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RESUMEN

Durante dos afios se caracterizaron agromorfolégicamente 74 poblaciones de raigrds
inglés y 42 de raigrés italiano, pertenecientes a la coleccién de gramineas pratenses del
Centro de Investigaciones Agrarias de Mabegondo (CIAM). Las variables significativas
en el andlisis de varianza se utilizaron en una clasificacién ascendente jerdrquica
mediante el método de Ward. Sobre ambas colecciones de partida, se compararon
diversas estrategias para crear dos colecciones nucleares (“core collection”). Las
estrategias empleadas incluyeron muestreos estratificados y aleatorios basados en la
clasificacion jerarquica, en el indice de diversidad de Shannon-Weaver y en la maxima
contribucion a la varianza en un andlisis de componentes principales. Ninguna de las
colecciones nucleares creadas mostré diferencias en las medias y en las varianzas
mediante el test de Wilcoxon. Las colecciones seleccionadas en la estrategia de mayor
contribucioén a la varianza fueron las que presentaron un mayor porcentaje de retencién
de los intervalos de variacién, por lo que dicha estrategia se considera la mas adecuada
para el mantenimiento de la diversidad de las colecciones de partida.

Palabras clave: bancos de germoplasma, coleccién nuclear, Lolium multiflorum,
Lolium perenne, recursos fitogenéticos.

INTRODUCCION

En los dltimos afios, el incremento en el nimero de muestras conservadas en los
bancos de germoplasma ha motivado un creciente interés por la racionalizacién de la
diversidad genética almacenada en los mismos. Los objetivos son facilitar el acceso de
los recursos fitogenéticos a los mejoradores y hacer mas manejable su uso. Sin embargo,
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el manejo y mantenimiento de un nimero elevado de muestras es precisamente la
limitacion practica mds frecuente a la que se enfrentan la mayoria de las colecciones. Por
estas razones, algunos autores han propuesto el concepto de coleccién nuclear (Frankel,
1984; Brown, 1989b), que consiste en una fraccion manejable de muestras,
seleccionadas por conservar la mayor diversidad posible del conjunto. La seleccién debe
basarse en criterios de muestreo que garanticen la conservacion de la diversidad de la
coleccion total con un nimero minimo de entradas, eliminando la redundancia producida
por genotipos semejantes. Brown (1989b) sugirié que una muestra al azar del 10% de la
coleccion total conservaria un 70% de la variacién total (estrategia R). No obstante,
segin el mismo Brown (1989a), seria mas efectivo organizar la colecciéon en una
estructura estratificada basada en grupos de caracteristicas similares y tomar muestras
aleatorias basidndose en diferentes criterios: una fraccién constante de cada grupo
(estrategia C), una proporcion del grupo (estrategia P), o bien una proporcion logaritmica
del grupo (estrategia L.). Posteriormente, Schoen y Brown (1993, 1995) propusieron dos
nuevas estrategias de agrupacién (H y M) basadas en marcadores e indices de diversidad
genética. Estos mismos autores evaluaron la efectividad de las cinco estrategias
anteriores concluyendo que la retencién esperada de alelos, en orden de mayor a menor
es: M>H>P>L>C>R.

Las estrategias basadas en procedimientos multivariantes conllevan la agrupacién de
las entradas en base a descriptores de pasaporte, datos ecogeogréaficos, geoestadisticos,
marcadores moleculares e isoenzimdticos, y caracteres fenotipicos. Sin embargo,
requieren el empleo de informacion preexistente que es inviable en algunas colecciones
por el elevado niimero de entradas que deberian caracterizarse. Peters y Martinelli (1989)
compararon diferentes procedimientos de agrupacién jerdrquica multivariante,
obteniendo como resultado que no sélo eran herramientas muy utiles para agrupar las
entradas de colecciones de germoplasma, sino que ademas permiten estimar el potencial
de segregacion de las entradas en cruzamientos. En los dltimos 10 afios se ha comparado
la efectividad de los métodos multivariantes frente a los métodos aleatorios para crear
colecciones nucleares en diferentes cultivos (Basigalup er al., 1995; Bisht et al., 1999;
Spagnoleti y Qualset, 1993), y en el desarrollo de colecciones nucleares de raigras inglés
por diferentes autores (Balfourier er al., 1999, Casler, 1995). Una revisién puede
observarse en Hamon ef al. (1998) y en Ortiz et al. (1998). Casler (1995), encontrd que
la presion de cultivo y las condiciones climéticas pueden influir en los ecotipos silvestres
de las especies cultivadas. A menudo, las pricticas de cultivo estdn delimitadas
territorialmente por divisiones administrativas, de modo que muchos autores tienen en
cuenta el factor pafs como fuente de variacion genética en la creacion de colecciones
nucleares. Segun Balfourier et al. (1998, 1999) las estructuras espaciales identificadas
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por procedimientos geoestadisticos en Lolium perenne L., son el resultado de una
presién selectiva del ambiente. Monestiez et al. (1994) encontraron estructuras
espaciales en, al menos, seis variables agronémicas de L. perenne en dimensiones de
120-300 km de distancia. Casi todos los estudios citados se refieren a colecciones de
tamafio considerable y, debido a la amplia distribucion de las poblaciones, suelen tener
en cuenta el origen geogrifico del germoplasma. Sin embargo, no existen muchos
estudios en colecciones pequefias de cultivos locales. En el caso de este estudio, casi
todas las muestras que componen ambas colecciones de partida fueron recolectadas
principalmente en el norte de Espafia, zona en la que estd ampliamente extendido el
cultivo de estas dos especies para siembra de praderas (Mosquera ef al., 1999; Pifieiro,
1994).

Los objetivos de este trabajo son:

1) Comparar la eficacia de técnicas de creacion de colecciones nucleares utilizando
como material de partida dos colecciones de raigras inglés e italiano recolectadas
principalmente en el norte de Espafia.

2) La creacién de dos colecciones nucleares, para ser multiplicadas y obtener una
suficiente cantidad de semilla, con objeto de renovar la maxima diversidad
existente en el material de partida del CIAM.

MATERIAL Y METODOS

Durante dos afios se evaluaron un total de 74 poblaciones de Lolium perenne L.y 42
de Lolium multiflorum Lam., pertenecientes a la coleccidon de gramineas pratenses
conservada en el CIAM, y que ya ha sido objeto de varios estudios (Oliveira et al.,
1997a, 1997b; Lopez y Oliveira, 2000). La distribucién geografica del material se
representa en la Figura 1. El estudio se inicié en 1998 en el CIAM de A Coruiia, situado
en Mabegondo (43° [5° N, 8° 18’ O) a 100 m de altitud. Las semillas utilizadas fueron
sometidas a un tratamiento de calor (Nott y Latch, 1993) para eliminar el hongo endofito
y evitar su posible efecto en la evaluacion agronémica.

El material vegetal se sembré en bandejas de plastico y germiné bajo condiciones de
invernadero, transplantandose al campo al cabo de ocho semanas de crecimiento. Como
abono se aplicaron 800 kg/ha de NPK 8:15:15 y previamente se aplicaron 1.500 kg/ha
de cal a la superficie del ensayo (90% CaCQO3, 45% CaO). El control de malas hierbas
se efectué mediante el uso de herbicidas de contacto y residuales. El disefio experimental
consistié en dos bloques completos al azar con 10 individuos por poblacién y bloque
separados en lineas de 50 cm de distancia. Como testigos se introdujeron en el ensayo
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FIGURA 1
Distribucion de los puntos de muestreo de las poblaciones de raigras inglés e italiano
(74 y 42 respectivamente). Los circulos corresponden al raigras inglés y los cuadrados al
raigras italiano.
Distribution of the sampling points of perennial and Italian ryegrass populations (74 and 42
respectively). Circles correspond to the
perennial ryegrass and the sqﬁares to the Italian ryegrass.

de raigrds inglés las variedades comerciales ‘Brigantia’, ‘Arion’, ‘Vigor’, ‘Talbot’,
‘Cropper’ y la experimental ‘Ciam1’, creada a partir de ecotipos locales. En el ensayo de
raigrés italiano se introdujeron los cultivares ‘Promenade’, ‘Finul’, ‘Exalta’ y “Vitesse’.
En cada planta individual se tomaron datos de las variables agron6micas siguientes: fes
(fecha de espigado, contabilizada como n° dias a partir del 1 de enero de cada afio), cri,
crp, cre, crv (produccién en g de materia seca en invierno, primavera, en espigado y en
verano), ain (n° de inflorescencias por planta), alp (altura en espigado en cm), kb
(longitud de la hoja bandera en cm) y akb (anchura de la hoja bandera en mm). También
se tomaron dos caracteres cualitativos: enf (tolerancia a enfermedades, desde 1 =
sensible, hasta 5 = resistente) y hcr (hédbito de crecimiento desde 1 = postrado, hasta 5 =
erecto). Debido al caricter anual del raigrés italiano, el ensayo se repitié completamente
en el segundo afio, mientras que en raigrés inglés las plantas permanecieron en el campo
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durante los dos afios de evaluacién. Por esta razén el modelo de andlisis de varianza
(ANOVA), siguiendo un modelo de efectos fijos fue distinto en cada especie, siendo en
el raigras inglés:

Yijkl: u+ oG+ /31 + (aﬂ)ij + v+ (A + Eijkl

y en el raigras italiano:

Yi]-k[: u+ao;+ ﬁ(a)lj +yt+ (A + Ejjkl
donde w es la media general, q; es el efecto del afio, /3j es el efecto del bloque, ( aﬁ)l-j
es la interaccion entre afio y bloque, y; es el efecto de la poblacion, ﬁ(a)ij es el efecto
del bloque jerarquizado a afio, y finalmente Ejjk €S el error. Los datos cualitativos se
analizaron mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis (Breslow, 1970). Todos los
datos se analizaron mediante el programa informatico SAS (SAS Institute, 1999).

Los valores medios de variables significativas en el ANOVA se utilizaron en un
andlisis de componentes principales (ACP). Con las componentes de autovalor mayor
que 1, se realizd una clasificacién ascendente jerdrquica utilizando el método de
agregacion de Ward (Romersburg, 1984). Este método minimiza las varianzas dentro de
los conglomerados y las maximiza entre ellos, y ha sido el procedimiento de agregacién
mas utilizado en colecciones de germoplasma (Johnson et al., 1999). Debido a que la
zona de recoleccién es relativamente pequeiia, no se tuvo en cuenta el origen geografico
de cada poblacién en la clasificacion. Para fijar el tamafio de las colecciones nucleares
se tuvo en cuenta la capacidad del CIAM para la multiplicacién de poblaciones, y que al
mismo tiempo se obtuviera una proporcidn relativa suficiente sobre las colecciones de
partida. Actualmente la capacidad del CIAM para realizar el proceso de multiplicacion
en campos aislados, oscila entre 15 y 20 genotipos por aiio. El proceso de multiplicacion
es, precisamente, la limitacion practica mas frecuente a la que se enfrentan la mayoria
de las colecciones, siendo éste mas costoso en los ecotipos silvestres que en los
cultivados (Brown et al., 1997). También se tuvo en cuenta la importancia del cultivo en
la zona y la oferta de variedades comerciales en el mercado para ambas especies. Segin
Van Hintum (1999), la proporcién de entradas en la coleccidon nuclear es una decisién
arbitraria que depende del propésito de la misma, oscilando normalmente entre el 5 y
20% en la mayoria de los casos. Brown y Spillane (1999), compararon 63 colecciones
nucleares registradas en el IPGRI frente a sus colecciones de reserva, encontrando
correlaciones negativas (r = -0.42, p < 0,01) para los tamaifios relativos. Es decir, en
general, en colecciones pequefias se admite una mayor proporcién de entradas en la
coleccion nuclear. Considerando sobre todo el objetivo prioritario de mantener
colecciones manejables y dindmicas, en lugar de colecciones estdticas (Brown, 1989a,
1995), se estimé oportuno fijar el nimero mas adecuado de entradas para cumplir dicho
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objetivo sobre ambas colecciones de partida. Por tanto, se consideré adecuado establecer
el nimero de poblaciones de la coleccién nuclear en nueve para el raigras y seis para el

raigrds italiano. Con objeto de considerar al menos una poblacién de cada grupo, se

establecio el nimero de grupos de la clasificacién jerarquica también en nueve y seis,

respectivamente para raigras inglés y raigrds italiano. Basdndose en este tamafio de

muestra y para cada coleccion nuclear, se diseflaron seis métodos de seleccién de

poblaciones (Figura 2). Los métodos utilizados fueron:
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FIGURA 2

Esquema de las metodologias de muestreo empleadas en la formacion de las colecciones

nucleares.

the core collections

Diagram of the sampling methodologies used in the formation of
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1) Muestreo al azar: se generaron 200 muestras independientes de tamaiios 9y 7,
respectivamente para raigrds inglés y raigras italiano, mediante un generador de nimeros
aleatorios que sigue una distribucién uniforme (0-1). Por muestra se entiende cada uno
de los grupos de entradas seleccionados aleatoriamente por el generador. Cada muestra
se consider6é como una coleccién nuclear independiente de la cual se calcul6 la media,
varianza e intervalo de variacion en cada una de las variables.

2) Criterio de maxima diversidad: se seleccionaron las poblaciones con mayor
diversidad intrapoblacional en cada coleccidn de partida. La medida de la diversidad se
calculé como la media del indice H de Shannon-Weaver en cada variable segiin la
expresion, (Shannon y Weaver, 1963).

'"_2 10g7

i=1

Donde j es la variable agronémica, Pij es la frecuencia de aparicién de cada clase
agrondmica i para la variable j.

Este indice ha sido ampliamente utilizado en ecologia como medida de la diversidad
de comunidades, no obstante también puede ser utilizado para estudiar la distribucion de
categorias de una variable (Pielou, 1969; Jain et al., 1975). Bowman et al. (1973)
observaron que este indice seguia una distribucién normal en muestras grandes, y en los
dltimos afios ha sido cada vez mds empleado en el cdlculo de la diversidad de entradas
en colecciones de germoplasma (Bekele y Bekele, 1996; Bisht et al., 1999; Grenier et
al., 2000a; Jain et al., 1975; Polignano et al., 1999; Van Raamsdonk y Wijnker, 2000;
Zeng et al., 2001), pudiendo ser empleado tanto para variables fenotipicas como para
marcadores genéticos (Brown y Weir, 1983)

El cémputo de la diversidad media de cada entrada se calculé como la media del
indice H de las k variables estudiadas, (Furman et al., 1997):

k
s
Hj — ,!:_,.I;v

3) Seleccién al azar dentro de cada cldster: se selecciond una poblacién al azar en
cada cldster, y se repitid el proceso 200 veces para obtener 200 muestras de las
colecciones totales. La seleccion se realizé mediante un generador de nimeros aleatorios
que sigue una distribucién uniforme (0-1) en cada clister. Para cada muestra se calcul6
la media varianza e intervalo de variacidn de las variables. Por muestra se entiende en
este caso el conjunto de entradas seleccionadas por tantos generadores como

conglomerados haya en la clasificacion jerarquica de las colecciones de partida.
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4) Mayor similaridad media en el clister: se calcula la media de cada cldster para
cada una de las variables. Los valores medios asi obtenidos se consideran como si fuera
una nueva poblacién y se repite el andlisis de componentes principales y el andlisis
claster. Se selecciona la poblacion que presente una mayor proximidad con respecto a la
“poblacién” de valores medios, determinada por el valor SPR (semipartial R-square) de
la clasificacién ascendente jerdrquica mediante el método de Ward.

5) Criterio de maxima diversidad dentro del clister: se selecciona la poblacién
con mayor diversidad intrapoblacional de entre las posibles dentro de cada clister,
utilizando el indice medio H del Método 2.

6) Maxima contribucion a la inercia de la nube de puntos en el espacio factorial
del ACP: la suma generalizada de cuadrados de un grupo de N individuos en un espacio
factorial de K wvariables estandarizadas (media=0, varianza=1) e independientes
(coeficiente de correlacion=0) es igual al producto N x K. La contribucion P; de cada
individuo a la inercia de la nube de puntos es:

y la contribucién relativa CR; de cada individuo 7 a la inercia de la nube de puntos
estd dada por (Noirot et al., 1996; Hamon et al., 1998):
P
CR, =—-
NK

Los individuos con mayor CR; son los que mas contribuyen a la inercia de la nube
de puntos. Seleccionando estos individuos se obtiene una subcoleccién con varianzas
elevadas.

Los métodos 2, 4, 5 y 6 son deterministicos, ya que la metodologia empleada
especifica qué entradas se van a seleccionar segin los datos de evaluacién agronémica.
Para cada método se obtuvo la media, varianza e intervalo de variacién de las 10
variables agronomicas medidas para comparar cada coleccién nuclear con la coleccién
de partida. Las comparaciones de medias y varianzas se realizaron mediante el test no
paramétrico de Wilcoxon (Wilcoxon, 1945), mediante el procedimiento NPAR1IWAY del
programa estadistico SAS (SAS Institute, 1999).

También se obtuvo una medida del porcentaje de retencién de los intervalos de
variacién de las variables para cada método, segun la expresion: (Diwan et al., 1995)

L R,CN
2 ®CB
t

% retencion =
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donde R,CN es el intervalo de variacién de la variable n en la coleccién nuclear,
R,CB es el intervalo de variacion de la variable n en la coleccién total, y ¢ es el nimero
de variables comparadas.

La coleccion nuclear mds representativa de la coleccion total se podria considerar
aquella con medias inalteradas, mayores varianzas y mayores porcentajes de retencién
(Malosetti et al., 2000).

Las propiedades aditivas del indice H de Shannon-Weaver permiten hacer
comparaciones entre distintos niveles de agrupacién (Toolbert et al., 1979), de modo que
adicionalmente los seis métodos fueron comparados por su capacidad para capturar la
diversidad de las colecciones iniciales. Dicha comparacién se realizé mediante el cilculo
del indice H en cada coleccién nuclear creada con respecto a la coleccion total sobre
todas las variables, obteniéndose un indice de diversidad relativo (HR) calculado de la
siguiente forma (Balfourier et al., 1998):

H (CC)
HR =

H,(CT)

Donde HJ (CC) es la diversidad media de la poblaciones que componen cada
coleccién nuclear pra todas variables agronémicas y Hj (CT) es la diversidad media de
las poblaciones de la coleccidn total para todas las variables agronémicas. Para cada
método deterministico se calcul6 la diversidad media de las poblaciones de cada
coleccion nuclear. Para los métodos no deterministicos se calculd la diversidad en cada

una de las 200 muestras y después se consider6 el minimo del intervalo de confianza de
la distribucion del indice (Balfourier er al., 1998, 1999).

RESULTADOS

Las poblaciones en conjunto mostraron una gran variabilidad agromorfoldgica para
las variables estudiadas. Algunas poblaciones mostraron un mejor comportamiento
agronémico que las variedades comerciales usadas como testigo. En raigras inglés el
56% de las poblaciones tuvieron mayores crecimientos que la media de las variedades.
La variedad experimental ‘Ciam 1’, creada a partir de ecotipos locales, fue la que tuvo
un mejor comportamiento agronémico, seguido de la variedad comercial ‘Brigantia’,
tambien originada a partir de ecotipos gallegos (datos no mostrados). En raigras italiano
el 20% de las poblaciones tuvieron un mejor comportamiento que la media de las cinco

variedades. Este mejor comportamiento en las poblaciones locales de gramineas, ya ha
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sido observado por Oliveira et al. (1997a, 1997b) y frecuentemente es debido a la
presencia de caracteristicas especiales de adaptacion a una regién determinada (Pifieiro
y Pérez, 1986). Los andlisis de varianza fueron significativos en ambas colecciones para
el efecto poblacion (Tablas 1 y 4). El efecto ario fue significativo en ambas colecciones
para todas las variables. Estas diferencias estuvieron principalmente marcadas por la
heterogeneidad climatoldgica entre los afios de evaluacién 1999 y 2000 en la localidad
de ensayo, ya que mientras el aflo 1999 puede calificarse como un afio de precipitaciones
invernales normales (345 mm desde enero a marzo), el afio 2000 presenté una anormal
sequia durante el mismo periodo (106 mm). Estos meses son cruciales para el
establecimiento del raigrds italiano, por tanto la sequia produjo un retraso en el
establecimiento y un menor tamafio medio de planta durante el segundo afio. En el
ensayo de raigras inglés, los crecimientos medios observados también fueron inferiores
que en el afio anterior por la misma razén. En definitiva se puede decir que el afio 2000
fue sensiblemente menos productivo que 1999, causando un importante efecto asio en el
analisis de varianza.

Raigras inglés

El ANOVA para cada variable agronémica mostré diferencias significativas en todos
los casos (Tabla 1). El test de Kruskal-Wallis también mostré diferencias significativas
para las dos variables cualitativas. Por lo tanto las 10 variables se utilizaron para el
andlisis multivariante.

El ACP sobre la coleccidn total explic6 un 72% de la varianza con tres componentes
extraidas de autovalor mayor que 1. En la Tabla 2 se muestran las correlaciones de las
variables con cada una de las componentes extraidas del ACP. El Factor I se relaciona
con todas las variables de produccién (cri, crp y cre), la fecha de espigado y tolerancia
a enfermedades. El Factor 2 se puede definir como un eje morfolégico, con el que
correlacionan las variables de tamafio de la hoja bandera y altura de la planta. El Factor
3 se relaciona con las variables habito de crecimiento y nimero de inflorescencias. La
clasificacion ascendente jerdrquica basada en las componentes establecié nueve grupos
de poblaciones explicando un 76% de la varianza (Figura 3a). En la Figura 3b se
representan las poblaciones en el espacio factorial del ACP, marcadas mediante simbolos
que indican el grupo de la clasificacion jerarquica al que pertenecen.

Las medias y varianzas para cada método de muestreo se pueden observar en la
Tabla 3. En dicha Tabla se resaltan las varianzas que han resultado mayores en las
colecciones nucleares formadas que en la coleccion de partida. Los métodos basados en
seleccion por diversidad (métodos dos y cinco), extraen poblaciones que presentan una
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distribucién mds equitativa de las frecuencias de clase de las variables agronémicas, y
dentro de éstas las que presentan un mayor intervalo de variacién. Debido a esto, las
poblaciones extraidas presentan varianzas altas. En consecuencia el conjunto
seleccionado tiene una varianza media también alta, y generalmente superior a la
varianza media de la coleccién total, ya que las varianzas individuales de las entradas
seleccionadas contribuyen en mayor proporcién en la coleccidén nuclear que en la
coleccion total. El método seis extrae las accesiones que mds contribuyen a la inercia de
la nube de puntos en el ACP, y por eso casi todas las varianzas son superiores a la
coleccion total. Los métodos basados en extraccion al azar (métodos uno y tres), y el
método cuatro, extraen poblaciones con varianzas muy similares a la coleccién de

TABLA 1
Cuadrados medios del analisis de varianza y test de Kruskal-Wallis para variables
cualitativas en L. perenne; FV: fuente de variacion; GL: grados de libertad; Blq: bloque;
Pobl: poblacion; X2: valor del test chi-cunadrado; fes: fecha espigado; cri, crp, cre:
crecimientos en invierno, primavera y en espigado; alp: altura de la planta; enf: tolerancia
a enfermedades; lhb y ahb: longitud y anchura de la hoja bandera; her: habito de
crecimiento; ain: n’ inflorescencias; *: significativo al nivel 0,05; **: significativo
al nivel 0,01.
Mean squares of the analysis of variance and test of Kruskal-Wallis for
qualitative variables in L. perenne; FV: source of variation; GL: degrees of freedom; Blg: block;
Pobl: accession; X2: chi-squared value; fes:
heading date; cri, crp, cre: growths in winter, spring and in heading; alp:
height of the plant; enf: tolerance to diseases; lhb and ahb: length and
width of the flag leaf; hcr: habit of growth; ain: number of inflorescences; *: significant at 0.05

level; **: significant at 0.01 level.

FV Ao Blq Aino*Blq Pobl Pobi*Ano
GL 1 1 1 73 73
Cuantitativas
fes 82172,79** 78,02 190,98* 1864,56** 193,23**
cri 23485,94* 1921,04** 992,08 857,19 613,04*
crp 46221,98* 3092,51 52,64 5496,46** 2603,07**
cre 14998511,85*" 32928,88* 24587,77 43513,98* 35935,21**
ahb 248,63 57,14** 33,53 5,90 2,60™
1hb 4580,57** 110,94** 0.02 55,22** 44,29*
ain - 117,08 - 2,62** 6854,44*
alp 379806,14™ 755,36 44,64 1696,99** 1076,49*
Cualitativas X2
enf 314,63**

her 190,18**
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TABLA 2
Correlaciones entre las variables agronémicas y las componentes extraidas del analisis de
componentes principales en L. perenne. Para la descripciéon de variables ver Tabla 1; %
var. acum.: % de varianza acamulada; *: significativo al nivel 0,05; **: significativo al
nivel 0,01.
Correlations between agronomic traits and the components extracted
in the principal component analysis in L. perenne. See Table 1 for a description of variables; %

var. acum.: % of cumulative variance; *: significant at 0.05 level. **: significant at 0.01 level.

Variable Componente del ACP
FACTOR1 FACTOR2 FACTOR3

fes 0,55(*) -0,59(*) -0,12
cri 0,88(*") 0,03 -0,03
crp 0,90(**) 0,18 0,12
cre 0,85(**) 0,21 -0,06
ahb 0,10 0.87(**) -0,09
lhb 0,03 0,90(**) -0,06
ain 0,48(**) -0,18 0,44(*)
alp 0.24(") 0,66(*") 0,52(**)
enf 0,72(*) -0,01 0,07
her -0,09 0,02 0,90(**)
Autovalor 3,48 2,48 1,26

% Var. acum. 34,82 59,65 72,26
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FIGURA 3

Superior (3a): diagrama de la clasificacion ascendente jerarquica en 74 accesiones de

L. perenne, utilizando el método de agregacién de Ward sobre las tres primeras

componentes del ACP. Inferior (3b): representacion factorial de la clasificacién ascendente

jerarquica sobre las tres primeras componentes. Los simbolos representan los

conglomerados del analisis chister.

Above (3a): diagram of hierarchical cluster analysis in 74

accessions of L. perenne, using the Ward aggregation method with the first three components.

Below (3b): factorial representation of the hierarchical classification

of the first three components. Symbols represent the clusters.
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TABLA 3
Medias, varianzas e intervalos de variacion de las variables estudiadas para cada método
de muestreo, coleccion base, y para el testigo ‘Brigantia’ en L. perenne. En negrita se
resaltan aquellas varianzas superiores a las de la coleccién total. Para la descripcion de
variables ver Tabla 1.
Means, variances and ranges of the traits studied for each
sampling method, total collection, and the control ‘Brigantia’ in L. perenne. In bold letter are
marked the variances that have been bigger than in the base collection. See Table 1 for a

description of variables.

VARIABLE AGRONOMICA
fes cri crp cre ahb lhb ain alp enf hcr
Media 140,13 18,53 48,42 150,89 517 13,48 121,34 9195 3,40 280

Brigantia |/ ionza 4375 20227 94041 1230588 264 1891 510525 559.15 088 0.89
Coteccion Media 13580 16,03 41,14 14118 508 14,12 10409 8446 342 297
°tz‘t’a°|'°" Varianza 91,91 194,14 101941 16109,80 1,37 18,29 227563 47631 1,19 0,78

Rango 38,43 26,63 68,16 261,66 289 943 100,09 40,13 227 207
Media 136,31 16,21 41.81 141,41 508 1421 10501 8421 343 2,98
Método 1 Varianza 91,39 191,38 1016,54 16241,88 137 18,35 2319,02 481,32 1,20 0,78

Rango 13,66 9.09 23,81 64,25 1,10 373 37,49 1434 0,73 0,72
Media 131,85 17,13 41,22 138,01 5,15 14,97 96,38 86,18 3,28 276
Método 2 Varianza 134,26 183,09 1022,16 16711,94 1,55 23,76 187365 486,10 1,37 0,99
Rango 24,67 11,01 31,43 7499 246 7,76 36,24 2514 0,72 081

Media 138,10 16,76 42,62 145,82 504 13,98 10562 8249 3,47 292
Método 3 Varianza 86,75 208,08 1023,31 17301,92 130 17,64 2236,25 46568 1,18 0,80
Rango 9,64 510 15,49 52,99 065 2,10 27,99 835 0,69 045
Media 138,92 17,99 44,01 150,58 4,91 14,04 100,05 8324 3,34 293
Método 4 Varianza 88,46 29593 1164,85 1799586 1.14 1695 185275 516,37 1,19 0,66
Rango 32,00 1934 44,35 91,32 133 586 5461 2926 140 1,13
Media 136,46 16,65 41,11 135,81 4,82 13,68 96,44 81,74 3,30 278
Método 5 Varianza 94,48 163,03 936,34 1705518 135 19,20 200291 491,12 1,45 0,97
Rango 2467 13,68 39,95 114,12 2,46 7,76 49,20 26,26 1,77 1,00
Media 138,84 18,35 47,06 16529 529 1486 10290 8052 3,58 257
Método 6 Varianza 97,15 258,49 1160,82 21132,91 1,47 19,35 2210,81 553,16 1,32 0,99
Rango 30,79 26,63 68,16 26166 228 784 8287 34,16 2,21 1,36

partida. El test de comparaciéon de Wilcoxon (Tabla 7) no revelé diferencias
significativas para medias y varianzas en ningtiin método; sin embargo, el coeficiente de
retencion de los intervalos de variacién fue notablemente inferior en los métodos de
seleccidn al azar (métodos uno y tres), que alcanzé sélo el 34 y 23% respectivamente, y
resulté maximo en el método seis (87%). El resto de métodos mantuvieron coeficientes

de retencion aceptables.

En la Figura 4a se puede observar las distribuciones de los intervalos de variacion
para cada método. Como era de esperar, ninguna de las colecciones extraidas llega al
100% de retencién, y se puede observar una mayor efectividad de los métodos

multivariantes, en general, en la conservacioén de los intervalos de variacién. La Figura
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4b muestra las varianzas medias expresadas como porcentaje de las varianzas de la
coleccién total. Los métodos dos y seis son los que presentan varianzas medias relativas
mds altas.

Los métodos de seleccién al azar se mantienen en porcentajes cercanos al 100% y
con intervalos de confianza cortos. En general, y de acuerdo con la bibliografia, se
observaron mayores varianzas medias en los procedimientos multivariantes.
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L. perenne. Izquierda (4a): rangos medios para las 10 variables agronémicas, expresados
como % del rango de la coleccién total. Derecha (4b): varianzas medias para las 10
variables agronémicas, expresados como % de la varianza de la coleccion total. Las barras
de error representan intervalos de confianza al 95%.

L. perenne. Left (4a): mean ranges for the 10 agronomic traits, expressed as % of the range of
the total collection. Right (4b): mean variances for the 10 agronomic traits, expressed as % of

the variance of the total collection. The error bars represent confidence intervals of 95%

Raigras italiano

El ANOVA mostré diferencias significativas en todas las variables. El test de
Kruskal-Wallis también fue significativo para las dos variables cualitativas (Tabla 4). El
ACP sobre la coleccion total explicé un 82% de la varianza con tres componentes
extraidas (Figura 5b). La Tabla 5 muestra las correlaciones entre las variables
agrondmicas y las tres componentes extraidas en el ACP. El Factor 1 se relaciona con
casi todas las variables de espigado y de crecimiento tardio (fes,cre, crv, ain y alp). El
Factor 2 correlaciona con las variables de forma de la hoja (ahb y lhb) y el crecimiento

de primavera (crp). El Factor 3 se relaciona con las variables cualitativas (enf'y hcr). La
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clasificacién ascendente jerarquica basada en las componentes principales establecio

seis grupos de accesiones, explicando un 71% de la varianza (Figura 5a).

TABLA 4
Cuadrados medios del analisis de varianza y test de Kruskal-Wallis para variables
cualitativas en L. multiflorum. FV: fuente de variacion; GL: grados de libertad; Blq:
bloque; Pobl: poblacién; X2: valor del test chi-cuadrado; fes: fecha espigado; crp, cre, crv:
crecimientos en primavera, en espigado y en verano; alp: altura de la planta; enf:
tolerancia a enfermedades; lhb y ahb: longitud y anchura de la hoja bandera; her: habito
de crecimiento; ain: n® inflorescencias; *: significativo al nivel 0,05; **: significativo
al nivel 0,01.

Mean squares of the analysis of variance and test of Kruskal-Wallis for qualitative variables in
L. multiflorum; FV: source of variation; GL: degrees of freedom; Blq: Block; Pobl: accession;
X2: chi-squared value. fes: heading date; crp, cre, crv: growths in spring, in heading and in
summer; alp: height of the plant; enf: tolerance to diseases; lhb and ahb: length and
width of the flag leaf; hcr: habit of growth; ain: number of inflorescences; *: significant at 0.05

level; **: significant at 0.01 level.

FV Afo Blq(Ao) Pobl Pobl*Ano
GL 1 1 41 41
Cuantitativas
fes 23782,3293** 356,09* 16997,09* 196,95™
crp 525563,42** 8180,29* 2221,12* 2235,73*
cre 521771,63*" 33622,75** 45749,33** 8121,89**
crv 6407,05** 6455,94** 10797,09** 1094,72**
ahb 335,61** 14,13* 25,04** 6,61**
ihb 3372,89* 12,09 423,17 81,73*
ain 237,50 135087,84** 8923 54* 4935,28
alp 3236,90™ 68,12 18094,45* 1933,08**
Cualitativas x?
enf 185,12**

her 194,26
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FIGURA 5

Encima (5a): diagrama de clasificacién ascendente jerarquica en 42 accesiones de

L. multiflorum utilizando el método de Ward basado en las tres primeras componentes del
ACP. Debajo (5b): representacién factorial de la clasificacién ascendente jerarquica de las
tres primeras componentes. Los simbolos representan los conglomerados del
analisis claster.

Above (5a): diagram of hierarchical cluster analysis in 42 accessions of L. multiflorum, using
the Ward aggregation method. Below (5b): factorial representation of the hierarchical

classification of the first three components. Symbols represent the clusters.
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TABLA 5
Correlaciones entre las variables agronémicas y las componentes extraidas del analisis de
componentes principales en L. multiflorum. Para descripcion de variables ver Tabla 4; %
var. acum.: % de varianza acumulada; *: significativo al nivel 0,05; **: significativo
al nivel 0,01.
Correlations between agronomic traits and the components extracted in the principal
component analysis in L. multiflorum. See Table 4 for a description of variables. % var. acum.:

% of cumulative variance; *: significant at 0.05 level. **: significant at 0.01 level.

Variable Componente del ACP
FACTOR1 FACTOR2 FACTOR3

fes 0,96(**) 0,02 -0.06 '
crp 0,36(*) 0,76(**) 0.09
cre 0.87(**) 0,37(*) 0,19
crv 0,87(*) 0,27 0.21
ahb 0,20 0,82(**) 0,13
lhb 0,77(*) 0,47(*) 0,22
ain 0,77(*%) 0,32(") -0,01
alp 0,84(**) 0,32(*) 0.12
enf 0,54(**) 0,16 0,63(*)
her -0,07 0,35(*) 0,87(**)
Autovalor 5,95 1,31 0,93
% Var. acum. 59,55 72,63 81,94

En la Tabla 6 se muestran las medias y varianzas para cada método. De nuevo los
métodos basados en diversidad (métodos dos y cinco) y el método seis, seleccionan
colecciones con varianzas medias mds altas que las de la coleccién total. En general,
también se observa una mayor eficacia de los métodos multivariantes en la conservacién
de los intervalos de variacién (Figura 6a). Los métodos de seleccion al azar obtuvieron
los coeficientes mas bajos de retencidn (45 y 26%, respectivamente), mientras que el
método mds conservativo volvié a ser el método seis (93%). En cuanto a las varianzas,
los métodos basados en diversidad (métodos dos y cinco) y el método seis son los que
mds incrementaron las varianzas en las colecciones nucleares creadas (Figura 6b). El test
de Wilcoxon (Tabla 7) no mostrd diferencias significativas en ninguna comparacion.
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de muestreo, coleccion base, y para el testigo ‘Vitesse’ en L. multiflorum. En negrita se

TABLA 6

Medias, varianzas e intervalos de variacion de las variables estudiadas para cada método

resaltan aquellas varianzas superiores a las de la coleccion total. Para descripcién de

variables ver Tabla 4.

Means, variances and ranges of the traits studied for each sampling method, base collection,

and the control ‘Vitesse’ in L. multiflorum. In bold letter are marked the variances that have

been bigger than in the total collection. See Tuble 4 for a description of variables

VARIABLE AGRONOMICA
fes crp cre crv ahb Ihb ain alp enf hcr
Vitesse  Media 13232 1998 11947  33.97 10.10 2527  72.36 108.11 3.19 3.91
Varianza  63.80 1213.87 8858.65 686.93 1.25 2246 2607.50 17320 128 1.02
 Media 112,38 19,30  67.15 17,68 7,97 1721 71,91 8437 331 302
C°:‘;‘;:,'°" Varianza 7589 864,76 295640 382,83 256 23,64 216128 35157 128 125
Rango 1360 44,81 161,95 60,69 12,30 28,08 128,22 120,80 4,39 4,18
Media 11212 17,94 66,01 17,07 7.85 1693 7249 8328 332 296
Método 1 Varianza 7340 847,99 292309 366,83 2,55 23,64 216390 34552 1,28 1,25
Rango 3820 1896 67,04 3205 1,84 623 3536 4240 097 0,94
Media 9907 2135 5174 937 811 16,32 7007 7122 320 295
Método 2 Varianza 99,51 957,21 2161,65 28390 4,17 38,99 275057 456,18 1,35 173
Rango 5955 16,80 64,42 3506 242 758 2807 37,13 049 076
Media 11461 1875 6362 1513 7,04 17,03 71,56 84,76 3,18 2,79
Método 3 Varianza 68,73 826,67 266380 30046 244 22,30 218588 349,82 123 1,29
Rango 16,65 12,64 3352 1495 147 503 1963 2341 068 051
Media 11524 21,19 6571 1425 7,90 1655 7051 87.12 316 281
Método 4 Varianza 70,98 1036,02 265843 311,84 2,64 2125 221351 377,90 1,38 1,52
Rango 50,85 19,98 68,19 3514 200 6,62 2245 4988 148 122
Media 11430 1949 6370 1544 816 1743 7479 8224 310 273
Método 5 Varianza 100,94 75256 2877.00 449,71 3,49 33,93 2987,40 543,80 1,26 1,66
Rango 46,10 20,05 64,32 3642 165 532 2406 4637 124 113
Media 12098  22.66 87,82 2578 819 18,93 7344 89,93 332 298
Método 6 Varianza 58,26 1316,66 6068,50 75423 2,99 21,54 244629 374,88 115 1,11
Rango 6227 37,70 14296 60,69 548 1627 9058 6542 168 2,11
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FIGURA 6
L. multiflorum. Izquierda (6a): rangos medios para las 10 variables agronémicas,
expresados como % del rango de la coleccién total. Derecha (6b): varianzas medias para
las 10 variables agronomicas, expresados como % de la varianza de la coleccion total. Las
barras de error representan intervalos de confianza al 95%.
L. multiflorum. Left (6a): mean ranges for the 10 agronomic traits, expressed as % of the range
of the total collection. Right (6b): mean variances for the 10 agronomic traits, expressed as % of

the variance of the total collection. The error bars represent confidence intervals of 95%.
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DISCUSION

Segiin Brown (1989b), la diversidad de las colecciones de germoplasma no estd
distribuida al azar y dicha diversidad presenta una estructura que puede ser representada
por un modelo jerdrquico (Hamon et al., 1994). Por tanto, los métodos de seleccién
aleatoria no parecen ser adecuados cuando se conocen datos cuantitativos de la coleccién
de partida, aunque si pueden utilizarse cuando no se dispone de datos de
evaluacién/caracterizacién. La mayor efectividad de los métodos multivariantes en la
caracterizacién de colecciones de germoplasma de raigrds inglés también ha sido
observada por Casler (1995) y por Balfourier et al. (1998). En nuestro caso, aunque las
comparaciones de medias y varianzas no hayan sido significativas para ningin método
de muestreo, parece obvio descartar los métodos de seleccion al azar por los bajos
coeficientes de retencién observados en los intervalos de variacién. Las retenciones
observadas en los intervalos son, por término medio, inferiores a las observadas por
Malosetti et al. (2000) en un estudio de cebada, debido probablemente al menor tamafio
relativo de las colecciones nucleares frente a las colecciones de partida (en nuestro caso
un 12% y un 14%, frente a un 19,5% seleccionado sobre la coleccién de cebada). En
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ambas especies el mdximo porcentaje de retencién en los intervalos de variacién se
produce en el método seis (87% y 93%, respectivamente para raigrds inglés e italiano,
Tabla 7). Segun Van Hintum et al. (2000) la mayor conservacion de los intervalos por
esta estrategia es debida a la seleccién de entradas que presentan valores cercanos a los
extremos en alguno de los caracteres considerados. Esta estrategia ha sido utilizada en el
desarrollo de colecciones nucleares de Vigna radiata L. (Bisht et al., 1998), de cafia de
azdcar (Balakrishnan et al., 2000), de sorgo (Grenier et al., 2000a, 2000b), de café
(Hamon et al., 1995, 1998), de Abelmoschus esculentus L. (Mahajan et al., 1996), y de
guisante (Singh et al., 1991).

TABLA 7
Test de Wilcoxon y porcentajes de retenciéon para los métodos comparados. P:
probabilidad; SIG: significacién; ns: no significativo.
Wilcoxon test and retention percentages for the compared methods. P: probability; SIG:

significance; ns: not significant.

L. perenne L. multiflorum
METODO COMPARACION P SIG. P SIG.

Medias 08205 s 0,7942 ns

1 Varianzas 1,0000 ns 0,9109 ns
% retencién 34,69% 45,62%
Medias 1,0000 ns 0,7375 ns

2 Varianzas 0,7913 ns 0,7942 ns
% retencion 51,71% 45,96%
Medias 0,9698 ns 0,7942 ns

3 Varianzas 0,9698 ns 0,7942 ns
% retencion 23,29% 26,51%
Medias 0,9698 ns 0,8521 ns

4 Varianzas 0,9698 ns 0,9702 ns
% retencion 60,78% 52,03%
Medias 07913 ns 09702 ns

5 Varianzas 0,9097 ns 0,7375 ns
% retencion 62,58% 48,20%
Medias 0,9097 ns 0,5774 ns

6 Varianzas 0,7913 ns 1,0000 ns
% retencion 87,31% 93,00%

En la Figura 7 se pueden observar las curvas de distribucién de frecuencias en las
poblaciones seleccionadas por los métodos deterministicos para algunas variables. En
general, se observa un mejor ajuste de las curvas en la coleccién de raigrés inglés que en
la de raigras italiano. El motivo parece ser la existencia en raigrds italiano de una clara
distincién de la coleccién de partida en dos grupos de precocidad: un grupo precoz,
caracterizado por altas producciones concentradas en fechas tempranas (cluster /, 4y 6
de la Figura 5), y un grupo tardio, con producciones concentradas en fechas mas tardias
(clister 2, 3y 5). La fecha de espigado es crucial en el desarrollo de las plantas e influye
notablemente en los caracteres de espigado medidos. La curva que mejor se ajusta a la
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FIGURA 7

Distribucién de frecuencias de las colecciones totales y las colecciones nucleares
seleccionadas por los métodos deterministicos para las variables fes, ker, ain y alp. L.p.: L.
perenne; L.m.: L. multiflorum; CT: coleccion total; M2, M4, M5 y M6: métodos 2,4,5y 6

respectivamente.
Distribution of frequencies of the total collections and of the selected core collections by

deterministic methods in the variables fes, hcr, ain and alp. L.p.: L. perenne; L.m.:

L. multiflorum; CT: total collection; M2, M4, M5 and M6: methods 2, 4, 5 and 6 respectively.
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coleccidn total es la del método seis. Tal distincién no se aprecia tan claramente en la
coleccion de raigrés inglés, adoptando todas las curvas una forma similar. Hamon ef al.
(1998) obtuvieron curvas distintas en colecciones nucleo de cuatro cultivos diferentes,
mostrando que la complejidad y la organizacién de las estructuras genéticas en las
colecciones de partida dependen del propio cultivo. Para ambas colecciones
seleccionadas por dicho método, se aprecia una mayor representacién de los valores
cercanos a los extremos y una menor representacion de los valores cercanos a la media,
debido a la presencia de menores redundancias. Grenier et al. (2000a) también
observaron este efecto, concluyendo que dicha esta estrategia no solo permite una mayor
retencién de la diversidad de la coleccién de partida, sino que ademads contribuye a
eliminar redundancias en la coleccién nuclear. Si se representa la contribucién relativa
acumulada de cada accesion a la inercia de la nube de puntos en el ACP (Figura 8), se
observa cémo al aumentar el tamaiio de la coleccién niicleo se obtienen dos patrones
distintos para cada especie. En L. perenne el incremento es gradual y se alcanza el 50%
de la varianza total con un 27% de la coleccidn total, mientras que en L. multiflorum el
incremento es mayor en el origen, alcanzando con sélo un 19% de la coleccién de
partida, la mitad de la inercia de la nube de puntos. En otras palabras, la diversidad de la
coleccidn de L. multiflorum es mayor que en L. perenne. Este hecho se puede comprobar
observando los indices HR calculados para la coleccién total y para cada método
(Tabla 8). La diversidad media calculada en la coleccion de L. multiflorum (2,705), es
mayor que en L. perenne (2,527). El método cuatro es el que menos diversidad relativa
retiene en ambas colecciones (95 y 96%), seguido de los métodos de seleccion al azar
(96 y 97% en L. multiflorum, y 97% en L. perenne). Las mejores retenciones se producen
en los métodos dos, cinco y seis. En dichos métodos se alcanzan retenciones superiores
al 100%, (método seis en L. multiflorum y métodos dos y cinco en L. perenne), ello es
debido a la seleccion de entradas con una distribucion de frecuencias menos concentrada
en valores proximos a la media, debido a esto la diversidad relativa es incluso mayor que
en la coleccion de partida. Este hecho, observado por algunos autores (Balfourier et al.,
1998, 1999; Polignano et al., 2001), es debido a una nueva organizacién en las
frecuencias de clase por la eliminacién de las repeticiones producidas por genotipos
semejantes. Segiin Frankel y Brown (1984), la colecciéon nuclear debe conservar la
méxima diversidad con un minimo de redundancias y el menor tamafio posible.
Consecuentemente no debe ser una copia reducida de la coleccidn total, sino contener
una nueva organizacién que disminuya las redundancias (Hamon et al., 1998).
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FIGURA 8

Curva de contribucién relativa (CRi) acumulada de las accesiones a la varianza total de la

nube de puntos en el analisis de componentes principales para L. perenne y L. multiflorum.

Curve of accumulated relative contribution (CRI) of accessions to the total variance of the cloud

of points in the principal component analysis in L. perenne and L. multiflorum.
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TABLA 8
Indices de diversidad de Shannon-Weaver para las colecciones nucleares creadas en cada
método y en la coleccion total.
Shannon-Weaver diversity index in the core collections selected by each method and in the

whole collection.

Lolium multiflorum
METODO |fes crp |cre jerv  |ahb  |thb ain alp lenf Jhcr |MEDIA {HR (%)™ A
CcT 3,081 2,193| 2,234| 2,131| 2,918 2,354| 4,071| 3,604| 2,221 2,240 2,705| 100,00%
M1 2,823{ 2,168| 2,186| 2,050| 2,820| 2,254| 3,939| 3,426| 2,192 2,210 2,607| 96,38%
M2 3,069] 2,206| 2,255| 2,059| 3,082 2,413| 4,141| 3,285| 2,166| 2,287| 2,696 99,69%
M3 2,922) 2168| 2,199] 2,092| 2,827 2,219| 3,928| 3,394| 2,229| 2,240| 2,622 96,94%
M4 2,898{ 2,184| 2,186| 1,946| 2,818| 2,188| 3,758| 3,406| 2,255 2,269 2,591 95,80%
M5 2,9841 2171| 2,212| 2,092| 2,963| 2,237| 4,074| 3.425| 2,202| 2,277 2,664| 98,49%
M6 2,664| 2,239| 2,286| 2,269| 3,293| 2,552| 3,916 3,662 2.214| 2,296 2,739| 101,28%
Lolium perenne
METODO |[fes lerp |cre |eri ahb [thb [ain alp lenf |her |MEDIA |HR (%)
CT 2,2891 2171| 2,109| 2,199 1,997| 3,743| 2,547| 4,133| 2,131 1,947 2,527| 100,00%
M1 2,189| 2142| 2,078| 2,171| 1,919| 3.599| 2,495| 4,030| 2,100| 1,891 2,462 97,43%
M2 2,249( 2 165| 2,166| 2,212| 2,327| 3,913| 2,393| 4,086 2,168 1,979 2,566| 101,56%
M3 2,165( 2,154| 2,088| 2,180| 1,913| 3,601| 2.479| 4,034] 2,100 1,921 2,463| 97,50%
M4 2,259( 2210| 2,003| 2,192| 1,697| 3,442| 2,521 4,128 2,118| 1,867 2444 96,72%
M5 2,015 2135| 2,151| 2,182| 2,214 3.865| 2.444| 4,082 2,209| 2.098] 2,540{ 100,51%
M6 2,420( 2239| 2,223| 2,264| 1,859] 3.478| 2,566| 4,159 2,119 1,896 2,522| 99,83%

La contribucién relativa a la inercia de la nube de puntos se representa en la
Figura 9, individualmente para cada poblacién en orden decreciente. En ambas
colecciones se observa un punto de inflexién en la curva a partir del cual dicha
contribucién relativa comienza a decaer notablemente. Balakrishnan et al. (2000),
utilizaron este punto como referencia para determinar el tamario ideal de una coleccién
nuclear en cafia de azicar. Dicho punto coincide con los tamafios de muestra
seleccionados para ambas colecciones en este trabajo. Finalmente se muestra en la Tabla
9 los valores medios de las variables agrondmicas y lugar de procedencia de las

poblaciones seleccionadas por el método seis.
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FIGURA 9
Contribucién individual relativa (CRi) de cada entrada a la varianza total de la nube de
puntos en el analisis de componentes principales en raigras inglés (9a) y raigras italiano
(9b). El punto de inflexion sefialado delimita las poblaciones seleccionadas para la
coleccién nuclear.
Single contribution of each accession to the total variance of the cloud of points in the principal
component analysis in perennial ryegrass (9a) and Italian ryegrass (9b). The inflexion point

marked defines the selected accessions in the core subset.
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TABLA 9
Valores medios de las variables agronémicas en las poblaciones seleccionadas por el
método seis en L. perenne y L. multiflorum.
Mean values of agronomic traits in selected populations by method six in L. perenne and
L. multiflorum.

Lolium perenne

PROVINCIA POBLACION fes cri crp cre ahb | I|hb ain alp enf | her
ASTURIAS SAN MARTIN 12051| 16.22| 4263 135.06] 658| 18,81| 100,63| 9153] 3.34| 246
GRANADA LAS VIBORAS 132,63| 11,40 29,92| 166.14| 4.70| 14.26] 84,76| 74,14} 363| 1,86
LA CORUNA CARINO 147.82| 23,57| 81.23] 31596 6,11] 13.88| 11523| 84,19} 4.09| 2,57
LA CORUNA BERDOYAS 151,30] 25,39| 56,29] 167.87| 4,30 11.64| 104.78| 74,62] 4.14| 253
LEON BARRIOS DE LUNA | 13249| 456| 13.07] 54.30| 450| 1275 72.74| 65.21| 3.27| 322
LUGO AIREJE 134,18| 13,35| 38,35 156,48| 6.35| 19,48] 92,85| 99,37| 2,55| 2,33
MURCIA LA JUNQUERA 137,.99| 9.80| 2448 77.96| 455 1281 76.48| 6527| 2,38] 2,40
PONTEVEDRA RIBADUMIA 144.79| 29.64| 69,27| 196.86] 536| 16.27| 123.00| 87.71] 4.26| 3.00
PONTEVEDRA SMIGUEL 147,83] 31.19| 68.28] 216,99| 520] 13.84| 15561| 8261} 459 2.72
Lolium multiflorum

PROVINCIA POBLACION fes crp cre crv ahb | lhb ain alp | enf | her
LUGO CASTRO 134,90] 29.65|127,05] 33,88{11.20| 28,08] 71,72]120,80] 3.78] 3,92
OVIEDO GODOS 136.90| 7.11| 50,80 505| 5.72| 14.02| 7202] 64,78| 379] 181
PONTEVEDRA REDONDELA 7463| 7.80] 1899 000| 7.02] 11.81] 37.64] 5538| 2.79] 358
STA. CRUZ TEN. SAUZAL 111.65| 991| 3042| 000| 803| 14.39] 47.71| 77.30| 2.11| 1,91
SANTANDER SOLARES 133.78| 44,81|161,95| 55.03| 8,57| 23.22| 12822|106,42| 3.65| 2,92
SANTANDER HERAS 134,03| 36,65/137,68| 60,69 858| 22,04]| 8333]114.91| 3,78] 374
CONCLUSION

Una coleccién de recursos fitogenéticos suele ser el resultado de eventos histdricos y

decisiones arbitrarias en los programas de recoleccién. La caracterizacién del
germoplasma recolectado, frecuentemente pone de manifiesto la existencia de material
duplicado en las colecciones. En otras ocasiones son los propios objetivos de los
proyectos de mejora los que producen redundancias de determinados genotipos €
infrarrepresentacion de otros. El concepto de coleccién nuclear proporciona un mejor
acceso a las colecciones de germoplasma, no obstante las metodologias empleadas en su
creacion difieren ampliamente, estando actualmente en fase de investigacion y mejora
(Van Hintum, 1999).

A la vista de los resultados obtenidos en este trabajo, el uso de métodos basados en
seleccion al azar aumenta el riesgo de pérdida de genotipos poco representados. Las
estrategias multivariantes producen colecciones nucleares mds efectivas. El método seis
parece ser el mds indicado para la formacién de colecciones nucleares segin la
caracterizacién agromorfolégica realizada en las poblaciones de raigrases del CIAM.
Las razones de ello son: i) el no alterar significativamente los valores medios de las
colecciones de partida e incrementar las varianzas, ii) conservar un porcentaje elevado
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de los intervalos de variacién en las variables estudiadas, iii) preservar la diversidad
genética de ambas colecciones de partida.

La multiplicacién de las entradas seleccionadas en cada coleccién nuclear permitira
la obtencién de una suficiente cantidad de semilla, optimizando el empleo de los
recursos fitogenéticos del CIAM para su uso en mejora.
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COMPARISON AMONG PROCEDURES TO ELABORATE
CORE COLLECTIONS IN PERENNIAL AND ITALIAN
RYEGRASS ACCESSIONS COLLECTED IN SPAIN

SUMMARY

Seventy-four accessions of perennial ryegrass and 42 of Italian ryegrass were
characterised by agronomic traits during a two-year period. The accessions are
conserved into the Germplasm Bank of forage grasses in the Agrarian Research Center
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of Mabegondo (CIAM). The significant variables in the ANOVA were used for a
hierarchical cluster classification using the Ward method. Diverse strategies were
compared to create a core collection in each species. These methods included stratified
and random samplings based on the hierarchical classification, in the Shannon-Weaver
diversity index and in the maximum contribution to the variance in a principal
component analysis. Wilcoxon test did not show significative differences in the means
and variances among cores and total collection. Core collections selected by the strategy
of the highest contribution to the variance in the principal component analysis presented
the best percentage of retention in ranges of variation, and it was considered the most
appropriate method for the maintenance of diversity in the total collections.

Keywords: core collection, Lolium multiflorum, Lolium perenne, genetic resources,
germplasm banks.



