentaron un
rango de variacion de 8,52 mm a 12,04 mm, valores extremos que corresponden a las
poblaciones CI996 y CI1012, respectivamente (Tabla 8 y Tabla V).

En ancho de los antecios también se observé un amplio rango de variacion entre
las poblaciones de B. brevis pero el testigo no se diferencié estadisticamente de cinco
de ellas (Figura 7 y Tabla V). La poblacion N5248 mostré los antecios mas anchos en
promedio (2,44mm), y junto con ofras 2 poblaciones de cebadilla pampeana,
presentaron valores mayores que los del testigo. Los antecios mas angostos
correspondieron a la poblacién CIA1063 (1,74mm), la que no presento diferencias con

otras 4 poblaciones de cebadilla pampeana.
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Figura 7: Promedio de las longitudes de la gluma inferior (LGi), la superior (LGs), la
lemma (LLe) y el pedicelo (LPe), y del ancho del antecio (ACa) de semillas del testigo
(Bromus catharticus) y valores medios, minimos y maximos para las poblaciones de

B. brevis.

Las diferencias entre poblaciones para longitud del pedicelo fueron altamente
significativas (Tabla 8 y Tabla V). La amplitud de la variacién en las poblaciones de B.
brevis fue de 6,44mm; el testigo no difiri6 del grupo de poblaciones de B. brevis de
mayor longitud de pedicelo (Tabla 8 y Figura 7), el cual estuvo encabezado por la
poblacion CI1020 la que presentd pedicelos 2,5mm mas largos que el testigo.

La longitud de la arista también presentd gran variacion entre las poblaciones de B.
brevis (Tabla 8 y Figura 8), ya que se observaron valores medios desde 0,16 a
0,56mm para las poblaciones N5248 y N5226, respectivamente. El testigo presenté las
aristas mas largas (0,68mm) y se diferencié significativamente de todas las
poblaciones de B. brevis, excepto de N5226 (Tabla V). Por otro lado, el grupo de
aristas cortas estuvo integrado por ocho poblaciones de cebadilla cuyas aristas no

resultaron mayores de 0,3mm.
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Figura 8: Promedio de la longitud de la arista (LAr) del testigo (Bromus catharticus)

y valores medio, minimo y maximo para las poblaciones de B. brevis.

1.2.2. Emergencia de Plantulas

En los caracteres relacionados con la emergencia de las plantulas se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre poblaciones (Tabla 9 y Tabla VI). Los
promedios poblacionales para porcentaje de emergencia a los 12 dias de la siembra o
emergencia inicial oscilaron entre 12 y 76%. Solo tres poblaciones alcanzaron una
emergencia inicial de al menos 50%; de ellas, CI996 logré el porcentaje mas alto de
plantulas emergidas a los 12 dias de la siembra, diferenciandose significativamente del
resto de las poblaciones de B. brevis y del testigo (Tabla VI). En valores absolutos,
éste presenté un valor de emergencia inicial inferior al de todas las poblaciones de B.
brevis, pero no se diferencié estadisticamente de las siete poblaciones que mostraron
una emergencia inferior al 30% (Figura 9a y Tabla VI).

La emergencia final, registrada a los 47 dias de la siembra varié entre 36 y 90%
(Figura 9a). La mayoria de las poblaciones de B. brevis presentaron porcentajes

intermedios comprendidos entre 40 y 70% y s6lo en cinco de ellas mas el testigo, la
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emergencia de plantulas super6 el 70% (Tabla VI). En esa Tabla se puede observar
que también en esta fecha la poblacion CI996 presentd el porcentaje de emergencia
mas alto, aunque en este caso no se diferencié significativamente de otras dos

poblaciones de cebadilla pampeana ni del testigo.

Tabla 9 Valor p de los ANOVAS para emergencia inicial y final (12 dias y 47 dias de
la siembra), valores minimo, maximo y promedio de las poblaciones de Bromus brevis

y promedio de la poblacion de Bromus catharticus (B.cat.).

CARACTERES Valorp |Minimo |Maximo B.brevis |B.cat.
Emergencia Inicial (%) <0,0001 |12 76 36 12
Emergencia Final (%) <0,0001 |36 90 65 82
Indice Emergencia (dias) |0,0524 10,52 16,81 13,94 18,46

El indice de velocidad de emergencia varié entre 10,52 y 16,81 dias para las
poblaciones de B. brevis, y fue de 18,46 dias para el testigo (Figura 9b). Si bien la
entrada de cebadilla criolla fue la mas lenta en emerger, no se diferencio
significativamente del resto de las poblaciones (p>0,05). Seis poblaciones de cebadilla
pampeana presentaron un indice de emergencia superior a los 15 dias (Tabla VI) y las

poblaciones con indices de emergencia menores a los 13 dias fueron CI1029, CI1020,

Cl1022 y N5248 (Tabla VI).
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Figura 9a: Promedio de emergencia de plantulas inicial (EIn) y final (EFi) del testigo

(B. catharticus) y valores medio, minimo y maximo para las poblaciones de B. brevis.
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Figura 9b: Promedio del indice de emergencia (I Em) del testigo (B. catharticus) y

valores medio, minimo y maximo para las poblaciones de B. brevis.
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1.2.3. Tamarfo de las Laminas

1.2.3.1. Longitud y Ancho foliar durante el estadio de Plantula

La longitud promedio de las hojas de las plantulas vari6 entre 9,42 y 12,85¢cm entre
las poblaciones de B. brevis (Tabla 10 y Figura 10a), variacion que resultd significativa
para tamafo foliar en este estadio (Tabla VII). Nueve de ellas y el testigo presentaron
las laminas cortas (<10,6cm), mientras que en el otro extremo, nueve poblaciones
formaron el grupo de entradas con laminas mayores a los 11,5cm longitud; las dos
poblaciones restantes presentaron longitud intermedia (Tabla VII). El testigo mostré
mayor ancho foliar que cualquiera de las poblaciones de Bromus brevis, de las que se

diferencio significativamente con un promedio de 5,3mm (Tabla VII).

Tabla 10. Valor p de los ANOVAS para longitud y ancho foliar de las plantulas,
valores minimo, maximo y promedio de las poblaciones de Bromus brevis y promedio

de la poblacion de Bromus catharticus (B.cat.).

CARACTERES Valor p Minimo |Maximo |B.brevis |B.cat.
Longitud Foliar (cm) <0,0001 [9,42 12,85 11,17 10,23
Ancho Foliar (mm) <0,0001 (2,48 4,08 3,04 5,35

Entre las entradas de cebadilla pampeana el maximo ancho foliar observado fue de
4,08 mm en CI1033, y la minima fue para CI996, con 2,48mm (Tabla 10 y Tabla VII,
Figura 10b). Once poblaciones presentaron hojas muy angostas (<3mm) y ocho
poblaciones exhibieron hojas intermedias de 3 a 3,5mm de ancho. La correlacién entre
longitud y ancho foliar en el estadio de plantula fue positiva pero no significativa

(p>0,05; gl=19), siendo el coeficiente de correlacién r = 0,29.
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Figura 10a: Longitud foliar (LFo) promedio en plantulas del testigo (B. catharticus) y

valores medio, minimo y maximo para las poblaciones de B. brevis.
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Figura 10b: Ancho foliar (AFo) promedio en plantulas del testigo (B. catharticus) y

valores medio, minimo y maximo para las poblaciones de B. brevis.
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1.2.3.2. Longitud foliar durante los estadios Juvenil y Adulto

Durante la etapa vegetativa, la longitud foliar no difirid entre poblaciones en la
Fecha 1, observandose una media general de 6,9cm (Tabla 11 y Figura 11). En esa
Tabla se puede observar que en la segunda fecha, las poblaciones de B. brevis
presentaron longitudes de lamina comprendidos entre 12,27 y 16,32cm, y si bien la
amplitud de la variacion fue de solo 4cm, las diferencias resultaron significativas. El
50% de las poblaciones presentaron hojas con mas de 15cm y el 25% de las restantes
mostraron hojas menores a 13,5cm de longitud (Tabla VIII); el testigo presenté hojas
mas largas que las de las entradas de cebadilla pampeana, pero no llegé a diferir

significativamente de 6 de esas poblaciones.

Tabla 11: Valor p de los ANOVAS para longitud foliar en tres fechas y longitud de la
hoja bandera, valor minimo, maximo y promedio de las poblaciones de Bromus brevis

y promedio de la poblacion de Bromus catharticus (B.cat.).

CARACTERES Valorp [Minimo |Maximo |B. brevis |B.cat.
Long. Fecha 1 (cm) 0.081 6,90 12,24 9,614 10,35
Long. Fecha 2 (cm) 0.0066 12,27 16,32 14,64 18,54
Long. Fecha 3 (cm) <0,0001 15,32 |20,98 18,35 23,03
Long. Hoja Bandera (cm) <0,0001 9,90 19,47 15,22 20,84

En la fecha 3 el testigo nuevamente presenté la maxima longitud foliar y se
diferencié significativamente de todas las poblaciones de B. brevis exceptuando a
CI1022 (Tablas 11 y VIl y Figura 11). En esta etapa la amplitud de la variacién de la
longitud foliar fue ligeramente mayor (5,6 cm); el 25% de las poblaciones presento

hojas cortas, con menos de 17cm de longitud, el 40%, hojas intermedias de 17 a
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19,1cm y el 35% restante, hojas mayores a 19,5cm de longitud, aunque sin alcanzar el

promedio de las hojas del testigo.
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Figura 11: Longitud foliar promedio en tres fechas (F1, F2 y F3 ) durante el estadio
vegetativo y de la hoja bandera (HB) del testigo (B. catharticus) y valores medio,

minimo y maximo para las poblaciones de B. brevis.

A través de las fechas del estadio vegetativo se observd que las poblaciones de
cebadilla pampeana CI1014 y CI1033, N522, N5225 y N5248 conformaron el grupo
con menores registros absolutos de longitud foliar y que ademas no alcanzaron los
17cm en la tercera fecha. Por el contrario, CI1016, CI1022, CIA1063 y N5229 fueron
las poblaciones con hojas mayores a los 20cm de longitud en esa fecha y que en cada
medicion alcanzaron registros superiores al promedio (Tabla VIII). Al comparar la
longitud foliar entre el estadio de plantula y el juvenil, se constaté que de las diez
poblaciones con hojas mayores a la media en el estadio de plantula, sélo seis
presentaron registros medios superiores a la media de la tercera fecha (Cl1012,

CI1031, CIA1063, N5231, N5319 y N5320). Por otro lado, algunas de las que
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superaron la longitud promedio en la 3?2 fecha, no lo hicieron en el estadio de plantula

(CI1012, CI1016, N5226,N5229 y N5313).

La longitud foliar de la hoja bandera fue mas corta que la de la fecha 3 en la
mayoria de las poblaciones, entre las que se detectaron diferencias altamente
significativas (Tabla 11 y Tabla VIII). La hoja bandera para el promedio de B. brevis fue
15, 22cm y dentro de esta especie se observaron poblaciones con hojas bandera de
9,9 a 19,47cm. De las veinte poblaciones de cebadilla pampeana, cuatro poblaciones
presentaron longitudes de hoja bandera menores a 13,3cm, siendo CI1020 la de
menor longitud. Otras diez poblaciones de esa especie exhibieron hojas de entre 13,4
y 16cm y las seis restantes, de mas de 16,5cm de longitud. El testigo presenté la hoja
bandera mas larga (20,84cm) pero de todos modos no se diferencio significativamente
de 5 poblaciones de B. brevis (Tabla VIII). Todas las poblaciones con menor longitud
foliar en la etapa juvenil, presentaron un promedio de hoja bandera inferior a la media
general, excepto la entrada N5222. En cambio, entre las poblaciones de hojas mas
largas en la etapa juvenil, s6lo CIA1063 presentdé un promedio para hoja bandera

superior a la media del ensayo.

1.2.4. Namero de Macollos por Planta

En el estadio de plantula el numero promedio por poblacién varié entre 2,2 y 6,2
macollos por plantula, lo que permitié considerar tres grupos artificiales (Tabla 12 y
Figura 12); el de las poblaciones con menos de tres macollos, que incluyé al testigo y
tres entradas de B. brevis, el intermedio, con 11 poblaciones que presentaron entre
tres y cuatro macollos, y el conformado por las cinco poblaciones con mayor numero
de macollos (> 4 mac/plantula; Tabla 1X). En este ultimo grupo se destacé la entrada
N5222 por presentar un promedio de 6,2 macollos, con lo cual se diferencio

estadisticamente del resto.
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En el estadio juvenil, al efectuarse el recuento de macollos por planta se observo
que todos ellos eran vegetativos y que las poblaciones de B. brevis mantenian
diferencias estadisticamente significativas entre si (Tabla 12 y Tabla IX). La variacion
del numero de macollos por planta fue amplia, entre 7,8 y 19,8 para las poblaciones
correspondientes a esta especie; ocho poblaciones presentaron menos de 12
macollos, cinco fueron intermedias, y las 7 restantes exhibieron mas de 16 macollos
por planta. El testigo se caracterizé por presentar el menor numero de macollos en
esta etapa (Tabla 12 y Tabla IX) aunque no se diferencié significativamente de 8
poblaciones de B. brevis. EI nUumero promedio de macollos del ensayo observado en
esta etapa incrementd con respecto al de la etapa de plantula, el que fue superado en

casi 4 veces.

Tabla 12: Valor p de los ANOVAS para numero de macollos (Mac) vegetativos en el
estadio de plantula, de juvenil (F1) y de adulto (F2), numero de macollos
reproductivos y totales en F2 y prolificidad, valor minimo, maximo y promedio de las

poblaciones de Bromus brevis y promedio de la poblacion de Bromus catharticus

(B.cat.).
CARACTERES Valorp [Minimo |Maximo |B. brevis |B.cat.
Mac. Plantulas <0,0001 |2,20 6,20 3,60 2,38
Mac. Vegetativos F1 0,0001 |7,86 19,80 14,01 6,00
Mac. Vegetativos F2 <0,0001 |1,29 11,87 5,15 1,80

Mac. Reproductivos F2 <0,0001 |10,93 33.64 21,14 9,87

Mac. Totales 2F <0,0001 12,21 40,79 26,28 11,67

Prolificidad 0,0001 0,72 0,92 0,81 0,85
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La siguiente fecha de recuento correspondi6 al estado adulto y en ese periodo parte
de los macollos eran vegetativos y parte ya se encontraban en el periodo de
alargamiento de entrenudos, es decir en el inicio de la etapa reproductiva. La densidad
de macollos vegetativos fue menor a la observada en la etapa anterior y mostré una
variacion en los promedios poblacionales desde 1,12 (CI1020) a 11,87 macollos por
planta (CIA1063) como puede observarse en la Figura 12. En cinco poblaciones de
cebadilla pampeana se observaron menos de 4 macollos y solo en tres hubo mas de 7
de ellos. El promedio para las poblaciones de B. brevis fue de 5,15 macollos por
planta, valor muy superior al del testigo que solo presentdé 1,8 macollos vegetativos,

aunque no se diferencié de seis poblaciones de cebadilla pampeana (Figura 12 y

Tabla IX).
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Figura 12: Numero de macollos vegetativos promedio de los estadios de plantula
(MPI), juvenil (MVF1) y adulto (MVF2) y nimero de macollos reproductivos (MRF2) ,
totales (MTF2) y prolificidad (Pr) del testigo (B. catharticus) y valores medio, minimo y

maximo para las poblaciones de B. brevis.
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En la etapa reproductiva, en todas las poblaciones incluido el testigo, el numero de
macollos reproductivos fue mucho mayor que el de macollos sin panoja visible,
registrandose un promedio para B. brevis de 21,14 macollos por planta. EI menor
numero le correspondié al testigo (9,87 mac.) y si bien algunas poblaciones de B.
brevis presentaron promedios bajos, cercanos a los 10 macollos, en otras el promedio
supero los 30 macollos (Figura 12). Dada la amplitud en el numero de macollos
reproductivos que presentaron las poblaciones de cebadilla pampeana, las diferencias
entre éstas fueron altamente significativas (Tabla 1X); nueve poblaciones presentaron
menos de 19 macollos por planta, 6 poblaciones entre 19 y 24 y las cinco poblaciones
restantes mas de 26 macollos.

El numero de macollos totales también presentd gran variacion entre las
poblaciones de B. brevis, desde 12 hasta 40 macollos mientras que el testigo solo
presenté un total de 11,67 macollos por planta (Figura 12). Esa cantidad estuvo
conformada en su mayor parte por la contribucion de los macollos reproductivos, como
puede observarse en la Tabla IX donde también se evidencia que las diferencias
interpoblacionales resultaron altamente significativas. Las cuatro poblaciones que
presentaron mas de 35 macollos no difirieron entre si, como tampoco el testigo de la
entrada CI1020, que fueron las dos de menor numero de macollos totales. La densidad
de macollos por planta en este periodo de la etapa adulta fue el mayor que se observo
durante la presente experiencia, siendo el incremento promedio con respecto al
presentado por las plantulas, superior en mas de 7 veces. La correlaciéon entre nimero
de macollos en la primera y segunda fecha fue significativo y positivo (r = 0,87;
p<0,01).

La variacion observada en prolificidad fue altamente significativa, indicando que la
proporcion de macollos reproductivos con respecto al total fue diferente entre
poblaciones. El rango de variacion para B. brevis se extendié entre 0,72 y 0,92. El 45%

de las poblaciones presentaron prolificidad inferior a 0,79, en un 25% fue intermedia
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(entre 0,80 y 0, 85) y el 30% restante mostré promedios mayores a 0,86. De acuerdo

con estas categorias la prolificidad del testigo fue intermedia (Tabla IX).

1.2.5. Altura del canopeo, hasta la hoja bandera y maxima

Se observaron diferencias significativas para todas las variables relacionadas con la
altura, excepto para altura maxima o total a floracién (Tablas 13 y X). La altura del
canopeo vario entre 9,8 y 16,9cm, con un promedio de 13,9cm para las poblaciones de
B. brevis y similar para el testigo (Figura 13). El grupo con canopeo de mayor altura
fue el que superd los 14,5cm de altura y estuvo integrado por 11 poblaciones de B.
brevis que no difirieron entre si; el maximo valor absoluto del grupo lo presento la
poblacion CI1022. El testigo y otras cinco poblaciones de B. brevis presentaron
canopeo de altura intermedia y sélo en cuatro poblaciones de esa especie, la altura de
follaje fue similar o menor a los 12cm.

La altura hasta la hoja bandera también mostré amplia variabilidad entre las
poblaciones (Figura 13). El valor medio para B. brevis fue 42,90cm, pero tres
poblaciones presentaron menos de 36cm, once poblaciones mostraron valores
cercanos al promedio y las seis restantes alcanzaron mas de 46¢cm de altura hasta la
hoja bandera; el testigo se ubico en este ultimo grupo (Tabla 13 y X). La poblacion
N5226 presentd mayor altura hasta la hoja bandera en promedio, pero no se diferencié
significativamente de las 5 poblaciones de cebadilla pampeana que presentaron las
mayores longitudes, ni de la poblacion testigo. Por otro lado, la poblacién CI1020 fue la

de menor altura hasta la hoja bandera.
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Tabla 13: Valor p de los ANOVAS para altura del canopeo y hasta la hoja bandera y

altura maxima en plantas en floracién, valor minimo, maximo y promedio de las

poblaciones de Bromus brevis y promedio de la poblacion de Bromus catharticus

(B.cat.).

CARACTERES Valorp |[Minimo |[Maximo |B. brevis |B. cat.
Altura del canopeo (cm) 0.0003 9,80 16,87 13,9 13,45
Altura hasta Hoja Bandera (cm) |<0,0001 |[29,11 54,08 42,9 45,99
Altura Maxima (cm) 0.0673 78,66 108,93 |96,8 101,05

La altura maxima alcanzada por las plantas en plena floracion fue de 96,8 cm, con

un intervalo de aproximadamente 30 cm entre los valores extremos (Tabla 13). A

pesar de ello, las diferencias no fueron significativas entre las poblaciones a nivel del

5% (Tabla 13). La entrada de B. catharticus presenté una altura promedio superior a la

del promedio general (Figura 13). Como la las poblaciones no difirieron en altura total

pero si en altura hasta hoja bandera, la diferencia entre esos registros también vari6

entre entradas; dicha diferencia corresponde a la longitud de la cafia mas el raquis de

la inflorescencia (datos no mostrados).
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Figura 13: Promedio de la altura del canopeo (AIC) y hasta la hoja bandera (AIHB) y
altura maxima (AIT) del testigo (B. catharticus) y valores medio, minimo y maximo para

las poblaciones de B. brevis.

1.2.6. Produccion de Materia Seca

El primer corte de forraje fue realizado a principios de octubre, momento en que las
plantas se encontraban entre fines del estadio vegetativo y luego del primer recuento
de macollos. El forraje producido fue escaso y fluctud entre las poblaciones entre 3,76
y 21,1 gramos de materia seca (MS) por planta (Tabla 14 y Figura 14). Las diferencias
extremas fueron de aproximadamente 17g de MS, pero a pesar de ello fue posible
diferenciar estadisticamente las poblaciones (Tabla 14 y Tabla XI). La mayoria de las
ellas (60%) presentaron valores intermedios de MS (5 a 15g), dos entradas produjeron
menos de 5 gramos (N5319 y CI1033) y las de MS superior a los a 15g fueron CI996,
CI1022 y CIA1063. La correlacion entre numero de macollos del estadio juvenil y la
produccion de MS del mismo momento fue alta y significativa (r = 0,68). La MS por

macollo calculada en base a las anteriores variables, fue de 0,72g en promedio; los
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macollos del testigo pesaron 1,47g, y el de las poblaciones de B. brevis variaron entre

0,36 y 1,12g de MS (Tabla XI).

Tabla 14: Valor p de los ANOVAS para producciéon de materia seca (MS) en dos
fechas (F1 y F2) y acumulada, valor minimo, maximo y promedio de las poblaciones

de Bromus brevis y promedio de la poblacion de Bromus catharticus (B.cat.).

CARACTERES Valorp | Minimo | Maximo B. brevis | B. cat.
MS Fecha1 (g) 0.014 3,77 21,13 11,19 8,80

MS Fecha 2 (g) 0.052 20,58 134,13 78,22 91,40
MS Acumulada (g) 0.034 28,42 148,69 86,05 100,20
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Figura 14: Promedio de la materia seca en el corte 1 (MSF1), en el corte 2 (MSF2)
y de la acumulada en los dos cortes (MSAc) del testigo (B. catharticus) y valores

medio, minimo y maximo para las poblaciones de B. brevis.

El segundo corte fue realizado a mediados de noviembre, época en que las plantas

ya presentaban macollos con inflorescencias. Aunque el rango de variacion de los
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promedios poblacionales fue amplio (113,5g), estrictamente hablando no se detectaron
diferencias significativas para MS para un nivel de a = 0,05 ya que se obtuvo un valor
de p = 0,052 (Tabla 14). El promedio de MS obtenido para las poblaciones de B. brevis
fue 78,22g, el cual fue superado por el promedio de la poblacion testigo. Los
promedios poblacionales de la cantidad de MS producida en el primer y el segundo
corte presentaron correlacién positiva (r = 0,76) y altamente significativa (p<0,01).
También la correlacion entre el nimero de macollos del estadio adulto y la produccion
de MS para este estadio fue alta y significativa y alcanzé el mismo valor que en el
estadio juvenil (r = 0,68). Por su parte, el peso seco promedio por macollo fue de
3,21g, varié entre 1,69 y 4,26g de MS en las poblaciones de B. brevis (Tabla XI), y

alcanzo los 7,839 en el testigo.

Para la variable materia seca acumulada si se obtuvieron diferencias significativas
entre las poblaciones (Tabla 14 y Xl), a pesar de que la diferencia en MS entre
promedios extremos fue similar a lo observado para el segundo corte (120,3g). La MS
promedio para las poblaciones de B. brevis fue de 86,05g, y de 100,2g para el testigo.
Las poblaciones de menor MS acumulada luego de los dos cortes fueron N5319 y
CI1020, debido principalmente a la escasa MS aportada en el segundo de ellos. En el
otro extremo se encontraron las poblaciones CI1012 y CI1022 con mas de 140g de MS
por planta, y luego las poblaciones CI996, CI103, CIA1063, CI1028, N5231 y el testigo,

con una produccién aproximada de 100 a 125g de MS por planta.

1.2.7. Componentes de la Panoja

Las diferencias entre poblaciones en cuanto a numero de espiguillas por panoja

fueron altamente significativas (Tabla 15 y XII). El testigo presenté el valor mas alto,

alcanzando las 37 espiguillas por panoja, diferenciandose significativamente de las
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poblaciones de B. brevis. Para esta especie se observdé una amplia variacion
interpoblacional, con poblaciones que produjeron desde 11,3 hasta 29,1 espiguillas por
panoja (Figura 15). Tres de ellas presentaron menos de 17 espiguillas, en otras siete
registraron entre 17 y 23 espiguillas y las nueve poblaciones restantes tuvieron mas de

24 espiguillas por panoja.

Tabla 15: Valor p de los ANOVAS para numero de espiguillas por panoja y de
cariopses por espiguilla, valor minimo, maximo y promedio de las poblaciones de

Bromus brevis y promedio de la poblacion de Bromus catharticus (B.cat.).

CARACTERES Valor p Minimo Maximo B. B. cat.
brevis
Espiguillas por| <0,0001 11,27 29,13 21,85 37,37
panoja
Cariopses por| <0,0288 6,55 9,11 6,67 7,35
espiguilla
ndamero 40
35
30
25
20 O Testigo
15 m Media B. brevis
10
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5
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Figura 15. Promedio del numero de cariopses por espiguilla (C/e) y de espiguillas
por panoja (E/p) del testigo (B. catharticus) y valores medio, minimo y maximo para

las poblaciones de B. brevis.
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También se detectaron diferencias significativas entre poblaciones para numero de
cariopses por espiguilla (Tabla 15 y XIl), aunque en este caso el testigo no alcanzo el
mayor registro (Figura 15). Cuatro poblaciones de B. brevis presentaron seis cariopses
en promedio, en otras diez y el testigo se observaron siete cariopses, pero en cinco
entradas de cebadilla pampeana el numero de cariopses superé los 8 por espiguilla

(N1029, N5226, N5229, N5319 y N5248).

1.2.8. Afinidad entre las Poblaciones

1.2.8.1. Analisis de agrupamiento

El ajuste de los datos a su representacion grafica fue ligeramente mas alto cuando
la similitud entre poblaciones se estableci6 en base al coeficiente de distancia
taxonomica (r=0,73), ya que con el coeficiente de distancia euclidea se obtuvo un
r=0,72. La agrupacion obtenida con el empleo de dichos coeficientes fue similar, por lo
que solo se presenta el dendrograma obtenido con el de distancia taxondmica (Figura
16). El testigo quedo separado a un valor de similitud de 1,87 de las poblaciones de B.
brevis, entre las cuales la menor similitud fue de 1,52 y separ6 la entrada CI1022 del
resto. A mayor similitud se fueron desglosando los grupos Gal y Ga2 con dos
poblaciones cada uno, y posteriormente los grupos Ga3 y Ga4 con mayor numero de

integrantes (4 y 11, respectivamente).
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Figura 16: Dendrograma obtenido a partir de los datos morfolégicos y agronémicos
cuantitativos, utilizando el coeficiente de distancia taxonémica. Los grupos formados

por la técnica de agrupamiento se designan con las letras Ga.

1.2.8.2. Andlisis de ordenamiento

Los componentes principales R1 y R2 contribuyeron a explicar solo el 43,95% de la
variacion contenida en las poblaciones y si bien la mayor aporte le correspondié a R1,
con 24,08%, el componente R2 representé un 19,81% (Figura 17). El tercer
componente (R3) aporté un 11,74% a la explicacién de la variacién observada; para
explicar el 75% de la variacion se requiri6 la consideracion de los 5 primeros
componentes y 9 de ellos para llegar al 90% (datos no mostrados).

Las variables de mayor peso en la composicion del R1 fueron: nimero de macollos
vegetativos en los estadios juvenil y adulto, y de reproductivos, altura del canopeo y
produccion de materia seca en el estadio juvenil. En el segundo componente
intervinieron principalmente la longitud de la arista, la longitud foliar en diferentes
estadios de los individuos juveniles y adultos y el ancho y largo de las laminas en las

plantulas. En el componente R3 los caracteres predominantes en ese R3 fueron
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emergencia de plantulas inicial y final desde semillas cosechadas en el ensayo
general.

El ordenamiento establecido por R1 y R2 (Figura 17) ubica al testigo en el
cuadrante Ill, muy separado de las poblaciones de B. brevis por el componente R2. El
componente R1 separa en sus extremos a dos pares de entradas, a la derecha el par
N5225 y N5320 (Go1) y a la izquierda el grupo Go5 con CI996 y CI1063; los
integrantes de cada par se separaron a su vez por su posicidon en el R2. Esos mismos
grupos se formaron mediante el anadlisis de agrupamiento, correspondiendo a los
grupos Ga1ly Gaz2, respectivamente.

El resto de las poblaciones se reuni6 en la regién media del R1, aunque podrian
considerarse tres grupos en funcion del cuadrante en el que se encontraron. El Go2 en
el cuadrante I, con siete entradas, dos de ellas algo distantes, y el Go4 con 6 entradas
ubicadas casi completamente en el primer cuadrante; las entradas de estos grupos se
encontraban reunidas en el grupo Ga4, excepto CI1022 (Figura 16). Por ultimo, el Go3
se ubicd entre los cuadrantes Ill y IV, con las cuatro poblaciones que aparecieron
reunidas en el dendrograma como grupo Ga3. Al comparar este analisis de
ordenamiento con el de agrupacién se observd coincidencia en varios de los grupos,
pero la mayor diferencia estuvo en la poblacion CI1022 que estaba aislada en el
analisis de agrupamiento, pero integrada a Go4 en el de ordenacién. Sin embargo al
considerar el tercer componente principal, la poblaciéon Cl1022 quedd separada del
resto del grupo Go4 por presentar bajos porcentajes de emergencia de plantulas

(datos no mostrados).



75

Long
arista,
ancho
y
largo
foliar

plantula

long
foliar Il

(=R

L Bty A [ERRR LR - : s e

»

Go1

mac veg | y I, mac rep, alt canopeo, mat seca

%Testlgo

Rl

Figura 17: Ordenamiento de las poblaciones en funcidon de los componentes
principales R1 y R2, obtenido a partir de los datos morfolégicos y agronémicos
cuantitativos. Los grupos formados por la técnica de ordenacion se designan con
las letras Go. Sitios rojos = 1: Monte; sitios verdes = 2: Espinal; sitios azules = 3:

Pampa. En numeros romanos se indican los cuadrantes.

Las poblaciones de Go5 se caracterizan por presentar altos registros en niumero de
macollos, altura del canopeo y produccion de materias seca por plantas,
caracteristicas opuestas a las de las poblaciones del grupo Go1. En los grupos Go3
las entradas presentaron valores intermedios en macollos, materia seca y altura del
canopeo, pero se diferencié de los otros grupos por tener mayor tamafo foliar y aristas
mas largas. A su vez Go2 y Go4 presentaron registros proximos a la media o

ligeramente opuestos a los de las poblaciones de Go3.

[T I
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2. Caracterizacién molecular

1. Productos de amplificacion de RAPDs

Los cinco cebadores de RAPDs utilizados no permitieron generar informacion
relevante que permitiera separar las poblaciones ya que hubo problemas con el ajuste
de la técnica, dada por el bajo nimero de bandas amplificadas y la repetibilidad
obtenida. Debido al gran niumero de individuos resulté necesario utilizar entre dos y
tres geles para obtener los registros completos de las poblaciones y se observé que
algunas bandas registradas para un determinado individuo se visualizaban en forma
inconsistente en un gel pero no en otro. Entre los marcadores que se utilizaron el que
resultdé mas informativo fue el marcador A10, ya que permitid obtener un mayor
numero de bandas con mejor resolucion pero no revelaron suficiente variabilidad como

para comparar las poblaciones.

2. Productos de amplificaciéon de SSRs

Los microsatélites disefiados para B. tectorum no resultaron informativos para B.
brevis. El programa de amplificacién mencionado por Ramakrishan (2004) no permitio
obtener productos de amplificacion para B. brevis a pesar de que se probaron ademas
otros programas con diferentes temperaturas de apareamiento (annealing). Los
mejores resultados se obtuvieron con los cebadores Bt 30 y Bt 33, ya que se lograron
visualizar bandas pero no fueron suficientes para estimar la variabilidad presente en

las poblaciones de cebadilla pampeana
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2.3. Productos de amplificacion de ISSRs

Los 3 cebadores del tipo ISSR utilizados permitieron obtener 58 bandas como
producto de amplificacion, 39 de ellas polimérficas. El numero de bandas producto de
cada cebador vario entre 16 y 23, las que permitieron obtener entre 60 y 84 patrones

diferentes (Tabla 16 )

Tabla 16: Numero de bandas, patrones e indice de Diversidad (Dl) para cada

cebador de tipo ISSR utilizado.

ISSR Motivo o N° bandas N° patrones indice de
secuencia Diversidad (DI)
ISSR-3 (GGAGA); 23 84 0,983
ISSR-5 (AG)sT 19 80 0,982
ISSR-6 (AC)CT 16 60 0,972

2.3.1 indice de Diversidad (DI)

El indice de Diversidad (diversity index; DI) varié entre 0,972 y 0,983. El nimero de
bandas polimérficas observadas para cada uno de los cebadores fueron 15, 14 y 10
respectivamente. Al analizar el DI de cada marcador dentro de poblaciones se
observaron diferencias en el grado de informacion generado por los mismos (Figura
18). El marcador ISSR3 detectd valores entre 0,449 y 0,857. El valor mas bajo le
correspondié a la poblacion N5231 y el mas alto a las poblaciones CI1028, CI1029,
CI1016 y N5313. Para el marcador ISSRS5 el valor mas bajo detectado fue 0,571 y el

mas alto, 0,857, en CI1031 y N5248, respectivamente. El marcador ISSR6 detectd
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valores entre 0,245 y 0,816, este ultimo correspondiente a CI1022. Para los
marcadores ISSR5 e ISSRG, el DI mas bajo correspondié a N5320. El testigo presento
valores DI superiores a 0,6 para cada uno de los marcadores.

En cinco poblaciones de B. brevis y el testigo, el marcador ISSR3 fue el de mayor
poder discriminante, mientras que ISSR5 fue mas informativo para ocho poblaciones y
el marcador ISSRG6 hizo lo propio en cuatro poblaciones de cebadilla pampeana.

Para la poblacion CI1020 los 3 marcadores tuvieron el mismo valor DI (Figura 18).
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Figura 18: indice de Diversidad (DI) por ISSRy por poblacion.
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2.3.2 Analisis Molecular de la Varianza (AMOVA )

A partir del Analisis Molecular de la Varianza se observé que el 56% de la variacion
total observada a nivel molecular correspondié a diferencias entre individuos dentro de
las poblaciones y el 44% restante correspondié a diferencias entre las poblaciones

estudiadas en el presente trabajo (Tabla 17).

Tabla 17: Analisis Molecular de la Varianza (AMOVA) para las 20 poblaciones de B.

brevis y la poblacion testigo de B. catharticus analizadas con los 3 marcadores ISSR.

Fuente de Suma de Componentes % de
variacion g.l. Cuadrados de la Varianza variacion
Entre

Poblaciones 20 530.463 3.20625 Va 44.01
Dentro de

poblaciones 126 514.000 4.07937 Vb 55.99
Total 146 1044.463 7.28562

Fixation Index =~ FST:  0.44008

Test de Significancia (1023 permutaciones)
Va and FST : P(rand. value > obs. value) = 0.00000
P(rand. value = obs. value) = 0.00000
P-value = 0.00000+-0.00000

2.3.3 Afinidad entre las poblaciones en base a los caracteres moleculares

2.3.3.1 Andlisis de agrupamiento

El dendrograma construido a partir de la matriz de similaridad calculada con el
coeficiente de emparejamiento simple revelé que la similitud entre las poblaciones de
B. brevis fue superior al 59%. El ajuste entre la representacion a partir del

dendrograma y los datos fue de 0,63. Mediante este analisis no fue posible separar al
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testigo perteneciente a B. catharticus de las poblaciones de B. brevis (Datos no
mostrados).

El testigo se agrup6 en el medio de las poblaciones de B. brevis y seis de sus
individuos conformaron un grupo con una similitud de 0,80. La similaridad entre
algunas poblaciones de cebadilla pampeana y el testigo fue mayor al 68% utilizando el
coeficiente de similitud de Emparejamiento Simple.

En B. brevis la mayor similitud fue 1, pero solamente se observé identidad en dos
pares de individuos de las poblaciones N5222 y N5231, uno por poblacion.

Los individuos de las poblaciones CI1033, N5226, CI996, N5225, CI1014, N5320,
N5222 y N5231 se posicionaron juntos formando un grupo compacto. Para el resto de
las poblaciones la mayor parte de sus individuos se agruparon muy préximos y el resto

de los miembros de la poblacion lo hizo pero a un menor nivel de similitud entre ellos.

2.3.3.2 Anédlisis de ordenamiento

Cuando se efectlio el analisis de coordenadas principales en particular para cada
cebador, utilizando los datos relevados con cada uno de ellos por separado, no se
obtuvo un agrupamiento tan conciso como el que se resulté a partir del analisis con
todos los marcadores registrados, a partir de los tres cebadores utilizados, en
conjunto. A partir del analisis de Coordenadas Principales se observé que en general
los individuos de la misma poblacion tendieron a agruparse juntos (Figura 19). Las dos
primeras componentes contribuyeron a explicar un 23% de la variabilidad.

En el grafico que representa la dispersién de los individuos obtenida a partir del
ACP (Figura 19) se observd que en el primer cuadrante se encontraban todos los
individuos de la poblacién N5320 y entre 4 y 6 individuos de las poblaciones de N5231,

N5222 y CI1028.
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Todos los individuos de las poblaciones CI1022 y CIA1063 se agruparon en el
segundo cuadrante, al igual que 5 y 6 individuos de las poblaciones CI1020 y CI1012
respectivamente. En el tercer cuadrante se agruparon 6 de los 7 individuos de N5313,
mientras que para las poblaciones CI1029, N5226, N5229 y N5248 lo hicieron 5 de sus
individuos. En el cuarto cuadrante se congregaron 6 de los 7 individuos de CI1014 y
CI1016 y 5 de N5225. En cuanto a la poblacién testigo (CIA1658), si bien sus
individuos se dispusieron entre los cuadrantes lll y 1V, se asociaron formando un grupo
aislado del resto de las poblaciones. La poblaciéon CI996 se caracterizé porque sus
individuos se dispusieron alrededor de la regién central de ambas coordenadas
principales. Las poblaciones que presentaron una mayor dispersion de sus individuos
fueron CI1028, CI11029 y N5319.

Considerando la distribucion de los siete individuos de cada poblacién se efectud
una representacion simulando cual seria la ubicacion media de la poblacion (Figura
20).Se formaron 6 grupos. El primero, G1m, correspondié a las poblaciones que se
ubicaron en el primer cuadrante, que fueron N5231, N5222, N5319, CI1028 y N5320.
En el segundo cuadrante se ubicaron los grupos Gm2, incluyendo a CI1022 y CI1063
y el grupo G3m con las poblaciones CI1031, CI1020, CI1033 y CI996. La poblacién
CI1012 fue intermedia a estos dos grupos. En el tercer cuadrante se ubico el grupo
G4m, incluyendo a N5248, CI1029, N5229, N5313 y N5226.Por ultimo los grupos G5m
y G6m se ubicaron en el cuarto cuadrante e incluyeron a las poblaciones N5225 vy

CI1016 el primero y a CI1014 y al testigo el segundo.
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Figura 19: Analisis de coordenadas principales. Representacién de la dispersion
de los 147 individuos, a partir del coeficiente de similitud de emparejamiento
simple calculada utilizando los datos moleculares de los 3 cebadores ISSR

utilizados. En nimeros romanos se indican los cuadrantes.
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Figura 20: Representacion de la ubicacion media de las poblaciones sobre las

dos primeras coordenadas

y agrupamiento a partir de la similitud obtenida

utilizando los 3 cebadores ISSR. En niumeros romanos se indican los cuadrantes.
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2.3.4 Relacion entre los agrupamientos basados en diferentes tipos de
caracteres

2.3.4.1 Caracteres morfoldgicos cualitativos y caracteres moleculares

Al comparar los ordenamientos obtenidos a partir de los datos cualitativos y los
datos moleculares se observd que las poblaciones del grupo G1m formaban parte de
los grupos G1, G3 y G4 cualitativos. Las poblaciones del grupo G2m correspondieron
a poblaciones de los grupos G2 y G4 cualitativos. El grupo G3m se correspondié con
entradas incluidas en los grupos G1, G3 y G4 cualitativos. Las poblaciones del grupo
G4m fueron las Unicas que presentaron correspondencia al estar incluidas dentro del
grupo cualitativo G3. El grupo G5m incluyé a dos poblaciones que pertenecieron a los
grupos G1 y G2 a partir de sus caracteres cualitativos y por ultimo, el grupo G6m
incluyé a la poblacién testigo y a Cl1014 que fue la mas aislada por diferenciarse

cualitativamente en gran medida de las demds poblaciones de B. brevis y del testigo.

2.3.4.2 Caracteres morfoldgicos cuantitativos y caracteres moleculares

Los agrupamientos obtenidos a partir de los analisis de ordenamiento con los datos
cuantitativos y moleculares no presentaron una asociacién directa. Las poblaciones del
grupo G1m correspondieron a las incluidas en los grupos Go1, Go2 y Go4
cuantitativos. Las poblaciones del grupo G2m correspondieron a los grupos Go4 y
Go5. El grupo G3m se correspondié con todos los grupos cuantitativos exceptuando el
Go1. Las poblaciones del grupo G4m se ubicaron dentro de los grupos Go2, Go3 y
Go4. El grupo G5m incluyé a dos poblaciones que pertenecieron a los grupos Go1 y
Go3 y por ultimo, el grupo G6 incluy6 a la poblacion testigo y a Cl1014. Esta ultima se

incluyé dentro del grupo Go2 mientras que el testigo permanecio sin agruparse en el
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ordenamiento cuantitativo, ya que se diferencié del resto de las poblaciones.de B.

brevis.
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3. Sitios de colecta

3.1. Caracteristicas de los sitios de colecta

Las entradas procedian de las provincias de Buenos Aires, La Pampa, Neuquén y
Rio Negro (Tabla 1) y sus sitios de colecta correspondian de distintas eco-regiones
(Figura 21). Tres entradas procedian de la eco-region Pampa, otras cinco del Espinal y
las restantes eran originarias de la eco-regién Monte de llanuras y mesetas (Bertonati

y Corcuera, 2000).

W Pampa
I Espinal
Monte

Figura 21: Eco-regiones a las que pertenecian los sitios de colecta de las entradas
de Bromus brevis y B. catharticus. Mapa extraido de Bertonati y Corcuera, 2000.
De acuerdo a los datos de pasaporte del sitio de procedencia de las entradas, éstas

fueron ubicadas en un distrito agroclimatico (De Fina, 1992), constatandose que
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pertenecian a 12 diferentes distritos (Tabla I), ocho de los cuales sdélo contaban con
una poblacion y otros con hasta cuatro de ellas, como el distrito 99 y el 75 A.
El analisis de ordenacion (ACP) realizado en base a las caracteristicas

agroclimaticas y a la altura de los sitios de origen permitié reunirlos en grupos mas

afines (Figura 22).
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Figura 22: Agrupamiento de los sitios de origen obtenido a partir del analisis de
Componentes Principales. Referencias: R1 y R2= componentes 1y 2; las flechas
corresponden a las caracteristica que explican cada componentes. Sitios rojos = 1:
Monte; sitios verdes = 2: Espinal; sitios azules = 3: Pampa. En numeros romanos

se indican los cuadrantes.

Las dos primeras componentes principales explicaron un 84% de la variacion entre
sitios, tres de los cuales permanecieron aislados (CI1033, N5248 y CIA1658= testigo) y
el resto se reunio en tres grupos. Las variables de mayor incidencia en la componente
R1 fueron la temperatura del mes mas frio, la precipitacién anual y la de los meses de

diciembre, enero y febrero, asi como la altura s.n.m., la que se correlacion6
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inversamente con las anteriores (Figura 22). La temperatura del mes mas caluroso fue
la que determin6 en mayor medida la separacion de los sitios sobre el segundo
componente.

El grupo 1 (G1s) reunié 7 sitios de la eco-regién del Monte que a su vez
pertenecian a la provincia de La Pampa, con excepcion del sitio de la entrada CI1022
que era de Rio Negro; tres pares de sitios de ese grupo coincidieron exactamente en
su ubicacién en el plano generado por las dos componentes principales. Los sitios del
G1s se caracterizan por presentar temperaturas mas extremas en el mes mas frio e
intermedias en el mas caluroso. Ademas reciben baja precipitacién anual y en el
trimestre mas calido y se hallan a elevada altura .s.n.m. Cuatro sitios, la mitad de La
Pampa y la otra mitad de Rio Negro integraron el G2s; todos esos sitios
correspondieron a la eco-region de Monte y se caracterizaron por presentar
precipitaciones, temperaturas de mes mas frio y altura intermedias, pero las mas altas
temperaturas durante el verano.

En el G3s se reunieron 7 sitios, de los cuales 2 correspondian a la eco-region
Pampa y 5 al Espinal; entre estos ultimos, 3 sitios quedaron ubicados en el mismo
punto del plano determinado por R1 y R2. Las caracteristicas de los sitios de G3s son:
temperaturas mas benignas en invierno, intermedias en verano, altas precipitaciones y
menor altura s.n.m que el promedio. Los sitios reunidos en G3s eran de Buenos Aires,
excepto el N5222. La coleccién CI1033 de Bs. As y la de Neuquén permanecieron
aisladas en los extremos de los cuadrantes | y Il, respectivamente, diferenciandose
entre si por el componente R1 y no por el R2, mientras que el sitio de origen del
testigo quedd aislado en el cuarto cuadrante, aunque bastante proximo al G3s de
quien se diferencia principalmente por el R1, al presentar mayores precipitaciones y
temperaturas mas altas en invierno, asi como por estar en una posicion

topograficamente mas baja.
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3.2. Sitios de colecta y caracteristicas de las poblaciones

3.2.1. Relacion entre sitios y caracteres cualitativos

La correlacion entre los sitios de colecta y las caracteristicas cualitativas de las
poblaciones fue baja y negativa (r= -0,14; p=0,06), y ademas no fue significativa a un
nivel de a del 0,05. Al comparar el ordenamiento de los sitios (Figura 22) y el de las
poblaciones (Figura 6), se observé una correspondencia parcial. Los sitios de cuatro
poblaciones del grupo G1 (N5225, N5319, N5320 y N5231), pertenecian al G1s; los
sitios de tres poblaciones del G2 (Cl1022, CI1016, y CIA1658 = testigo), correspondian
a sitios de los grupos G1s y G3s ubicados en los cuadrantes | y Il respectivamente y al
del testigo, ubicado préximo al grupo G3s. Por ultimo, los sitios de las poblaciones
Cl996, CI1063, CI1031, CI1033 y N5222 reunidas en G4, se reunieron en el grupo G3s
mas el sitio aislado mas préximo. No se observd ninguna asociacion clara entre la
existencia de pubescencia, color de vainas ni porte asociado a determinados

agrupaciones de los sitios, ni pertenencia a las eco-regiones de donde procedian.

3.2.1. Relacion entre sitios y caracteres cuantitativos

La correlacion entre los sitios de colecta y las caracteristicas cuantitativas de las
poblaciones fue baja y no significativa (r= 0,34; p=0,9). Al comparar el ordenamiento
de los sitios (Figura 22) y el de las poblaciones (Figura 17), se observé una
correspondencia parcial. Los sitios de las poblaciones del grupo Go1 (N5225 y N5320)
pertenecian al G1s; los sitios de las cuatro poblaciones del Go3 (CI1012, CI1016,
N5226 y N5229) correspondian a sitios de los grupos G3s y G1s. Los dos sitios del
Go5 correspondian al G3s. Los grupos Go2 y Go4 fueron los mas dispares ya que

incluyeron sitios que pertenecian a los grupos G1s, G2s y G3s. El grupo Go2 incluyé
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ademas a las poblaciones CI1033 y N5248 que tuvieron las distribuciones extremas a
partir del analisis de ordenamiento de los sitios.

Los sitios de las poblaciones que presentaron un mejor comportamiento
agrondmico se correspondieron con el grupo G3s que a su vez agrupd a aquellos

clasificados dentro de las eco-regiones del Espinal y Pampa.

3.2.1. Relacion entre sitios y caracteres moleculares

Al comparar los agrupamientos del analisis de ordenacion de los sitios y el analisis
de ordenamiento de los datos moleculares se observé que el G1m incluia a
poblaciones provenientes en su mayoria de la ecoregién Monte y una sola del Espinal.
El grupo G2m incluyé a una poblacion del Monte y a una del Espinal. El grupo G3m se
conformo con 2 poblaciones de la eco-region Pampa, 1 del Monte y 1 del Espinal. El
grupo G4m fue el Unico que presenté una asociaciéon entre la variacién molecular y el
origen de las poblaciones ya que todas las que se incluyeron en este grupo provenian
de la eco-region Monte. Los grupos G5m y G6m incluyeron poblaciones del Monte y

Espinal en el primer caso y del Espinal y Pampa en el ultimo.
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DISCUSION

1.1. Caracteres Cualitativos

1.1.1. Pubescencia de las estructuras vegetativas y reproductivas

Algunas poblaciones de B. brevis y el testigo exhibieron pelos cortos o largos en
sus glumas y/o en la lemma, y muy pocas resultaron completamente glabras. La
pubescencia observada para la lemma del testigo no concuerda con lo reportado por
Gutiérrez y Pensiero (1998) para B. catharticus, ya que segun dichos autores esta
especie se caracterizaria por presentar tanto la lemma como las glumas glabras.

Con respecto a B. brevis estos autores mencionan que ambas estructuras pueden
ser glabras o escabrosas, pero no mencionan la posibilidad de que presenten algun
tipo de pubescencia o de estructura epidérmica que determine la aspereza o
escabrosidad de las estructuras. Es mas, la pubescencia no es considerada como
posible para B. brevis, ya que en la clave de identificacién por ellos propuesta en la
sinopsis del género, esa especie es considerada entre las que presentan glumas y
lemma glabras. Las poblaciones que presentaron pelos densos y de al menos 0,3 a
0,5 mm de longitud presentaban ademas, lemma carinada con aristas menores de 1
mm y prefoliacién conduplicada, por lo que podria afirmarse que corresponden a B.
brevis. Lo observado en este trabajo en relacion a la pubescencia de las glumas y de
la glumela inferior mereceria un analisis mas detallado relacionado con la estimacion
de la densidad y tipo de pubescencia y su incorporacién entre los descriptores para B.
brevis.

Las poblaciones de cebadilla pampeana presentaron variabilidad para pubescencia
de las laminas pues las hubo pubescentes y glabras, y si bien estas ultimas fueron la
minoria, esta caracteristicas esta contemplada en la descripcion presentada por

Gutiérrez y Pensiero (1998), al referirse a que esta especie puede presentar tanto
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laminas glabras como pubescentes. Esos autores mencionan que las hojas en B.
catharticus son normalmente pubescentes y si bien no descartan la posibilidad de que
la especie exhiba laminas glabras, esta caracteristica, presentada por la poblacion

testigo pareceria ser infrecuente.

1.1.2. Habito de crecimiento

En las entradas empleadas en este trabajo el porte de las plantas de Bromus brevis
no fue uniforme sino que varié desde postrado a erguido, aunque la mayoria fue de
porte semipostrado a erguido. En un estudio realizado sobre 16 poblaciones de
cebadilla pampeana procedentes en su mayoria de Santa Rosa (La Pampa), Ruiz et
al. (1995) también encontraron poblaciones de los tres tipos de habito de crecimiento,
siendo la mayoria de ellas de porte semierecto. Los resultados de este trabajo también
coinciden con la caracterizacion preliminar realizada en las mismas entradas, pero
sobre plantulas obtenidas de semilla original (Alonso, inédito), en cuanto a que la
mayoria de las poblaciones presentaron porte semipostrado. Sin embargo de las cinco
entradas que se consideraron como predominantemente erguidas en el presente
trabajo (CI1020, CI1022, CI1014, N5319 y N5225), una presenté mezcla de tipos pero
fue considerada preferentemente semipostrada, y de las tres preliminarmente
consideradas de porte postrado (CI1033, N2522 y N5228), sélo la primera de ellas
también presentd ese porte en el estadio juvenil.

Las diferencias con la caracterizacion efectuada sobre las mismas entradas podria
deberse a un conjunto de causas determinantes de variacion ambiental, como por
ejemplo que se realizaron sobre individuos obtenidos de diferente lote de semilla
(semilla original vs. primera multiplicacion), en distinto estado fenoldgico (plantulas vs.
juveniles), en distintos sitios de experimentacién (invernaculo vs. campo), y a diferente

nivel de registro (poblacién vs. planta individual). Ademas, fueron establecidos por
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diferentes personas y, dada la naturaleza altamente subjetiva de este caracter, es
posible que tuvieran ligeras diferencias de apreciacion. El habito de crecimiento suele
considerarse un caracter adecuado para integrar el conjunto de descriptores
correspondientes a la caracterizacion de germoplasma forrajero (Breese y Tyler,
1986), debido a su facil apreciacién y generalmente alta heredabilidad. Sin embargo,
en plantas con abundantes macollos no resulta sencillo determinar el angulo que la
mayoria forma con la perpendicular al sustrato y, por otra parte, no siempre es un
caracter de alta heredabilidad, como lo demostré Alonso (1992) en poblaciones
naturalizadas de Lolium multiflorum Lam..

A pesar de las diferencias sefialadas entre ambas estimaciones de porte, se
rescata que en ambos trabajos es coincidente la clasificacion para cuatro de las
poblaciones de porte erectdfilo, asi como de que la mayoria de las poblaciones son
predominantemente semipostradas. En general las gramineas silvestres que crecen
en ambientes naturales sometidos a pastoreo o0 a cortes frecuentes suelen presentar
habito postrado mientras que en sitios bajo cortes infrecuentes o en plantas producto
de la seleccion artificial, el porte tiende a ser erguido (Breese y Tyler, 1986; Alonso,
1992).) Lo observado por esos autores también podria aplicarse al germoplasma de B.
brevis, ya que todos ellos proceden de ambientes naturales y, entre los individuos

postrados y los semipostrados, totalizaron el 67% de las plantas observadas.

1.1.3. Color de las vainas

La coloracion purpura de las vainas se presentd como una caracteristica
predominante en la mayoria de las poblaciones, sin embargo no en todos los
individuos ya que siete entradas fueron heterogéneas para éste caracter y dos fueron
homogéneas para vainas de color verde. No se encontraron menciones sobre la

existencia de diferentes colores o tonalidades en las vainas de B. brevis, caracteristica
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que podria ser un buen descriptor para describir entradas de esta especie.

1.1.4. Carb6n de la Panoja

Varias especies de Bromus son susceptibles en mayor o menor grado al carbén de
la panoja, enfermedad fungica causada por Ustilago bullata. Bajo infeccién artificial
con ustilosporas de este patdgeno, Covas et al. (1995) observaron que todas las
lineas de B. catharticus fueron susceptibles, mientras que varias lineas de B. brevis
resultaron no atacadas. En ese trabajo el ataque fue menor en las lineas procedentes
de Junin, provincia de Buenos Aires, que en las que procedian de diferentes
localidades de La Pampa. En este trabajo sélo dos poblaciones fueron afectadas, una
de la provincia de La Pampa y otra de Rio Negro. Si bien los materiales genéticos de
B. brevis pueden presentar resistencia al carbon de la panoja (Covas et al., 1995), no
puede afirmarse que las restantes poblaciones hayan sido resistentes al patégeno, ya
que las semillas afectadas podrian haber estado previamente infectadas y las
restantes no. En base a este caracter solo quedé demostrado que las poblaciones

CI1020 y N5229 son susceptibles al carbén de la panoja.

1.1.5. Relacién entre entradas en base a las caracteristicas cualitativas

El dendrograma obtenido a partir del coeficiente de similitud de Jaccard permitid
separar a las poblaciones de B. brevis del testigo de B. catharticus, a diferencia de lo
obtenido utilizando el coeficiente de emparejamiento simple. El coeficiente de Jaccard
pertenece al grupo de coeficientes que no consideran que la ausencia simultanea de
un mismo caracter en dos individuos contribuya a su similaridad, a diferencia del

coeficiente de emparejamiento simple (SM) que si lo hace. (Bramardi, 2000). Ello
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determina que el coeficiente SM resulte mas eficaz en el tratamiento de las relaciones
entre individuos muy emparentados en los que la coincidencia en la ausencia de un
atributo puede considerarse un indicio de su semejanza. En cambio, el coeficiente de
Jaccard suele proporcionar agrupaciones mas adecuadas para el tratamiento de
individuos de diferente especie, ya que la similitud entre ellos se establece sélo en
funcion de la coincidencia en la presencia del caracter. Por ello es que al emplear el
coeficiente de Jaccard en el dendrograma obtenido, la entrada de B. catharticus es
separada de las poblaciones de B. brevis al menor nivel de similitud (43%), en general
por tener prefoliacién convolutada, tener laminas glabras, no tener porte postrado ni
vainas verdes en los juveniles. En cambio, utilizando SM, el testigo fue incluido en el
grupo (Bsym) con trece poblaciones de B. brevis principalmente porque entre ellas hay
coincidencia en el tipo de porte (erguido y semipostrado), pero también coinciden en la
ausencia de pubescencia en ambas glumas. Al considerar la ubicacion del testigo en
el analisis de ordenacion, éste no se separa claramente de las entradas de B. brevis,

ni a través del la coordenada principal (C1) ni de la siguiente en importancia (C2).

De todos los caracteres utilizados, en el tipo de prefoliacién fue en el Unico en el
que las poblaciones de ambas especies difirieron completamente. La importancia de la
prefoliacion como caracter diagndstico para separar las dos especies fue mencionado
por varios autores (Covas 1981; Camara Hernandez, 1970; Naranjo, 1985) quienes
incluyeron este caracter en la clave elaborada para diferenciar B. catharticus de otras
especies de la Seccion Ceratochloa, entre ellas, de la cebadilla pampeana. El tipo de
prefoliacion también es considerado en las descripciones de las especies en la
sinopsis presentada por Gutiérrez y Pensiero (1998) para Bromus, pero no la utilizan
como un caracter diagnoéstico principal dentro de la Seccién Ceratochloa, sino a
posteriori de otros caracteres cualitativos como pubescencia de las glumas, para los

cuales las poblaciones de B. brevis pueden variar. La prefoliacion es un caracter de
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facil lectura y no se halla sujeto a variacién debida al ambiente, por lo que debiera
continuar considerandose uno de los caracteres discriminantes de alta incidencia en la
separacion de especies de la Seccion a la que pertenecen la cebadilla criolla y la
pampeana.

Entre las poblaciones de B. brevis, la agrupacion efectuada por ambos coeficientes
present6é ligeras modificaciones en la ubicacién de algunas poblaciones en los
dendrogramas, pero en general los grupos formados resultaron totalmente
coincidentes (Grupo I) o casi completamente como los Grupos IVIgy — lll; y Vsu-Vy, que
difirieron en solo una poblaciéon. Lo mismo ocurri6 al compararlos con los grupos
determinados por el analisis de coordenadas principales. La mayor similitud se
establecié sb6lo en dos pares de poblaciones cuyos integrantes no pudieron ser
diferenciados a nivel cualitativo, independientemente del coeficiente de similitud
utilizado en los dendrogramas. No obstante, s6lo se mantuvo uno de ellos en el
analisis de ordenacién. La razén de que el otro par quedase distanciado se debid a
que una de las poblaciones presentaba un dato perdido para porte de las plantas y ese
hecho es considerado de diferente forma por los programas para estimar agrupacion y
ordenamiento. Por lo tanto, la identidad total plasmada en el dendrograma para CI1031
y CI1033 no es real ya que no fue posible determinar si ambas coinciden en el tipo de
porte, a la vez que alerta sobre el efecto que los datos perdidos pueden causar al

pretender estimar la afinidad entre las unidades operativas (Bramardi, 2000).

1.2. Caracteres Cuantitativos

1.2.1. Caracteres Morfolégicos de Espiguillas y Cariopses

Camara Hernandez (1978) establece que en Bromus brevis la longitud de las

glumas es de 8-9mm mientras que le asigna una variacion de 8 a 12mm a la longitud
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de dichas piezas a B. catharticus (B. unioloides Humb., Bonp. et Kunth). En la sinopsis
posterior de las especies argentinas de Bromus, realizada por Gutiérrez y Pensiero
(1998), se menciona que las dos especies presentan glumas desiguales en tamano;
para Bromus brevis especifican valores entre 5,5y 10,5mm de longitud para la gluma
inferior y de 6,5 a 11,5mm, para la superior. Todas las poblaciones de cebadilla
pampeana analizadas en el presente trabajo presentaron para ambas glumas, valores
comprendidos dentro del rango establecido para esa especie y citados por los autores
anteriormente mencionados. En el caso de Bromus catharticus, Gutiérrez y Pensiero le
atribuyen una longitud de las glumas comprendida entre 7 y 11mm para la inferior y
9,5 a 13mm para la superior, valores entre los que se hall6 comprendido el registro
obtenido para el testigo. Al considerar los rangos de longitud de las glumas de ambas
especies de Bromus, se observa que presentan solapamiento por lo que esta
caracteristica no permite separar ambas especies, hecho que también se constata en
las claves de determinacién que las incluyen (Camara Hernandez, 1970 y 1978;
Gutiérrez y Pensiero, 1998).

La longitud de la lemma del antecio basal para Bromus brevis vari6é entre 8,52 y
12,04mm de longitud, rango que contempla el valor medio reportado por Naranjo
(1985) al analizar ocho materiales de B. brevis en el marco de un estudio sistematico
que involucré a cuatro especies de ese género. Sin embargo, los resultados del
presente trabajo no resultan completamente concordantes con lo expresado por
Gutiérrez y Pensiero (1998), para quienes en B. brevis se esperarian longitudes de
lemma entre 9 y 12 mm, ya que tres poblaciones presentaron un promedio por debajo
del limite inferior por ellos mencionado. En vista de los resultados presentes, el rango
para la longitud de la lemma en B. brevis deberia ser ampliado y considerar como
limite inferior, valores de 8,5mm si se consideran promedios, y menores aun si se
considera la variacion a nivel de semilla individual (datos no mostrados). Por el

contrario, la longitud promedio de la lemma del testigo (16,14mm) se correspondié con



98

la descripcién de B. catharticus presentada por Gutiérrez y Pensiero (1998). Debido a
que la longitud de la lemma presentada por esta entrada supero6 el rango establecido
por esos mismos autores para B. brevis, esta caracteristica por si sola permite
confirmar la no pertenencia de CIA1658 a cebadilla pampeana.

Tanto las entradas de B. brevis como el testigo presentaron valores de longitud de
pedicelo coincidentes con lo observado por Gutiérrez y Pensiero (1998) quienes
mencionan un rango de 2 a 30mm para B. brevis y 3 a 30mm para B. catharticus.
Segun esos autores, la variacion que puede tener este caracter es muy amplia y ello
podria deberse a que dentro de la panoja, el tamafo de los pedicelos varia en funcion
de la posicion de las espiguillas, siendo menor en aquellas ubicadas en el apice de las
ramificaciones (Pujol Palol, 1998). En este trabajo, la muestra poblacional de
espiguillas y pedicelos no se extrajo de una posicién especifica, sino al azar y es
probable que ello haya sido la causa del alto coeficiente de variacion registrado para
esta variable (Tabla V). En futuros trabajos se deberia especificar la posicion de la
espiguilla que debe ser medida, a los fines de reducir el error experimental y tener
mayor precision en el establecimiento de las diferencias poblacionales (van de Wouw
et al., 1999).

Naranjo (1985) reporta un promedio de 4,24mm para el ancho de la lemma del
antecio basal de B. brevis, valor que resulta mayor que el registrado como limite
superior del rango de variabilidad hallado en este trabajo sobre antecios seleccionados
al azar (2,44mm). La amplia diferencia entre ambos trabajo podria deberse a que ese
autor realizé las mediciones sobre el antecio basal, el que normalmente es el de mayor
tamanio en la espiguilla (Pujol Palol, 1998).

La longitud de arista en las especies de Bromus varia desde muy reducida a casi
tan larga como la lemma (Gutiérrez y Pensiero, 1998) mientras que la variacién dentro
de especie es menos acentuada. A pesar de ello, Covas y colaboradores (1993)

registraron variaciéon altamente significativa en esta caracteristica, entre materiales de
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cebadilla intermedia, mientras que Aulicino y Arturi (2002) las detectaron en cebadilla
criolla. Sin embargo, al estudiar 19 entradas de cebadilla pampeana, Ruiz et al. (1995)
no detectaron diferencias significativas en la longitud de la arista, y reportaron un
rango de variacion de 0,75 a 1,83mm. En el presente trabajo el rango de variacién de
las aristas fue mucho menor (0,16 a 0,56mm) y las diferencias si resultaron
significativas. Los valores observados en este trabajo coinciden con los presentados
por Naranjo (1985) y Gutiérrez y Pensiero (1998), ya que mencionaron que en B.
brevis la arista es menor de 1mm de longitud. Otros autores consideran que el limite
superior del rango de variabilidad mencionado para B. brevis se extenderia hasta los
2mm (Camara Hernandez, 1978; Ruiz et al., 1995); sin embargo, de acuerdo a la
sinopsis de género (Gutiérrez y Pensiero, 1998), los ejemplares con ese tamano de
arista no serian considerados como de cebadilla pampeana.

En relacion a la arista en B. catharticus, de acuerdo con la descripcidn especificada
en la sinopsis presentada por Gutiérrez y Pensiero (1998), la longitud puede variar
entre 0,5 a 3 (4)mm, lo que incluye al registro registrado para CIA1658 (0,68mm). Sin
embargo, en la clave para la determinacion de las especies de Bromus de Cabrera y
Zardini, (1978) e incluso en la de Gutiérrez y Pensiero, B. catharticus es incluida
dentro del grupo de especies con arista mayor de 1mm. Si esto ultimo es tenido en
cuenta, la entrada empleada como testigo y todas aquellas que presenten aristas
menores a 1mm no corresponderian a B. catharticus. En base a otras caracteristicas
diagnosticas, como la prefoliacion (Camara Hernandez 1970 y 1978) y el tamano de la
lemma, el testigo empleado en este trabajo pertenece sin duda a B. catharticus. De
ello surge que deberian revisarse o0 ajustarse las aseveraciones empleadas en las
claves de determinacion de especies de Bromus que separan a B. brevis de B.
catharticus en base a la longitud de la arista, y definir con mayor precision los limites

del rango de variacién de las aristas en ambas especies.



100

1.2.2-Emergencia de plantulas

La habilidad para emerger y establecer velozmente un apropiado numero de
plantas contribuye a asegurar la implantacién y el rapido aprovechamiento del cultivo.
Lo anterior tiene mayor validez en ambientes sujetos a estrés ambiental en los que las
condiciones que favorecen la germinacion de las semillas y la supervivencia de las
plantulas no suelen mantenerse en el tiempo (Borrajo y Alonso, 2004). Las
poblaciones con alta emergencia inicial formaran un tapiz vegetal mas rapidamente
que las de emergencia lenta y eso permitiria un aprovechamiento del recurso con
mayor anticipacion que en los lotes con plantas menos desarrolladas y/o con fallas en
la implantacion. Varias poblaciones de cebadilla pampeana presentaron germinacion
inicial superior al 50% y también varias de ellas alcanzaron registros de emergencia
final superiores al 70%. Al considerar conjuntamente ambas variables, sélo la
poblacion CI996 presentd una emergencia inicial superior al 50% y un 70% al mes y
medio de la siembra (Tabla VI). Sin embargo no se encontré entre las que presentaron
indices de emergencia inferiores a los 13 dias, aunque el suyo fue de 13,2 dias y las
diferencias no fueron significativas al 5%. El indice de emergencia establece la
velocidad en base al total de plantulas aparecidas y aquellas que aparecen
tardiamente tienen gran efecto sobre el mismo (Alonso y Peretti, 1995; Guma y
Alonso, 1997) Esto fue lo que ocurrié con la entrada CI996, la que presenté el mayor
porcentaje de plantulas emergidas de la experiencia (90%) y varias de ellas
aparecieron tardiamente en comparacion con otras poblaciones de menor porcentaje
de emergencia con las que obtuvo un indice similar.

Las poblaciones de cebadilla pampeana fueron mas veloces para emerger, en
términos absolutos, que la entrada testigo perteneciente a cebadilla criolla apreciable
tanto mediante la emergencia inicial como por el indice. Sin embargo esta ultima

poblacién superé al 95% de las poblaciones de B. brevis en el porcentaje de
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emergencia a los 47 dias de la siembra. A diferencia de estos resultados, Ruiz et al.
(1997) analizaron diferentes lineas de B. catharticus y B. brevis en condiciones de
laboratorio y detectaron que las de esta ultima presentaban igual o menor energia
germinativa que las lineas de B. catharticus. La energia germinativa o porcentaje de
germinacion al primer recuento es una medida del vigor de las semillas y un referente
de la capacidad del lote para germinar y emerger en el campo (Carambula, 1981). De
acuerdo a los resultados de Ruiz et al. (1997) B. catharticus podria emerger con igual
0 mayor rapidez que B. brevis, pero no fue lo observado en el presente trabajo. De
todos modos no es posible generalizar pues en ambos trabajos el nimero de
materiales genéticos de cebadilla criolla empleados fue muy bajo, una poblacién en
este trabajo y dos lineas en el otro.

En los suelos de la regién semiarida asi como en los mas arenosos de la region
subhumeda, donde la disponibilidad de agua para promocionar la germinacién de las
semillas es escasa, la rapidez en el establecimiento y el desarrollo inicial de las
plantulas resultan criticos. Ante la variabilidad observada en las poblaciones de B.
brevis mantenidas en los bancos de germoplasma, en los caracteres asociados con la
emergencia y el crecimiento de las plantulas, algunas de estas poblaciones podrian
ser consideradas como material promisorio para la obtencion de variedades de

cebadilla pampeana.

1.2.3-Tamaiio de las LAminas

1.2.3.1. Longitud y Ancho foliar durante el estadio de Plantula

La produccion de materia seca en gramineas estd asociada positivamente con el
indice de area foliar, en cuya conformacién interviene, entre otros componentes, el
tamafno de las hojas (Chapman y Lemaire, 1993). En plantas gramineas, el mayor

determinante del area de una lamina es la longitud de la ldamina (Lemaire y Chapman
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1996), sin embargo, el ancho de la misma también tiene importancia en la definicién
del area (Nelson et al. 1977). De ésta forma, para cada especie en particular el area
foliar de la lamina puede estimarse a través de modelos lineales que incluyen sélo la
longitud foliar o una combinacion de ésta y el ancho foliar foliar (Nelson et al. 1977;
Alonso y Monterubbianesi, 2006a). En especies para las cuales aun no se han
establecido modelos de estimacion del area foliar o no se hallan completamente
validados, como en el caso de Bromus brevis (Alonso y Monterubbianesi, 2006b), ésta
puede estimarse en forma sencilla como AREA = % (Longitud x Ancho de la Iamina).
En este trabajo, al aplicar la anterior forma de estimacion, se observé que el area foliar
promedio entre poblaciones de cebadilla pampeana era de 1,7 cm?, valor alcanzado o
superado al menos por nueve poblaciones (Tabla VIl). Las plantas con mayor area
foliar durante el estadio de plantula pueden cubrir el suelo en forma mas rapida y de

esta forma alcanzar altos valores de area foliar en forma anticipada (Alonso, 2004).

1.2.3.2. Longitud foliar durante los estadios Juvenil y Adulto

La longitud de las hojas increment6 desde el estadio de plantula hasta la 32 fecha,
momento préximo a la encanazoén, pero la longitud de la hoja bandera fue menor a la
de esa ultima fecha del estado vegetativo. Este comportamiento coincide con el
modelo general observado en otras gramineas forrajeras de zonas templadas y
desarrollo inverno-primaveral (Gillet, 1984; Borrajo, 1998). La longitud de la hoja
bandera es frecuentemente registrada en los trabajos relacionados con la produccion
de grano en cereales, dada la relacion positiva que existe entre ambas variables (Pujol
Palol, 1998). Con el mismo propdsito la longitud de la hoja bandera ha sido analizada
en forrajeras gramineas en general y en las especies de Bromus en particular con
resultados variables. Covas et al. (1993) detectaron diferencias significativas en la

longitud de la hoja bandera entre materiales genéticos de cebadilla intermedia,
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mientras que Aulicino y Arturi (2002) no observaron diferencias significativas entre 32
poblaciones argentinas de cebadilla criolla. En el presente trabajo, las diferencias en la
longitud de la hoja bandera de las poblaciones de B. brevis fueron significativas, al
igual que lo encontrado por Ruiz et al. (1995) entre 19 poblaciones de la misma
especie. Estos ultimos autores reportaron un rango de variacion de 12,83 a 19,20 cm
de longitud, el que resulté menor al registrado es este trabajo ya que se encontraron
poblaciones con hojas banderas de menor y mayor longitud que las mencionados por

ellos.

Considerando la descripcion de B. brevis presentada por Gutiérrez y Pensiero
(1998), las laminas podrian medir entre 3 y 15 cm de longitud, pero en este trabajo
varias poblaciones obtuvieron registros medios superiores a ese valor, tanto en la
segunda como en la tercera fecha del estadio vegetativo, llegando algunos promedios
poblacionales a los 21 cm de lamina a fin del estadio juvenil (Fecha 3; Tabla VIII). En
las descripciones, los registros de tamafo de los érganos se efectuan generalmente
sobre varias hojas de los materiales de herbario. Estos son referentes del desarrollo
de la especie en el sitio en que fueron colectados y, para B. brevis, tales sitios
generalmente corresponden a ambientes naturales de zonas aridas a semiaridas y en
menor proporcidn a zonas humedas (Camara Hernandez, 1970 y 1978; Naranjo, 1985;
Gutiérrez y Pensiero (1998). Los mayores registros observados en este trabajo
podrian deberse a que se efectuaron sobre plantas vivas con buen desarrollo ya que
estaban creciendo sobre un suelo fértil y con adecuada provision hidrica, y ademas,
siempre se hicieron sobre la Ultima hoja desplegada que generalmente es la mas larga
de la planta. Dadas las diferencias entre la longitud foliar detectada entre fechas en
este trabajo, en futuros trabajos de caracterizacién y evaluacion de B. brevis, seria
conveniente especificar para éste descriptor, en que hoja(s) deberian efectuarse los

registros, asi como en que etapa(s), a fin de que los resultados puedan ser
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comparados entre entradas registradas por diferentes autores.

En relacién al testigo perteneciente a B. catharticus, las hojas alcanzaron registros
entre 10 y 23cm entre fechas. Estos resultados coinciden con los observados para
largo de lamina de esta especie, por Ruiz et al. (1995). Sin embargo, al analizar 22
poblaciones de esta especie, Rosso (2001) obtuvo registros de hasta 29 cm para largo
de las hojas vegetativas. Gutiérrez y Pensiero (1998) también mencionan que la
variacion en longitud esperable en B. catharticus es entre 5 a 30-(35) cm, valores
dentro de los cuales se ubicaron los registros del testigo de esa especie, a través de
todas las fechas consideradas. De acuerdo con las descripciones presentadas por
diferentes autores (Camara Hernandez, 1970; Gutiérrez y Pensiero (1998) el tamafio
foliar de las hojas de B. catharticus es mayor al de B. brevis, aunque existe cierto
solapamiento. Al comparar el testigo con las poblaciones de B. brevis, se destaca que
el primero presentd longitudes de lamina inferiores al promedio de éstas, durante el
estadio de plantula y la primera fecha del juvenil, situacién que luego se revirtié. El
menor crecimiento foliar inicial de los individuos del testigo podria ser debido a que
emergieron con posterioridad que la mayoria de los de cebadilla pampeana.
Considerando las ultimas fechas, se observd que en general las entradas de cebadilla
pampeana presentaron similar o menor longitud foliar que la cebadilla criolla, (Tabla
VIII). Si bien esto concuerda con lo mencionado por los autores anteriormente citados
que describen a B. brevis como una especie con menor longitud de laminas que B.
catharticus, la variabilidad presente en aquella puede determinar que algunos
materiales genéticos exhiban similar longitud foliar que los de cebadilla criolla.

Varias poblaciones de cebadilla pampeana presentaron hojas mas largas que el
resto independientemente de la fecha de registro, pero otras variaron su
comportamiento en el tiempo, especialmente entre el registro al estado de plantula y el

del estadio juvenil. La longitud foliar esta determinada por la tasa de elongacién foliar,
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variable morfogenética que es afectada por diferentes factores del ambiente (Bélanger
et al.,, 1992; Whitehead, 1995). Si bien los registros de longitud foliar se efectuaron
sobre las mismas plantas, la medicion de las plantulas se efectué en el invernaculo,
previo a ser trasplantadas al ensayo en el campo; las diferentes condiciones
ambientales de los dos sitios podrian haber afectado en forma diferencial el
crecimiento foliar, de tal forma que la tendencia presentada por algunas entradas en el
invernaculo no pudieran mantenerse cuando se llevaron a condiciones de campo. Las
diferencias entre poblaciones permiten establecer que existe variabilidad para longitud
foliar del estadio vegetativo y también para la hoja bandera. En funcién del ideotipo
perseguido por el mejorador, tanto las entradas de hojas largas como las de hojas
cortas podrian constituir materiales de interés para incluir en planes de mejora varietal
que pretendan maximizar la produccién de forraje, previo analisis de la asociacién de
la longitud foliar con la densidad de macollos y del comportamiento a través del tiempo
y los ambientes de prueba. En cambio, las entradas con mayor longitud de hoja
bandera serian las mas convenientes cuando se busque alta produccién de semilla,
caracteristica de interés tanto para las empresas semilleras como para los productores

que pretender lograr la resiembra natural del recurso.

1.2.4. NUmero de Macollos

El nimero de macollos vegetativos registrado en las plantulas logradas a los dos
meses de la siembra fue superado en aproximadamente cuatro veces por el que
presentaron los juveniles a mediados de primavera. Sin embargo, un mes después el
numero de macollos que continuaba sin panoja visible decayé en alta proporcion.
Durante el ciclo de desarrollo de una graminea, el numero de macollos va
incrementando a lo largo de la etapa vegetativa hasta alcanzar la etapa reproductiva.

En ese momento cesa la formacion de macollos y parte de los ya formados pasan a
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reproductivos 0 mueren, especialmente los mas jovenes en lo que suele denominarse
“crisis del ahijamiento”, la que es causada por la competencia por luz y nutrientes,
entre otros factores, (Gillet, 1984; Pujol Palol, 1998). En las poblaciones de B. brevis
no se constaté que el numero total de macollos disminuyera en la etapa reproductiva,
sino todo lo contrario, pues éstos superaron ampliamente los valores medios
observados en el estadio de plantula y juvenil. La razén de la no disminucién del
numero de macollos en esa etapa se deberia a que el recuento correspondié al
momento de encafiazon, etapa inicial dentro estadio reproductivo en la cual la
demanda nutricional no es tan acentuada como en el momento de floracién y llenado
de grano (Gillet, 1984). Ademas, como las plantas se cultivaron bajo el sistema de

planta aislada, la competencia por luz es mucho menor que en céspedes densos.

La diferencia a favor de los macollos con panoja visible en relacién a los restantes,
indica que la mayoria de los macollos tendieron a florecer. Lo observado concuerda
con Gillet (1984), quien menciona que las forrajeras del género Bromus se
caracterizan porque en la fase reproductiva casi no hay vastagos vegetativos. Lo
anterior también se visualiza a través de los valores de prolificidad, la cual fue elevada
en todas las poblaciones, con un promedio general de 81%. Es mas, como el registro
se efectud en forma temprana dentro de la etapa adulta, es posible que el nimero de
macollos reproductivos se acentuara hacia el fin de la estacion y permaneciesen pocos
o ninguno de ellos sin florecer, lo cual comprometeria seriamente la perennidad de la
planta. Lamentablemente la experiencia no se continué luego de ese primer afio y no
pudo determinarse el ciclo de vida de las entradas. De todos modos, en las cinco
poblaciones de B. brevis y el testigo, cuyos promedios poblacionales indicaron la
presencia de menos de cuatro macollos, es probable que se comportaran como
anuales ya que los macollos remanentes para iniciar el segundo afo de vida eran muy

pocos. De hecho, Gillet (1984) considera a los Bromus como especies de persistencia
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media, mientras que Covas e ltria (1969) y Camara Hernandez (1970) expresan que

en funcion de la zona y de la poblacion, B. brevis puede comportarse como anual.

La densidad de macollos es una variable estructural del canopeo y es comunmente
considerada uno de los componentes del rendimiento de forraje, dada su contribucion
a la definicion del area foliar (Davies, 1988; Chapman y Lemaire, 1993). Cuando
mayor sea el area foliar de una pastura, mayor sera la proporcion de la radiacion
incidente interceptada por el canopeo, lo cual se relaciona directamente con la
productividad de forraje. En todos los recuentos realizados en este trabajo, el nimero
de macollos por planta difiri6 entre poblaciones. Algunas poblaciones mantuvieron un
comportamiento erratico en el tiempo, pero otras en todas las fechas estuvieron entre
las de pocos macollos (CI1020, N5225 y N5319) o entre las muy macolladoras
(CIM1012, CI1016, CI1031 y N5222), las que pueden ser consideradas como entradas
promisorias. Sin embargo, no siempre una alta densidad de macollos asegura mayor
produccion de forraje, lo que dependera del peso de los macollos, que depende a su
vez de tamano de las hojas (Gillet, 1984). La longitud foliar también es una variable
estructural del canopeo relacionada positivamente con el area foliar (Chapman y
Lemaire, 1993), pero que suele relacionarse inversamente con el nimero de macollos,
como fuera observado en varias especies y en entradas silvestres de raigras anual y
agropiro (Alonso, 1992; Borrajo, 1998). De este modo, los materiales genéticos con
diferentes combinaciones de estas variables, pueden alcanzan similar area foliar por
compensacion (Alonso, 2004 y Alonso y Monterubbianesi, 2006a). A pesar de ello, en
algunas poblaciones la correlacion negativa puede ser baja e incluso resultar positiva y
de esta forma las poblaciones con registros altos a intermedios en ambas variables,
podrian componer un area foliar mayor. En este trabajo, los coeficientes de correlacion
entre los promedios poblacionales de esas variables, para los estadios de plantula,

juvenil y adulto, fueron -0,15, -0,09 y 0,01, respectivamente, por lo que la correlacion
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no fue significativa en ningun caso (a = 0,05; gl =19). Teniendo en cuenta las mejores
combinaciones de longitud foliar y niumero de macollos total al inicio de la etapa
reproductiva, las poblaciones mas promisorias podrian ser N 5313, CI996, CI1012,
CI1016, CI1022, CI1031 y CIA1063 (Tablas VIl y IX), si se pretende maximizar el area

foliar por planta.

En todos los recuentos, el numero de macollos promedio obtenido por las
poblaciones de B. brevis fue mayor al de las plantas del testigo, al menos en valores
absolutos, ya que en primavera, durante el estadio juvenil solo alcanzé 6 mac/planta y
en el segundo recuento llegé a 11,7 macollos. Estos promedios son bajos comparados
con lo reportado por Rosso (2001), ya que las 22 poblaciones de B. catharticus que
analizé en Pergamino variaron entre 8 y 21 macollos por planta, en un registro
efectuado a la salida del invierno. Es probable que el bajo nimero de macollos del
testigo se deba a que fue la poblacién que mas tardé en emerger y por lo tanto en
iniciar el macollaje. No obstante no es posible determinar que esa entrada presenté
baja capacidad de macollaje, porque no se disponia de un testigo de la especie de
aptitud conocida en la zona, a fin de relativizar su desempefio.

En poblaciones naturalizadas de Lolium multiflorun L. en el estadio de plantulas,
Alonso (2004) observé que aquellas que presentaron habito postrado tendieron a
producir mas macollos por planta. Esta asociacion no se constaté en las poblaciones
de cebadilla pampeana, pues las cuatro poblaciones con mayoria de individuos

erguidos no fueron las de menor numero de macollos (Figura 2 y Tabla 1X).

1.2.5. Altura del canopeo, hasta la hoja banderay maxima

La altura hasta la hoja bandera, asi como la altura maxima de las plantas no
constituyen como tales un indicador de la capacidad forrajera de una poblacién, linea o

cultivar, pero si son importantes descriptores a la hora de establecer diferencias entre
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entradas de un banco de germoplasma o en etapas posteriores, entre las variedades
ya inscriptas y las recién obtenidas (Borrajo et al., 1997). En este trabajo, las
poblaciones no han podido diferenciarse estadisticamente por la altura maxima
alcanzada, a pesar de que los promedios extremos variaron en 30cm; de todos modos,
los valores absolutos cumplen igualmente su finalidad descriptiva. En las
descripciones de B. brevis se han mencionado alturas de la cafa florifera de hasta
70cm (Camara Hernandez, 1970; Gutiérrez y Pensiero, 1998). Por su parte, Ruiz et al.
(1995) en un estudio sobre variabilidad en esa especie observaron diferencias
altamente significativas para altura de planta entre poblaciones, con una variacion
entre ellas de 50,3 a 97,7cm. La altura maxima en ese trabajo fue similar al promedio
de todas las poblaciones cultivadas en Balcarce y aproximadamente 10cm menor que
la altura de la poblaciéon mas alta empleada en el presente trabajo. La diferencia entre
promedios y/o valores extremos puede deberse tanto a que las poblaciones
empleadas en ambos trabajos eran diferentes, como a que Ruiz y colaboradores
obtuvieron esos registros en Anguil (La Pampa), sobre un suelo Haplustol éntico de
menor aptitud agricola que los Argiudoles y bajo condiciones climaticas menos

favorables para el crecimiento de las plantas que las de Balcarce.

La altura del follaje podria considerarse como una medida indirecta del volumen de
pasto producido, aunque esta apreciacion seria valida si se aplica en plantas de similar
porte. En este trabajo las poblaciones presentaron diferente porte e incluso mezcla de
tipos, pero igualmente, al comparar la altura de las seis poblaciones que presentaban
del 75 al 100% de sus plantas erguidas (Figura 2), se observd que solo la mitad
alcanzo una altura del canopeo superior al promedio, por lo que la relacién entre porte
juvenil y altura del follaje a floracion no estaria tan relacionada en los materiales
usados en este trabajo.

Covas et al. (1993) no obtuvieron diferencias significativas para longitud de la
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panoja en Bromus parodii, mientras que si lo hicieron Aulicino y Arturi (2002) en B.
catharticus y Ruiz et al. (1995) en B. brevis. En este trabajo no se registré
especificamente la longitud de la panoja, pero se cuenta con el registro
correspondiente a la longitud del pedunculo mas el raquis de la inflorescencia, caracter
que podria ser utilizado como estimador de la longitud de la inflorescencia. Las plantas
de las poblaciones de B. brevis y la entrada de B. catharticus, si bien no se
diferenciaron estadisticamente en altura total, si lo hicieron en la altura hasta la hoja
bandera, lo que implica que la longitud de la inflorescencia por encima de la hoja
bandera, también seria diferente entre poblaciones. De esta forma, a similar altura
total, las entradas de mayor altura hasta la hoja bandera tendrian alta probabilidad de
presentar panojas mas cortas. Sin embargo como esta variable esta relacionada con la
potencialidad de una planta para formar semilla, este caracter debe ser
adecuadamente medido y en ensayos que permitan su estimacién bajo condiciones de

competencia y no bajo un sistema de planta aislada (Toledo y Thomas, 1990).

1.2.6- Produccion de Forraje

La acumulacién neta de materia seca esta determinada por la densidad de macollos
y el peso de éstos, por lo que en sistemas con diferente numero de macollos se puede
alcanzar la misma produccién de forraje por la compensacion entre esos caracteres
(Grant et al., 1981), ya que el numero de macollos se correlaciona inversamente con
su peso (Nelson et al., 1977; Sugiyama, 1985). En el corte de inicios de octubre, la
cantidad de materia seca (MS) producida por las plantas fue escasa, ya que no
sobrepasé los 21g; ese corte se efectué en el estadio juvenil y en esa fecha la
densidad de macollos por planta también fue baja, por lo que la asociacién entre
ambas variables resulté del 68%, coincidiendo con lo mencionado por Chapman y

Lemaire (1993) al incluir a la densidad entre las variables estructurales que conforman
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el tapiz vegetal en una pastura en estado vegetativo. En algunos casos las
poblaciones que alcanzaron similar MS en el primer corte presentaron similar nimero
de macollos (N5222 y N5229) coincidiendo con la asociacion entre variables
mencionada anteriormente. Sin embargo, también se observé que poblaciones con
diferente nimero de macollos alcanzaron similar MS (CI1020 y N5331 o CI1012 y
CI1016) y en estos casos habria operado la compensacion entre nimero y peso de los

macollos mencionada por Grant et al. (1981).

La MS producida al segundo corte fue mucho mayor que la del primero, ya que el
promedio general alcanzé los 79g; el peso de los macollos también fue mucho mayor
que en la etapa juvenil debido a que los mismos no sélo estaban formados por hojas,
sino también por cafas y estructuras reproductivas, las que son mas pesadas que los
6rganos foliares. El la etapa reproductiva el nUmero de macollos también fue mas alto
que en la etapa juvenil, y ambas variables presentaron la misma asociacién. En este
caso también se observé que en algunas poblaciones, como por ejemplo en N5320,
N5313 y CI1029, la MS producida se lograba a través de diferentes combinaciones de
densidad y peso de los macollos. La produccion de MS en B. brevis fue estudiada por
Ruiz et al. (1995) mediante un ensayo comparativo de rendimiento realizado en Anguil
(LP), que incluy6 19 entradas de germoplasma. El corte que realizaron a principios de
primavera indicé que las poblaciones variaban en produccion de MS desde 456 a
1345Kg/ha, y que las diferencias entre ellas eran significativas al 5%. El rango de
variaciéon en produccion de MS reportado por esos autores es muy amplio y eso,
sumado a los resultados encontrados en este trabajo a nivel de planta aislada, indica
que hay amplia variabilidad fenotipica entre poblaciones de B. brevis para produccion

potencial de MS por planta.

En ambos estados de desarrollo la produccion de MS registrada para el testigo se

encontré comprendida dentro del rango presentado por las poblaciones de B. brevis,
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pero el peso de los macollos individuales fue muy superior. La produccion de forraje en
diferentes especies de Bromus, incluida B. brevis fue analizada por Percaz et al.
(2001) en la localidad de Cinco Saltos (Rio Negro); ellos encontraron que en ese
ambiente, la cebadilla pampeana alcanzaba a producir aproximadamente
600Kg/ha/afio, mientras que B. catharticus se aproximaba a los 2500Kg /ha. La mayor
produccion de la cebadilla criolla en comparacion con la cebadilla pampeana también
habia sido observada en La Pampa (Covas e ltria, 1969; Covas, 1981). Sin embargo,
en este trabajo como la entrada de cebadilla criolla desarrollé pocos macollos, por mas
que éstos fueron pesados, no logré alcanzar la produccion de MS presentada por
algunas poblaciones de B.brevis. Esto ultimo coincide con lo observado por Covas y
Ruiz (1999) quienes compararon la produccion de diferentes cebadilla sembradas en
lineas y no encontraron diferencias entre algunas lineas de cebadilla criolla y cebadilla
pampeana. Las razones de las diferencias en el comportamiento de las dos especies
en relacién a la de los otros autores anteriormente mencionados pueden ser varias,
entre ellas se pueden mencionar las distintas condiciones ambientales en que se
efectuaron las experiencias (climaticas, edaficas y de espaciamiento de las plantas), el
diferente material genético empleado y el bajo numero de plantas utilizado en esta
experiencia, ya que se emplearon cinco plantas por repeticién, considerado un “n”
minimo para lograr una adecuada precision de las estimaciones (van de Wouw et al.,
1999). La determinacion de la produccion de forraje no es sencilla por tratarse de una
caracteristica compleja generalmente de baja heredabilidad, que es afectada por
numerosos factores del ambiente en interaccion con el genotipo (Mariotti, 1986;
Aulicino y Arturi, 2002). De todos modos en este trabajo, la produccién de MS fue
abordada como un estudio preliminar y a los fines de determinar el potencial
productivo que podian presentar las poblaciones, de alli el empleo de plantas aisladas.
Este sistema de cultivo permite establecer la potencialidad del germoplasma, pero

para determinar la real condicion forrajera de un material, se requieren pruebas
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agrondmicas en las que los diferentes materiales genéticos se cultiven en parcelas
convencionales bajo corte o pastoreo (Tyler et al., 1987; Schultze-Kraft, 1990; Toledo y
Thomas, 1990).

1.2.7. Componentes de la Panoja

Camara Hernandez (1970) y Gutiérrez y Pensiero (1998) mencionan que las
espiguillas de B. brevis pueden tener entre 5 y 12 antecios, y ser de (3) 5a 9 (10) en
B. catharticus. Las entradas analizadas en este trabajo presentaron diferencias entre
si, pero estuvieron dentro del rango mencionados para ambas especies. Dicho autores
no presentan en las descripciones, indicaciones sobre el numero de espiguillas de la
panoja, caracter muy sujeto a variacién ambiental. De todos modos, el numero de
espiguillas por panoja en B. brevis fue analizado en 19 accesiones por Ruiz et al.
(1995). Esos autores reportaron una variacion entre entradas comprendida entre 10,8
y 26,3 espiguillas por panoja, siendo las diferencias poblacionales estadisticamente
significativas. También registraron el numero de cariopses por espiguilla y
mencionaron una variacion de 6,5 a 9,1 cariopses por espiguilla, aunque en este caso
tales diferencias no fueron significativas. En este trabajo el rango de variacién
observado en ambas variables coincidié con el presentado por Ruiz et al. (1995), s6lo

que las diferencias fueron significativas.

En base al numero de espiguillas que forman la panoja en cada poblacion y el
numero de cariopses integrantes de esas espiguillas, se puede efectuar una
estimacion del potencial de produccién de semilla que tendria cada poblacién. En tal
sentido la variacién poblacional observada en cebadilla pampeana fue de
aproximadamente 80 a 230 semillas por planta, mientras que el testigo podria producir
hasta 270 semillas por planta. Si bien es necesario mencionar que el ambiente en que

las plantas se desarrollan tiene un impacto determinante en la produccién de semillas,
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se menciona que en La Pampa, B. brevis produce mayor cantidad de semilla que B.
catharticus y B. parodii ya que la primera es de menor perennidad que las otras
especies (Covas y Ruiz, 1999), y suele comportarse como anual (Covas e ltria, 1969).
No seria el caso en este trabajo donde el testigo se presentdé como el de mayor
potencial productivo de semillas. Nuevamente, estos resultados deben considerarse
como preliminares de la potencial produccién de semillas, y su evaluacion, por ser una
variable compleja, debe ser efectuada en condiciones de cultivo similares a las que

emplearia el productor o la empresa semillera.

1.2.8. Afinidad entre las Poblaciones

El analisis de agrupamiento basado en los caracteres morfolégicos y agronémicos
cuantitativos presenté un ajuste adecuado y separd a la poblacion de B. catharticus de
las poblaciones de B. brevis, al menor valor de similitud. Lo mismo ocurrié cuando se
efectud el ordenamiento de las 21 poblaciones en base a un analisis de componentes
principales. En este trabajo se comparé una sola poblacién de cebadilla criolla contra
20 de la otra especie, y en muchos casos se observo que los registros que presentaba
ese testigo no diferian significativamente de los de algunas poblaciones de cebadilla
pampeana. Sin embargo la consideracion conjunta de su comportamiento a través de
31 caracteres posibilité la separacién de ambas entidades. La separacion a nivel de
especies se debid principalmente a que la entrada de B. catharticus presentd aristas
mayores de 0,5mm y en general, un tamafio de las lamina mayor al promedio de B.
brevis, tanto en plantulas como en individuos juveniles y adultos. Varios autores
mencionaron en las descripciones de estas especies, que B. catharticus presentaba
mayor longitud de aristas y hojas mas largas que B. brevis (Camara Hernandez, 1970
y 1978; Gutiérrez y Pensiero, 1998), mientras que otros le atribuyen mayor

productividad (Covas, 1981), caracteristica que depende en gran medida del tamafo
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de las hojas.

Las poblaciones de B. brevis presentaron variabilidad para los caracteres
cuantitativos analizados, demostrado por la amplitud de los rangos de variacién y la
deteccién de diferencias estadisticamente significativas entre poblaciones. Ruiz et al.
(1995) también detecto variabilidad en esta especie a través del registro de 18
caracteres en 19 entradas. Empleando menor cantidad de lineas, Covas y Ruiz (1999)
encontraron diferencias en produccién de forraje y de semillas. La magnitud de la
variabilidad presente en ese conjunto de entradas queda demostrada por que en
ningun par de poblaciones la distancia taxondmica fue cero (similitud total), sino que
varid entre un minimo cercano a 0,7 y un maximo de 1,5; ademas. También se
demuestra a través del analisis de ordenacién, ya que la variacion entre poblaciones
fue explicada en baja proporcién por los dos e incluso los tres componentes
principales y se requirié un alto numero de componentes para poder explicar al menos
un 90% de la variacion entre entradas. La representacion bidimensional en base a los
dos primeros componentes, complementada con el aporte del tercer componente
determind la formacion de grupos similares a los obtenidos en el agrupamiento y
permitié sintetizar la variabilidad presente en las entradas a través de unas pocas

variables morfolégicas y agronémicas.

En el primer componente tuvieron mayor influencia los caracteres agrondmicos
relacionados con el volumen del forraje por planta, como ser altura del canopeo,
materia seca producida en individuos juveniles y nimero de macollos en diferentes
fechas. En el segundo componente predominaron caracteres morfoldgicos tales como
longitud de arista y tamafo foliar definido por ancho y largo de las laminas, aunque
estos ultimos caracteres también tienen gran influencia en la produccion de forraje.
Aspectos agrondmicos relacionados con el éxito en la implantaciéon y medido a través

de emergencia inicial y final, resultaron los atributos de mayor importancia en el tercer
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componente. De esta forma, las poblaciones ubicadas en el cuadrante IV de la Figura
17 serian las de mejor comportamiento agronomico desde el punto de vista
relacionado con la implantacion y la produccion de forraje, y posteriormente, las
ubicadas en el cuadrante |. La variabilidad detectada entre las entradas de
germoplasma de los Bancos de Anguil y de Balcarce (INTA) ofrece poblaciones con
una gran variedad de combinaciones interesantes para su inclusion en planes de

mejoramiento.
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2.1. Productos de amplificacion de RAPDs

Este tipo de marcadores ha sido ampliamente utilizado en distintos géneros y
especies vegetales para efectuar la caracterizacion, identificacion y variabilidad
genética presente en poblaciones naturales y cultivadas. En el genero Bromus
Puecher et al. (2001b) utilizaron 34 cebadores RAPDs y 9 combinaciones de
cebadores AFLPs para determinar la variabilidad genética de 18 entradas de B.
catharticus. A partir de los RAPDs las accesiones mostraron altos valores de
similaridad (>94%) indicando la existencia de una base genética muy estrecha. Estos
marcadores sin embargo permitieron separar algunos materiales cercanamente
emparentados. Por otro lado la técnica de AFLP fue mas eficiente para detectar
polimorfismos y genotipos unicos entre los materiales analizados. Por otro lado,
Ferdinandez y Coulman (2002) utilizaron estos mismos tipos de marcadores para
evaluar la variacién genética entre las poblaciones de Bromus inermis, B. riparius y
sus hibridos interespecificos. Estos autores utilizaron 21 cebadores RAPDs y 7
combinaciones de cebadores para el andlisis de AFLPs. De acuerdo a sus resultados,
ambos tipos de marcadores permitieron establecer las relaciones genéticas entre las
poblaciones y clasificar los individuos dentro de la poblacion a la que pertenecian, pero
los marcadores AFLP resultaron mas informativos debido a que detectaron un mayor
numero de marcadores polimérficos. Diaby y Casler (2003) utilizaron 19 cebadores
RAPDs para caracterizar cultivares y poblaciones experimentales de B. inermis y
obtuvieron 153 bandas polimérficas. Estos datos les permitieron observar que la
variabilidad genética entre los cultivares y poblaciones fue relativamente alta y que la
misma se debié principalmente a diferencias entre individuos dentro de poblaciones.
Estos marcadores resultaron utiles para calcular los niveles de diversidad genética y
para discriminar entre poblaciones de la especie B. inermis. Por otro lado, Cuyeu et al.

(2005) utilizaron RAPDs para caracterizar 8 poblaciones de B. brevis y lograron
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diferenciar a las poblaciones que presentaron valores de similaridad entre 0,5y 0,8 y
separar a la especie de otras pertenecientes al mismo género. A pesar de estos
resultados, los marcadores RAPDs no fueron utilizados para la caracterizaciéon de las
poblaciones de este estudio porque se considerd6 que el numero de bandas
amplificadas resultaba poco informativo para separar un mayor nimero de poblaciones
y por la baja repetibilidad obtenida entre una amplificacion y otra, lo que constituye una
de las principales desventajas que presentan este tipo de marcadores (Spooner et al.,

2005).

2.2. Productos de amplificacion de SSRs

La Unica mencion que se tiene sobre el uso de estos marcadores en el género es el
trabajo realizado por Ramakrishnan et al. (2004) en poblaciones de B. tectorum. Este
tipo de marcadores requiere que los cebadores hayan sido previamente disenados, lo
que constituye una tarea ardua y honerosa porque cada locus debe ser caracterizado
individualmente. Esto constituye una de sus principales desventajas, ya que dificulta
su aplicacién a especies 0 grupos taxonodmicos que no han sido muy estudiados
(Spooner et al., 2005). Ramakrishnan et al. (2004) lograron amplificar 24 alelos a
partir de siete cebadores que habian disefado previamente para esta especie. Estos
revelaron polimorfismos que les permitié obtener valores de diversidad genética entre
0 y 0,82, indicando la existencia de variabilidad entre esas poblaciones. Algunos
cebadores disefiados para una especie determinada pueden ser utilizados en especies
emparentadas (Wunsch y Hormaza, 2002) a diferencia de los resultados del presente
trabajo. Cuando se utilizaron los cebadores disenados para B. tectorum no fue posible
obtener suficientes bandas polimérficas que permitieran caracterizar a las 20
poblaciones de cebadilla pampeana y la poblacién testigo de B. catharticus. Esto

puede deberse a que al tratarse de especies pertenecientes a distintas secciones
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taxondmicas no compartan las mismas secuencias de ADN a partir de las cuales se
disefaron los cebadores de B. tectorum. Ademas, al tratarse de especies que habitan
en distintos continentes, podrian tener una gran cantidad de diferencias en sus
secuencias de material genético lo que también podria ser la causa de que dichos
marcadores tengan mayor especificidad y por lo tanto mejores resultados cuando se

utilizan para caracterizar poblaciones de B. tectorum de América del Norte.

2.3. Productos de amplificacion de ISSRs

Debido a que los ISSRs son marcadores de tipo dominante, no fue posible realizar
un analisis en términos de loci y alelos. Sin embargo los 3 marcadores utilizados
permitieron detectar un gran nivel de variabilidad y polimorfismo en las poblaciones.

El numero de patrones de bandas obtenidos con cada uno de los marcadores fue
importante, revelando la existencia de variabilidad entre y dentro de poblaciones, a
pesar de que hubo bandas que fueron comunes en individuos de distintas poblaciones.

El marcador ISSR3 permitié detectar el mayor numero de bandas y de patrones en
general aunque para algunas de las poblaciones los otros dos marcadores fueron mas
informativos, por lo que la elecciéon del marcador dependera de la poblacién que se
desee relevar y en futuras experiencias los tres cebadores podrian ser utilizados
debido a que permiten obtener informacion complementaria.

Ninguna de las poblaciones resultd genéticamente igual para ninguno de los tres
marcadores utilizados. En algunas poblaciones se observaron individuos con bandas
que se presentaron con muy baja frecuencia pero en ninguna entrada pudo detectarse
una banda que permitiera diferenciarla y que estuviera presente en sus siete
individuos analizados. Los siete individuos de la poblacion CI1020 al ser analizados
con el marcador ISSR3 presentaron una banda que se encontré Unicamente en cuatro

individuos de la poblacion CI1028. Estas dos poblaciones fueron coleccionadas en
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localidades proximas, separadas aproximadamente por 140km. Esta banda podria
estar asociada con alguna caracteristica relacionada con la adaptacion a ese tipo de
ambiente que corresponde a la eco-region del monte y al distrito agroclimatico 51. Esta
variante puede haberse originado también por alguna mutacion bastante reciente o
que no se haya extendido a distancias mayores, o simplemente revelar la existencia
de deriva génica.

El elevado numero de patrones observados para las poblaciones de cebadilla
pampeana puede tener su origen en su tipo de reproducciéon. Covas (1981) menciona
que en B. brevis ocurre alternancia de cleistogamia y chasmogamia. Las plantas a
partir de las cuales se colectaron las semillas originales pueden haber sido generadas
a partir de polinizacion cruzada, por lo que podria esperarse encontrar una gran
cantidad de genotipos diferentes. En el mismo sentido, Diaby y Casler (2003)
mencionan que en especies con polinizacion cruzada como B. inermis, no se han
encontrado dos individuos que fueran idénticos cuando se realizé la caracterizacion
molecular con RAPDs, a diferencia de lo obtenido en este trabajo, aunque la identidad
solamente se observé en 4 individuos.

Si las poblaciones originarias de las entradas aqui analizadas hubieran sido
cleistbgamas, las diferencias observadas podrian deberse a que las panojas
colectadas provinieron de plantas con genotipos distintos, con lo cual las diferencias
genéticas entre poblaciones serian mayores que en plantas chasmoégamas. El numero
de genotipos podria ser considerable si se tiene en cuenta que la cebadilla pampeana
es una especie generalmente anual o bienal, y al tener ciclos mas cortos los individuos
pueden generar por mutacién nuevas variantes, o acumular los cambios en el tiempo y
asi diferenciarse. Segun Naranjo (1985), B brevis siempre inicia la floracion con
chasmogamia y al finalizar el periodo de este tipo de floracion se han observado
inflorescencias con ambos tipos de flores (cleistdgamas y chasmégamas) incluso entre

flores de la misma espiguilla, por lo cual resulta mas complejo atribuir las diferencias
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observadas al tipo de reproduccion predominante. Para ello deberian efectuarse
estudios tendientes a determinar cual es el tipo de reproduccién predominante en
materiales de la especie y tener en cuenta la fecha de siembra y el fotoperiodo, ya que
se ha mencionado que estos factores tendrian implicancia en los periodos de floracion,
al menos en B. catharticus (Naranjo, 1992).

El testigo no presentd ningun patrén o banda especifica por lo que estos cebadores
no permitieron detectar diferencias a nivel de especies. Diaby y Casler (2003) tampoco
encontraron fragmentos especificos para separar B. inermis y B. pumpellianus
utilizando RAPDs. Para ello seria necesario disefar cebadores especificos que

permitan distinguir las especies de la seccién Ceratochloa.

2.3.2 Analisis Molecular de la Varianza (AMOVA )

La mayor proporcién de variabilidad observada correspondié a diferencias entre
individuos pertenecientes a la misma poblacién, como se observo a partir del AMOVA.
Estos resultados coinciden con lo observado en poblaciones de B. inermis, en las
cuales las diferencias dentro de poblaciones variaron entre 82 y 86% (Diaby y Casler,
2003). Ferdinandez y Coulman (2002) encontraron una particion de la varianza
molecular similar utilizando AFLPs y RAPDs en poblaciones de B. inermis y B. riparius.
El porcentaje de variacion dentro de poblaciones que obtuvieron estos autores fue del
56 % cuando utilizaron marcadores AFLPs, coincidiendo con los resultados de este
trabajo. Este porcentaje fue solamente un poco mas bajo (40%) que el que obtuvieron
con AFLPs, cuando utilizaron RAPDs. Pagano et al. (2005) en el estudio de la
variabilidad en especies del género Bromus mencionan que la aplicacion de ambos
tipos de marcadores AFLP y RAPD, generaron informacién semejante por lo que
decidieron continuar el estudio con el ultimo tipo de marcadores mencionados, por la

simplicidad de la técnica. Esto avala la eleccion realizada de utilizar marcadores del
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tipo ISSR, ya que estos son similares a los RAPDs pero con la ventaja de ser mas
reproducibles (Nuez y Carrillo, 2000). Sin embargo Ramakrishnan et al. (2004)
encontraron que el 56% de la variacion molecular correspondia a diferencias entre
poblaciones de B. tectorum caracterizadas con AFLPs. Estas diferencias pueden
deberse a que los autores mencionados utilizaron 13 combinaciones de cebadores,
mientras que la caracterizacién de las poblaciones en este trabajo se realiz6 con 3
cebadores. Por otro lado, B. brevis y B. tectorum presentan diferentes modos de
reproduccién. B. tectorum es una especie con autopolinizacion obligada, y éstas
presentan mayores diferencias entre poblaciones que entre individuos de la misma
poblacién, mientras que B. brevis se clasificaria como una alégama facultativa
(Naranjo, 1992). Ademas, los marcadores ISSR y los AFLP pueden estar detectando
diferentes tipos de variacion de la secuencia de ADN, las que podrian estar
acentuadas ya que se trata de trabajos efectuados en dos especies pertenecientes a
distintas secciones dentro del género.

En poblaciones naturales de B. auleticus, Yanaka et al. (2005) mediante la
utilizacion de isoenzimas encontraron mayor variabilidad media dentro de poblaciones
que entre las poblaciones. Esto coincide con los resultados obtenidos en este trabajo,
a pesar de haber utilizado metodologias diferentes para la caracterizacion, y estar
explorando una porcion diferente del genoma, ya que los ISSRs se localizan con
mayor probabilidad en regiones no codificantes, mientras que las isoenzimas revelan
variacion génica.

No obstante, la proporcion de variabilidad detectada entre las poblaciones de B.
brevis en este trabajo fue relativamente alta (44%) y el AMOVA determin6 que estas
diferencias eran significativas. Esto indicaria que las 20 poblaciones de B. brevis
analizadas tendrian un alto potencial genético para el mejoramiento de germoplasma,

tanto por la variabilidad dentro como entre poblaciones.
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2.3.3 Afinidad entre las poblaciones

Los agrupamientos obtenidos a partir del Analisis de Coordenadas Principales
fueron similares cuando se utilizaron los coeficientes de emparejamiento simple y de
Jaccard para calcular la similaridad entre individuos. Si bien los individuos de la
poblacidon testigo se posicionaron formando un grupo, mediante este analisis no fue
posible diferenciarlos de la especie B. brevis. Los dendrogramas obtenidas a partir de
las matrices de similitud calculada utilizando los coeficientes de emparejamiento
simple y de Jaccard presentaron coincidencias en el agrupamiento de algunas
poblaciones, pero ninguno de ellos permitié separar al testigo de las poblaciones de B.
brevis.

La similitud observada entre las poblaciones de B. brevis analizadas en este trabajo
coincide parcialmente con el rango mencionado por Cuyeu et al. (2005) quienes
obtuvieron un rango de similitud comprendido entre 0,5 y 0,8 en la caracterizacion
molecular de 8 poblaciones de B. brevis utilizando RAPDs. El rango de similitud para
las 20 poblaciones de cebadilla pampeana del presente trabajo se extendié entre 0,59
y 1, ya que cuatro individuos se presentaron como idénticos. Esto puede deberse a
que el numero de cebadores utilizados fue insuficiente para detectar la variabilidad
existente. Por ello, en futuros trabajos deberia considerarse utilizar un mayor nimero

cebadores de manera de separar todos los individuos o confirmar su identidad total.

2.3.4 Asociaciéon entre los caracteres morfolégicos y los caracteres

moleculares

No fue posible realizar la correlaciéon entre los caracteres morfologicos y los
caracteres moleculares debido a que los analisis para cada tipo de datos se efectuaron

a distintos niveles. La caracterizacion morfoldégica se efectudé a partir de datos
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poblacionales mientras que la caracterizacion molecular se hizo a nivel de individuo.
Para poder realizar dichas comparaciones seria necesario efectuar la caracterizacion
molecular a partir de bulks representativos de cada poblacién.

Los grupos formados a partir de la caracterizacién molecular no presentaron una
relacion directa con la presencia de caracteres -cualitativos que permitieran
diferenciarlos. Sin embargo se observé que el grupo G1m se caracterizé por presentar
poblaciones que solo tenian vainas purpuras. El grupo G2m presentdé lemmas
pubescentes y porte semipostrado. Las poblaciones del grupo G3m no tuvieron
caracteristicas cualitativas comunes. El grupo G4m coincidié con el grupo cualitativo
que presentd glumas y lemmas glabras y porte semipostrado a erguido, mientras que
el grupo G5m tuvo glumas superiores y lemmas pubescentes y porte semipostrado a
erguido. El grupo G6m tuvo solamente vainas purpuras, lemmas pubescentes y porte
semipostrado.

En cuanto a los grupos obtenidos mediante los caracteres cuantitativos, no
pudieron asociarse el agrupamiento obtenido a partir de los caracteres moleculares, ya
que éstos incluyeron a poblaciones con potencial forrajero bajo, intermedio y alto o
promisorio. El Unico grupo en el que se observo cierta correspondencia fue en G2m
que incluyé a las poblaciones CI1022 y CIA1063 que se incluyeron dentro de los
grupos Go4 y Go5 del ordenamiento cuantitativo, los que presentaron el mejor
comportamiento agronémico en relacién al numero de macollo, la altura del canopeo y
la produccién de materia seca. La poblacion CI1012 se ubicé cercana al grupo G2m y
también fue una de las que se destacod por presentar caracteristicas agronémicas
similares y ademas, mayor tamario foliar. Por otro lado, otras poblaciones promisorias

como CI1016 y N5226 se ubicaron en otros 2 grupos, en diferentes cuadrantes.

El andlisis realizado a partir de los fragmentos generadas por los 3 cebadores ISSR

indican que existe variabilidad genética en las poblaciones de Bromus brevis
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conservadas en los bancos de germoplasma de las EEA de Balcarce y Anguil, lo que
concuerda con los resultados previos que indican la existencia de variabilidad
morfoldgica y agronémica.

El nivel de variabilidad encontrado a partir del analisis de caracteres
morfoagronémicos y marcadores moleculares sugieren que estas poblaciones de B.
brevis pueden ser fuente de genes a utilizarse en el mejoramiento de dicha especie.
Ademas, debido a la posibilidad de actuar como puente con Bromus catharticus
(Naranjo, 1985), se podria ampliar la base genética esta ultima cebadilla mediante el
aporte de caracteres de interés relacionados con el establecimiento de la pastura y la

produccion de forraje y de semilla.
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3. Sitios de colecta

3.1. Caracteristicas de los sitios de colecta

Los sitios de colecta de las entradas utilizadas procedian de cuatro provincias
politicas de la region centro-sur de la Argentina, los que correspondian a tres
Provincias Fitogeograficas: Monte, Espinal y Pampeana (Cabrera, 1976). Morello y
Matteucci (1999, en Bertonati y Corcuera, 2000) dividen al territorio de la Argentina en
18 eco-regiones, las que tienen particularidades tanto fisicas como bidticas, sociales e
histdricas, que las hacen distintas entre si. Las eco-regiones a las que pertenecian los
sitios de colecta reciben la misma denominacién que las Provincias Fitogeograficas de
Cabrera (1976) aunque no tienen exactamente los mismos limites. La mayoria de las
entradas de B. brevis pertenecia a la eco-region del Monte y las menos abundantes a
la eco-regidbn Pampa, de la cual procedia también la entrada de B.catharticus. A pesar
de ello, los sitios dentro de cada eco-regidn presentaban diferencias en la altura sobre
el nivel del mar y/o las condiciones climaticas, y debido a esto ultimo pertenecian a
diferentes distritos agroclimaticos.

Ademas de la problematica social e histérica, las caracteristicas consideradas por
Matteucci (1999) para efectuar la division del territorio argentino en eco-regiones,
corresponden a caracteristicas de tipo macroambiental. Estas suelen imprimir
caracteristicas distintivas a las especies y/o poblaciones adaptadas a cada una de
ellas, especialmente en los extremos de un gradiente o cline; sin embargo, dentro de
esas macro-regiones, es posible diferenciar zonas con caracteristicas climaticas y
edaficas mas especificas, y esa variacion microambiental también seria capaz de
determinar adaptaciones especiales en las poblaciones, las que forman mosaicos por

sobre la variacion clinal (Breese y Tyler, 1986; Alonso 1992).
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3.2. Relacioén entre los Sitios y los caracteres cualitativos de las Poblaciones

La correlacién entre las matrices de distancia euclidea entre los sitios y la de
similitud entre las poblaciones en base a los caracteres cualitativos, fue mucho mas
baja que la correlacién entre los sitios y los caracteres cuantitativos, y tampoco fue
significativa. No se encontrd ninguna asociacién con las caracteristicas cualitativas de
las poblaciones y los sitios de procedencia, ya que algunos caracteres como
pubescencia de las laminas se encontro tanto en sitios con condiciones aridas, como
en los sitios con mayores precipitaciones. Ademas, dos poblaciones provenientes del
mismo sitio presentaron diferencias en pubescencia de glumas y lemmas, en el tipo de
porte y en la presencia de vainas purpuras. Ninguna de las caracteristicas cualitativas
estuvo relacionada con la eco-regién de la que provenian las poblaciones ya que las
dos variantes (presencia y ausencia) se observaron tanto en poblaciones del Monte
como del Espinal y/o de la eco-region Pampa. El testigo, CI1020 y CI1012 fueron las
Unicas poblaciones que no tuvieron laminas pubescentes y cada una de ellas provenia
de una eco-region diferente. El grupo1 obtenido a partir del analisis de ordenamiento
con los datos cualitativos incluyd a poblaciones que se nuclearon dentro de los grupos
G1s y G2s del analisis de componentes principales efectuado con los datos de los
sitios, los que presentaban diferencias en altura sobre el nivel del mar, en las
temperaturas en los meses de enero y julio y en los valores de las precipitaciones.
Todo esto indicaria que la variabilidad de los caracteres cualitativos no estaria
asociada con el origen y que ninguno de los caracteres analizados confiere por si solo
mayor adaptacion a las condiciones ambientales de un determinado sitio. La falta de
asociacion entre la variacién genotipica y el origen geografico, ha sido mencionada por
varios autores, pero la mayor parte de esos trabajos han cuantificado la variacién
mediante caracterizacidon morfolégica cuantitativa (Ram, 2004) o molecular (Guma,

2006, Ursla et al., 1997) Por otro lado, Oja (2002) cita a Wu y Jain (1978) quienes
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encontraron que alrededor del 90% de la variacién geografica entre poblaciones
naturales de Bromus rubens se debid a plasticidad fenotipica. También Oja (2002) cita
a Jain et al. (1970) quienes encontraron que, las diferencias morfolégicas entre plantas
autégamas de B. mollis colectadas en diferentes ambientes, no se apreciaron en sus
progenies cultivadas en un invernaculo simulando un ambiente comun. Estos autores
concluyeron que las amplias diferencias morfolégicas observadas entre las plantas
progenitoras podrian atribuirse a la respuesta plastica a diferencias ambientales en

sus habitats de crecimiento original.

3.3. Relacioén entre los Sitios y los caracteres cuantitativos de las Poblaciones

La correlacion entre las matrices de distancia euclidea entre los sitios y de distancia
entre las poblaciones, basada en los caracteres cuantitativos, fue baja y no
significativa. Relaciones claras entre caracteristicas morfolégicas y origen geografico
de los materiales genéticos no siempre se logran, tal como mencionaran en un estudio
sobre 37 entradas sudamericanas de Distichlis spicata (Ram et al., 2004) o entre
poblaciones italianas de Festuca arundinacea (Veronesi y Falcinelli, 1988). De todos
modos, si bien la relacion entre los sitios de origen y las caracteristicas morfologicas y
agrondmicas de las poblaciones, no fue pronunciada, se observé que la mayoria de
las poblaciones con mejor comportamiento agrondémico procedian de sitios
correspondientes a la provincia de Buenos Aires y de las eco-regiones Pampa y
Espinal (Figura 17), con excepcion de las poblaciones CI1022 y N5313. Por otra parte,
las entradas de menores dimensiones de lamina, escasos macollos y baja produccion
de materia seca aparecian asociadas a sitios de la eco-regiéon Monte, preferentemente
de las provincias de La Pampa, Rio Negro y Neuquén, exceptuado las entradas
CI1014 y CI1033. Las diferencias en comportamiento entre las poblaciones de las
zonas mas aridas comparadas con las de ambientes mas favorables para el

crecimiento de las plantas, estaria indicando cierto grado de adaptacion diferencial en



129

funcion al sitio de origen, de tal forma que aunque todas se cultiven en condiciones

favorables, las diferencias persisten.

3.4. Relacion entre los Sitios y los caracteres moleculares de las Poblaciones

No fue posible realizar la correlacién entre los sitios de procedencia de las entradas
y los datos de la caracterizacion molecular debido a que los analisis para cada tipo de
datos se efectuaron a distintos niveles. La caracterizacion de los sitios de procedencia
se efectud a partir de datos poblacionales mientras que la caracterizacion molecular se
hizo a nivel de individuo. Para poder realizar dichas comparaciones seria necesario
efectuar la caracterizacion molecular a partir de bulks representativos de cada
poblacion.

A partir de la comparacion entre los analisis de ordenamiento de los sitios y de los
datos moleculares no se encontré una relacién directa entre la dispersion de los
individuos obtenida a partir de los datos moleculares y las eco-regiones de las que
provenian, con excepcion del grupo G4m que incluyd a poblaciones que provenian de
la eco-region Monte. Sin embargo los sitios de donde procedian presentaban amplias
diferencias en cuanto a los parametros ambientales y topograficos considerados,
ademas de estar separados por amplias distancias geograficas. El hecho de que otras
poblaciones correspondientes a la eco-region Monte se incluyeron en otros grupos, y
junto a poblaciones de otras eco-regiones indica que estos marcadores no permiten
separar las poblaciones en base a su procedencia. Esto puede deberse a que entre la
variabilidad genética contenida en estas poblaciones no hay variantes especificas para
las condiciones ambientales de una eco-region determinada o bien, que los
marcadores utilizados en este trabajo fueron insuficientes o inadecuados para

detectar dichas variantes. Si bien poblaciones que habitan sitios con condiciones
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ambientales similares pueden ser mas parecidas desde el punto de vista genético
también es probable que las poblaciones de B. brevis no estén compuestas por
genotipos preadaptados sino mas bien que puedan estar constituidas por una
variabilidad general que les permita comportarse diferente frente a distintas
condiciones ambientales.

Yanaka et al. (2005) no encontraron correlacion entre los grupos de similaridad
genética que obtuvieron a partir de poblaciones naturales de B. auleticus con las
distancias geograficas de los sitios de colecta. Massa et al. (2001) encontraron
resultados dispares entre dos grupos de poblaciones de la seccion Ceratochloa de la
Patagonia que no incluyeron a B. brevis ni a B. catharticus. A partir del analisis de
fragmentos amplificados con AFLPs obtuvieron dos grupos. Para uno de ellos
encontraron una fuerte correlacion entre las similitudes genéticas y las distancias
geograficas, sucediendo lo contrario para el otro grupo.

Por lo tanto deberia ampliarse el numero y tipo de marcadores moleculares
utilizados para efectuar la caracterizacion molecular de las poblaciones de cebadilla
pampeana y analizar si es que pueden encontrarse alelos o genotipos relacionados

con adaptaciones especificas para determinados ambientes.
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CONCLUSIONES

- Existe variabilidad morfologica entre las poblaciones de B. brevis conservadas en
los bancos de germoplasma de las Estaciones Experimentales del INTA de Balcarce y
de Anguil, tanto en caracteres -cualitativos como cuantitativos morfoldgicos y
agrondémicos.

- Las poblaciones de cebadilla pampeana analizadas en el presente trabajo
presentan diferente comportamiento agrondémico en condiciones potenciales,
evidenciado a través de la capacidad de implantacion y de produccién de forraje y de
semillas por planta.

- Existe variabilidad genética intra e interpoblacional entre las poblaciones de B.
brevis que puede ser detectada mediante marcadores ISSR. La mayor proporcion de
la diversidad genética se distribuye entre individuos dentro de poblaciones.

- No se encontro asociacion entre los caracteres de los sitios de procedencia de las
poblaciones y la variabilidad morfoldgica y genética encontrada entre las poblaciones

de cebadilla pampeana.
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Tabla | Distritos agroclimaticos (DA) de los sitios en que fueron colectadas las

poblaciones y caracteristicas climaticas de los mismos: altura sobre el nivel del mar

(ASNM), temperatura (T°) media de mes mas caluroso y del mas frio, precipitacion

(ppt) anual y de los trimestres mas calurosos y mas frios, y precipitacion en el

semestre restante (De Fina, 1992).

T° media Precipitacion media % ppt
ASNM Mes + Mes + [[Anual [Trim+ | Trim+ [Sem
Entrada || DA (metros) [ caluroso ||frio caluroso ||frio restante
CI1020 51 133 24,6 7,4 262 59 52 134
N5225 109 910 21,6 5,1 268 85 38 118
Cl1016 71 47 23,3 7,1 454 128 58 145
Cl1014 99 19 21,9 7 511 140 66 148
N5231 75 A 687 22,8 5,9 278 100 24 123
N5226 109 910 21,6 5,1 268 85 38 118
N5313 72 A 180 24,1 6,9 370 113 41 140
Cl1028 51 78 241 6,9 344 92 44 153
N5228 109 910 21,6 5,1 268 85 38 118
N5229 75 A 687 22,8 5,9 278 100 24 123
Cl1012 99 19 21,9 7 511 140 66 148
N5222 48 302 24,3 7,7 498 176 44 126
Cl996 99 113 20,3 7 620 162 92 144
CIA1063 107 285 21 6,1 615 173 70 153
Cl1034 98 253 20,7 6,4 705 201 108 128
Cl1033 121 24 19,7 8,1 768 207 161 109
CIl1031 99 19 21,9 7 511 140 66 148
Cl1022 81 204 22,3 5,6 178 48 39 105
CI1029 72 A 102 23,8 6,8 363 102 45 147
N5248 138 1012 19,6 4,2 161 27 58 92
N5319 75 A 500 22,5 5,8 197 56 35 117
N5320 75 A 500 22,5 5,8 197 56 35 117
Testigo 38 102 24,3 8,2 681 230 70 127
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Tabla Il: Secuencias de marcadores (M) de tipo SSR utilizados ("forward” y

“reverse”) y peso molecular (PM) de los productos de amplificacion.

M forward primer (3'-5") reverse primer (5'-3') PM

Bt03 | GCATGTCCACCTCCATGGCCACGCC CTGTCTTCCTCCCTCCCTCACTTGTGTTCC 112-114
Bt04 | ACAGAGCTACCTATCTATGTGCAA GGTATGTTACCATGTTGCTTCC 114-117
Bt05 | GGGAAAGCAAGCCGTTTCCGCGTTG CGGTGGACGACGGGAAAGCGGAGCA 167-178
Bt12 | ATATTGTGGTGGCCAGTGC GAAAAGAAAATGAAACACCTTGC 252-262
Bt26 | ATCCGTCCCTCTTTCTTTGCGCTGC GGAGGAAGAAGAATGACCGAGAGAG 152-156
Bt30 | GCCACTTTTTTTCCGAACAGACACC AAAAGCAGAGTGCAGATGTAAATGAAATT 114-118

Bt33

CTGCTATATCATGAGGCCATTGGGA

AGTTTGTACAGCAGCCTGAGGCATG

221-223
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Tabla lll: Caracteres morfoagronémicos cuantitativos utilizados para realizar el

andlisis multivariado de las poblaciones. El asterisco indica las variables

complementarias medidas por otros investigadores del grupo de trabajo

Z

Caracter

Ancho foliar en estadio de plantula

Longitud foliar en estadio de plantula

Nuamero de macolllos en el estadio de plantula

He| | *

Longitud de gluma inferior

Longitud de gluma superior

Longitud de la lemma

Longitud de la arista de la lemma

0N |WIN|—~

Longitud del pedicelo

©

Ancho del cariopse

—_
o

Emergencia inicial (primera multiplicacion de semilla original)

—_
—_

Emergencia final (primera multiplicacion de semilla original)

—_
N

Indice de emergencia (primera multiplicacion de semilla original)

-
w

Ancho foliar en estadio vegetativo

—
N

Longitud foliar en estadio vegetativo

-
(6]

Numero de macolllos en el estadio vegetativo en la primera fecha

—_
»

Numero de macollos en el estadio vegetativo en la segunda fecha

—_
~

Numero de macollos reproductivos

—_
oo

Prolificidad

—_
(o]

Longitud foliar en la fecha 1

N
o

Longitud foliar en la fecha 2

N
—_

Longitud foliar en la fecha 3

N
N

Longitud foliar de la hoja bandera

N
w

Altura del canopeo

N
N

Altura total

N
[@)]

Longitud de la panoja

N
»

Materia seca en el corte 1

N
B

Materia seca acumulada

N
3]

Energia germinativa

N
©

Indice de emergencia (de semilla cosechada de las plantas caracterizadas)

w
o

Emergencia inicial (de semilla cosechada de las plantas caracterizadas)

w
N

Emergencia final (de semilla cosechada de las plantas caracterizadas)

He| He| *
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Tabla IV: Presencia (1) o ausencia (0) de pubescencia en las glumas y la lemma

Poblacién

Pelos cortos
en el dorso
de la gluma

Pelos cortos en
dorso, nervaduras
y borde de la
gluma

Pelos cortos y
ralos en la
lemma

Pelos largos y
densos en la
lemma

Cl996

Cl1012

Cl1014

Cl1016

CI1031

CI1033

CIA1063

CI1020

Cl1022

Cl1028

Cl1029

N5222

N5225

N5226

N5229

N5231

N5313

N5319

N5320

N5248

Testigo
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Tabla V: Promedios poblacionales para longitud (L) y ancho de las estructuras de la

espiguilla y el cariopse. Letras iguales dentro de cada columna indican diferencias no

significativas (a=0,05).

L Lemma L Arista
Poblacion | L gluma inferior L gluma (mm) (mm) L Pedicelo | Ancho cariopse
(mm) superior (mm) (mm) (mm)
Cl996 6,12 fghi 7,48 ghij 8,52i 0,30 defgh 5,86 bcdef |1,9,80
Cl1012 7,10 cdefgh 9,56 abcd 12,04 b 0,38 cde 7,90 abcd 2,00 cd
Cl1014 7,82 bed 9,62 abc 11,22 bed 0,34 def 8,08 abc 1,96 def
CIl1016 6,52 defghi 7,82 efghij 10,12 defg 0,32 defg 7,74 abcd 1,98 de
CI1031 7,50 bede 8,98 bcde 9,96 defgh 0,18 gh 6,56 bcde 2,02 cd
CI1033 943 a 10,13 ab 11,80 bc 0,33 defg 6,38 bcdef | 1,97 def
CIA1063 5741 6,72 8,60 hi 0,26 efgh 4,98 cdef 1,74 f
CI1020 6,44 efghi 7,66 fghij 9,14 fghi 0,44 bcd 9,76 a 1,76 ef
Cl1022 5,90 ghi 7,12 hij 8,74 ghi 0,22 fgh 4,36 ef 1,98 de
Cl1028 6,28 efghi 7,46 ghij 9,14 fghi 0,26 efgh 6,50 bcde 1,96 def
CI1029 7,88 bc 8,50 cdefg 10,60 cde 0,18 gh 4,80 def 2,08 cd
N5222 6,92 cdefghi 8,36 defgh 10,18 def 0,44 bcd 8,86 ab 2,18 bcd
N5225 6,68 cdefghi 8,04 efghi 10.66 bcde 0,34 def 5,38 cdef 2,40 ab
N5226 6,08 fghi 7,04 ij 10,28 def 0,56 ab 3,32 f 2,04 cd
N5229 7,28 cdef 8,84 cdef 11,36 bcd 0,50 bc 7,24 abcde [2,42 a
N5231 6,68 cdefghi 7,74 efghij 10,20 def 0,34 def 7,00 abcde |2,12 cd
N5313 5,78 hi 7,64 fghij 9,46 efghi 0,36 cdef 6,40 bedef | 2,00 cd
N5319 7,50 bcde 8,38 cdefg 10,62 bcde 0,28 efgh 7,46 abcde | 2,22 abc
N5320 7,22 cdefg 8,20 efghi 9,96 defgh 0,28 efgh 6,44 bcdef |2,10 cd
N5248 7,48 bcde 8,70 cdefg 11,14 bcd 0,16 h 5,08 cdef 244 a
Testigo 8,76 ab 10,60 a 16,14 a 0,68 a 7,22 abcde |2,38 ab
Media gral | 6,98 8,3 10,46 0,34 6,54 2,08
Valor p <0,0001 <0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0,0188 |« 0,0001
Dms 1,379 1,2764 1,4571 0,1541 3,1381 10,2389
CV % 15,6 12,1 11,01 35,7 37,9(9,07
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Tabla VI: Promedios poblacionales para caracteres relacionados con la emergencia

de plantulas.

significativas (a=0,05).

Letras

iguales dentro de cada columna

indican diferencias no

Emergencia inicial Emergencia final indice de
Poblacion (%) (%) emergencia (dias)
Cl996 76,00 a 90,00 a 13,22 bcde
Cl1012 32,00 efg 64,00 cd 15,15 abcd
Cl1014 35,00 cdef 68,00 bcd 16,58 abc
Cl1016 16,00 h 65,00 cd 15,22abcd
Cl1031 42,00 bcde 70,00 bcd 13,84 bcde
Cl1033 22,40 fgh 64,80 cd 16,81 ab
CIA1063 42,67 bcde 78,67 abc 15,10abcd
Cl1020 48 bed 68,00 bcd 12,61 de
Cl1022 22,00 fgh 37,00 e 12,86 cde
Cl1028 46 bcde 63,00 d 13,77 bcde
Cl1029 53,00 b 68,00 bcd 10,52 e
N5222 39 bcde 74,00 bcd 13,44 bcde
N5225 12,00 h 36,00 e 13,39 bcde
N5226 18,00 gh 59,00 d 14,57 bcd
N5229 22,00 fgh 62,00 d 15,91 abcd
N5231 50,00 bc 69,00 bcd 13,14 bcde
N5313 46 bcde 82,00 ab 13,38 bcde
N5319 34,00 def 72,00 bed 13,35 bcde
N5320 18,00 gh 39,00 e 13,15 bcde
N5248 48 bcd 62,00 d 12,87 cde
Testigo 12 h 82,00 ab 18,46 a
Media gral 34,71 65,24 16,81
Valor p <0,0001 < 0,0001 <0,0001
D.M.S 15,35 15,6 3,78
CV. % 31,17 16,86 18,89
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Tabla VII: Promedios poblacionales para el tamano foliar de las plantulas. Las
poblaciones marcadas con * presentan area foliar superior a 1,7 cm?. Letras iguales

dentro de cada columna indican diferencias no significativas (a=0,05).

Poblacion | Longitud foliar (cm) | Ancho foliar (mm)
Cl996 10,08 gh 2,48 k
Cl1012 * 11,78 abcde 3,3 cd
Cl1014 % 11,76 abcde 3,10 defg
Cl1016 10,05 gh 3,25 cde
Cl1031 * 11,44 bcdef 3,07 defgh
CI1033 12,47 ab 4,08 b
CIA1063 11,63 abcde 2,91 fghi
Cl1020 % 11,99 abcd 2,99 efghi
Cl1022 10,27 fgh 2,90 fghi
Cl1028 10,63 efgh 2,96 efghi
Cl1029 10,01 gh 2,97 efghi
N5222 9,42 h 3,20 cdef
N5225 x 12,21 abc 2,97 efghi
N5226 11,05 cdefg 2,55 jk
N5229 10,62 efgh 3,02 defghi
N5231 % 12,85 a 2,77 ijk
N5313 10,65 defgh 2,79 hij
N5319 * 12,03 abc 2,87 ghi
N5320 * 12,81 a 3,5¢
N5248 9,72 gh 3,11 defg
Testigo 10,23 fgh 5,35 a
Media gral 11,13 3,15
Valor p <0,0001 <0,0001

D.M.S 1,33 0,30

CV. % 16,27 13,36
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Tabla VIII: Longitud foliar en diferentes fecha (F) y longitud de la hoja bandera.

Letras iguales dentro de cada columna indican diferencias no significativas (a=0,05).

Long. foliar Long. Foliar |Long. Foliar |Long. H.
Poblacion F1 (cm) F2 (cm) F3 (cm) bandera (cm)
Cl996 9,36 15,02 bede 18,22 cdefg | 15,33 cdefg
Cl1012 10,35 16,01 abc 19,04 becde 15,41 cdef
Cl1014 9,30 13,84 bcde 15,32 h 11,90 gh
Cl1016 10,75 16,32 ab 20,37 bc 17,91 abc
Cl1031 9,68 14,86 bcde 19,53 bed 14,34 defg
Cl1033 8,67 cd 12,28 e 15,59 h 13,66 efg
CIA1063 9,55 16,02 abc 20,33 bc 17,37 abcd
Cl1020 12,24 16,08 abc 18,10 cdefg  |9,90 h
Cl1022 11,68 15,28 bcd 20,98 ab 13,84 efg
Cl1028 8,68 13,27 cde 17,38 defgh | 14,77 cdefg
Cl1029 8,34 13,68 bcde 17,31 defgh | 14,99 cdefg
N5222 6,90 12,27 e 16,10 fgh 16,68 bcde
N5225 8,85 13,43 cde 15,91 gh 13,04 fgh
N5226 9,06 14,95 bcde 19,54 bcd 19,36 ab
N5229 10,00 15,76 abc 20,12 bc 19,47 ab
N5231 9,41 14,41 bede 18,88 bcde 15,53 cdef
N5313 9,61 16,12 abc 19,81 bcd 19,21 ab
N5319 10,79 15,46 bcd 18,54 becdef | 14,33 defg
N5320 10,85 15,02 bede 19,08 becde 14,07 defg
N5248 8,21 12,74 de 16,85 efgh 13,29 efgh
Testigo 10,35 18,54 a 23,03 a 20,84 a
Media gral 9,61 14,84 18,57 15,64
Valor p 0,081 0,0066 <0,0001 <0,0001
Dms 2,825 2,85 2,51 3,47
CV % 17 11 7,9 12,8
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Tabla IX: Numero de macollos vegetativos (Veget) en el estadio de plantula y en

dos fechas y macollos reproductivos (Repr.), totales y prolificidad en fecha 2. Letras

iguales dentro de cada columna indican diferencias no significativas (a=0,05).

Poblacion | Plantula Veget F1 Veget. F2 Repr. F2 | Total F2 Prolificidad
Cl996 3,33 efgh  [19,14 ab 7,14 b 33,64 a 40,786 a 0,838 bcde
Cl1012 4,13 bc 18,64 abc | 3,93 fghij |32,36 ab 36,29 ab 0,886 ab
Cl1014 3,27 efgh | 10,00 ghi |5,07bcdefg | 14,50 jkl 19,57 fg 0,767 efg
Cl1016 4,33 bc 14,73 def |7,40b 19,53 fghij | 26,93 cde |0,735 fg
Cl1031 3,80 cde 17,20 abcd | 4,53 defgh | 30,87 abc | 35,40 ab 0,877 abc
CI1033 3,80 cde 10,60 ghi |6,67 bcde |20,80fgh 27,47 cde |0,770 efg
CIA1063 [3,27efgh |19,8a 11,87 a 28,20 bcd 140,07 a 0,723 g
Cl1020 3,00 fgh 7,86 ij 1,29k 10,93 ki 12,21 h 0,891 ab
Cl1022 46b 18,80 ab 5,50 bcdef | 26,10 cde | 31,60 be 0,830 bcde
Cl1028 3,07 fgh 13,00 efg | 4,80cdefgh | 20,07 fghi | 24,87 def |0,806 cdef
Cl1029 4,00 bcd 13,00 efg | 6,60 bcde |21,07 efgh | 27,67 cde |0,787 defg
N5222 6,2 a 15,36 cde |6,79 bed 23,57 def |[30,36 bcd |0,777 defg
N5225 3,40 defg  [11,00 ghi |2,60 ghijk | 16,30 hij 18,90 fg 0,882 abc
N5226 2,20 16,08 bcde | 4,42 defgh | 15,17 ijk 19,58 fg 0,770 efg
N5229 2,80 ghi 15,08 de 4,14 efghi | 18,29 ghij |22,43 efg |0,826 bcde
N5231 3,47 def 11,07 ghi | 4,80cdefgh | 17,53 hij 22,33 efg | 0,789 defg
N5313 3,13 fgh 17,07 abcd | 5,47 bedef | 23,07 defg | 28,53 cde | 0,806 cdef
N5319 3,20 efgh | 8,93 hij 1,40 jk 17,40 hij 18,80 fg 0,919 a
N5320 4,27 be 11,50 fgh | 2,30 hijk 14,90 ijkl 17,20 gh 0,866 abc
N5248 2,73 hi 11,40 gh 6,20 bcdef | 18,40 fghij | 24,60 def |0,746 fg
Testigo 2,38 6,00 j 1,80 ijk 9,871 11,67 h 0,849 abcd
Media gral | 3,54 13,58 5,07 20,7 25,77 0,814
Valor p <0,0001 |<0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001
Dms 0,62 5,75 2,93 6,8 8,45 0,08

CV % 23,63 27,06 65,15 31,47 31,57 12,42
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Tabla X: Altura total, hasta la hoja bandera y hasta el canopeo. Letras iguales

dentro de cada columna indican diferencias no significativas (a=0,05).

Poblacion Altura total Alt h hoja band Alt h follaje
CIA 996 97,86 abc 41,83 defg 14,98 ab
CIA 1012 100,65 ab 44,09 bcde 14,76 ab
CIA 1014 94,25 abcd 41,12 defg 12,05 cdef
CIA 1016 108,39 a 51,02 ab 15,15 ab
CIA 1031 95,43 abcd 40,62 defg 14,7 ab
CIA 1033 82,93 cd 35,52 fgh 14,05 bcd
CIA 1063 108,93 a 53,08 a 16,78 a
CIA 1020 90,58 bcd 29,11 h 9,8f

CIA 1022 92,16 abcd 42,29 cdef 16,87 a
CIA 1028 90,14 bcd 39,88 defg 13,38 bcde
CIA 1029 95,31abcd 37,74 efg 15,05 ab
N° 5222 100,44 ab 41,32 defg 13,78 bcd
N° 5225 91,93 abcd 38,83 defg 12,05 cdef
N° 5226 108,37 a 54,08 a 14,83 ab
N° 5229 105,54 ab 50,61 abc 14,41 abc
N° 5231 98,57 abc 46,79 abcd 11,65 def
N° 5313 101,41 ab 41,15 defg 15,42 ab
N° 5319 93,41 abcd 40,73 defg 15,08 ab
N° 5320 93,32 abcd 51,27 ab 11,1 ef

N° 5248 78,66 d 33,75 gh 13,02 bede
Testigo 101,05 ab 45,99 abcde 13,45 bcde
Media gral 96,84 42,83 13,95
Valor p 0,0673 < 0,0001 0,0003
Dms 17,44 8,51 2,64

CV % 10,5 11,6 11,04
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Tabla XI: Materia seca (MS) por planta en dos fechas (F1 y F2) y acumulada, y

peso de los macollos (PM) en F1 y F2. Letras iguales dentro de cada columna indican

diferencias no significativas (a=0,05).

Poblacion MS F1 (g) MS F2 (g) | MS Acumulada (g) | PM F1 (g) PM F2 (g)
CIA 996 16,03 ab 109,53 125,57 ab 0,84 2,69
CIA 1012 13,88 abcd 134,13 148,02 a 0,74 3,7
CIA 1014 9,2 bedefg 74,3 83,5 bcde 0.92 3,8
CIA 1016 13,17 bcde 76,34 89,51 abcde 0,89 2,83
CIA 1031 12,43 bedef 99,47 111,9 abc 0,72 2,81
CIA 1033 3,779 67,49 71,26 bcde 0,36 2,46
CIA 1063 15 abc 102,87 117,87 ab 0,76 2,57
CIA 1020 7,83 cdefg 20,58 2842 e 1,00 1,69
CIA 1022 21,13 a 127,57 148,70 a 1,12 4,04
CIA 1028 9,3 bcdefg 95,97 105,27 abc 0,72 3,86
CIA 1029 8,98 bcdefg 64,88 73,85 bcde 0,69 2,34
N° 5222 8,23 cdefg 79,8 88,03 abcde 0,54 2,63
N° 5225 6,05 efg 55,5 61,55 bcde 0,55 2,94
N° 5226 6,09 efg 63,44 69,54 bcde 0,38 3,24
N° 5229 8,13 cdefg 59,99 68,12 bcde 0,54 2,67
N° 5231 7,9 cdefg 95,03 102,93 abc 0,71 4,26
N° 5313 7,57 cdefg 64,85 72,42 bede 0,44 2,27
N° 5319 4,9 fg 45,5 49,4 cde 0,55 2,42
N° 5320 7,05 defg 64,5 69,20 bcde 0,61 3,75
N° 5248 6,4 defg 62,63 69,03 becde 0,56 2,55
Testigo 8,8 bcdefg 91,4 100,2 abcd 1,47 7,83
Media gral. |11,11 78,98 86,73 0,72 3,21
Valor p 0,014 0,052 0,034

Dms 7,77 57,61 62,03

CV % 47,7 43,55 41,87
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Tabla Xll: Numero de cariopses por espiguilla, de espiguillas por panoja y longitud

de la panoja, Letras iguales dentro de cada columna indican diferencias no

significativas (a=0,05).

Ne Ne
Poblacion cariopses/espig espig/panoja Long. panoja
CIA 996 7,79 abcde 20,17 defgh 97,86 abc
CIA 1012 6,88 de 18,63 efghi 100,65 ab
CIA 1014 7,90 abcd 17,23 ghij 94,25 abcd
CIA 1016 7,29 bcde 26,67 bc 108,39 a
CIA 1031 7,85 abcde 24,07 bedef 95,43 abcd
CIA 1033 7,70 bcde 26,33 bc 82,93 cd
CIA 1063 7,93 abcd 29,13 b 108,93 a
CIA 1020 7,16 bcde 11,27 90,58 bcd
CIA 1022 6,91 cde 27,57 bc 92,16 abcd
CIA 1028 7,52 bede 22,67 cdefg 90,14 bcd
CIA 1029 8,41 ab 24,30 bcde 95,31 abcd
N° 5222 6,95 cde 25,43 bed 100,44 ab
N° 5225 7,33 bcde 13,35 j 91,93 abcd
N° 5226 8,21 abc 24,37 bede 108,37 a
N° 5229 8,15 abcd 22,73 cdefg 105,54 ab
N° 5231 6,55 e 18,17 fghi 98,57 abc
N° 5313 7,33 bede 25,57 bcd 101,41 ab
N° 5319 8,31 ab 15,70 hij 93,41 abcd
N° 5320 * * 93,32 abcd
N° 5248 9,11a 21,77 cdefg 78,66 d
Testigo 7,35 bcde 37,37 a 101,05 ab
Media gral 7,66 22,78 23,12
Valor p 0,0288 <0,0001 <0,0001
Dms 1,32 6,02 3,41
CV % 10 16 8,61

* = dato perdido



