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ABSTRACT
Melilotus albus is a legume plant naturalized in Argentina with a great potential to be used as a forage resource in restricted environments. Our 

objective was to characterize 10 accessions of M. albus belonging to a collection from INTA and from the FCA-UNL by using molecular markers. 
Five ISSR primers producing 52 bands, 90 % of them polymorphic, were found to be equally informative. Eight SSR loci were amplified generating 
30 alleles, averaging 3.8 alleles per locus, almost all of them highly informative. In numerical analysis, separation among accessions was unclear; 
genotypes congregate in complex intermixed groups. The greatest proportion of the variation was registered within accessions, in accordance with 
the allogamous reproductive nature of the species. Since neutral markers were used, the high variability encountered within accessions could be 
related to gene flow among them and/or  a similar origin of the introduced materials. Results from this study support the fact that ISSR and SSR 
markers provide complementary information and  that they are valuable and effective tools to be used to characterize the available germplasm of 
the species, although other markers such as the functional ones are recommended to better understand the variability in the species and its use in 
breeding programs.

Key words: Melilotus, genetic diversity, microsatellite, forage

RESUMEN
Melilotus albus es una leguminosa naturalizada en Argentina con gran potencial como recurso forrajero para ser utilizado en ambientes 

marginales. El objetivo de este trabajo fue caracterizar 10 introducciones de la colección de INTA y de la FCA-UNL mediante marcadores 
moleculares. Cinco primers ISSR produjeron 52 bandas, 90 % de ellas fueron polimórficas, resultando todos los primers igualmente informativos. Los 
8 loci SSR amplificados generaron 30 alelos, con un promedio de 3,8 alelos por locus, siendo altamente informativos la gran mayoría de ellos. En 
los análisis mediante técnicas numéricas la separación entre grupos no fue clara; los genotipos se congregan en grupos entremezclados. La mayor 
proporción de la variación se observó dentro de las introducciones, correspondiendo con el modo de reproducción alógama de la especie. Por 
tratarse de marcadores moleculares neutrales, la elevada variabilidad común entre introducciones podría explicarse por la existencia de considerable 
flujo génico entre ellas y/o por un origen similar de los materiales introducidos. Los resultados de este estudio demostraron que los marcadores 
moleculares ISSR y SSR brindan información complementaria y son herramientas valiosas y eficaces para caracterizar el germoplasma disponible 
de esta especie, pero se precisa incluir a otros marcadores como los funcionales con el fin de tener una mejor comprensión de la variabilidad 
disponible y su aprovechamiento en programas de mejoramiento genético.
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INTRODUCCIÓN

La producción ganadera en Argentina se ha visto 
progresivamente desplazada en las últimas décadas hacia 
zonas marginales de menor aptitud como ocasión de la 
expansión de cultivos extensivos y los efectos del cambio 
climático (Stritzler et al., 2007; Easdale y Aguiar, 2012). 
Las especies que constituyen la base del sistema forrajero 
tradicional están en general poco adaptadas a las áreas 
marginales, lo que genera la necesidad de utilizar especies 
más tolerantes a estreses bióticos y abióticos como salinidad, 
sequía, etc. Entre los materiales promisorios se destaca 
Melilotus albus Medik., una especie alógama perteneciente a 
la familia de las leguminosas con formas anuales o bienales, 
originaria de Eurasia y naturalizada en Argentina (Clarke, 
1935; Turkington et al., 1978). Entre sus ventajas se citan 
alta producción de biomasa forrajera y semillas, tolerancia 
a temperaturas extremas, rusticidad, calidad y altas tasas de 
fijación de nitrógeno, características por las cuales la forma 
anual es valorada como recurso forrajero en diversos tipos 
de suelo y clima (Bruno et al., 1982; Maddaloni, 1986; 
Evans y Kearney, 2003; Evans et al., 2005; Rogers et al., 
2008; López et al., 2016). Actualmente esta especie está 
incluida en diversos programas de mejoramiento genético, 
pero son escasas las referencias respecto a la diversidad 
genética representada en colecciones de germoplasma en 
Argentina.

La caracterización genotípica de las colecciones de 
germoplasma es de gran utilidad para iniciar programas 
de mejoramiento eficientes basados en la recombinación 
de variabilidad. Los marcadores moleculares de ADN 
son ampliamente utilizados para el análisis de diversidad 
genética en colecciones vegetales (Powell et al., 1996; 
Rallo et al., 2000; Bolaric et al., 2005; Xie et al., 2012). En 
particular para M. albus, estudios previos han utilizado con 
éxito las técnicas de marcadores ISSR (inter simple sequence 
repeats) y SSR (simple sequence repeats) en germoplasma de 
diverso origen (Winton et al., 2007; Aboel-Atta, 2009; Wu 
et al., 2016).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la diversidad 
genética de una colección de germoplasma de M. albus de 
Argentina, con el fin de generar información de utilidad 
para programas de conservación y manejo productivo de la 
variabilidad disponible en la especie.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal
Se analizaron 10 introducciones de Melilotus albus (Tabla 
1), nueve de ellas pertenecientes a una colección de tra-
bajo del INTA, a partir de la cual se inició un programa 
de mejoramiento en la especie, que fuera oportunamente 
facilitada por el Ing. Agr. José Pedro de Battista (INTA 
– EEA Concepción del Uruguay). Esta colección abarca 
tanto introducciones cuya selección y multiplicación ha 
sido realizada de manera controlada (materiales comercia-
les y de semilla identificada), como así también colectas de 
poblaciones naturalizadas luego de más de tres décadas de 
polinización libre y resiembra natural en el ambiente local, 
denominadas ecotipos. La restante introducción aquí anali-
zada corresponde a un material pre-comercial que integra 
el Banco de Germoplasma de la Facultad de Cs. Agrarias 
de la Universidad Nacional del Litoral, cedido por el Dr. 
Juan M. Zabala (ProDoCoVa, UNL).

Se germinaron muestras de semillas de las diferentes 
introducciones en placas de Petri, sobre papel de filtro hu-
medecido con agua destilada y se incubaron en estufa a 
30 °C durante dos semanas. Las plántulas se colocaron en 
macetas hasta el momento de la extracción de ADN. Cada 
introducción estuvo representada por 10 genotipos.

Extracción de ADN
El ADN total fue extraído a partir de 300-500 mg de ho-
jas jóvenes frescas según Doyle y Doyle (1990). La calidad 
y concentración de cada muestra fue verificada por es-
pectrofotometría (Nanodrop, Rad® SmartSpec Plus) y se 
estandarizó la concentración de ADN final en 250 ng/μL 
previo a su almacenamiento a -20 ºC hasta su uso.

Marcadores ISSR
A partir de una evaluación previa de 38 primers ISSR 
en 10 genotipos, en función de los patrones de bandas 
generados y su repetibilidad, se seleccionaron los siguientes 
cinco primers para el análisis completo: UBC809 [(AG)8

G]; 
UBC815 [(CT)

8
G]; UBC836 [(AG)

8
YA]; UBC841 

[(GA)
8
YC] y UBC848 [(CA)

8
RG)]. Las reacciones de 

amplificación se desarrollaron en un termociclador Techne 
TC-312 para un volumen final de 20 μL con las siguientes 
concentraciones: 50 ng de ADN genómico, 2 mM MgCl

2
, 
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0,2 mM de cada dNTP, 0,5 μM de primer y 1U Taq ADN 
polimerasa (Embiotec, Arg.), en 1X buffer de PCR provisto 
con la polimerasa. El programa de amplificación consistió 
de 1,5 min a 94 ºC, seguido de 40 ciclos de 45 s a 94 
ºC, 45 s a la Tm del respectivo primer y 1,5 min a 72 ºC, 
con una extensión final de 5 min a 72 ºC. Los productos 
de amplificación generados fueron separados mediante 
electroforesis horizontal en geles de agarosa 1,2 % en buffer 
1X TAE, durante tres horas a 75 V constantes. En cada 
ensayo se incluyó un estándar de peso molecular (100 bp 
DNA Ladder, Fermentas). Los fragmentos de ADN fueron 
visualizados mediante tinción fluorescente (GelRed, 
Genbiotech) en transiluminador UV y registrados 
mediante fotografía digital para su posterior análisis.

Marcadores SSR
Se analizaron ocho loci SSR descritos por Winton et al. 
(2007) para la especie: MaMS03, MaMS04, MaMS06, 
MaMS08, MaMS10, MaMS12, MaMS13 y MaMS15. Las 
reacciones de amplificación se realizaron en el termoci-
clador antes mencionado, en un volumen final de 20 μL y 
con las siguientes concentraciones: 12,5 ng de ADN genó-
mico, 4 mM MgCl2, 0,15 mM de cada dNTP, 0,2 μM de 
cada primer y 1U de GoTaq DNA polimerasa (PROME-
GA) en 1X buffer de PCR provisto con la polimerasa. El 
programa de amplificación consistió de una primera etapa 
de 11 ciclos de 20 s a 94 ºC, 20 s a 55 °C (decreciendo 0,5 
°C por ciclo) y 35 s a 68 °C; seguida de una segunda etapa 
de 26 ciclos de 20 s a 94 °C, 30 s a 50 °C y 35 s a 68 °C, 

Introducción 

 

Id. Tipo y procedencia del material* Banco de 
Germoplasma

 

Baralbo BA Comercial - Barenbrug-Palaversich INTA 

Guasch GU Comercial – Guasch semillas INTA 

Lazzero LA Semilla identificada – Procedencia campo de productor  INTA 

Laguna Larga LL Ecotipo – Población colectada en centro de Córdoba INTA 

Logroño LO Ecotipo – Población colectada en noroeste de Santa Fe INTA 

La Sarita LS Ecotipo – Población colectada en noreste de Santa Fe INTA 

Peuser PE Semilla identificada – Procedencia campo de productor INTA 

Sampacho SA Ecotipo – Población colectada en sur de Córdoba INTA 

Santiago del Estero SE Ecotipo – Población colectada en centro de Sgo. del Estero INTA 

Esperanza ES Material precomercial – UNL – O. Peman & Asoc. FCA-UNL 

 

Tabla 1. Identificación, tipo y origen de las introducciones de Melilotus albus analizadas. 
 

* Origen de las introducciones conservadas en INTA según López et al. (2016).
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con una extensión final de 15 min a 60 °C. La separación 
de los fragmentos generados se realizó mediante electro-
foresis vertical en geles nativos de poliacrilamida al 6 % 
(19:1 acrilamida: bis-acrilamida) en buffer 1X TBE a 45 W 
constantes. Los patrones de bandas fueron visualizados me-
diante tinción con nitrato de plata (Benbouza et al., 2006) 
y registrados en transiluminador de luz blanca.

Análisis de datos
Los fragmentos ISSR se registraron en una matriz binaria 
como presencia (1) y ausencia (0), mientras que para los 
marcadores SSR se registraron los alelos presentes corres-
pondientes a cada locus, tomando una columna por locus y 
un carácter por alelo. Se estimó para cada ensayo la pro-
porción de bandas polimórficas, el contenido de informa-
ción polimórfica (PIC) (Powell et al., 1996) y el número 
de bandas exclusivas de poblaciones. Para cada primer ISSR 
se determinó también el porcentaje de bandas con fre-
cuencia contrastante (BFC) entre introducciones (bandas 
cuya frecuencia presentó una diferencia mayor a 0,5 entre 
al menos dos introducciones), mientras que para SSR se 
determinó además el número de alelos totales y efecti-
vos para cada locus. La comparación entre poblaciones se 
realizó mediante los parámetros de diversidad genética y 
heterocigosidad insesgada de Nei (He) basada en los mar-
cadores SSR (Nei, 1972), siendo los valores comparados 
estadísticamente mediante la prueba de Friedman.

La proporción de la variación dentro y entre las 
introducciones se determinó por análisis de varianza 
molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992; Peakall et al., 
1995). Dado que las dos técnicas de marcadores moleculares 
empleadas podrían presentar diferencias al estimar la 
similitud, las matrices de distancia obtenidas a partir de 
cada tipo marcador fueron sometidas a un Análisis de 
Coordenadas Principales (ACoP) para determinar, a partir 
de los gráficos de dispersión, posibles configuraciones de la 
variabilidad en cada grupo de datos. Además, se halló una 
configuración común de consenso entre ambos tipos de 
marcadores para armonizar las configuraciones individuales 
a través de un Análisis de Procrustes Generalizado (Gower, 
1975).

El análisis de agrupamiento se llevó a cabo combinan-
do la información generada por ambos tipos de marcado-
res moleculares. Para ello se confeccionó una nueva matriz 
de datos, donde para cada genotipo se registraron a los 
locus ISSR en como presencia (1) y ausencia (0), mientras 
que cada alelo SSR se registró como homocigota (2), he-

terocigota (1) o ausente (0). De este modo, se minimizaron 
las diferencias entre genotipos debidas a falsos negativos 
en el cálculo de la distancia genética a partir de la matriz 
original, la cual es sensible al orden de los dígitos que re-
presentan a cada alelo. Se utilizó el coeficiente de Jaccard, 
estimando la distancia como D= √(1-S), y se construyeron 
los respectivos dendrogramas mediante el algoritmo UPG-
MA (Sneath y Sokal, 1973). Todos los parámetros se calcu-
laron utilizando el software estadístico INFOGEN v2013p 
(Balzarini y Di Rienzo, 2013).

RESULTADOS

Los cinco primers ISSR utilizados generaron en total 52 
fragmentos, 90 % de los cuales resultaron polimórficos. La 
proporción de bandas polimórficas y valor de PIC fueron 
similares entre primers (Tabla 2). Aunque no se registraron 
bandas exclusivas de introducciones, todos los primers pre-
sentaron un porcentaje de BFC superior al 50 %.

Los ocho SSR analizados generaron productos de am-
plificación en todos los genotipos de las 10 introducciones. 
El número de alelos por locus (N

A
) varió entre dos y siete, 

mientras que el número de alelos efectivos (Ae) presentó 
un rango de 1,1 a 4,8. Los valores de PIC fueron simila-
res entre locus SSR, con la excepción de MaMS03, el cual 
presentó menores niveles de polimorfismo y resultó el locus 
menos informativo (Tabla 3). Para las introducciones GU 
y LA se registró un alelo privado para los loci MaMS13 y 
MaMS15 respectivamente, estando los mismos en baja fre-
cuencia, ya que fueron registrados para un único genotipo 
de la correspondiente introducción.

Todas las introducciones analizadas registraron simila-
res proporciones de loci polimórficos en ambos sistemas de 
marcadores, sin presentar diferencias estadísticas significa-
tivas entre las mismas para los valores de heterocigosidad 
insesgada de Nei y diversidad genética (Tabla 4).

En el análisis de varianza molecular (AMOVA) se ob-
servó que la mayor proporción de la variabilidad se en-
contró dentro de las introducciones, tanto para cada tipo 
de marcador como para el conjunto de datos moleculares 
(Tabla 5).

En el ACoP basado en los marcadores ISSR, los dos 
primeros ejes explican el 51,7 % de la variabilidad total 
(Figura 1a). Los genotipos de SE, PE y cuatro de GU se 
agruparon en el cuadrante inferior derecho. El resto de los 
genotipos se presentó en una nube de puntos continua, 
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donde los genotipos de LO, BA y SA se ubicaron en los 
cuadrantes de la izquierda y los de ES y LS al centro del 
gráfico. Para el ACoP basado en los marcadores SSR, los 
dos primeros ejes explican el 42,82 % de la variación (Figu-
ra 1b). Los genotipos mostraron una distribución más laxa 
que la obtenida con los ISSR y no fue posible diferenciar 
ningún nivel de agrupamiento relacionado a las introduc-
ciones. No obstante, en el Análisis de Procrustes Generali-
zado se encontró un 64,8 % de consenso entre ambos tipos 
de marcadores. Esta configuración tampoco conglomeró a 
los genotipos de acuerdo a su origen en grupos definidos 
(datos no presentados), pero por el nivel de consenso se 

considera a ambos tipos de marcadores como informativa-
mente complementarios.

En el análisis de agrupamiento, los genotipos no se 
agruparon por introducción en el dendrograma (Figura 2), 
mientras que las distancias entre genotipos de cada intro-
ducción concuerdan con los resultados del AMOVA. Los 
cuatro grandes grupos indicados en la representación grá-
fica no evidenciaron una diferenciación significativa entre 
sí en base al contraste entre la distancia genética inter e 
intra-grupo, y parecen estar conformados por múltiples in-
troducciones y de procedencias geográficas muy distantes.

Primer 
ISSR 

 

Secuencia 
5´-

 
3´

 

Tm 
(°C)

 

Bandas  
totales

 

 
Bandas 

 

polimórficas  
(%)

 

BFC 
(%)

 

PIC 

UBC809 (AG)8G 42 11 100 64 0,25 

UBC815 (CT)8G 40 10 90 70 0,3 

UBC836 (AG)8YA 44 10 80 60 0,26 

UBC841 (GA)8YC 43 9 100 89 0,3 

UBC848 (CA)8RG 59 12 83,3 83 0,3 

Promedio - 10,4 90,6 73 0,28 

 

Tabla 2. Características de los primers ISSR utilizados e información generada con cada uno de 
ellos para Melilotus albus: proporción de bandas polimórficas, de bandas con frecuencia 
contrastante entre introducciones (BFC) y contenido de información polimórfica (PIC). 
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Locus 
SSR* 

Secuencia de primers 5´- 3´* NA Ae He PIC 

MaMS03 F: TCGTGTTTGTCATGTTTGTT 2 1,06 0,06 0,05 
R: ATACTCCCATGAGACTGTGG 

MaMS04 F: AGAAGAAATCGTCGCTGATA 4 2,02 0,51 0,4 
R: CTCCAGATCATACCGTCAAT 

MaMS06 F: CTAGACCAAATGCTCCTCGAC 3 1,81 0,45 0,36 
R: TTAATAGACCCGGATTCAAA 

MaMS08 F: GATTAAGATTGCACGGATGT 3 1,56 0,36 0,58 
R:CGTTTAAGTCATCAGCATCA 

MaMS10 F: TCTATGCTCCTCTCATTCGT 4 2,8 0,65 0,28 
R: CCACTTCCTCACTTCATCAT 

MaMS12 F: AGTAGGATGTGGCATTGAAG 4 2,81 0,65 0,58 
R: CAAATTTGCAGTCACTTTGA 

MaMS13 F: CCACCTTGAATAATCACCAT 3 2,01 0,51 0,39 
R: GCGCTATAACGTAGCAGAAT 

MaMS15 F: CAACACCACTCTTCACTCAA 7 4,78 0,79 0,76 
R: AATGCGTTTCTACAGTCGTT 

Promedio 3,8 2,35 0,5 0,22 

 

Tabla 3. Características de los SSR analizados e información generada: número de alelos por locus (NA); número 
de alelos efectivos (Ae); heterocigosidad insesgada de Nei (He) y valor de PIC para las introducciones de 
Melilotus albus. 
 

* Locus SSR y secuencia de primers según Winton et al. (2007).
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Introducción 
Loci polimórficos (%) 

 ISSR           SSR 

He 

 

Diversidad 
genética

 

LL 76,1 88 0,39 0,37 

SE 69 75 0,39 0,37 

LA 77,1 88 0,48 0,45 

GU 78,9 88 0,50 0,47 

SA 66,7 100 0,43 0,41 

PE 76,2 100 0,50 0,48 

BA 73,8 100 0,47 0,45 

LO 68,2 100 0,54 0,51 

LS 73,8 88 0,44 0,42 

ES 73,2 100 0,48 0,46 

Promedio 73,3 93 0,46 0,44 

Tabla 4. Análisis comparativo entre introducciones de Melilotus albus para proporción de polimorfismos 
en cada tipo de marcadores moleculares, y los valores de heterocigosidad insesgada de Nei (He) 
y diversidad genética basados en los marcadores SSR. 
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Fuente de 
variación

 

Variabilidad (%)  

ISSR  SSR  Combinación  

Dentro de 
introducciones

 
77,6  91,2  80,9  

Entre 
introducciones

 
22,4  8,8  19,1  

Phi -ST  
  

0,19  

Tabla 5. Análisis de la varianza molecular (AMOVA) entre 
y dentro de las introducciones de Melilotus albus 
analizadas para cada tipo de marcadores y para 
ambos marcadores. 
 

Figura 1. Análisis de Coordenadas Principales para cada tipo de marcadores moleculares empleados 
en el análisis de las introducciones de Melilotus albus. a) Análisis basado en datos de ISSR; b) 
Análisis basado en datos de SSR.

 



Journal of Basic and Applied Genetics
Vol XXVIII (1): 27-40; June 2017 

Article 3 - research

35

Figura 2. Análisis de agrupamiento de las introducciones de Melilotus albus basado en 
las distancias genéticas estimadas utilizando marcadores moleculares ISSR y 
SSR combinados. A la izquierda se indica mediante acrónimo, la introducción 
a la que pertenecen los genotipos de esa sección del dendrogama.
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DISCUSIÓN

El empleo de marcadores moleculares ISSR y SSR resultó 
eficaz para la caracterización de la colección de germoplas-
ma de Melilotus albus analizada. Ambos tipos de marcadores 
moleculares presentaron elevados niveles de polimorfismo 
y considerable cantidad de fragmentos generados por en-
sayo, lo que permitió el análisis genotípico del material 
bajo estudio.

Las proporciones de polimorfismos detectadas mediante 
ISSR en este trabajo fueron superiores a las reportadas en 
otro estudio en especies del mismo género (Aboel-Atta, 
2009), aunque este tipo de diferencias suelen ser relativas a 
la diversidad genética propia de los materiales analizados en 
cada caso y a la elección de los primers. Por ello, al tratarse 
de una colección local sin datos de referencia acerca de 
la variabilidad existente, la prueba preliminar y posterior 
selección de los primers a utilizar en la totalidad del ensayo 
constituye un paso clave para obtener altos niveles de 
polimorfismo. Los primers utilizados resultaron igualmente 
informativos para la caracterización en función de sus valores 
de PIC, si se tiene en cuenta que el valor máximo de dicho 
parámetro para un marcador ISSR es de 0,5 (Henry, 1997). 
Sin embargo, para estudios de la diversidad genética en M. 
albus basados únicamente en esta técnica sería recomendable 
ampliar el número de genotipos por introducción y la 
cantidad de primers a utilizar por tratarse de una especie 
alógama y de marcadores de tipo dominante. Esto permitiría 
estimar mejor las frecuencias alélicas de los materiales y un 
mejor contraste entre los mismos.

La mayoría de los loci SSR analizados presentaron, en 
general, una cantidad de alelos totales y promedio por locus 
similares a los reportados por Winton et al. (2007) en esta 
especie. Las diferencias observadas respecto del número de 
alelos para algunos loci son atribuibles al diferente origen de 
los materiales analizados en cada caso. La capacidad potencial 
para la identificación de variaciones genéticas relacionadas con 
el origen del germoplasma analizado, resalta la utilidad de este 
tipo de marcadores para comparar la diversidad existente en 
diferentes colecciones vegetales (Powell et al., 1996; Varshney 
et al., 2005; Zhou et al., 2014; Wu et al., 2016). Si bien el valor 
PIC promedio para los SSR analizados puede considerarse 
bajo comparados con otros estudios (Liu et al., 2007; Wang et 
al., 2014), el 50 % de los loci microsatélite presentaron valores 
elevados de PIC. Estas diferencias entre los SSR utilizados 
permitiría seleccionar aquellos que resulten más informativos 
para futuros análisis del germoplasma.

Aunque se trata de una especie introducida y que los 
materiales analizados podrían haber sufrido procesos pre-
vios de selección y/o de deriva genética (López et al., 2016), 
en el análisis de la diversidad genética todas las introduc-
ciones presentaron importantes niveles de polimorfismos y 
de heterocigosidad, principalmente dentro de las mismas. 
Estos resultados sugieren que esta colección constituye un 
recurso a conservar y evaluar como potencial fuente de 
variabilidad para programas de mejoramiento genético de 
la especie, principalmente, por tratarse en muchos casos de 
introducciones obtenidas a partir de ecotipos localmente 
adaptados.

Tanto en el análisis de agrupamiento como en el AMOVA, 
se evidenció que la mayor proporción de la variabilidad se 
presentó dentro de las introducciones. Aunque la mayoría de 
las bandas polimórficas registraron frecuencias contrastantes 
entre introducciones, dicho contraste no permitió agrupar 
a los materiales según su similitud genética, debido a que 
dichas diferencias de frecuencia no involucran las mismas 
introducciones en todos los casos, imposibilitando así establecer 
un patrón de diferenciación entre materiales. Además, son 
solamente dos las introducciones con alelos privados, los 
cuales se presentaron en un único genotipo, contribuyendo 
de manera escasa a la diferenciación entre materiales. En 
consecuencia, aunque algunos genotipos eventualmente se 
asocian en el dendrograma según la introducción de la cual 
provienen, lo hacen a una distancia mayor a la mitad de la 
distancia total estimada, por lo que no fue posible definir 
precisamente las introducciones. Sin embargo, dado que no 
hay un registro certero de los eventos de introducción en la 
Argentina, y que algunas de las poblaciones colectadas parecen 
estar naturalizadas en el lugar y se desconoce su material de 
origen, no es posible descartar que la variabilidad obtenida 
esté ligada al origen de los genotipos. Por ello, es posible que 
la asociación de grupos visualizada en la Figura 2 exprese la 
relación de los ecotipos con materiales comerciales antiguos 
que tengan un origen común con los materiales comerciales 
actuales. De esta forma, no es posible descartar, por ejemplo, 
que los genotipos de Melilotus albus del ecotipo LL, así como 
los genotipos de semilla identificada LA pudieran derivar o 
estar relacionados con algún material anterior a las semillas 
del proveedor comercial GU. En estudios que caracterizan 
la variabilidad de colecciones de plantas alógamas, la mayor 
proporción de variabilidad que se reporta dentro de las 
poblaciones es generalmente atribuida a la existencia de 
elevado flujo génico entre las mismas potenciado por su 
modo reproductivo, y en muchos casos una base genética 
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común (Lai et al., 2001; Amel et al., 2005; Bolaric et al., 2005; 
Xie et al., 2012). Estas consideraciones tendrían relevancia 
similar para M. albus por tratarse de una especie naturalizada 
en Argentina. Aun cuando no se conocen los orígenes y tipos 
de materiales inicialmente introducidos a la región, ni el 
número de eventos de introducción, un elevado flujo génico 
producto de la polinización cruzada podría haber reducido 
cualquier diferenciación entre los materiales originalmente 
introducidos, resultando en poblaciones con un acervo 
genético compartido, con escasa diferenciación entre ellas, 
pero con amplia variación genética intra-poblacional 
(Hamrick y Godt, 1989).

Nuestros resultados muestran que las introducciones pro-
cedentes de poblaciones naturalizadas presentan similares 
niveles de variabilidad genética respecto de aquellas intro-
ducciones que han sufrido un proceso de selección genética 
por tratarse de materiales mejorados (ES, GU y BA), en los 
cuales se esperaría observar menor diversidad genética. Ade-
más, las introducciones de poblaciones naturalizadas tampoco 
se diferencian significativamente entre sí, aun proviniendo de 
ambientes distantes que podrían haberlas sometido a presio-
nes selectivas diferentes, las que ocasionarían cambios en su 
estructura genética. Resulta evidente entonces que los mar-
cadores neutrales empleados en este estudio reflejan en ma-
yor medida el acervo genético común de las introducciones 
analizadas, más allá de las variaciones producto de los procesos 
de adaptación y selección a los cuales cada material ha sido 
sometido.

En conclusión, dentro de la colección analizada de M. 
albus la diversidad genética se encuentra en mayor medida 
dentro de las introducciones, las cuales no pudieron ser di-
ferenciadas genéticamente mediante los marcadores molecu-
lares utilizados. Por otra parte, dada la escasa diferenciación 
entre las diversas procedencias analizadas, se estima que todo 
el material disponible en la colección comparte un mismo 
origen y se dificulta su identificación mediante marcadores 
moleculares de tipo neutral. No obstante, no se descarta la 
posibilidad de que puedan ser diferenciados por otro tipo de 
marcadores, como ser caracteres morfológicos, productivos o 
fisiológicos. Finalmente, se considera que para lograr incre-
mentos significativos de la diversidad de la colección o para 
ampliar la variabilidad en programas de mejora que utilicen 
estas introducciones sería necesario recurrir a cruzamientos 
con materiales de la especie externos a la colección y con un 
acervo genético diferente.
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