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Resumen

Stipa neesiana es una graminea forrajera invernal perenne de gran valor como recurso fitogenético en Uru-
guay. Para caracterizar la distribucion de la diversidad genética y el sistema reproductivo de esta especie se
utilizé la técnica de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD). Se seleccionaron cinco iniciadores que
generaron 71 bandas de RAPD; se estudiaron 270 plantas de nueve poblaciones y siete progenies. Los
resultados obtenidos muestran un porcentaje de autogamia cercano al 100%. Los parametros heterocigosis
esperada (H) y porcentaje de bandas polimorficas (P), evidenciaron una amplia variabilidad dentro de las
poblaciones. El analisis de la diversidad genética entre las poblaciones estudiadas mediante el estimador del
indice de fijacion de Wright (F.) generd un valor de 0,44, lo que demuestra una significativa diferenciacion
genética entre las poblaciones. No se observd aislamiento por distancia, sin embargo las distancias genéticas
entre poblaciones muestran una estructuracion que se hizo evidente en los agrupamientos obtenidos.
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Summary

Distribution of genetic diversity and reproductive system of Stipa neesiana
Trin. et Rupr.

Stipa neesiana is a cool-season perennial grass valued as an important genetic resource in Uruguay. Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) molecular markers were used in order to characterize the distribution of
genetic diversity and breeding system in this species. Five primers were selected which generated 71 RAPD
bands. Using these primers, 270 individuals from nine populations and seven progenies were studied. Our
results show a selfing rate close to 100%. The parameters expected heterozygosity (H,) and percentage of
polymorphic bands (P), showed that considerable genetic variability can be found within populations. The study
of genetic variability among populations as analyzed by the estimator of Wright's fixation index (F,) yielded a
value of 0.44 which shows that there is significant differentiation among populations. A pattern of isolation by
distance was not observed; however, structuring in the genetic distances among populations can be observed
in the groupings recovered.

Key words: genetic structure, native forage grass, molecular markers, RAPD, genetic resources
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Introduccion

El campo natural es una de las principales rique-
zas del Uruguay. Ocupa el 71% de la superficie (til,
con més de 11 millones de hectareas (DIEA, 2001).
Es el recurso natural renovable que sustenta la pro-
duccién ganadera y una pieza clave para la conser-
vacion de otros recursos como suelo, agua y fauna
(Altesor et al., 2006). Presenta una gran abundancia
de especies (Rosengurtt et al., 1939) y es alli donde
ocurre la mayor diversidad de forrajeras nativas, el
recurso fitogenético mas importante del pais
(Berretta et al., 2007). La diversidad de especies se
explica en parte por las variaciones en las caracte-
risticas de topografia, propiedades fisico quimicas
del suelo (Coughenour, 1991). En particular las dife-
rentes formas de pastoreo de la ganaderia pueden
aumentar la diversidad del campo natural al evitar la
predominancia de especies o disminuir la diversi-
dad al homogeneizar areas muy diversas donde las
especies mas palatables son més afectadas
(Cingolani et al., 2008, Adler et al., 2001, Millot et al.,
1987). Dentro de las forrajeras promisorias,
Rosengurtt (1979) destaca gramineas y legumino-
sas de los géneros Bromus, Paspalum, Stipa, Ades-
mia y Trifolium, entre otras. A la fecha se han realiza-
do estudios de la diversidad genética de unas pocas
especies en Uruguay (Speranza, 2005, Rivas, 2001),
sin embargo hay muchas especies que no han sido
estudiadas (Berretta et al., 2007).

Stipa neesiana Trin. & Rupr. 1842 (syn. Stipa seti-
gera Presl. 1830; Nassella neesiana (Trin. & Rupr.)
Barkworth), 2n = 2x = 28 (Bowden y Senn, 1962) es
una graminea cespitosa perenne invernal del cam-
po natural. Originaria de América del Sur (Longhi-
Wagner y Zanin, 1998) se encuentra en Uruguay en
todo el territorio (Rosengurtt et al. 1970). Se ha re-
portado en Australia y Nueva Zelanda (Clayton et al.,
2006) y en Islas Canarias e Islas Baleares (Wildpret
de la Torre et al., 1999) como invasora. Esta especie
es conocida por su fruto «flechilla» provisto de un
apéndice punzante o callus, que favorece su disemi-
nacion (Izaguirre, 1993). Por ser una de las grami-
neas invernales méas frecuentes de nuestros cam-
pos y por sus buenas caracteristicas productivas
(Rosengurtt, 1979), se constituye en el principal apor-
te invernal a los rodeos de cria (Berreta et al.,1990).
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Su calidad y persistencia mejoran con cortes alivia-
dos (Lacuague y Duran, 1989; Boggiano, 1990) asi
como pastoreos controlados y la fertilizacién nitro-
genada pueden aumentar su macollaje y oferta fo-
rrajera (Garcia et al., 2005). Esta especie resulta muy
(til ademas en la regeneracion de praderas natura-
les y para repoblar zonas erosionadas por su capaci-
dad colonizadora (Burkart ,1969; Rosengurtt, 1946).
El sistema reproductivo se considera como auté-
gamo en base a observaciones morfoldgicas reali-
zadas en esta especie, que ha sido descripta como
cleistdgama con espiguillas cleistégenas (Connor
1979, Rosengurtt et al., 1970, Rosengurtt, 1946). Si
bien estas observaciones permiten considerar que
la especie se reproduce principalmente por autoga-
mia, no se han llevado a cabo estudios del sistema
reproductivo efectivo de la especie. La proporcion
de fecundacion cruzada que presenta una especie
en condiciones naturales, puede ser determinada a
través del analisis de los genotipos de familias de
medios hermanos con marcadores genéticos codo-
minantes o dominantes, con o sin control parental
(Frankel y Galun, 1977, Ritland y Jain, 1981).

Respecto a la diversidad de Stipa neesiana,
Arechavaleta (1894-97) y Burkart (1969) describen
en conjunto cinco variedades para la especie en base
a caracteres como volumen y pilosidad de nudos,
angulo de entrenudos, forma y pilosidad de hojas,
tamano y superficie de antecio y longitud de corona
y aristas. Rosengurtt et al. (1970) mencionan para
Uruguay las variedades neesiana y longiaristata.
Arechavaleta (1894-97) basa esta diferenciacion en
la ausencia de pelos tanto en nudos como en hojas
y en las dimensiones de las espiguillas y sus aristas
(«espiguillas grandes con aristas larguisimas»),
mientras que Rosengurtt et al. (1970) definen esta
variedad como aquellos ejemplares de la especie
que poseen lemmas de base lisa y brillosa, sin hacer
referencia al tamafo de la espiguilla ni al largo de
sus aristas.

Las poblaciones naturales suelen mostrar dife-
rencias en las frecuencias de alelos y genotipos de
una regién geografica a otra. Esas estructuras geo-
gréficas en subpoblaciones pueden tener profundos
efectos en la evolucidn de las especies (Hartl y Clark,
1997). Las diferenciaciones genéticas entre las po-
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blaciones estan afectadas por los sistemas repro-
ductivos. En las autégamas la autopolinizacién au-
menta los niveles de homocigosis y también incre-
menta la diversidad entre poblaciones (Hamrick y
Godt,, 1990). El conocimiento de estas caracteristi-
cas de diversidad y estructura genética son claves
para la valoracion de las especies nativas como re-
curso fitogenético, y para desarrollar estrategias 6p-
timas de muestreo, conservacion y mejoramiento
(Frankel et al., 1995).

A nivel morfoldgico, Rosengurtt et al. (1970) ha-
cen referencia a una cierta zonificacion en la distri-
bucion geografica de la variedad longiaristata. Por
otra parte, Symonds y Villagran (1988), buscando
descriptores morfolégicos adecuados para la espe-
cie analizaron 34 variables. Estos autores encontra-
ron que las diferencias entre poblaciones fueron
mayores que dentro de poblaciones para todos los
descriptores analizados, aunque el nimero de indi-
viduos estudiados por poblacion fue bajo (10). Sélo
se consideraron con mayor poder de discriminacion
ocho descriptores, de los cuales las variables: fecha de
emergencia, largo y ancho de hoja, largo de panoja y
ancho de fruto se correlacionaron con la distribucion
geografica encontrandose fechas de emergencia mas
tempranas y dimensiones de fruto y hoja mayores en las
poblaciones del norte del pais respecto a los de pobla-
ciones del sur. A pesar de esto, la informacion es frag-
mentaria y no existen resultados concluyentes.

Para disefiar adecuadamente estrategias de con-
servacion y uso con resultados exitosos, es impres-
cindible conocer previamente la magnitud y distribu-
cion de la variabilidad genética de las especies a
estudiar (Ramanatha Rao y Hodgkin, 2002). La infor-
macion publicada indica que S. neesiana presenta
mecanismos morfoldgicos que favorecen la autoga-
mia y por lo tanto se espera que una proporcion con-
siderable de la variabilidad genética se encuentre
distribuida entre poblaciones. El objetivo del presen-
te trabajo es determinar el sistema reproductivo y
cuantificar la variabilidad genética que existe entre y
dentro de las poblaciones naturales de S. neesiana
utilizando marcadores moleculares. Teniendo en
cuenta lo fragmentario de la informacién y las incon-
sistencias entre los distintos autores, se tomara la
especie como un todo.

Materiales y métodos

Colecta y extraccion de ADN

Para el estudio de diversidad se trabajo con dos
poblaciones colectadas en el campo y siete regene-
radas a partir de semillas conservadas en el Banco
de Germoplasma de la Facultad de Agronomia. Las
poblaciones colectadas (1 y 2) se encuentran en dos
predios del departamento de Soriano, distantes en-
tre si 20 km. Se seleccionaron muestras de hojas de
30 plantas individuales por sitio. Las muestras fue-
ron secadas y almacenadas en bolsas plasticas con
gel de silice para su traslado y conservacion. Las
poblaciones regeneradas (3 a 9) se escogieron por
ser representativas de sitios diferentes y alejados
entre si dentro del Uruguay (Figura 1). Se regenera-
ron en invernaculo 30 individuos por poblacidn, las
plantulas se transplantaron al jardin de la Facultad
de Agronomia y de cada planta regenerada se co-
lectdé una hoja para la extraccion de ADN. Para el
estudio del sistema reproductivo se cosecharon se-
millas producidas en condiciones naturales por cin-
co individuos en su poblacién de origen (Paoblacién
2). Las semillas fueron cosechadas en el mismo mo-
mento en que se muestrearon las plantas madres en
el campo por lo que cada muestra consistié en la
semilla presente en ese momento en cada indivi-
duo. La muestra se complement6 con semillas de
dos individuos pertenecientes a diferentes poblacio-
nes regeneradas; en este caso las plantas madres
estaban instaladas en una misma parcela junto con
toda la coleccidn de poblaciones regeneradas. Toda la
semilla obtenida se utilizé para confeccionar germina-
dores y las plantulas resultantes fueron conservadas en
invernaculo. Se analiz6 un total de 71 individuos para
las siete progenies ademas de las siete plantas ma-
dres. El nimero de individuos recuperados por proge-
nie vario entre tres y veinte. La extraccion del ADN se
realizo en el Laboratorio de Genética de la Facultad de
Agronomia siguiendo un protocolo estandar CTAB-Clo-
roformo: Alcohol isoamilico (Doyle y Doyle, 1987). El
ADN extraido fue cuantificado en un NanoDrop «Ther-
mo Scientific 1000» mediante el andlisis directo de un
micro-volumen de muestra sin diluir, obteniendo la con-
centracion de ADN en ng/uLy el valor del cociente entre
la absorbancia a 260 y 280 nm.
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Figura 1. Ubicacion de las poblaciones estudiadas.
1y 2 corresponden a las colectas en Soriano. 3 a9
corresponden a las ubicaciones de las accesiones
del Banco de Germoplasma de la Facultad de Agro-
nomia.

Para la amplificacion de ADN con iniciadores de
RAPD (Williams et al. 1990) se utilizd una mezcla de
reaccion de 20 ul conteniendo alrededor de 120 ng de
ADN con un cociente de absorbancia a 260/280 nm de
aproximadamente 1,8. La mezcla de reaccion consis-
tio en concentraciones finales de 1,8 mM de MgCl,,
0,14 mM de dNTPs, 0,36 uM de iniciador, en el tam-
pén provisto por el fabricante conteniendo 0,8 U de
Tag ADN polimerasa. La amplificacion se llevo a
cabo en un termociclador «Thermo PX2» con las
siguientes condiciones: una pre-desnaturalizacion
de 5 min a 94 °C, seguida de 40 ciclos de 94 °C por
30s (desnaturalizacion), 35 °C por 30s (hibridacion),
72 °C por 2 min (extension) y 5 min a 72 °C de exten-
sion final. Los productos de amplificacion fueron
separados por electroforesis en geles de agarosa al
1,8% con tampon TBE 1X a 5 V/cm durante tres ho-
ras. Los geles se tifieron con bromuro de etidio
(0,5 mg/mL), se visualizaron bajo luz ultravioleta y
fueron fotografiados digitalmente para su andlisis
posterior.

Previo al andlisis de las poblaciones se evaluaron
doce iniciadores de la serie Operon Technologies,
(Alameda, Estados Unidos) con 20 individuos de cin-
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co poblaciones. Los iniciadores fueron elegidos se-
gun el nimero de bandas amplificadas, namero y
porcentaje de bandas polimérficas (P). Para los cin-
co iniciadores seleccionados, se realiz un ensayo
de reproducibilidad con los mismos once individuos.

Las imagenes obtenidas fueron convertidas en
matrices de presencia/ausencia con la ayuda del
programa de analisis de imagenes Cross-Checker V
2.91 (Buntjer 2000) utilizando el criterio de que las
bandas tefiidas con similar intensidad en repetidas
reacciones son las mas predecibles (Heun y Helen-
tjaris 1994). Para ello se establecid un umbral relati-
vo en la intensidad de las bandas que se considera-
ron para confeccionar la matriz. Este se establecio
en base a los valores minimos que presentaron las
bandas que resultaron consistentes entre diferentes
reacciones del mismo individuo con un mismo ini-
ciador.

Andlisis de datos

El andlisis de reproducibilidad se realizé asignan-
do valores de 1 para las bandas consistentes y de 0
para las inconsistentes en sucesivas repeticiones del
mismo individuo con el mismo iniciador en distintas
reacciones. El promedio obtenido para el total de
individuos evaluados por iniciador refleja por lo tanto
la proporcidn de bandas consideradas reproduci-
bles con cada iniciador.

El nivel de autofecundacion se estimo calculan-
do la tasa de alogamia para miltiples loci (t,) con el
método de maxima verosimilitud implementado en el
programa MLTR 3.2 (Ritland, 2002). Para evaluar el
error estandar se tomaron 1000 muestras bootstrap.

La diversidad genética de las poblaciones se es-
timé con el nimero de loci polimorficos (P) como
indice de riqueza genética y la heterocigosis espera-
da (H,) como indice de diversidad. La H, se estima
bajo el supuesto de equilibrio utilizando la frecuen-
cia de las ausencias para cada locus como la fre-
cuencia del genotipo homocigoto recesivo, mien-
tras que bajo el supuesto de homocigosis total la
frecuencia de los fenotipos presencia y ausencia son
iguales a las frecuencias de los alelos correspon-
dientes. Las evaluaciones se realizaron bajo ambos
supuestos con el programa GenAlEx 6.0 (Peakall y
Smouse 2006). Para estudiar la relacion entre po-
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blaciones se estimé el indice de diversidad genética
de Nei (h), (Nei, 1972) y se construyeron dendrogra-
mas usando el algoritmo UPGMA, basados en una
matriz de distancias de Nei tanto asumiendo equili-
brio Hardy-Weinberg como homocigosis completa.
Las matrices de distancia y los dendrogramas fue-
ron obtenidas con el programa POPGENE 1.32 (Yeh
y Boyle, 1997).

Con el fin de poder conocer la estructura de la
diversidad genética entre y dentro de poblaciones se
realiz un Andlisis Molecular de Varianza (AMOVA)
para obtener un estimador del indice de fijacion de
Wright (1951), F; (F,). Mediante la prueba de Man-
tel (Mantel, 1967) se evalud la hipotesis de aisla-
miento por distancia como modelo de estructura de
poblaciones. Para ello se us6 una matriz de distan-
cias geogréficas en base a las coordenadas deci-
males de latitud y longitud de cada sitio de colecta y
una matriz de distancias de Nei. Con fines explorato-
rios, ademas, se realizd un Analisis de Coordenadas
Principales (ACoP) por poblaciones y por individuos.
Para estas estimaciones se utilizo el programa
GenAlEx 6.0 (Peakall y Smouse, 2006).

Resultados

Los 12 iniciadores evaluados presentaron entre
cinco y 20 bandas amplificadas y de tres_a 10 ban-
das polimérficas. Los cinco iniciadores selecciona-
dos (OPA-11, OPB-06, OPD-03, OPF-06 y OPV-14)
mostraron una reproducibilidad de entre 60 y 80 por
ciento con un promedio de 13 bandas polimorficas
por iniciador (Cuadro 1).

En el estudio de las nueve poblaciones, estos ini-
ciadores amplificaron 71 bandas analizables totales
de un tamafio molecular estimado de entre 1933 y

Cuadro 1. Reproducibilidad y niamero de bandas de
los iniciadores seleccionados.

Cebador Secuencia %Rep. BP
OPA-11 5'CAATCGCCGT 3 60 13
OPB-06 5TGCTCTGCCC 3 63 16
OPD-03 5 GTCGCCGTCA 3 75 15
OPF-06 5 GGGAATTCGG 3 60 13
OPV-14 5'AGATCCCGCC 3’ 80 14

(%Rep.) Porcentaje de Repetibilidad; (BP) Nimero de bandas
polimérficas.

311 pb. En general y tomando en consideracion dis-
torsiones en la forma del frente de la corrida electro-
forética, se consideré que fragmentos con diferen-
cias de hasta un 3% en el tamafio estimado por el
programa Cross Checker en diferentes geles podian
corresponder a un mismo locus.

No se observd ninguna variabilidad consistente
dentro de las progenies analizadas mientras que
cada progenie produjo un patrén de bandas clara-
mente diferente (Figura 2). El resultado del analisis
de estos datos arrojo valores de t_de 0,001 con un
error estandar menor a 0,0001 tanto para las proge-
nies colectadas en el campo como para las proge-
nies obtenidas de la poblacion con individuos rege-
nerados de poblaciones diferentes.

Familia 34.8 Familia 3.3 Familia 7.3
P 1234567 S8M[P123[P1 23435

Dl § T —

Figura 2. Patrones de bandas de RAPD obtenidos
con el iniciador OPV14 para individuos de tres fami-
lias constituidas por una planta madre (P) y la pro-
genie obtenida de la semilla producida en condi-
ciones de libre polinizacion. El carril correspondien-
te al marcador de peso molecular se indica con M.

Un resumen de la diversidad dentro de las pobla-
ciones estudiadas se presenta en el Cuadro 2. Los
valores de P maximo y minimo variaron entre 46 y
18% respectivamente con una media de 34%. El
indice H_ para las distintas poblaciones vario entre
0,180 y 0,052 con una media de 0,129 bajo el su-
puesto de equilibrio y entre 0,187 y 0,073 con una
media de 0,130 bajo el supuesto de homocigosis.
Estos valores muestran un amplio rango de varia-
cion entre las poblaciones estudiadas donde la po-
blacioén 6 present6 la minima diversidad y la pobla-
cion 4 la maxima bajo ambos supuestos.
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Cuadro 2. Datos de pasaporte de las poblaciones de Stipa neesiana estudiadas y estimacion de la diversidad

genética intrapoblacional.

Localidad Depto Afio  Lat. Long. N He1 He2 BP P

A° Las Asperezas Soriano 2005 S33.52435 W57.60397 30 0,159 0,123 27 38,0%
A° del Perdido Soriano 2005  S33.50590 W57.38617 30 0,146 0,165 29 = 40,9%
R.13;A°Z. Honda  Rocha 1986  S34.05185 W54.07912 30 0,095 0,124 23  32,4%
R.3K. 424 Paysandd 1980 S32.16320 W57.99907 30 0,181 0,187 33  46,5%
R.3; Rio Dayman Paysandd 1979  S31.44815 W57.86624 30 0,154 0,131 26 36,6%
R.26 K 113;Glencoe Paysandd 1979  S31.85663 WH57.00173 30 0,052 0,073 13 18,3%
R. 12 Sierra Carapé  Lavalleja 1979  S34.31451 W54.78506 30 0,119 0,119 19 26,8%
R. 6 Est. EIRincon  Florida 1979  S33.50038 W56.00181 30 0,154 0,139 28  39,4%
R.1K.112 A° Cufré  Colonia 1982  S34.34272 'W57.12679 30 0,106 0,118 20 28,2%
Media 30 0130 0131 24 34,1%
Total 270 69 97,2%

N= nuamero de individuos utilizados para el analisis; H,, = Heterocigosis esperada (en equilibrio H-W), He2 = Heterocigosis esperada(en
Homocigosis), BP= nimero de bandas polimorficas; P= porcentaje de bandas polimérficas.

En el ACoP de los 270 individuos (Figura 3) la
Coordenada 1 explica el 26% de la variacion total y
con la Coordenada 2 ambos ejes acumulan un 45%
de la variacion. El diagrama muestra a la mayoria de
las poblaciones agrupadas aunque los individuos de
algunas poblaciones aparecen distribuidos en méas
de un grupo. En particular, la poblacion 3 se distribu-
ye ampliamente en los dos cuadrantes superiores
aunque predomina en el izquierdo (23 individuos),
mientras que mas concentrada, la poblacion 8 se
distribuye en forma opuesta entre los cuadrantes in-
feriores y predominantemente sobre el derecho (24
individuos). Las poblaciones 1, 9y 4 se encuentran
en su totalidad en un cuadrante diferente cada una.

La poblacién 1 es la predominante junto con la ma-
yor parte de la poblacion 8 en el cuadrante inferior
derecho. La seccion superior derecha relne a las
poblaciones 4; 2y parte de la 3. Las poblaciones 5; 6
y 7 en su mayoria se concentran en el cuadrante
inferior izquierdo.

Existe una diversidad entre poblaciones del 44%
y dentro de las poblaciones del 56% (Cuadro 3). El
valor de ¢, de 0,440 fue altamente significativo
(p<0,001; 1000 permutaciones). En cuanto a las di-
ferencias entre las poblaciones, el Cuadro 4 resume
el indice de la diversidad de Nei (h) y ¢,. Los valores
de h con una media de 0,175 varian entre 0,071 (po-
blaciones 3 y 6) para las mas similares y 0,295 (po-

Coord. (19%)

| Poblaciones ®1 ©2 43 E4 m5 05 47 @R o‘]l

Coord. T (26%)

Figura 3. Analisis Coordenadas Principales para los 270 individuos de S. neesiana analizados con RAPD.
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Cuadro 3. AMOVA para 270 individuos de Stipa neesiana

usando RAPD.

Fuentesde g.del. S.deC. Comp.Var. % Var.
Variacion.

Entre 8 1322,674 5,287 44%
Poblaciones

Dentro de 261 1752,933 6,716 56%
Poblaciones

Total 269 3075,607 12,003

Cuadro 4. Matriz de distancias genéticas entre poblaciones.

Pob1l Pob2 Pob3 Pob4

Pobl X 0,443 0,504 041
Pob2 0,186 X 0,273 0,307
Pob3 0,225 0,105 X 0,308

Pob4 0,182 0,15 0,143 X

Pob5 0,233 0,236 0,154 0,249
Pob6 0,187 0,132 0,071 0,198
Pob7 0,112 0,166 0,126 0,188
Pob8 0,186 0,228 0,159 0,211
Pob9 0,302 0,195 0,126 0,218

Pob5 Pob6 Pob7 Pob8 Pob9
0,57 0,572 0,414 0,471 0,593
0,487 0,408 0,426 0,432 0,44

0,418 0,312 0,392 0,394 0,403
0,462 0,462 0,434 0,4 0,441

X 0,523 0,393 0,469 0,558
0,162 X 0,395 0451 0,439
0,108 0,085 X 0458 0,463
0,204 0,155 0,183 X 0,478

0,254 0,099 0,145 0227 X

Por encima de la diagonal: ¢. (p < 0.001 basadas en 1000 permutaciones); por debajo: h.

blaciones 9 y 1) para las més distantes. Los valores
de ¢, varian entre 0,273 para las poblaciones mas
cercanas (poblaciones 2 y 3) y 0,593 para las pobla-
ciones mas distante (poblaciones 1y 9) con una
media de 0,4395.

En el dendrograma bajo el supuesto de homoci-
gosis total no hay grandes diferencias entre las po-
blaciones; las poblaciones 1y 8 aparecen mas agru-
padas pero distantes entre si y las poblaciones 3, 6 y
7 se mantienen agrupadas (Figura 4A). Con el su-
puesto de Equilibrio de Hardy-Weinberg se encuen-

tra la poblacion 1 mas distante y las poblaciones 3, 6
y 7 agrupadas (Figura 4 B).

Los primeros tres ejes en el ACoP para las nueve
poblaciones explican el 78% de la variacion total
(Figura 5). Existen algunas poblaciones agrupadas
como 3,5,6Yy7,yotras aisladas como 1, 2,4,y 8. La
poblacién 8 estd separada y muy distante del resto.
Las poblaciones 1 y 4 son opuestas y alejadas del
ndcleo. La poblacién 2 también se encuentra aleja-
da del grupo central pero cercana a la 4.

O'ZO'A—A—I 1 0.10.B

0,18¢ 0,09} _|_|

0,16} 0,08}

0,14} 0,07}

0,12} 0,06

0,10} | —‘—|
0,04}

0,08} 0,03}

0,06} 0.02} |——|

0,04 0,01

P5 P4 P9 P7 P6 P3 P2 P8 PI

P5 P8 P4 P9 P7 P6 P3 P2 PI

Figura 4. Agrupamientos basados en h para las nueve poblaciones usando UPGMA. A)
supuesto de homocigosis. B) supuesto de equilibrio de H-W.
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Figura 5. Analisis de Coordenadas Principales de
nueve poblaciones de S. neesiana analizadas me-
diante RAPD.
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Figura 6. Correlograma entre distancia geografica y
distancia genética para todos los individuos de las
nueve poblaciones de S. neesiana.

El resultado obtenido con la prueba de Mantel para
las matrices de distancia genética y geografica mues-
tra que la correlacion entre ambas es practicamente
nula (r = 0,0008; p< 0,001; 1000 permutaciones), con
una importante dispersion r2 = 0,011 (Figura 6).

Discusion

El presente trabajo enmarca el primer esfuerzo
para estudiar la diversidad genética de S. neesiana
con marcadores moleculares. Los valores prome-
dio de reproducibilidad obtenidos son cercanos al
75% logrado en diferentes evaluaciones de reprodu-
cibilidad para RAPD (Jones et al., 1997; Penner et
al., 1993) lo que indica que se obtuvieron condiciones
de confiabilidad esperables para la técnica utilizada.

Agrociencia Uruguay

Sistema reproductivo

En base a los resultados obtenidos, se estima que
el porcentaje de autogamia es cercano al 100%, lo
que es coincidente con las observaciones de Con-
nor (1979) y Rosengurtt (1946) y con los valores de
diversidad (Hamrick y Godt,1990). Si bien en el mues-
treo de progenies presentado en este trabajo no se
detectd ningin evento de fecundacion cruzada, es
posible que exista un bajo porcentaje de alogamia
que genera variabilidad en las poblaciones. La de-
teccion de estos eventos requeriria un muestreo mas
extenso que el se presenta aqui, sin embargo los
resultados obtenidos permiten considerar la espe-
cie como altamente autégama.

Diversidad intrapoblacional

La riqueza genética puede ser determinada me-
diante los parametros de diversidad genética, por-
centaje de bandas polimorficas y heterocigosis es-
perada. El P promedio para las nueve poblaciones
estudiadas fue de 34%. Estos valores fueron inferio-
res a los encontrados con RAPD para otras especies
del género Stipa como S. grandis con valores entre
89% (Shan et al., 2006) y 76% (Zhao et al., 2008), S.
kriyovii 97% (Wang et al., 2006) y otras gramineas tam-
hién alégamas como Poa trivialis 85% (Rajasekar et al.,
2006). Los valores obtenidos para S. neesiana son in-
termedios y congruentes con el rango obtenido por
Hamrick y Godt (1990) para pasturas perennes a
partir de estudios realizados con isoenzimas (28% y
39%) y similares a los valores para otras gramineas
autégamas como Oryza rufipogon 32% (Ge et
al.,1999) con RAPD. El valor de H, promedio de las
poblaciones estudiadas de 0,13 es menor al hallado
con la misma técnica para especies alégamas de
Stipa como S. grandis 0,32 (Zhao et al., 2008), S.
krylovii 0,162 (Wang, 2006) y 0,226 (Han et al., 2003).
Es similar al promedio de 0,12 para ocho especies
autégamas (Schoen y Brown, 1991) y superior al 0,09
obtenido por Hamrick y Godt (1990) para siete espe-
cies autégamas. En base a estos pardmetros, la di-
versidad intrapoblacional en las poblaciones estu-
diadas resulta media a alta para especies con el
mismo sistema reproductivo y forma de dispersion,
lo que debera ser tomado en cuenta al planificar
futuras colecciones de esta especie en Uruguay.
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Diversidad interpoblacional

La comparacion de la diversidad genética entre
las poblaciones estudiadas mediante AMOVA refleja
una significativa diversidad. El valor de ¢, de 0,44
obtenido esta indicando una alta variabilidad entre
las poblaciones de S. neesiana y se considera como
indicador de una importante estructura entre las po-
blaciones (Heywood 1991), asi mismo para Hartl y
Clark (1997) los valores de F, superiores a 0,25 re-
flejan un alto grado de diferenciacion entre pobla-
ciones. En la actualidad esté claramente estableci-
do que la estructura de las poblaciones de plantas
esta definida entre otros factores por el sistema re-
productivo, flujo de genes (la forma de dispersion del
polen, la dispersion y reclutamiento de semillas),
deriva, seleccion y adaptacion (Hamrick y Godt,
1990). En comparacion con gramineas perennes
con diferentes sistemas reproductivos, S. neesiana
presenta una diversidad entre poblaciones superior
a especies alogamas del género como S. krylovii,
con 36% (Wang et al., 2006), de S. grandis con el
25% (Zhao et al., 2008) y 38% para Sesleria albicans
(Reisch, 2003). En un estudio de resultados experi-
mentales de 32 especies autdgamas, los valores de
F variaron de entre 0,026 a 0,78. Con un valor pro-
medio de 0,51 (Hamrick y Godt, 1990). Asimismo es
coincidente la media de h hallada de 0,13 con los
valores encontrados por Schoen y Brown (1991) para
ocho especies autdgamas usando isoenzimas (maxi-
mo 0,294, minimo 0,008 y una media de 0,125). En
el caso de Poa annua, con RAPD, el indice h para 47
poblaciones fue de 0,241 (Mengistu et al., 2000). Los
datos obtenidos estarian indicando no sélo la exis-
tencia de una importante diversidad entre las pobla-
ciones estudiadas sino que los niveles detectados
son tipicos de especies autogamas. En las especies
en que las semillas representan la principal etapa
de traslado, su dispersion es el proceso demogréfi-
co preponderante, de modo que influye en la estruc-
tura genética (Nathan y Muller-Landau, 2000). Ha-
mrick y Godt (1990) en una revision de trabajos de
diversidad con isoenzimas para 52 especies con dis-
persion por zoocoria encontraron valores de G, de
0,25. Por otra parte, Green et al. (2001) para un estu-
dio de diversidad con dos niveles de muestreo (pre-

dio y pais) de Anisantha sterelis, una especie repor-
tada como autdgama, encontraron contrastes en la
diversidad dentro de los sitios de colecta (F, entre
0,41 a 0,11; media 0,31). Una de las explicaciones
propuestas para este fenomeno es un escenario de
aumento de las migraciones de larga distancia de
las semillas debido a los traslados de maquinaria y
de los rastrojos de cosechas para la alimentacion
del ganado. Vittoz y Engler (2007) establecen que
las especies con semillas capaces de adherirse a
los animales mayores como ovejas y vacunos pue-
den dispersarse a grandes distancias, las que se in-
crementan por los fenémenos de trashumacia en
periodos secos.

Gardener et al. (2003) estudiaron los mecanis-
mos de dispersion de S. neesiana concluyendo que
el 25% de los frutos se mantenian en la lana luego
de cinco meses y cerca del 50% se mantenian via-
bles luego de ser digeridas por el ganado; por otra
parte en la dispersion por viento la mayoria de las
semillas quedaron a 1 m de la planta madre. Connor
et al. (1993) y Bourddt y Hurrel (1989) estudiando la
dispersion de S. neesiana en Nueva Zelanda esta-
blecieron que los principales mecanismos son el
traslado del ganado y la maquinaria. Si bien los valo-
res de diversidad obtenidos para S. neesiana son
levemente superiores a los esperables para espe-
cies con estos mecanismos de dispersion, los mues-
treos realizados no permiten asociar el patrén de dis-
tribucion de la diversidad de las poblaciones con los
traslados de animales requeridos para las sucesivas
etapas de cria, recria y engorde. Esto debera ser
considerado en el disefio de futuros trabajos.

Variacion geografica

Los dendrogramas y los analisis de Coordenadas
Principales permiten visualizar un conjunto de po-
blaciones agrupadas aunque diferenciadas entre si
rodeado de un grupo de poblaciones que ocupan
posiciones mas periféricas en el ordenamiento y que
no aparecen agrupadas. Este ordenamiento no pudo
ser asociado con factores geogréficos o ecoldgicos
por lo que no surge ningUn patrén evidente de distri-
bucion espacial de la variabilidad genética interpo-
blacional.
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Para otros modelos de especies herbaceas sufi-
cientemente estudiados en Uruguay, se han encon-
trado diferencias entre las regiones norte y sur en
general tanto utilizando marcadores moleculares
como en el caso de Turnera sidoides (Speranza et
al., 2007) o morfolégicos como en el caso de Petu-
nia axillaris (Ando et al., 1994). Estos patrones son
congruentes con la informacion preliminar disponi-
ble para S. neesiana (Symonds y Villagran, 1988).
Sin embargo en el presente trabajo, la prueba de
Mantel para la escala geogréfica estudiada no mues-
tra un nivel de correlacion significativa entre las dis-
tancias geograficas y genéticas entre poblaciones,
como se esperaria bajo un modelo de aislamiento
por distancia y como sucede con Stipa capillata cu-
yas poblaciones del centro de Europa son relictua-
les con escasa dispersion de polen y semillas
(Hensen et al., 2009). Esto puede suceder en los
casos en que la distribucién de la variabilidad es no
lineal, o casos extremos de patrones de variacion
regulares o alternos (Heywood, 1991). Por otra parte,
si la variacion observada es el resultado de la selec-
cion natural ambientalmente inducida, la similitud
entre poblaciones debera reflejar la similitud entre
ambientes, sera independiente de la distancia geo-
grafica y no se veréa reflejada en la distribucion de
marcadores genéticos neutros (Volis et al., 2001).

Si bien la caracterizacion fenotipica de los mate-
riales no fue el objetivo del presente trabajo, se reali-
zaron observaciones morfolgicas preliminares en
algunos individuos de cada poblacion. Estas obser-
vaciones sugieren que la poblacién 9 podria corres-
ponder a la subespecie longiaristata descrita por
Arechavaleta (1895). Esta poblacion sin embargo no
aparece como genéticamente diferenciada de las
demas. La determinacion de la diferenciacion ge-
nética entre entidades infraespecificas de S. neesia-
na probablemente requiera de una estrategia de
muestreo especificamente disefiada con este pro-
posito.

En conclusion los resultados obtenidos muestran
que Stipa neesiana es una especie autbgama y que
las colecciones disponibles muestran una importan-
te diversidad entre y dentro de poblaciones. Futuras
colectas deberian priorizar la cantidad de sitios dife-
rentes al ser éste el factor que mas influye sobre la
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diversidad, incluyendo la representacion de un alto
ndmero de individuos por poblacién debido a que
algunas poblaciones pueden incluir individuos ge-
néticamente muy diferentes entre si. Se deberian in-
cluir las zonas ausentes, incluso las tradicionalmen-
te consideradas de poco aporte a la diversidad debi-
do a su desarrollo agricola como los departamentos
de Soriano y Colonia, pues nuestros resultados su-
gieren que pueden contener gran diversidad incluso
entre poblaciones cercanas.
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