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REsSUMEN

En esta tesis se analizaron los cariotipos de 11 especies de Notolathyrus y cuatro de
otras secciones de Lathyrus. Estos analisis permitieron identificar marcadores
cromosomicos particulares para especies y secciones. Los patrones de heterocromatina
fueron variables entre las especies pero, en general, las especies anuales y las de
distribucion subtropical presentaron menos heterocromatina. EI nimero de loci ADNr 45S
y 5S fue uniforme para las especies de Notolathyrus. La posicion de los loci 45S fue
uniforme y diagndstica para este grupo, mientras que la posicién de los loci 5S fue
particular para cada especie. Se detectaron variaciones significativas en el contenido ADN
entre las especies; las anuales con menor contenido que las perennes. La variacion del
contenido de ADN no se correlacion6 con la variacion en la fraccion de heterocromatina
observada entre las especies, lo que sugirié que las variaciones cuantitativas del ADN en
Notolathyrus han ocurrido tanto en la heterocromatina como en la eucromatina.

El analisis cromosémico intraespecifico reveld la existencia de variabilidad tanto
estructural (en el patron de bandas heterocromaticas DAPI") como numérica entre los
individuos y poblaciones de L. nervosus, registrandose por primera vez poliploides en
Notolathyrus. El andlisis de las esporadas y granos de polen sustenta que el mecanismo
mas probable del origen de estos poliploides seria la autopoliploidizacién sexual.

Los estudios filogenéticos usando ADNcp y ADNn de 17 taxones sudamericanos y de
nueve especies de otras secciones del género sustentan la monofilia de Notolathyrus. Si
bien el estos anélisis no fueron muy resolutivos a nivel de especie, constituyen el primer
aporte que revela las relaciones existentes entre algunos grupos de especies de
Notolathyrus, consistentes con la morfologia de los frutos pero no con la distribucion
geografica de los taxones. Los resultados obtenidos cuestionan la hipétesis del origen del
grupo a partir de la seccion Orobus y plantean su relacion mas estrecha con las especies del
Mediterraneo.

El anélisis de la region trnS-trnG en 96 muestras de Notolathyrus mostré una alta
variabilidad haplotipica y nucleotidica dentro y entre especies, independientemente del
tamaiio del area de distribucion de las mismas. Asimismo, la variabilidad detectada no
presentd una relacion con la procedencia geografica de las muestras. Sin embargo,
demostrd que los centros de riqueza especifica propuestos son también centros de

variabilidad genética.



ABSTRACT

In this thesis, the karyotypes of 11 species of Notolathyrus and four belonging to other
sections of Lathyrus were analyzed. These analyses allowed the identification of particular
chromosomal markers for each species and sections. Heterochromatin patterns were
variable among species; however, in general, annuals and subtropical species had less
amount of heterochromatin. The number of 45S and 5S rDNA loci was uniform for
Notolathyrus species. The position of the 45S rDNA loci was uniform and diagnostic for
this group, while the position of the 5SrDNA loci was particular to each species.
Significant changes in the DNA content among species were detected, annual species
having less DNA content than perennial ones. The variation in DNA content was not
correlated with the variation in the fraction of heterochromatin, suggesting that the
quantitative changes of DNA in Notolathyrus have occurred in heterochromatin and in
euchromatin.

Intraspecific chromosomal analysis revealed the existence of structural and numerical
variability among individuals and populations of L. nervosus, revealing the existence of
polyploids in Notolathyrus. The analysis of pollen grains and sporads supports sexual
autopolyploidyzation as the most probable origin of the polyploid cytotypes.

Phylogenetic studies using cpDNA and nDNA of 17 South American taxa and ten
outgroups support the monophyly of Notolathyrus. Despite that the phylogenetic analyses
were not well resolved at the species level, they are the first contributions that reveals the
relationships between some groups of Southamerican species, consistent with the
morphology of the fruits but not with geographic distribution of species. The results argue
the hypothesis that considers the origin of Notolathyrus from section Orobus and suggest a
closer relationship with Mediterranean species.

The analysis of the region trnS-trnG in 96 samples of Notolathyrus showed high
haplotype and nucleotide variability within and among species, regardless of the size of
their distribution ranges. The variability detected showed no relationship with the
geographical origin of the samples, however, it demonstrated that the proposed centers of

species richness are also centers of genetic variability.
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athyrus L. pertenece a la familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae,

tribu Fabeae. El género incluye alrededor de 160 especies que se distribuyen

principalmente en las zonas templadas del Hemisferio Norte, extendiéndose
hacia Africa tropical y Sudamérica (Kupicha 1983). El principal centro de distribucion
especifica se encuentra en la region Mediterranea y existen dos centros secundarios de
distribucion en Norteamérica y Sudamérica (Fig. 1).

En Sudamérica crecen alrededor de 23 especies endémicas, todas ellas incluidas en una
Unica seccion, Notolathyrus (Burkart 1942, Kupicha 1983). Muchas de estas especies
presentan caracteristicas morfolégicas muy variables y, a su vez, caracteres comunes con
especies de otras secciones. La amplia variabilidad morfolédgica intraespecifica, las
distribuciones disyuntas de las poblaciones de algunas especies y la falta de caracteres
diagnosticos han dificultado histéricamente la delimitacion de algunos de los taxones de
este grupo. A pesar de que la taxonomia ha sido tratada tempranamente (Burkart 1935,
1942), aun existen especies y variedades taxondmicas que no se hallan bien establecidas
(Rossow 1982, Seijo 2002, Vanni 2005) y especies cuya identidad es dudosa (Rossow
1982).

Desde el punto de vista citoldgico, la mayoria de las especies de Notolathyrus son
diploides (x = 7) y cromosdémicamente muy semejantes cuando los cariotipos son

analizados con técnicas clasicas (Senn 1938, Klamt y Schifino-Wittmann 2000, Seijo y



Figura 1. Distribucién geografica del género. Los distintos colores indican los diferentes centros de distribucién geografica en el mundo. La intensidad de

los colores en cada centro indica la diversidad especifica.



Fernandez 2003). En diversos grupos de plantas, la deteccion de heterocromatina en los
cariotipos por medio de técnicas de bandeo con fluorocromos (Guerra 2000), el mapeo de
loci ribosomales por hibridacion in situ fluorescente (Moscone et al. 1999, Hizume et al.
2000), asi como el analisis meiotico (Dewitte et al. 2010), han provisto marcadores
cromosomicos Utiles para esclarecer problemas taxondmicos y para realizar inferencias
sobre los mecanismos de evolucion cromosomica que operan en dichos grupos. Sin
embargo, en Notolathyrus, ain no se han realizado investigaciones que permitan revelar la
subestructura cromosémica de estas especies para desarrollar marcadores cromosoémicos
diagndsticos que permitan investigar el rol de los cambios cromosémicos en la evolucién
intra e interespecifica.

Por otra parte, a pesar de la similitud cariotipica y de la constancia en el nimero
cromosomico citadas para la seccion Notolathyrus, las especies presentan diferencias
significativas en la longitud de los complementos cromosémicos (Klamt y Schifino-
Wittmann 2000, Seijo y Fernandez 2003). Esto sugiere que las especies presentan un
amplio rango de variacion en el tamafio gendmico. Este hecho convierte al grupo en un
modelo biologico apropiado para inferir el rol del cambio en el contenido de ADN en la
evolucion cromosémica. En este sentido, la determinacién de los contenidos de ADN por
citometria de flujo se ha convertido en una de las técnicas méas utilizadas para generar
informacidn apropiada para abordar este tipo de estudio (Dolezel et al. 1992).

Las interpretaciones evolutivas, especialmente aquellas referidas al origen y
diversificacion de los taxones sudamericanos, han estado afectadas por la presencia de
muchos caracteres plesiomorficos dentro de la seccién (Kupicha 1983). Por lo que no se
han establecido las relaciones evolutivas entre las especies de Notolathyrus y las
propuestas filogenéticas para el grupo, en el contexto del género, son conflictivas (Simola
1968, Kupicha 1983, Asmussen y Liston 1998, Kenicer et al. 2005). De los seis analisis
filogenéticos realizados hasta el momento en el género Lathyrus (Croft et al. 1999,
Chtourou-Ghorbel et al. 2001, Badr et al. 2002, Ben Brahim et al. 2002, Kenicer et al.
2005) solamente dos han incluido unas pocas especies sudamericanas (Asmussen y Liston
1998, Kenicer et al. 2005) y los resultados obtenidos son disimiles. El analisis filogenético
utilizando secuencias de ADNcp y ADNn de un mayor nimero de especies podria aportar
datos tanto para el esclarecimiento de las relaciones interespecificas dentro de la seccion
como de la posicién de la misma con respecto a las demas secciones del género.

Los analisis realizados hasta el momento sobre la variabilidad genética en Lathyrus

han incluido so6lo a pocas especies, principalmente a la especie cultivada L. sativus L. y, en

6



ningn caso, se han incluido a especies sudamericanas (Croft et al. 1999, Belaid et al.
2006). Las especies de Notolathyrus se distribuyen ampliamente en el oeste, centro y sur
de Sudamérica, habiéndose reconocido tres centros de riqueza especifica (Burkart 1935,
Seijo 2002). Ademas, las especies de este grupo presentan extension del area de
distribucion y densidad de poblacion variables, asi como distintos ciclos de vida y sistemas
de reproduccién (Burkart 1935, 1942). Algunas especies muestran poblaciones densas, con
amplia distribucion y variedades segregadas geograficamente —como L. magellanicus
Lam.—; y otras poseen distribucion restringida (con menos de 5 localidades conocidas), con
poblaciones pequefias y uniformes —como L. linearifolius VVog. y L. paraguariensis Burk.—
(Seijo 2002). Las especies pueden ser anuales y autdgamas (L. crassipes Hook. et Arn.) o
perennes y aldgamas (L. pubescens Hook. et Arn., L. magellanicus). Estas caracteristicas
diferenciales de las poblaciones estarian determinando diferentes patrones de variabilidad
genética entre y dentro de las especies, asi como entre y dentro de los centros de riqueza
especifica. En general, el andlisis de secuencias de ADNcp provenientes de diferentes
localidades de distintas especies de grupos de plantas, provee una primera aproximacion
sobre la variabilidad genética existente en el grupo (Matthew y Soltis 1999).

En el marco de los antecedentes expuestos, en esta tesis se plantean los siguientes
objetivos:

Objetivo general
“Contribuir al conocimiento de los patrones de diversidad cromosomica Yy

cloroplastica de Notolathyrus e inferir la historia evolutiva del grupo”’.

Objetivos especificos

1- Caracterizar cariotipicamente a las especies de Notolathyrus e investigar los
patrones de evolucién cariotipica mediante el analisis comparativo y detallado de distintos
marcadores cromosomicos y del contenido de ADN gendmico de estos taxones.

2- Inferir los mecanismos de evolucién cromosémica a nivel poblacional.

3- Inferir las relaciones filogenéticas existentes entre las especies sudamericanas y
aportar datos sobre su origen.

4- Estimar la variabilidad genética existente dentro del grupo.

En el Capitulo | se presentan los aspectos generales del género Lathyrus y en particular

de la seccion Notolathyrus. Se describe su taxonomia, distribucion geogréfica, biologia
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reproductiva, ciclos de vida y hébitos, como asi también su importancia agronémica.
También se incluye la Tabla en las que se detalla el material utilizado para la realizacién de
esta tesis. En el Capitulo Il, se presentan los resultados obtenidos del analisis cariotipico
realizado mediante bandeo CMAJ/DAPI, hibridacién in situ fluorescente de genes
ribosomales y contenido de ADN, y se discuten los mecanismos de diferenciacion
cromosOmica interespecifica que habrian operado en la seccién Notolathyrus. En el
Capitulo 111, se analiza la variabilidad cariotipica existente a nivel intraespecifico tomando
como modelo a Lathyrus nervosus Lam., una de las especies sudamericanas con mayor
distribucion geografica. Asimismo, se analiza el comportamiento meidtico y la viabilidad
del polen en algunas poblaciones de esta especie con el fin de inferir las causas de la
variacion cariotipica intraespecifica y sus posibles consecuencias a nivel de la viabilidad
del polen. En el Capitulo IV, se infieren las relaciones filogenéticas existentes entre las
especies de la seccion Notolathyrus vy, entre esta seccidn y las otras secciones del género,
utilizando secuencias de ADNcp y de ADNn. Posteriormente, en el Capitulo V, se analiza
la variabilidad existente tanto entre y dentro de las especies, como entre y dentro de los
centros de riqueza especifica, utilizando secuencias de ADNcp. Finalmente, se presentan
las consideraciones finales donde se resumen las conclusiones mas importantes de cada

Capitulo.



CarPiTuLo |
ASPECTOS GENERALES DEL

(GENERO Lathyrus



| género Lathyrus (arvejillas) integra la tribu Fabeae (sin. Vicieae) junto con los
géneros Vicia L. (habas), Lens Mill. (lentejas), Pisum L. (arvejas) y Vavilovia A.
(Kupicha 1981).

Hasta la clasificacion de Godron (1848), los géneros lineanos Lathyrus y Orobus fueron
aceptados por los diferentes taxdbnomos. Este autor une los dos géneros en uno solo (Lathyrus)
y establece que el mismo se caracteriza por presentar un estilo dorsalmente comprimido con
pubescencia en la cara adaxial. Infragenéricamente, organiza al género en seis secciones:
Eulathyrus, Cicercula, Clymenum, Nissolia, Aphaca y Orobus. Posteriormente, en 1872
Boissier segregd nuevamente a Orobus como género, incluyendo en él a todas las especies sin
zarcillos que componian a la seccién homdénima (sensu Godron 1848). Por otra parte, aquellos
miembros de Orobus (sensu Godron 1848) que presentaban zarcillos permanecieron como
integrantes del género Lathyrus dentro de la seccién Orobastrum. En 1966, Bassler propuso a
Orobus como un subgénero de Lathyrus e incluyé dentro de éste a las secciones Orobus,
Lathyrostylis, Orobon, Pratensis, Euritrycon y Neurolobus. Sobre esta estructuracion, Davis
(1970) incluyé a las especies anuales excluidas del subgénero Orobus en la seccion
Orobastrum. Un afio més tarde, Czefranova (1971) realizé un tratado Unicamente de especies
europeas y asiaticas. Esta autora divididé a Lathyrus en seis subgéneros: Orobus; Lathyrus,
Clymenum, Nissolia, Cicercula y Aphaca. EI Subgénero Orobus quedé conformado por cinco
secciones: Orobus, Lathyrobus, Pratensis, Euritrycon y Neurolobus. La Gltima revision, y la
mas comprensiva, fue realizada por Kupicha (1983) quien organizo infragenéricamente a
Lathyrus en 13 secciones (Fig. 2) en base a caracteres morfologicos cuali y cuantitativos. Esta
autora agrup0 a todas las especies de Sudamérica y a L. pusillus Ell. de Norteamérica en una

seccidn diferente a la que denominé Notolathyrus (Fig. 2).
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Los andlisis morfo-anatémicos (Kupicha 1975, Gunn y Kluve 1976), cromosémicos
(Unal et al. 1995, Ali et al. 2000, Seijo y Fernandez 2003) y moleculares (Asmussen y Liston
1998, Kenicer et al. 2005) abarcando especies representativas de todo el género o de
secciones en particular han validado, en general, la clasificacion infraespecifica propuesta por
Kupicha (1983) aunque las relaciones entre las secciones y los limites de algunos de estos
grupos aun es motivo de debate.

Biologia reproductiva y ciclos de vida

Lathyrus estd compuesto en su totalidad por especies herbaceas de las cuales alrededor de
40 son anuales y 120 son perennes. Las especies pueden tener tallos erectos (sin zarcillos o
con zarcillos reducidos) o mas usualmente con tallos trepadores (con zarcillos) o postrados;
siendo las especies anuales de aspecto mas delicado que las perennes (Kupicha 1983) (Fig. 3).

Algunas de las especies de Lathyrus son autdgamas, mientras que otras son alégamas. En
general, las especies anuales de Lathyrus tienden a ser autbgamas mientras que las perennes
tienden a ser alégamas, y polinizadas frecuentemente por insectos. Las especies anuales se
caracterizan por presentar pocas flores (1-2) por inflorescencia, en general, de escaso tamafio
y de colores palidos u oscuros, mientras que las especies perennes presentan inflorescencias
densas (5-7 flores por racimos) con flores de gran tamafio, de colores brillantes que, por lo
general, producen néctar (Kupicha 1983, Hossaert et al. 1986, Ben Brahim et al. 2001).
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Figura 2. Comparacion de las seis clasificaciones historicas del género Lathyrus. Extraido de Kupicha (1983).



Importancia agronémica

Varias especies de Lathyrus pertenecen al grupo de las primeras plantas domesticadas
del mundo y son componentes caracteristicos del complejo de plantas comestibles del
Neolitico en el cercano oriente (Kislev 1989). Actualmente, las especies que se utilizan
para el consumo humano son L. cicera L. y L. sativus. Lathyrus sativus es utilizada
principalmente en India, Bangladesh, Nepal, Pakistan y Etiopia (Vaz-Patto y Rubiales
2009), siendo valorada por su alto valor proteico (de 18-34 % del peso seco en grano, y 17
% en hojas maduras) y por su alto contenido de lisina (Rosa et al. 2000).

Otras especies, como L. pratensis L., L. ochrus (L.) DC. y L. articulatus L., son
utilizadas para forraje. Si bien estas especies presentan un gran potencial como cultivos de
rotacion para mejorar las condiciones fisico-quimicas del suelo, reducir las malezas y
enfermedades, tolerar condiciones de baja precipitacion y por ende disminuir los costos de
produccion, no se encuentran ampliamente difundidas (Ben Brahim et al. 2001, Vaz Patto
et al. 2006, Kozak et al. 2008). En cuanto a las especies sudamericanas, todas pueden
considerarse como forrajeras naturales, pero resisten poco al pastoreo (Burkart 1935) y
ninguna es utilizada comercialmente para estos fines.

En lo que respecta a especies y cultivares de Lathyrus utilizadas como plantas
ornamentales, mas de 70 especies (alrededor del 50 % del género) estan disponibles
comercialmente en muchos paises del mundo. Las especies ornamentales mas importantes
son L. odoratus L., L. latifolius L. y L. sylvestris L. (todas de la seccidn Lathyrus), con mas
de 100 variedades. Otras especies de importancia ornamental son L. grandiflorus Sibth y
Smith y L. rotundifolius Willd. (secc. Lathyrus) L. aureus (Steven) Brandza y L. vernus
Bernh. (secc. Orobus) (Kenicer 2008). Si bien la mayoria de las especies comercialmente
importantes son europeas, algunas especies sudamericanas han sido introducidas a diversos
paises del Hemisferio Norte y estan siendo cultivadas comercialmente. Lathyrus nervosus,
es regularmente utilizada en los jardines del Reino Unido (Kenicer 2008) y Lathyrus
pubescens y L. magellanicus han sido introducidas en Norteamérica, donde se comercializa

el cultivar Lord Anson’s White de flores blancas (Kenicer 2008).
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Figura 3. Comparacion de la morfologia entre especies anuales y perennes de Lathyrus. Anual: A:

L. crassipes. Perennes: B: L. latifolius, C: L. macropus, D: L. macrostachys.
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Seccion Notolathyrus

Las primeras especies sudamericanas conocidas fueron coleccionadas por Commerson
en Uruguay y Buenos Aires en el afio 1767 y descriptas por Lamarck (1786-88). Otras
especies fueron descriptas por Hooker y Arnott (1831-1833), Vogel (1839), Closs en Gay
(1846) y Burkart (1935-1942). Algunas otras especies fueron descriptas incidentalmente
por otros boténicos que no han tratado al grupo.

En 1935, Burkart realiza la revision de las especies de Argentina y en 1942 de las
especies de Sudameérica. En estos trabajos reconoce 23 especies nativas y sefiala que la
escasa cantidad de caracteres diagnosticos dificulta la identificacion de los taxones tanto a
nivel interespecifico como intraespecifico. Un ejemplo de especies dificiles de delimitar
corresponde al grupo formado por L. macrostachys Vog., L. paranensis Burk. y L.
nigrivalvis Burk. que presentan caracteres morfolégicos muy similares.

Por otra parte, a nivel infraespecifico, tanto el nimero (4 6 5) como los limites de las
variedades de L. magellanicus son controversiales (Burkart 1935, Rossov 1982).
Asimismo, la variabilidad morfoldgica existente dentro de las especies y la distribucion
disyunta de las poblaciones co-especificas plantean otro desafio para la correcta
interpretacion de las especies. El caso més sobresaliente corresponde a las poblaciones de
L. crassipes de Sudamérica y L. pusillus de Norteamérica separadas por varios miles de
kilometros, y que algunos autores (Kupicha 1983, Kenicer et al. 2005) las consideran como
la misma especie bajo el nombre de L. pusillus.

Las especies de Notolathyrus se extienden desde Colombia hasta Tierra del Fuego,
Argentina y desde la costa Atlantica hasta la costa Pacifica; abarcando principalmente
Argentina, centro, sur de Chile y Uruguay y sur de Brasil. Se han propuesto tres centros
principales de riqueza especifica para Sudamérica: 1- las cuencas de los rios Parana y
Uruguay (CRPU) que incluye a las provincias del litoral Argentino, y las regiones
adyacentes al rio Uruguay en Brasil y Uruguay, 2- las sierras de Buenos Aires, Uruguay y
sur de Brasil (SBUB) y 3- los bosques patagénicos (BP) (Burkart 1935, Rossov 1982, Seijo
2002) (Fig. 4). Fuera de estos centros existen especies caracteristicas de las zonas
montafiosas y templadas de toda América del Sur, llegando hasta Colombia (Burkart
1935). Los principales factores ecologicos que gobiernan la distribucion de las especies
son el réegimen hidrico (debido a que todas son higrofilas en mayor o menor medida) y la
exposicion a la radiacion solar (Burkart 1935). Se las pueden encontrar en ambientes tan

diversos como valles interandinos, campos de altura, quebradas serranas, bordes y claros
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de selvas y turberas. No se las encuentran en la region Amazonica, la Caatinga, el Cerrado
y el Chaco seco (Seijo 2002).

En Argentina se han registrado 20 especies de Lathyrus, por lo que es el pais
sudamericano con mayor riqueza de especies (Burkart 1935, 1942). En Chile se reconocen
unas 15 especies (Marticorena y Quesada 1985), en Brasil alrededor de 12 especies
concentradas en la parte sur (Neubert y Miotto 2001) y en Uruguay diez especies (lzaguirre
y Byhaut 1997). En los demaés paises como Bolivia, Pert, Ecuador y Colombia la seccién
esta representada sélo por unas pocas especies.

Con respecto al origen de las especies sudamericanas de Lathyrus se han propuesto tres
hipotesis. Simola (1968) plantea que los taxones sudamericanos son ancestrales de las
cuales habrian derivado las especies del viejo mundo. Las otras dos hipétesis proponen que
la seccidén Notolathyrus es derivada. Sin embargo, una de ellas considera que los taxones
sudamericanos habrian derivado de las especies que viven en la region irano-turca,
implicando procesos de dispersion a distancia (Kenicer et al. 2005); mientras que la otra
considera que las especies de Notolathyrus habrian derivado de las especies
norteamericanas y que la radiacién en Sudamérica fue posterior a la aparicion del Istmo de
Panama (Burkart 1935, 1942, Kupicha 1983, Asmussen y Liston 1998). Hasta el momento,
no se han generado datos concluyentes que permitan sustentar inequivocamente a alguna

de estas hipotesis.
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Figura 4. Centros de riqueza especifica de la seccién Notolathyrus. Las zonas coloreadas

corresponden a los centros de riqueza especifica. En verde se muestra el centro de las cuencas de

los rios Parana y Uruguay (CRPU), en lila el de las sierras de Buenos Aires, Uruguay y sur de Brasil

(SBUB) y en amarillo el de los bosques patagonicos (BP). Adaptado de Burkart (1935) y Seijo

(2002)
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MATERIAL ESTUDIADO

El material utilizado para el desarrollo de esta tesis se ha obtenido a partir de plantas
coleccionadas en las provincias de Corrientes, Misiones, Neuquén, Rio Negro, Chubut,
Santa Cruz y Tierra del Fuego en Argentina, y Provincia Ultima Esperanza en Chile. En
cada coleccidn se realizaron ejemplares de herbario para la identificacién taxonémica de
los especimenes y la documentacion del material utilizado. Todos los ejemplares se
encuentran depositados en el Herbario del Instituto de Botanica del Nordeste (CTES) y los
duplicados disponibles han sido distribuidos a distintas instituciones de Argentina y del
exterior. También, se han incorporado a este estudio material de distintas localidades de
Brasil, Uruguay y de otras provincias de Argentina coleccionados con anterioridad por
otros investigadores del IBONE, y en algunos casos se utilizaron ejemplares de herbario de
distintos coleccionistas de otras instituciones. Ademdas se utilizaron, con fines
comparativos, especies de otras secciones. La lista completa de los materiales utilizados en
esta tesis con los datos de los coleccionistas y las localizaciones geogréficas se muestra en
la Tabla 1. En la Figura 5 se ilustran algunos de las especies de la seccion Notolathyrus

analizadas.
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Figura 5. Detalle de las inflorescencias de algunas de las especies de la seccién Notolathyrus. A: L.
crassipes, B: L. hasslerianus, C: L. macropus, D: L. macrostachys, E: L. magellanicus var. glauscecens, F:
L. magellanicus var. magellanicus, G y H: L. nervosus, |: L. nigrivalvis, J: L. paranensis, K: L. pubescens,

L: L. subulatus.
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Tabla 1. Lista de especies de Lathyrus utilizadas, coleccionista, nimero de coleccién y procedencia.

% Bo: 0. Boelcke, C: A. Cocucci, Ca: R. Carnevalli, Ce: M. Cerana, Ch: L. Chalup, G: E. Gdmez, Go: A. Gonzalez, H: A. Hunziker, K: A. Krapovickas, Ku: Kurtz,

Le: A. Lemke, Ma: C. Macluf, Me: W. Medina, Mo: O. Morrone, Mor: |. Morel, MT: E. Meza Torres, O: E. Oehrenens, P: C. Peichoto, Ro: R. Rojas, S: Seijo, Sch:

A. Schultz, Schi: A. Schinini, Se: A. Segatto, SN: V. Solis Neffa, So: M. M. Sosa, Sp: P. Speranza, St: Steibel, Tu: C. Turchetto, Z: Zeballos,

®. Pdo.: Partido, Prov.: Provincial.

Lathyrus Coleccionista®, Ntmero de coleccion y procedencia” Latitud Longitud
Secc. Notolathyrus
L. cabrerianus Burk.
1 S 1604. Argentina. Neuquén. Los Lagos. Lago Correntoso. 38°06°06°°S 62° 13°54°0
L. crassipes Hook. et Arn.
2 S 2340. Argentina. Corrientes. Empedrado. EI Sombrero. Estacion experimental INTA.  27° 33°44°°S 58° 44°55°0
3 Mor 8626. Argentina. Formosa. Pilcomayo. 25° 17°54”°S 57° 45’110
4 St 4468. Argentina. La Pampa. Lihuel Calel. 38°00°52”°S 65° 3439’0
5 S1962. Argentina. Misiones. Candelaria. Profundidad. 27° 27°40”°S 55°38°55°0
5 SeLeTuSNS 46. Brasil. Rio Grande do Sul. Camino desde Encruzilhada do Sul a
Cangucu. 31°33°0,5’S 52°31°28,7°0
7 SeLeTuSNS 71. Brasil. Rio Grande do Sul. Ruta 357. Camino a Pedra do Segredo. 30°33°0,9’S 53°32°13,9°0
8  SeLeTuSNS 97. Brasil. Rio Grande do Sul. Ruta 472.Encruzilhada do Sul. 30°32°22,3’S  52°30°56,9°0
9  SeLeTuSNS 84. Brasil. Rio Grande do Sul. Ruta 473. Lavras do Sul a S&o Gabriel. 30°34°21°S 54°09°15°0
10 S 3975. Uruguay. Colonia. Ruta desde Helvecia hacia Cufré en el lado Este del paso a
nivel. 34°12°39°S 57°07°35°0
11 K 16288. Uruguay. San José. Sierras de Mahoma. 34°21°17°S 56°42°38°0
L. hasslerianus Burk.
12 S 2000. Argentina. Misiones. Depto. San Pedro. Arroyo Tambero. 26° 37°43”°S 54°07°29°0
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Continuacién de la Tabla 1

Lathyrus Coleccionista®, Nimero de coleccion y procedencia” Latitud Longitud
13 Mo 1559. Argentina. Misiones. San Pedro. Ruta prov. 16. Camino a Colonia Esmeralda.  26° 30°00°’S 54°24° 000
L. linearifolius Vog.
14 Ca 2685. Argentina. Corrientes. Santo Tomé. Arroyo Pariapé y Ruta 40. 28° 33°05”°S 56° 02°44°0
L. macropus Gillies ex. Hook. et Arn..
15 H 9685. Argentina. Cordoba. San Javier. Sierra Grande (falda Oeste) Cuesta de las
Cabras, frente a San Javier, bajando del Cerro Champaqui. 31° 28°58”°S 64° 50°02°0
16 H 9592 Argentina. Cordoba. San Javier. Sierra Grande (falda Oeste) Cuesta de las
Cabras, frente a San Javier, subiendo el Cerro Champaqui, en Quebrada del Tigre. 32°01°59”°S 65° 03°00”°0
17 H 9839. Argentina. Cordoba. Minas. Sierra de Pocho: Cerro Yerba Buena, Falda Norte,
cerca de la cima. 31°03’39°S 65° 22°52°0
18 H 17705. Argentina. Cordoba. Punilla. Sierra Chica: Cerro Uritorco, falda Oeste, frente a
Capilla de Monte. 31°25°14°°S 64° 37°12,1°0
19 H 8583. Argentina. Cordoba. Punilla. Sierrra Chica falda Oeste: Cerro Uritorco, frente a
Capilla del Monte. 30° 46°00°°S 64° 25°01°0O
20 H 5169. Argentina. La Rioja. Capital. Sierra de Velazco: cerca de mina "El Cantadero”
(=La Esperanza). 29° 24°45”°S 66° 51°21°0
21 H 5190. Argentina. La Rioja. Capital. Sierra de Velazco: cerca de mina "El Cantadero”
(=La Esperanza). 29° 25’11”°S 66°47°43°0
S 1730. Argentina. Mendoza. Malargue. Los Molles. Camino sobre costa N del A° 35°1°°60”°S 69°54°00°0
22
Salado 5 Km antes de llegar a Los Molles.
23 Ro 2. Argentina. San Luis.
24 S 1820. Argentina. San Luis. Coronel Pringles. Cerro Inti Huasi. 33°13°52”°S 65° 57°09°0O
25 Ce 1364. Argentina. San Luis. Coronel Pringles. Cafiada Honda. 32°49°59”°S 66° 02°00°O
26 H11777. Argentina. San Luis. Junin. Sierra de Comechingones. 32°39°53”°S 64° 55°00°0O
97 H 11795. Argentina. San Luis. Junin. Sierra de Comechingones. Subiendo desde El
Rincon. 32°07°46°°S 65° 3423’0
L. macrosatchys Vog.
28 ChSSNGo 5. Argentina. Corrientes. Santo Tomé. Virasoro. Ruta Prov. 37. Rumbo a
Garruchos. 28°01°53’S 55°56°48,8°0
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Continuacion de la Tabla 1.

Lathyrus Coleccionista®, Nimero de coleccién y procedencia” Latitud Longitud
29  Schi 31317. Argentina. Formosa. Pilcomayo. Laguna Blanca. 25°07°47°S 58° 14°41°0
L. magellanicus Lam. var. glauscecens Speg.
30 ChMeMaMT 23. Argentina. Chubut. Languifieo. 43°53°53,8’S  71°25°30°0
31 ChMeMaMT10. Argentina. Santa Cruz. Cabo San Sebastian. 53°17°43,4°S  68°27°35,5°0
32 ChMeMaMT s/n. Argentina. Santa Cruz. Guer Aike. Estancia Coy Aike. 51° 36°45”°S 69° 16°18°0
33 ChMeMaMT 6. Argentina. Santa Cruz. Guer Aike. Parque Nacional Monte Leon. 50°17°06,6°S  68° 57°51°0
34 ChM_eMaMT 20. Argentina. Santa Cruz. Lago Argentino. Parque Nacional Los
Glaciares. 49° 14°54°°S 72°53°12°0
35 ChMeMaMT 18. Argentina. Santa Cruz. Lago Argentino. Parque Nacional Los
Glaciares. Peninsula de Magallanes. 50°08°00”°S 73°11°00°0
36 ChMeMaMT 9. Argentina. Tierra del Fuego. Punta Maria. 53°56’36,9°S  67°29°40,3°0
37 ChMeMaMT 13. Chile. Region XIlI. Provincia Ultima Esperanza. Parque Nacional
Torres del Paine. 51°04°37,9°S  72°59°354°0
38 ChMeMaMT s/n. Chile. Region XII. Parque Nacional Torres del Paine. 51°07°15,6’S  73°07°49,2>°0
L. magellanicus Lam. var. magellanicus
39 S 1689. Argentina. Neuguén. Minas. Lagunas Epu Lafquen. 38°58°28”’S 68°01°50°0
40 S 1_182. Argentina. Rio Negro. Bariloche. Camino desde el Cerro Catedral al Lago 41°11°46,4’S 71°23°41°0
Gutiérrez.
L. magellanicus Lam. var. tucumanensis Burk.
41 S 4004. Argentina. Jujuy. Camino a Tiraxi. 24°11°48”°S 65°16’41°0
42 Z 2026. Bolivia. Cochabamba. Arque a 30 km de Challa rumbo a Quillacollo. 17°23°37°S 66° 14°47°0
L. multiceps Clos.
43 S 1195. Argentina. Neuquén. Los Lagos. Lago Villarino. 4072872578 7173073270
44 S 1194. Argentina. Neuquén. Lacar. Hua Hum. San Martin de los Andes. Cerro 40° 13°567°S 71° 1670370
Chapelco.
45 S 1200. Argentina. Neuguén. Lacar. San Martin de los Andes. Cerro Chapelco. 40° 13°59”°S 71°16°00”°0
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Continuacién de la Tabla 1.

Lathyrus Coleccionista®, Nimero de coleccion y procedencia” Latitud Longitud
46 S 1700. Neuquén. Minas. Lagunas de Epu-Lafquen. 38°58°32”’S 68°02°08°0
47  ChMeMaMT s/n. Argentina. Neuquén. Parque Nacional Lanin. Corrales del Buey. 38°57°09’°S 68°03°48°0
48 S 1164. Argentina. Rio Negro. Bariloche. Cerro Otto. 41°07°57°S 71°16°59°0
L. nervosus Lam.
49 S 1206. Argentina. Buenos Aires. Pdo. Tornquist. Parque Prov. E. Tornquist. Ruta
prov.76. 37°46°18°S 61°40°33,5°0
50 ChMeMaMT 21. Argentina. Santa Cruz. Lago Argentino. 50°13’16”’S 71°57°57°0
51 S 1185. Argentina. Rio Negro. Bariloche. 41°08°00°°S 71°18°37°0
52 S§1188. Argentina. Rio Negro. Los Lagos. Camino a Villa La Angostura. 40°49°05°°S 71°36°07°0
53  SelLeTuSNS 71. Brasil. Rio Grande do Sul. Ruta 293, desde Pelotas hacia Bagé. 31°44°15”°S 52°47°58°0
54 SeLeTgSNS 81. Brasil. Rio Grande do Sul. Ruta 350, camino desde Dom Feliciano hacia
Encruzilhada do Sul. 30°39°39,8’S  52°07°27°0
55  SelLeTuSNS 69. Brasil. Rio Grande do Sul. Ruta 357, camino a Pedra do Segredo. 30°33°00°’S 53°31°30,2°0
56  SSNPSo 2622. Uruguay. Maldonado, Piriapolis, Cerro San Antonio. 34°52°40’S 40°55’18°0
57 SNSp 2158. Uruguay. Maldonado. Piriapolis. Cerro San Antonio. 34°52°40°°S 55°18°21°0
58  SSN 3940. Uruguay. Rivera. Bajada de Pena.
59  SSN 3957. Uruguay. Rivera, ruta 29. Cafiada de Santa Barbara. 31°33°22”’S 55°30°23°0
60 SSNPSo 2485. Uruguay. Rivera, ruta N° 30, Km 253, Bajada de Pena. 51°08°35”’S 55°54°59°0
61 SSN 3967. Uruguay. San José. Ordeig. 34°42°18”’S 56°42°32°0
62 SSNPSo 2658. Uruguay. San José. Barrancas del balneario Kiyu. 34°41°36”’S 56°44°55°0
63 SSN 3970. Uruguay. San José. Balneario Kiyu. 34°41°36”°S 56°44°55°0
L. nigrivalvis Burk.
64 Sch 16.460. Argentina. Chaco. Colonia Benitez. 27°19°59°S 58°55’59°0
L. nitens Vog.
65 S 3966. Uruguay. Tacuarembo6. Camino a Gruta de los Cuervos. 31°37°12’S 56°02°30°0
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Continuacién de la Tabla 1.

Lathyrus Coleccionista®, Nimero de coleccion y procedencia” Latitud Longitud
66 S 2685. Uruguay. Tacuarembd. Camino a Gruta de los Cuervos. 31°37°12°S 56°02°30°0
L. paranensis Burk.
67 SSN 3957. Uruguay. Colonia. Camino desde Cufré a Guaycurd, 17 km N de Cufré. 34°04°43”’S 57°05°09°0
68 S 3954. Uruguay. Rivera. Ruta 29. Cafiada de Santa Barbara.
L. parodii Burk.
69 K 38260. Brasil. Santa Catarina.
L. pubescens Hook. et Arn.
70 S 1042. Argentina. Buenos Aires. Sierra de la Ventana. 38°08°22°S 61°47°38°0
71 S 1540. Argentina. Buenos Aires. Tandil. Cerro de la piedra La Movediza. 37°18°35”’S 59°09°55°0
72 S 2332. Argentina. Buenos Aires. Pdo. Tornquist. Parque Provincial E. Tornquist. 38°05°29’S 62°16’13°0
73 Sch 606. Argentina. Catamarca. 28°28°07°S 65°46’44°0
74 Ros/n. Argentina. Cérdoba. Punilla. Sierra Grande. 31°23°57°S 64°10°59°0
75 C 2922. Argentina. Entre Rios. Colon. Parque Nacional El Palmar. 32°13°30°°S 58°08°44°0
76 B0 4008. Argentina. Formosa. Pirané. 25°43°553”°S  59°06°24°0
77 Sch 907. Argentina. Salta. Victoria. 22°16°17°S 62°42°35°0
78  SSN 4005. Argentina. Tucuman. Cerro San Javier. 26°47°579°S  65°21°24,9°0
79  SSN 4006. Argentina. Tucuman. Cerro San Javier y Villa Noguéz. 26°48°47,4°S  65°22°05,4°0
80 SSN 3082. Bolivia. Santa Cruz. Caballero. 17°52°46°°S 64°36°24°0
81 SelLeTuSNS 87. Brasil. Rio Grande do Sul Camino desde Bagé hacia Cagapava do Sul.  39°52°22,8S”>  53°38°45,2°0
82 SeLe_TuSNS 81. Brasil. Rio Grande do Sul Caminos desde Lavras do Sul hacia S&o
Gabriel. 30°44°30”°S 53°55°22,80
83 SeLgTuSNS 55. Brasil. Rio Grande do Sul. Ruta 293 desde Pinhero Machado hacia
Bage. 31°33°31,3”’S 53°24°13,7°0
84 SeITe_TuSNS 70. Brasil. Rio Grande do Sul. Ruta 350 camino desde Chuvisca hacia Dom
Feliciano. 30°41°49,2°°S 52°04°13°0
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Continuacién de la Tabla 1.

Lathyrus Coleccionista®, Nimero de coleccion y procedencia” Latitud Longitud
85 SeLeTuSNS 79. Brasil. Rio Grande do Sul. Ruta 357, Lavras do Sul. 30°47°57,9°S  53°53°42,5°0
86 SeLeTuSNS 45. Brasil. Rio Grande do Sul. Ruta 471 desde Encrucilhada do Sul hacia
Cangugu, pasando el rio Cangugu. 31°08°47,1’S  52°49°33°0
87  SSN 3954. Uruguay. Rivera. Ruta 29. Cafiada de Santa Barbara. 30°53°45”’S 57°37°28°0
88  SSN 3969. Uruguay. San Jose. Ordeig. 34°42°18°S 56°42°36°0
89  SSN 3927. Uruguay. Paysandu. Ruta 3. Puente sobre Arroyo Guaviyd. 30°38°04°°S 57°41°15°0
90 SSN 3941. Uruguay. Rivera. Bajada de Pena. 31°08°35”°S 55°54 590
91 SSN 3959. Uruguay. Rocha. Bafiado de Rocha. 31°36°06°°S 55°49°25°0
92 SSN 3972. Uruguay. San Jose. Balneario Kiyu. 31°41°36”°S 56°44°55°0
93 SSN 2363. Uruguay. San José. Sierras de Mahoma. 34°04°44”°S 56°53’36”°0
94 G 451 Per(. Cajamarca. Por¢on Bajo 15 Km. 07°09°44°°S 78°30°38°0
L. subandinus Phil.
95 O 45396. Chile. Region VIII. Nuble. Camino a termas de Chillan més arriba de las
trancas. 36°36°52”’S 72°04°23°0
L. subulatus Lam.
96 Ku 20. Argentina. C_orrientes. Curuzu (_Duatié. 16,1 km SW del Rio Mocoreta. Ruta 127.
Entrada de la Estancia San José de Portillo. 29°47°55°S 58°00°53°0
97  SSN 2907. Argentina. Buenos Aires. Coronel Suarez. Estancia EI Pantanoso. 37°27°18’S 61°53’31°0
98 SeLeTuSNS 92. Brasil. Rio Grande do Sul. Ruta 153, camino desde Bagé a Cacapava do
Sul. 31°10°04,3’S 53°49°23,9°0
99 SelLeTuSNS 97. Brasil. Rio Grande do Sul. Ruta 293, desde Pinhero Machado a Bagé. 31°26’48”’S 53°49°23,9°0
100 SSN 3938. Uruguay. Artigas. Ruta 30. Puente sobre Arroyo Catalan Grande. 30°50°31°’°S 56°14°20°0
101 SN 2178. Uruguay. Rocha. Ruta 13, km 264. 34°03°1’S 53°54°57°0
102 SSN 3926. Uruguay. Salto. Ruta 3. 31°24°48’S 57°56’33°0
103 SSN 3962. Uruguay. Tacuarembd. Camino a Gruta de los Cuervos. 31°37°26”’S 56°02°20°0
L. tomentosus Lam.
104 S 1207. Argentina. Buenos Aires. Pdo. Tornquist. Parque Prov. E. Tornquist. 30°06°16°°S 62° 13’350
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Continuacién de la Tabla 1.

Lathyrus

Coleccionista®, NUmero de coleccion y procedencia”

Latitud

Longitud

L. tropicalandinus Burk.

Secc. Lathyrus
L. odoratus L.

L. latifolius L.

L. sylvestris L.

105

H 20887. Catamarca. Sierra de Ambato.

S 2008. Cultivado en Corrientes. Origen Japon.

S 1738. Argentina. Mendoza. San Rafael.

S s/n. Cultivado en Corrientes. Origen: Matsuyama, Japon.

28°35’S

66° 07°0

Secc. Orobus
L. japonicus Willd.

S 2353. Japén. Shikoku. Ehime. Matsuyama. Kashima.
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CariTuLo |
CARACTERIZACION
CROMOSOMICA DE ESPECIES

SUDAMERICANAS DE Lathyrus



INTRODUCCION

| estudio de la variacion del niamero y la morfologia de los cromosomas ha sido

una fuente importante de informacion para el entendimiento de la evolucion de

muchos grupos de plantas (Stebbins 1971). El analisis del cariotipo, en cuanto a
sus caracteristicas estructurales y cuantitativas, resulta importante en investigaciones
taxondmicas y evolutivas debido a que los complementos cromosémicos no son sistemas
estaticos, sino que se encuentran en constante cambio como resultado del proceso de
evolucion. Estos cambios se expresan en caracteristicas tales como el nimero, la forma y el
tamario de los cromosomas (Naranjo y Poggio 2004).

Desde el punto de vista citolégico, los primeros recuentos cromosémicos para el
género Lathyrus fueron realizados por Winge (1919) en las especies L. latifolius y L.
odoratus. Desde entonces, diferentes autores dieron a conocer los nimeros cromosémicos
de distintas especies, principalmente de las del Hemisferio Norte. Los aportes mas
significativos los hicieron Melderis y Viksne (1931), Simonet (1932) y Senn (1938),
quienes publicaron los nimeros cromosomicos de 9, 23 y 32 especies, respectivamente.
Estos estudios demostraron que la mayoria de las especies del género son diploides, con un
namero basico x = 7 (Goldblatt 1981) y con muy baja incidencia de poliploidia.

Los andlisis cariotipicos realizados en un grupo pequefio de especies mostraron que
existe variabilidad en el tamafio cromosémico, pero escasa variaciéon en la morfologia de
los cromosomas y en los patrones de las regiones organizadoras del nucléolo (NORs)
(Murray et al. 1992, Ali et al. 2000, Seijo y Fernandez 2003). La variacion en la
morfologia cromosémica permitié la identificacion de grupos de especies asociados
principalmente a los ciclos de vida y, de manera menos precisa, a las secciones

taxonomicas a las que pertenecen (Yamamoto et al. 1984, Seijo y Fernandez 2003). Sin

28



embargo, la variacion en las caracteristicas cromosdémicas por técnicas de tincion
convencional no fue suficiente para caracterizar a la mayoria de los taxones a nivel
especifico.

Las especies sudamericanas de Lathyrus han sido incluidas en una sola seccion,
teniendo en cuenta Unicamente un criterio geogréafico ya que no poseen ningln carécter
diagnéstico comun. Sin embargo, individualmente, comparten varias caracteristicas
morfologicas con especies pertenecientes a diferentes secciones del género (Kupicha
1983). La presencia de varios caracteres plesiomérficos y la falta de sinapomorfias que
definan a la seccion Notolathyrus, han obstaculizado hasta ahora el conocimiento del
origen de las especies sudamericanas y la comprensién de su relacién con los otros
miembros del género.

Los estudios citogenéticos realizados en la seccién Notolathyrus, hasta el momento,
revelaron que todas las especies son diploides (Krapovickas y Fuchs 1957, Battistin y
Fernandez 1994, Klamt y Schifino-Wittman 2000, Seijo y Fernandez 2003). Los analisis
cariotipicos realizados en este grupo evidenciaron que las especies presentan formulas
cariotipicas similares (Battistin y Fernandez 1994, Klamt y Schifino-Wittmann 2000, Seijo
y Fernandez 2003), aunque muestran variaciones significativas en las longitudes de sus
cariotipos.

En los grupos de especies con cariotipos semejantes, como Lathyrus, el andlisis de los
patrones de heterocromatina junto con el mapeo fisico de secuencias de ADN por
hibridaciéon in situ fluorescente (FISH) han proporcionado marcadores utiles para la
delimitacion de especies (Raina et al. 2001, Robledo et al. 2009), para establecer
relaciones entre los taxones dentro de los grupos (Thomas et al. 1997, Robledo y Seijo
2010) y para inferir los mecanismos de evolucion cariotipica (Moscone et al. 2007, Wolny
y Hasterok 2009). Hasta el momento, la deteccion de heterocromatina por bandeo C en
Lathyrus fue realizada en algunas especies del viejo mundo (Lavania y Sharma 1980,
Narayan 1982, Narayan y Mclntre 1989) y focalizada principalmente en la investigacion de
las causas y consecuencias de la variacion del tamafio gendmico dentro del género. El
bandeo fluorescente fue también aplicado a un pequefio grupo de especies, en su mayoria
coincidentes con las analizadas en los ensayos de bandeo C (Unal et al. 1995, Ali et al.
2000). Tanto el bandeo fluorescente como el bandeo C proveyeron un conjunto de nuevos
marcadores cromosomicos Utiles para proponer hipétesis de evolucion cariotipica en

Lathyrus.
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La localizacion de los genes ribosomales 18S-26S y 5S mediante FISH ha sido
aplicada a ocho especies de Lathyrus pertenecientes al viejo mundo: L. odoratus (Murray
et al. 1992), L. annuus L., L. cicera, L. sativus y L. tingitanus pertenecientes a la seccion
Lathyrus; L. aphaca L., seccion Aphaca; L. clymenum L., y L. ochrus, seccion Clymenum
(Ali et al. 2000). A pesar de esta pequefia muestra, el nimero y la distribucién de los loci
ribosomales mostraron variacion interespecifica lo cual generé marcadores Utiles para la
delimitacion de especies.

En este contexto, la aplicacion de las técnicas de bandeo cromosémico y la hibridacion
in situ fluorescente en especies de la seccion Notolathyrus podria contribuir a la
caracterizacion citogenética de los taxones y proporcionar informacion para comprender el
mecanismo de diversificacion cromosémica ocurrido dentro del grupo.

Uno de los resultados mas sorprendentes de los anélisis citoldgicos de las especies de
Lathyrus es que, a pesar del nimero constante de cromosomas y de la marcada similitud en
cuanto a la morfologia de los cariotipos, la longitud de los complementos varia en gran
medida (Yamamoto et al. 1984, Seijo y Fernandez 2003). En concordancia, se ha
observado que el tamafio genomico (valor 2C de ADN) de las especies del Hemisferio
Norte varia hasta cuatro veces (Rees y Hazarika 1969, Narayan 1982).

Los analisis de las distintas fracciones del ADN genémico han demostrado que los
cambios cuantitativos de ADN repetitivo constituyen la principal causa de los cambios en
el tamafio genémico (Lavania y Sharma 1980, Ceccarelli et al. 2010). A nivel citoldgico,
estas variaciones han sido correlacionadas con las variaciones en la fraccion
heterocromatica, como también, en la fraccion eucromatica de los cromosomas (Narayan y
Rees 1976, Rees y Narayan 1977, Narayan 1982). En lo que concierne a las especies de la
seccién Notolathyrus, aunque se ha demostrado que presentan variaciones en las longitudes
de sus complementos (Klamt y Schifino-Wittman 2000, Seijo y Fernandez 2003), no hay
datos acerca del tamafio gendmico ni acerca del rol de la variacion del contenido de ADN
en la evoluciéon cromosémica dentro del grupo.

En este Capitulo se mapean los loci ADNr 18-26S y 5S mediante FISH y las bandas
heterocromaticas mediante la utilizacion de fluorocromos CMA™y DAPI™ en 11 especies
de Lathyrus de América del Sur y en 4 especies de Lathyrus del Hemisferio Norte.
Adicionalmente, se determind el contenido 2C de ADN en 12 especies sudamericanas y en

algunas especies de otras secciones.
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Objetivo general
Caracterizar cariotipicamente a las especies de Notolathyrus e investigar los patrones
de evolucién cariotipica mediante el analisis comparativo y detallado de distintos

marcadores cromosémicos y del contenido de ADN gendmico de estos taxones.

Objetivos especificos
1- Analizar la bondad de los marcadores cromosomicos en la delimitacion de las
especies de Notolathyrus.
2- Investigar el rol de la variacion en el contenido de ADN.
3- Investigar la existencia de algin marcador diagnostico para la seccion.
4- Analizar los patrones de los cambios cromosémicos durante la diversificacion de

las especies sudamericanas.

Hipotesis

1- Los patrones de variacion de heterocromatina y de genes ribosomales permiten
identificar a las especies de Notolathyrus.

2- Las variaciones en las longitudes cariotipicas observadas en la seccion Notolathyrus
estan determinadas por cambios proporcionales en el contenido de ADN.

3- Las especies de Notolathyrus se diferencian cariotipicamente de las especies de
otras secciones.

4- Los patrones de variacion de heterocromatina, de genes ribosomales y de contenido
de ADN han tenido un rol preponderante en la diversificacion de las especies de

Sudamérica.
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MATERIALES Y METODOS

El analisis cariotipico se realizO en 11 especies pertenecientes a la seccion
Notolathyrus [47, 82 % de los taxones reconocidos para la seccién (Kupicha 1983)] y en
cuatro especies de las secciones Lathyrus y Orobus (Tabla 2). El andlisis del contenido de
ADN se realizé en 12 especies sudamericanas (52,27 %) que incluyeron las 11 especies
utilizadas para el analisis cariotipico y L. subulatus; y en cuatro especies provenientes del
Hemisferio Norte (Tabla 2). Los valores del contenido de ADN para L. sylvestris y L.

odoratus fueron tomados de http:// www.kew.org.

Tabla 2. Lista de las muestras de las especies de Lathyrus analizadas pertenecientes a las
secciones Notolathyrus, Lathyrus y Orobus. Los coleccionistas, el nimero de coleccién y la

procedencia de cada una de las muestras se describen en la Tabla 1.

. - Ciclo
Especie Cadigo de vida
Notolathyrus
L. cabrerianus 1 P
L. crassipes 2 A
L. hasslerianus 12 P
L. macropus 22 P
L. macrostachys 28 P
L. magellanicus var. magellanicus 40 P
L. multiceps 43 P
L. nervosus 52 P
L. nitens 66 P
L. paranensis 68 P
L. pubescens 72 P
L. subulatus 103 P
L. tomentosus 104 P
Lathyrus -

L. odoratus - A
L. latifolius - P
L. sylvestris - P
Orobus

L. japonicus - P
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Andlisis cariotipicos

Obtencidn de los preparados cromosémicos

Los preparados mitoticos se realizaron a partir de apices radicales de semillas
germinadas. Para acelerar su germinacion, las semillas fueron escarificadas con &cido
sulfarico concentrado. El tiempo de tratamiento fue variable para cada especie y sujeto al
tamano de la semilla y al grosor de la testa. Posteriormente, las semillas fueron lavadas en
agua corriente y transferidas a cajas de petri, acondicionadas con papel de filtro y algodon
humedecido con una solucion fungicida (Captan). Las mismas fueron mantenidas a 5 °C
hasta su germinacion (generalmente entre 20 y 25 dias).

El pretratamiento de las raices se realizo, en principio, con frio durante 24 h. Sin
embargo, como no se obtuvo un grado de acortamiento suficiente, los cromosomas largos
tendian a superponerse en las metafases dificultando las mediciones. A raiz de esto, se
probaron pretratamientos con distintos agentes quimicos: colchicina 0,5 % por 3 a 4 h, a-
bromonaftaleno por 4 a 5 h, paradiclorobenceno por 3 a 4 h y con 8-hidroxiquinoleina 2
mM por 4 a 5 h. De todos estos ensayos, el tltimo fue el que arrojo los mejores resultados,
utilizando un tiempo de 4 h de incubacién. Luego del pretratamiento, las raices fueron
fijadas en una solucién de etanol absoluto-acido acético glacial (3:1) y mantenidas en la
misma a -20° C hasta su utilizacion.

Para la confeccion de los preparados, los meristemas radicales fueron digeridos con
una mezcla de celulasa de Trichoderma viridae (Onozuka, Japén) 1 % Yy pectinasa de
Aspergillus niger (Sigma, USA) 10 % disuelta en glicerol 40 % en tampdn citrato 0,01 M
(pH 4,8) a 37 °C durante 20 a 45 min aproximadamente, dependiendo de la especie en
cuestion. El tiempo de digestion se ajustd segun el tamafio de la raiz y el tiempo de
conservacion de la misma. Seguidamente, los meristemas fueron lavados con agua
destilada y disgregados mecanicamente en &cido acético 45 %. Los cubreobjetos fueron
removidos con CO, (Bowen 1956) y los preparados fueron secados en estufa a 37 °C.

Bandeo cromosdmico fluorescente

La deteccion y caracterizacion de la heterocromatina se realizé utilizando la técnica de
doble tincion con cromomicina Az (CMA, Serva) y 4’-6-diamidino-2-fenil-indol (DAPI,
Sigma) segun Schweizer (1980), con modificaciones en el tiempo y en las condiciones de

montaje del cubreobjetos, previamente a los experimentos de FISH.
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Los preparados se incubaron con CMA (0,5 mg en 1 ml de tampén Mc llvaine 50 % "/,
pH 7, MgCl, 5 mM) en cdmara himeda y oscura a temperatura ambiente durante 60 min.
Se lavaron con agua destilada y luego se incubaron con DAPI (2 pug/ml en tampon Mc
llvaine pH 7) durante 30 a 45 min en las mismas condiciones. Después de la incubacién
con cada fluorocromo, los preparados fueron lavados con agua destilada y, finalmente, se
montaron en Vectashield. Luego fueron madurados en camara oscura a 4 °C durante 3 a 5
dias para su posterior observacion.

Por altimo, los preparados utilizados para bandeo fueron decolorados por medio de dos
lavados consecutivos en alcohol 96 % y alcohol absoluto durante 24 h a 4 °C cada uno, con
el objetivo de utilizarlos en los experimentos de FISH.

Hibridacion in situ fluorescente

Para localizar los loci 45S y 5S ADNr se utilizaron las siguientes secuencias aisladas
de Arachis hypogaea subsp. fastigiata (Robledo y Seijo 2008):

-pAl18S y pA25S (fragmentos de 1573 y 3296 pb, respectivamente) correspondientes a
las secuencias de ADNr 18Sy 25S.

-pA5S (fragmento de ~400 pb) que incluye a una unidad repetida del gen 5S ARNr y
el espaciador intergénico adyacente.

Ambas secuencias fueron obtenidas y cedidas por el Dr. German Robledo del IBONE,
Corrientes.

Las secuencias fueron marcadas con digoxigenina-11-dUTP (Boehringer Mannheim,
Mannheim, Germany) o con biotina-11-dUTP (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
mediante la técnica de nick translation (Amershan) de acuerdo a las condiciones
recomendadas por el proveedor.

La eficiencia de marcado de las sondas fue evaluada mediante deteccidén inmunoldgica
y comparacion colorimétrica en ensayos de dot blot. Para este analisis, se realizaron
diluciones seriadas 1/20 en agua destilada, y se sembré 1 pl de cada una de estas diluciones
sobre una membrana de nitrocelulosa (Amersham Hybond™-N+, Amersham). La
membrana fue incubada a 80 °C durante 2 h, luego humedecida con agua desionizada
durante 5 min y equilibrada en solucién 1 (Tris-HCI 0,1 M pH 7,5, NaCl 0,1 M) durante 2
min. Posteriormente, fue blogueada con solucion 2 (Tris-HCI 0,1 M pH 7,5, NaCl 0,1 M,
BSA 3 %) durante 20 min e incubada en solucion de 0,15 U/ml de estreptavidina
conjugada con fosfatasa alcalina (Roche) y de 0,75 U/ml anticuerpo anti-digoxigenina
conjugada a fosfatasa alcalina (Roche) en Tris-HCI 0,1 M pH 7,5, NaCl 0,1 M durante
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otros 10 min. Para el revelado, la membrana fue expuesta a dos lavados sucesivos durante
10 min en solucion 1 y un lavado en solucién 3 (0,1 M Tris pH 9,5, 01 M NaCl, 50 mM
MgCl,) e incubada en oscuridad en solucién sustrato BCIP/NBT (Sigma) hasta el
desarrollo de la reaccion colorimétrica. La eficiencia del marcado se estimé comparando
las intensidades de color de los puntos correspondientes a las diluciones de cada sonda con
respecto a un ADN marcado control.

Hibridacion in situ fluorescente de los preparados cromosémicos

La localizacion cromosomica de las secuencias de ADNr por FISH se realizo
siguiendo la técnica de hibridacion in situ doble, segin Moscone et al. (1996) y Seijo et al.
(2004).

Las mezclas de hibridacion con 100 pl de volumen final consistieron en 1,5 a 3 ng de
cada una de las sondas, 60 pl de formamida desionizada, 10 pl de sulfato de dextrano 50 %
P/, y 100 pg de esperma de salmoén sonicado, en SSC 2x. La combinacion de sondas
utilizada fue pA5S + pA18S-pA26S. Los preparados fueron incubados en una solucién de
ARNasa 0,1 mg/ml en SSC 2x durante 1h a 37 °C y lavados tres veces en una solucion de
SSC 2x. Seguidamente, fueron equilibrados en solucion tampén Tris-HCI 20 mM pH 7,5,
Cl,Ca 2 mM, durante 5 min a 37 °C y, subsecuentemente, incubados en una solucién de
proteinasa K (proteinasa K 0,01 U/ml - USB-, Tris-HCI 20 mM pH 7,5, Cl,Ca 2 mM)
durante 10 min a 37 °C. Luego, los preparados fueron lavados por inmersion en una
solucién de Cl,Mg 50 mM en PBS 1x y fijados en una solucion de paraformaldehido 1 %
P/, en PBS 1x. Por ultimo, los preparados fueron lavados en PBS 1x por 5 min y
deshidratados en una serie alcoholica (70 %, 95 % y 100 %).

Previo al agregado de la mezcla de hibridacion, los preparados fueron secados en
plancha térmica a 80 °C durante 10 min y luego enfriados a temperatura ambiente.
Paralelamente, la mezcla de hibridaciéon fue desnaturalizada a 75 °C durante 10 min e
inmediatamente enfriada en bafio de agua-hielo. Se agregaron 5 pl de la mezcla de
hibridacion sobre cada preparado, se cubrieron con cubreobjetos y se sellaron. Se realizé
una desnaturalizacion conjunta (cromosomas de las preparaciones + mezcla de hibridacion
aplicada) calentando los preparados montados en plancha térmica a 74 °C durante 10 min.
Posteriormente, los preparados fueron incubados a 37 °C durante 12 h en cdmara himeda.

Luego de la hibridacion, los cubreobjetos de las preparaciones cromosomicas fueron
removidos en una solucidén de SSC 2x. Posteriormente, los preparados fueron transferidos

a una solucion de formamida 60 % “/, en SSC 2x e incubadas a 37 °C durante 15 min y
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lavadas en SSC 2x a 37 °C durante 15 min. Las preparaciones se escurrieron y se
agregaron 50 ul de una solucién blogqueante de BSA 3 % P/, en PBS 1x. Se cubrieron con
un cubreobjetos de parafilm® y se incubaron durante 1 h a 37 °C en camara humeda. Se
escurri6 la solucion bloqueante y se adicionaron 15 pl de la solucion correspondiente a la
primera serie de anticuerpos (anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con FICT producido
en raton -Sigma-Aldrich- 75 ng/ul, anticuerpo anti-biotina producido en cabra -Sigma-
Aldrich- 30 ng/ul, en PBS 1x, BSA 3% P/,). Posteriormente, los preparados se cubrieron
con cubreobjetos de parafilm® y se incubaron a 37 °C durante 1 h en camara humeda. Una
vez transcurrido este tiempo, se removieron los cubreobjetos de parafilm® vy los
preparados se lavaron tres veces en solucion de BSA 0,1 % P/, en PBS 1x durante 5 min
por vez. Seguidamente, se escurrid la solucion de lavado y se agregaron 15 pl de la
solucion correspondiente a la segunda serie de anticuerpos [fragmento Fab’ 2 anti-IgG de
raton, producido en conejo, conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FICT) -Sigma-
Aldrich- 33 ng/ul, anticuerpo anticabra, producido en conejo y conjugado a tetrametil-
rodamina isocianato (TRICT) -Sigma-Aldrich- 239 ng/ul, en PBS 1x, BSA 3% "/,]. Los
preparados fueron cubiertos con cubreobjetos de parafilm® y se incubaron a 37 °C durante
1 h en cdmara humeda. Se repitié la serie de lavados y posteriormente los preparados se
fijaron en una solucion de paraformaldehido 4 % P/, en PBS 1x durante 5 min. Las
preparaciones se lavaron con agua destilada, se deshidrataron en una serie alcohdlica (70
%, 95 % y 100 %) y se dejaron secar al aire. Finalmente, las preparaciones se montaron

con 5 pl de una solucion DAPI 2 pg/ml en Vectashield (Vector).

Adquisicién de imagenes digitales

Las preparaciones cromosomicas fueron analizadas y fotografiadas usando un
microscopio de epifluorescencia Leica DMRX (Leica, Heerbrugg, Suiza), equipado con un
sistema de cdmara digital Leica DC 350 asistida por computadora.

Las imagenes en los canales azul, rojo y verde fueron capturadas en blanco y negro
usando los filtros apropiados. Posteriormente, las mismas fueron importadas al programa
Photoshop, version 7.0 (Adobe, San Jose, California, EE.UU.) donde fueron pseudo-

coloreadas, combinadas y procesadas usando las funciones de brillo y contraste.

Confeccion de los idiogramas
Los idiogramas se realizaron utilizando los promedios obtenidos a partir de la

medicion de las imagenes digitales de 10 placas metafasicas de preparados pretratados para
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FISH, utilizando el programa MicroMeasure 3.3 (Reeves 2001). Los cromosomas fueron
ordenados de acuerdo a su morfologia y, dentro de cada grupo, por tamafio decreciente.

La descripcion cariotipica se realizé empleando la nomenclatura propuesta por Levan
et al. (1964). De acuerdo al indice centromérico (ic= brazo corto x 100 / largo total) los
cromosomas se clasificaron en tres categorias: metacéntricos (m) cuando los valores se
encuentran comprendidos entre 50 y 37,5, submetacéntricos (sm) entre 37,5 y 25 y
subtelocéntricos (st) entre 25 y 12,5. La longitud cromosdmica media (LC) se determino
promediando la longitud de los cromosomas homélogos de cada par, y la longitud total del
complemento (LTCH) fue determinada promediando las longitudes de todos los pares de
cromosomas analizados.

La estimacion de la asimetria de los cariotipos fue realizada mediante los indices de
asimetria A; y A, de acuerdo al método propuesto por Romero Zarco (1986).

La posicion de los sitios ADNr 45S y 5S y de las bandas heterocromaticas fueron
clasificadas en proximales, intersticiales y distales, segin la proximidad al centromero
utilizando el indice di calculado como: di = d x 100/a, donde d= distancia del centro de la
banda al centromero y a= largo del brazo cromosomico correspondiente (Greilhuber y
Speta 1976).

Medicion del contenido de ADN

El contenido de ADN se determind por citometria de flujo (Dolezel et al. 1992), en un
equipo Partec PA Il (Partec GmbH, Minster, Alemania) empleando ioduro de propidio
(PI). Debido a las diferencias de tamafio gendémico halladas entre las especies de Lathyrus
estudiadas, se utilizaron dos especies como patrones para las mediciones: Pisum sativum
var. L’Ctirad (2C = 9,09 pg) y Secale cereale var. L’Danouské (2C = 18 pg) (Dolezel et al.
2007), cedidas gentilmente por el Dr. Dolezel (Institute of Experimental Botany AS CR).

Para la extraccion de los nucleos se emplearon hojas frescas, hojas secadas en silica gel
o bien hojas frescas conservadas a -80 °C. Las muestras (1 cm?) fueron picadas en 0,5 ml
de tampon OTTO | dentro de una caja de Petri plastica. Luego de 3 a 5 min de incubacién
en este tampon, la suspension fue filtrada con una malla de nylon de 30 um. Al filtrado se
le adicionaron 2 ml de tampodn de tincion OTTO 11 con PI (1 pg/ul). Todas las muestras
fueron analizadas con UV a 355 nm. Para cada muestra se midieron 5000 nucleos vy las
determinaciones se hicieron por triplicado. El analisis de los datos fue realizado empleando
el software PA II’s Partec FloMax.
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El valor absoluto del contenido de ADN de cada una de las muestras fue calculado

siguiendo la formula empleada por Dolezel y Bartos (2005):

X del pico G1 de la muestra

Contenido de ADN de la muestra = X contenido de ADN (2C) del patron (pg)

X del pico G1 del patrén

Andlisis estadisticos

Para evaluar el grado de variacion y la significancia estadistica de los pardmetros
cariotipicos de las especies o0 poblaciones analizadas, los mismos fueron comparados con
ANOVA, aplicandose posteriormente el test de Tukey. El nivel de significancia utilizado
para todos los test fue o = 0,05. Asimismo, se llevo a cabo un analisis de correlacion de
Pearson entre las variables: 1) contenido de ADN vy cantidad de heterocromatina, 2)
contenido de ADN Yy longitud de la eucromatina y 3) contenido de ADN vy largo total del
complemento haploide. Todos los analisis fueron realizados con el programa Infostat
version 2009 (InfoStat 2009).
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REsuLTADOS

Las formulas cariotipicas y las caracteristicas generales de los cariotipos se resumen en
las Tablas 3 y 4, la distribucion y el numero de las bandas heterocromaticas y de los loci
45S y 5S ADNr mapeados para las especies de Lathyrus analizadas se presentan en la
Tabla 5, mientras que el contenido de ADN para las mismas se muestra en la Tabla 6. Las
metafases somaticas representativas de las especies estudiadas mediante bandeo
CMAJ/DAPI se muestran en las Figuras 6-8 y después del tratamiento de FISH en las
Figuras 9 y 10. Los idiogramas consenso se ilustran en las Figuras 11y 12.

NuUmeros cromosomicos y analisis cariotipicos

Todas las especies estudiadas en este Capitulo fueron diploides con 2n = 2x = 14 (Figs.
6-10). Se identificaron cinco formulas cariotipicas distintas en las 15 especies analizadas
(Tabla 3). Las formulas cariotipicas establecidas fueron variables entre las especies
pertenecientes a una misma seccion. Asimismo, se encontraron caracteristicas particulares
para las especies que pertenecen a las distintas secciones (Tabla 3, Figs. 11-12). Los
cariotipos de las especies de Notolathyrus se caracterizaron por la presencia de un par
cromosomico subtelocéntrico, una gran proporcion de cromosomas submetacéntricos y por
ninguno o muy pocos (hasta a dos pares) cromosomas metacentricos. Sin embargo, las
especies analizadas de las secciones del Hemisferio Norte presentaron cariotipos
compuestos s6lo por cromosomas metacéntricos (de tres a cuatro pares) Yy
submetacéntricos.

El promedio de las longitudes cromosomicas de cada una de las especies analizadas
varié de 5,71 a 13,77 um y el promedio de las longitudes total del complemento haploide
varid de 42,20 (L. japonicus) a 76,71 um (L. latifolius). En Notolathyrus la longitud total
del complemento haploide varié de 49,97 (L. crassipes) a 65,77 um (L. macrostachys).
Dentro de cada seccion, las especies anuales presentaron un complemento cromosémico
mas corto que las especies perennes (Tabla 4).

El promedio de los indices centromericos de las especies de la seccion Notolathyrus
fue menor que el de las especies de otras secciones (Tabla 4). En general, el indice de
asimetria A; revel6 un grado moderado de asimetria intracromosémica en las especies de
Notolathyrus y mayor que el observado en las especies de otras secciones. El indice de
asimetria A, fue relativamente pequefio y similar en todas las especies estudiadas (Tabla

4). En el diagrama de dispersion de los indices de asimetria A; y A, (Fig. 13) se observo
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que las especies formaron tres grupos, cada uno de ellos correspondiente a una seccion.

Las especies de la seccion Notolathyrus presentaron los cariotipos mas asimetricos.

Tabla 3. Formulas cariotipicas de las especies de Lathyrus analizadas.

Lathyrus

Formula cariotipica

Secc. Notolathyrus
. cabrerianus
. crassipes
. hasslerianus
. macrostachys
. magellanicus var. magellanicus

L
L
L
L
L
L. multiceps
L
L
L
L
L

12 sm + 2 st
4m+8sm+2st
2m+10sm+ 2 st
12 sm +2 st

2m+10sm + 2 st

12 sm + 2 st
. Nervosus 12 sm + 2 st
. nitens 2m+10sm+ 2 st
. paranensis 12 sm + 2 st
. pubescens 12 sm + 2 st
. tomentosus 12 sm + 2 st
Secc. Lathyrus
L. latifolius 6m+8sm
L. odoratus 6m+8sm
L. sylvestris 8m+6sm
Secc. Orobus
L. japonicus 8m+6sm
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Tabla 4. Resumen de las caracteristicas cromosdmicas de las especies de Lathyrus. LTCH= longitud total del complemento haploide, S= desvio estandar,
LC= longitud media cromosémica, IC= indice centromérico, A;= indice de asimetria intracromosdmica, A,= indice de asimetria intercromosdémica. Los
valores de LTCH y LC se expresan en um. Los asteriscos distinguen a las especies anuales. Las letras minusculas diferentes indican diferencias

significativas en los valores promedios de LTCH (p<0,05) obtenidos por el test de Tukey.

Lathyrus LTCH+S LC+S Rango IC A A,
Secc. Notolathyrus

L. cabrerianus 52,54 + 0,37° 750+026 6,22-8,09 29,73 0,56 0,09
L. crassipes* 49,97 + 3,552 730+051 6,17-8,14 33,62 0,48 0,09
L. hasslerianus 61,07 £0,52%%"  872+0,07 7,87-10,48 31,93 0,52 0,11
L. macrostachys 65,77 +3,51" 940+0,43  10,77-7,82 31,67 0,53 0,12
L. magellanicus var. 64,35 + 2,59°f 9,19+0,41 8,06-10,59 31,59 0,53 0,09
magellanicus

L. multiceps 51,03 +4,83%%%  729+067 6,12-8,86 31,17 0,54 0,12
L. nervosus 58,32+ 5,00 be 8,33+0,79 7,80 - 9,47 31,57 0,44 0,09
L. nitens 62,15+ 3,36%%" 888+047  7,69-10,10 31,45 0,53 0,09
L. paranensis 54,93 +1,88%¢4¢"  785+028  6,77-887 32,86 0,53 0,08
L. pubescens 62,95 + 0,41 &4 899+041 6,74-10,73 33,53 0,47 0,15
L. tomentosus 58,41 +0,43°¢%¢f  834+020 6,44-10,01 30,51 0,56 0,15
Secc. Lathyrus

L. latifolius 76,71 + 3,599 10,96 +0,89 9,73-13,77 37,45 0,39 0,13
L. odoratus* 49,83 +1,92°%° 712+058 571-890 37,90 0,39 0,14
L. sylvestris 62,72 + 5,70 4¢f 896+067 7,67-10,73 41,12 0,32 0,11

41



Continuacion de la Tabla 4.

Lathyrus LTC+S LC+S Rango IC A A,
Secc. Orobus
L. japonicus 42,20+ 1,68° 6,03+0,24 4,58 -8,16 39,96 0,35 0,19
F=17,45
ANOVA
p=<0,0001
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Tabla 5. Caracteristicas cariotipicas de las especies de Lathyrus obtenidas por bandeo fluorescente DAPI e hibridacidn in situ fluorescente de ADNr 5S y 45S. DAPI *:
promedio de la cantidad total de heterocromatina DAPI" expresada como longitud absoluta en pm y entre paréntesis como porcentaje de la longitud total del
complemento haploide. Bandas DAPI* centroméricas, proximales, intersticiales y distales: se indican como el nimero total por complemento haploide y entre
paréntesis el par y brazo cromosémico. Para los loci ADNr se indica el nimero de loci por complemento haploide y separado por punto y coma la posicidn de los
mismos. (P): proximal (lI): intersticial (D): distal. p: brazo corto, g: brazo largo. Los asteriscos distinguen a las especies anuales. Las letras minusculas diferentes

indican diferencias significativas en los valores promedio de heterocromatina DAPI" (p<0,05), obtenidos por el test de Tukey.

N° total
. Bandas Bandas Bandas Bandas
Lathyrus DAPI . ) o ] de 5S ADNr 45S ADNr
Centroméricas Proximales Intersticiales Distales
bandas
Secc. Notolathyrus
L. cabrerianus 5,05 ' (9,60 %) 7 0 0 0 7 1;6-p (P) 1;7-g ()
L. crassipes™ 1,12 %(2,24 %) 5(1,4,5,6,7) 0 0 0 5 1;2-q () L7-q()
L. hasslerianus 2,23 %427 (3 64 %) 6(2,3,4,56, 1(1-p) 0 0 7 1; 1-p (P) 1;7-q (1)
L. macrostachys 3,30 ** (5,00 %) 7 0 0 0 7 1; 2-p (D) 17-q(1)
L. magellanicus ;
] 5,30 ' (8,23 %) 7 0 0 0 7 1;2-p (P) 17-g (D)
var. magellanicus
L. multiceps 7,44 %7 (14,59 %) 7 1(1-q) 3(1,2,3q) O 11 1; 4-p (P) 17-q (D)
L. nervosus 5,10 *° (8,74 %) 6(1,2,4,56, 1(3p) - - 7 1; 3-p (P) 17-q (D)
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Continuacion de la Tabla 5.

Bandas N° total
+ Bandas Bandas Bandas ;

Lathyrus DAPI Centroméricas  Proximales Intersticiales Distales ba?lgas 5S ADNr 455 ADNr
Secc. Notolathyrus
L. nitens 3,08 2P<4 (4,95 04p) 7 0 0 0 7 12-p (P) 17-q(1)
L. paranensis 8,07 **%4 (14,70 %) 7 2 (1, 6-q) 1(7-9)0 10 13-p (P) 17-q (D)
L. pubescens 4,65 "e4eT (7 38 0p) 7 0 0 0 7 15-p (1) 17-q(1)
L. tomentosus 11,07 (18,96 %) 7 23, 5q (2'%)(1’ 6 249 6p) 15 14-p (P) 17-q (D)
Secc. Lathyrus
L. latifolius 19,57 " (20,91 %) 7 0 ?6(17% 6 (é’ o r?) 4 16 14p(P)  14-p(D)
L. odoratus* 5,04 "¢%€ (10,13 %) 7 0 1 (4-p) 0 8 - 25,6p (D)
L. sylvestris 10,319(16,43%)  5(2,4,5,6,7) 0 3 ((13;_23p); 6p§,1’( j’ g’_'q‘;' 14 12-p (P) 12-p (1)
Secc. Orobus
L. japonicus 3,50 #°¢ (8,30 %) 7 0 0 0 7 2 1'2 83)); Z 11qq)
ANOVA F=76,96

p=<0,0001
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Distribucion de la heterocromatina

Los fluorocromos revelaron la presencia de heterocromatina CMA*/DAPI® (en adelante
heterocromatina CMA™) como bandas intersticiales o distales en un solo par de cromosomas,
excepto en L. odoratus que presentd bandas terminales en dos pares cromosomicos (Fig. 6).
Todas estas bandas se localizaron exclusivamente en las constricciones secundarias de los
cromosomas en las que se mapearon los genes ADNr 45S.

Asimismo, se detectd heterocromatina CMAY%DAPI* (en adelante heterocromatina DAPI")
en diferentes patrones de bandas. Estas bandas variaron en nimero, tamafio y localizacion en
cada uno de los taxones analizados. Todas las especies mostraron en sus complementos de
cuatro a siete pares cromosdmicos con bandas centroméricas DAPI™ (Tabla 5, Figs. 7y 8, 11y
12). Ademas, algunas especies de la seccion Notolathyrus mostraron bandas proximales en los
brazos cortos (L. hasslerianus y L. nervosus) o en los brazos largos (L. tomentosus y L.
paranensis) (Tabla 5, Figs. 7 y 11). También se observaron bandas intersticiales en uno, en tres
y en cuatro pares de cromosomas en L. paranensis, L. multiceps y L. tomentosus,
respectivamente. La presencia de bandas distales en la seccion Notolathyrus fue muy poco
frecuente, presentdndose Unicamente en L. tomentosus (2). Dentro de las especies del
Hemisferio Norte, los cromosomas de L. japonicus (seccion Orobus) mostraron bandas
heterocromaticas DAPI" restringidas a las regiones centroméricas de todos los cromosomas.
Las tres especies analizadas de la seccion Lathyrus presentaron bandas heterocromaticas DAPI*
en los centromeros de todos o de la mayoria de los cromosomas, aunque también mostraron
bandas intersticiales tanto en brazos cortos como en brazos largos de al menos un par
cromosémico (Tabla 5, Figs. 8 y 12). Las dos especies perennes de la seccidn Lathyrus también
presentaron bandas distales en los brazos cortos o largos de cuatro o seis pares cromosémicos
(Tabla 5, Figs. 8 y 12).

Dentro de la seccion Notolathyrus, la cantidad total de heterocromatina DAPI™ vari6 desde
2,24 % (en L. crassipes) a 18,96 % (L. tomentosus) con respecto al largo total del complemento
cromosémico haploide. Considerando todas las especies analizadas de las secciones, la
cantidad de heterocromatina no estuvo relacionada con el largo total del complemento. Sin
embargo, cuando se agruparon por un lado las especies con un complemento cromosémico
mayor a 60 um y por el otro, aquellas que presentaron un complemento cromosémico menor a
60 um, se encontrd una relacion positiva dentro de cada grupo, aunque el coeficiente de
correlacion fue significativo solo para el primero (r = 0,72; p < 0,001 y r = 0,22; p < 0,001,
respectivamente). Por otra parte, no se observé correlaciéon entre la longitud de la eucromatina

y la longitud de la heterocromatina.
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En lo que respecta a las secciones estudiadas que incluyen especies con diferentes ciclos de
vida (Lathyrus y Notolathyrus), las especies anuales presentaron menor contenido de
heterocromatina que las especies perennes. Ademads, la heterocromatina estuvo casi
exclusivamente restringida a los centrébmeros en las especies anuales, mientras que en las

especies perennes las bandas heterocromaticas también fueron observadas en otras posiciones.

Genes ribosomales 45S y 5S

Los loci de ADNr revelados por hibridacion in situ fluorescente mostraron distintos
patrones de distribucién y tamafio entre las especies de diferentes secciones; no obstante, estos
patrones fueron bastante conservados dentro de cada una de las secciones. En todas las especies
de Notolathyrus se encontr6 un par de loci ADNr 45S y un par de loci ADNr 5S (Tabla 5, Fig.
9 y 11). Entre estas especies, los loci ADNr 45S fueron mapeados en posicion intersticial o
distal y siempre se observaron en la constriccion secundaria del brazo largo del par
cromosomico st. La localizacion de los loci ADNr 5S fue més variable, ya que se encontraron
tanto en posicion proximal, intersticial como distal. A diferencia de los loci ADNr 45S, la
localizacion de los loci ADNr 5S siempre fue en los brazos cortos de diferentes pares
cromosomicos excepto del par st.

Dentro de la seccion Lathyrus, las dos especies perennes analizadas presentaron un par de
loci ADNr 45S y un par de loci ADNr 5S (Tabla 5, Figs. 10 y 12). Estos dos loci mapearon en
los brazos cortos de los pares 4 y 2 de L. latifolius y L. sylvestris, respectivamente. En L.
odoratus se observaron dos pares distales de loci ADNr 45S ubicados en los pares
cromosémicos 4y 5.

Lathyrus japonicus (seccion Orobus) presentd dos pares de loci 5S ADNr localizados en
los brazos cortos de los cromosomas 1 y 2. Un par de loci ADNr 45S fue detectado en los

brazos largos del par cromosoémico 1 (Tabla 5, Figs. 10 y 12).
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Figura 6. Patrones de bandas CMA'/DAPI en algunas especies de Lathyrus. A-C: Seccién Notolathyrus,
D: Seccion Lathyrus. A: L. crassipes, B: L. nervosus, C: L. pubescens, D: L. odoratus. Las flechas marcan

las bandas CMA'/DAPI. Barra = 10 um.
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Figura 7. Patrones de bandas CMA®/DAPI" en diferentes especies de Notolathyrus. A: L. cabrerianus, B: L.
crassipes, C: L. hasslerianus, D: L. macrostachys, E: L. magellanicus var. magellanicus, F: L. nervosus, G: L.

nitens, H: L. pubescens, I:, L. tomentosus. Barra = 10 um.
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Figura 8. Patrones de bandas obtenidos por tincién directa con CMA’/DAPI* en algunas especies
de las secciones Lathyrus y Orobus. A-C: Seccién Lathyrus, D: Seccion Orobus, A: L. latifolius, B: L.

odoratus, C: L. sylvestris, D: L. japonicus. Barra = 10 um.
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Contenido de ADN nuclear

Las mediciones del contenido de ADN realizadas en 14 especies de Lathyrus y en los
estandares (Tabla 6), utilizando citometria de flujo, arrojaron picos bien definidos (Fig. 14).

El contenido 2C de ADN nuclear estimado para las especies de Lathyrus analizadas varid
desde 12,50 a 23,21 pg (Tabla 6). Esta variacion representd una diferencia en el tamafio
genomico de casi dos veces (1,85) entre las especies. Dentro de la seccion Notolathyrus, L.
crassipes (especie anual) presentd el menor contenido de ADN (12,50 pg), mientras que en
las especies perennes se observé un rango de 15,7 a 21,32 pg con un valor promedio de 18,69
pg. La diferencia maxima de los valores 2C entre todas las especies de esta seccion fue de
1,70 veces, mientras que entre las especies perennes fue de 1,37 veces. La variacién entre el
valor 2C de la especie anual y el valor promedio de las especies perennes fue de 1,49 veces.

De acuerdo a los valores del contenido de ADN en diferentes especies, Narayan (1982)
identifico cuatro grupos, en la Tabla 6 se muestra en cuales de estos grupos estarian
representadas las especies sudamericanas analizadas.

Dentro de la seccién Lathyrus, la especie anual también presentd un valor en el contenido
de ADN significativamente mas bajo que las perennes (Tabla 6). El valor 2C obtenido para L.
japonicus (seccién Orobus) fue intermedio entre los valores obtenidos para las especies
anuales y perennes de las secciones Notolathyrus y Lathyrus (Tabla 6).

La comparacion entre las secciones, mostrd que la especie anual y las perennes de la
seccién Lathyrus presentaron mayor contenido de ADN que la especie anual y las perennes de
la seccién Notolathyrus, respectivamente. Lathyrus japonicus, de la seccién Orobus, mostro el
valor mas bajo de contenido de ADN de todas las especies perennes analizadas en este
trabajo.

Considerando exclusivamente a todas las especies de Notolathyrus, el contenido de ADN
fue correlacionado positiva y significativamente con la longitud total del complemento (r =
0,51; p = 7,6 x 10°). Sin embargo, el analisis de correlacién entre el contenido de ADN y la
cantidad (longitud) de eucromatina mostré valores de r muy bajos (r = 0,28; p = 0,02).
Asimismo, la relacion entre el contenido de ADN y la heterocromatina total no fue
significativa considerando a todas las especies de Notolathyrus. Sin embargo, cuando las
especies perennes con los valores de heterocromatina mas altos (L. paranensis y L.
tomentosus) y més bajo (L. hasslerianus) fueron excluidas del analisis, la correlacion aumento
(r=0,64).
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Tabla 6. Contenido de ADN 2C en las especies de Lathyrus analizadas. Las letras minusculas

diferentes indican diferencias significativas de los valores promedio del contenido de ADN (p<0,05),

obtenidos por el test de Tukey. Grupo: hace referencia a los grupos de especies de Lathyrus con

diferentes contenidos de ADN segun Narayan (1982). Los asteriscos (*) distinguen a las especies

anuales. Todos los valores fueron obtenidos en esta tesis, excepto aquellos en los que se indica la

fuente de los datos.

Lathyrus 2C (pg) Grupo Fuente
Secc. Notolathyrus
L. cabrerianus 21,327+ 0,08 3
L. crassipes* 12,50% + 0,15 1
L. hasslerianus 21,33"+0,16 3
L. macropus 15,63+ 0,31 2
L. macrostachys 17,319+ 0,41 2
L. magellanicus var. .
magellanicus 16,38°£0,00 :
L. multiceps 20,677+ 0,09 3
L. nervosus 17,28+ 0,33 2
L. paranensis 15,70 + 0,60 2
L. pubescens 17,289+ 0,29 2
L. tomentosus 17,349+ 0,35 2
L. subulatus 14,81° + 0,37 2
Secc. Lathyrus
L. latifolius 23,219+0,62
L. odoratus* 15,55°¢ Murray et al. 1992
L. sylvestris 22,959 Rees y Hazarika
1969
Secc. Orobus
L. japonicus 14,45° + 0,27
ANOVA F= 565,67
p=<0,0001
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Figura 9. Doble hibridacidn in situ fluorescente con sondas ribosomales en metafases somaticas
de algunas especies de la seccién Notolathyrus. Sobre los cromosomas, las sefales fluorescentes
en verde (FICT) corresponden a los sitios de hibridacidon de la sonda para los genes ADNr 5S y en
rojo (TRICT) a los sitios de hibridacién de la sonda para los genes ADNr 45S. La contratincion con
DAPI (azul claro), después del procedimiento de FISH se utilizd para resaltar las bandas
heterocromadticas y para teifiir la eucromatina. Seccidén Notolathyrus. Lamina A: A: L. cabrerianus,
B: L. crassipes, C: L. hasslerianus, D: L. macrostachys, E: L. magellanicus var. magellanicus, F: L.
multiceps, Lamina B: G: L. nervosus, H: L. nitens, |: L. paranensis, J: L. pubescens, Ky L: metafase y

nucleo de L. tomentosus, respectivamente. Barra =10 um.
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Figura 10. Doble hibridacién in situ fluorescente con sondas ribosomales en metafase de especies de
las secciones Lathyrus y Orobus. Sobre los cromosomas, las sefiales fluorescentes en verde (FICT)
corresponden a los sitios de hibridacién de la sonda para los genes ADNr 5S y en rojo (TRICT) a los
sitios de hibridacion de la sonda para los genes ADNr 45S. La contratincion con DAPI (azul claro),
después del procedimiento de FISH se utilizo para resaltar las bandas heterocromaticas y para teiiir la
eucromatina. A-C: Seccién Lathyrus, D: Seccion Orobus, A: L. latifolius, B: L. odoratus, C: L. sylvestris,

D: L. japonicus. Barra = 10 um.
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Figura 11. Idiogramas de las especies analizadas de la seccién Notolathyrus. Los cromosomas fueron
ordenados por su morfologia y luego por su tamafio en orden decreciente. En rojo se representan los
loci de ADNr 45S, en verde los loci de ADNr 5S y en azul las bandas heterocromaticas DAPI’,
obtenidas luego de la contratincién. Las bandas CMA" son coincidentes con los sitios ADNr 45S. Barra

=10 um.

55



LATHYRUS

L. latifolius L. odoratus L. sylvestris
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OROBUS

L. japonicus

Figura 12. Idiogramas de las especies analizadas de las secciones Lathyrus y Orobus. Los cromosomas
fueron ordenados por su morfologia y luego por su tamafno en orden decreciente. En rojo se
representan los loci de ADNr 45S, en verde los loci de ADNr 5S y en azul las bandas heterocromaticas
DAPI’, obtenidas luego de la contratincién. Las bandas CMA" son coincidentes con los sitios ADNr 45S

Barra =10 um.
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Figura 13. Diagrama de dispersion de los indices de asimetria A; y A, de Romero Zarco (1986).
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Figura 14. Histogramas de contenido de ADN de las especies de Lathyrus analizadas, obtenidos
por analisis de citometria de flujo de nucleos tefiidos con PI. A: L. cabrerianus, B: L. crassipes, C: L.
hasslerianus, D: L. macropus, E: L. macrostachys, F: L. magellanicus, G: L. multiceps, H: L. nervosus,
I: L. nitens, J: L. paranensis, K: L. pubescens, L: L. tomentosus. En cada histograma el pico de la de
la izquierda representa las muestras de las especies de Lathyrus y el pico de la derecha al patrén

de referencia.
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Discusion

Caracteristicas cariotipicas generales
Las formulas cariotipicas establecidas en este Capitulo para L. cabrerianus, L.
crassipes, L. hasslerianus, L. magellanicus var. magellanicus y L. latifolius fueron
coincidentes con las formulas propuestas por Seijo y Fernandez (2003). Sin embargo, las
formulas cariotipicas obtenidas para las otras especies fueron levemente diferentes de las
citadas previamente por otros autores utilizando tincién de Feulgen (Battistin y Fernandez
1994, Klamt y Schifino-Wittmann 2000, Seijo y Fernandez 2003). Las diferencias en estas
férmulas podrian deberse a pequefios cambios en la morfologia cromosomica causada por
la tincion con fluorocromos o por la incubacion en proteinasa de los preparados durante el
pretratamiento de FISH (Schwarzacher y Heslop-Harrison 2000). ElI namero
cromosomico Yy los datos cariotipicos obtenidos para L. nitens constituyen los primeros
datos citogenéticos para la especie. Las formulas cariotipicas observadas para las especies
del Hemisferio Norte fueron, en general, concordantes con los datos previamente

publicados (Narayan 1982, Unal et al. 1995, Ali et al. 2000, Badr 2007).

De acuerdo a los datos cariotipicos, las especies sudamericanas constituyen un grupo
homogéneo y distinto de las especies de otras secciones analizadas en esta tesis y de
aquellas analizadas en publicaciones previas (Yamamoto et al. 1984, Murray et al. 1992,
Unal et al. 1995, Ali et al. 2000, Seijo y Fernandez 2003). Estos resultados son
consistentes con la delimitacion taxonomica de la seccién Notolathyrus propuesta por
Kupicha (1983). Los datos cromosdmicos aqui obtenidos, en conjunto con los publicados
anteriormente, sugieren que Notolathyrus constituiria un grupo monofilético.

El andlisis de los indices de asimetria A; y A, evidencio que las especies de América
del Sur presentan cariotipos con un mayor grado de asimetria que las especies del
Hemisferio Norte. Dado que las especies de América del Norte (Seccion Orobus) y las de
Eurasia y Norte de Africa, consideradas ancestrales con respecto a las de Sudamérica
(Asmussen y Liston 1998, Kenicer et al. 2005), presentan cariotipos simétricos, el
incremento de la asimetria en Notolathyrus podria considerarse como un caracter derivado.
Sin embargo, los datos de morfologia cromosdmica no son suficientes para identificar al
grupo ancestral del cual habrian derivado las especies sudamericanas.

El andlisis comparativo de la longitud del complemento haploide demostré que existe
una diferencia de 15,8 um entre el complemento méas largo y el mas corto entre las

especies de la seccion Notolathyrus. Esta diferencia de longitud representa el 30 % de la

59



longitud total del cariotipo y equivale al menos a dos cromosomas de tamafio promedio de
los complementos de Lathyrus. Estos datos evidencian que la variacion en el tamarfio
gendémico ha constituido uno de los cambios mas relevantes durante la divergencia y
evolucion de los complementos cromosémicos en Notolathyrus. Si bien estos resultados
son consistentes con la tendencia general observada al considerar los volimenes
cromosomicos de ocho especies de distintas secciones de Lathyrus (Narayan y Rees 1976),
los datos obtenidos en esta tesis constituyen el primer analisis exhaustivo a nivel

intraseccional.

Bandeo cromosémico

El analisis de la distribucion de la heterocromatina realizado permitié establecer las
primeras comparaciones cromosomicas detalladas entre las especies sudamericanas y de
éstas con las especies de otras secciones de Lathyrus. La presencia de bandas
heterocromaticas centroméricas DAPI™ en todos o en la mayoria de los cromosomas de los
complementos de casi todas las especies de Notolathyrus, asi como de las especies de las
demas secciones analizadas, apoyan la hipdtesis que considera a la presencia de bandas
centroméricas en la mayoria de los cromosomas del complemento como un carécter
plesiomdrfico dentro del género (Unal et al. 1995). Por lo tanto, las especies que presentan
disminucion en el numero de cromosomas con bandas centroméricas (como L.
macrostachys y L. crassipes) deberian considerarse como derivadas.

Para las especies analizadas del Hemisferio Norte, los patrones de bandas DAPI*
fueron similares a los patrones de bandas C y Q que se registraron anteriormente para L.
latifolius, L. odoratus y L. sylvestris (Verma 1978, Lavania y Sharma 1980, Unal et al.
1995). Las pequefias diferencias encontradas podrian deberse a los diferentes métodos
utilizados para la discriminacion de la heterocromatina y/o a la existencia de variaciones
estructurales interespecificas. Los datos obtenidos para L. japonicus constituyen los
primeros aportes realizados en la seccion Orobus.

La presencia de bandas DAPI" intersticiales y distales en los brazos largos de las
especies de la seccion Notolathyrus es una caracteristica en comin con algunas especies
del viejo mundo de las secciones Lathyrus y Clymenum (Unal et al. 1995, Ali et al. 2000).
Si esta caracteristica compartida es considerada como indicadora de una relacion
filogenética mas cercana de Notolathyrus con los grupos de Europa que con Orobus de
Norteamérica, los patrones de bandeo apoyarian la hipotesis que considera a la dispersion a

larga distancia como el mecanismo mas probable para explicar el origen de las especies de
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América del Sur. Alternativamente, si se considera la hipotesis que plantea a las especies
sudamericanas como derivadas de los representantes de América del Norte de la seccion
Orobus, la presencia de patrones similares de heterocromatina en las especies de
Notolathyrus y en las europeas (seccion Lathyrus y Clymenum), deberia explicarse por
evolucion paralela.

El andlisis de heterocromatina rica en GC realizado en este estudio, utilizando CMA,
constituye el primer aporte al respecto para el género. La presencia de bandas
heterocrométicas CMA" localizadas en las constricciones secundarias de sélo un par de
cromosomas (excepto en L. odoratus que se presenta dos pares cromosémicos, en posicion
terminal) es coincidente con el patron mas frecuentemente observado en las plantas (Berg y
Greilhuber 1992, Galasso et al. 2001). En estos casos, las bandas CMA" corresponden a la
heterocromatinizacion de las regiones lindantes a los genes ADNr que presentan una
proporcion relativamente alta de GC (Galasso et al. 1996, Cerbah et al. 1998, Guerra
2000).

En contraste con los numerosos estudios que muestran una gran similitud de los
cariotipos entre las especies de Lathyrus utilizando tincion no diferencial (Lavania y
Sharma 1980, Narayan y Durrant 1983, Klamt y Schifino-Wittmann 2000), los patrones de
bandas DAPI™ obtenidos en esta tesis fueron diferentes para cada una de las 15 especies.
Estas variaciones fueron significativas no sélo en la cantidad total de heterocromatina sino
que también en el patron de distribucién, tamafio e intensidad de las bandas. Esto
demuestra que el establecimiento de los patrones de heterocromatina tiene un alto valor
taxonémico para la seccion Notolathyrus y para el género. Desde un punto de vista
citogenético, los patrones de bandas DAPI proveyeron nuevos marcadores cromosomicos
que facilitaron la identificacion precisa de la mayoria de los pares de cromosomas
homologos dentro de cada complemento cromosomico.

En cuanto al contenido total de heterocromatina observado en las especies
sudamericanas, aquellas que viven en los bosques patagdnicos a altas latitudes (L.
magellanicus, L. multiceps y L. cabrerianus) tienen valores medios de heterocromatina, las
que viven en las latitudes medias tienen el valor mas alto (L. tomentosus y L. paranensis) o
valores medios de heterocromatina (L. nervosus, L. pubescens y L. nitens), mientras que las
que viven en las zonas subtropicales, por lo general, en planicies inundables o parches de
bosques abiertos, tienen los valores mas bajos de heterocromatina (L. macrostachys, L.
hasslerianus y L. crassipes). A pesar de no haber una relacién clara entre el contenido de

heterocromatina y la latitud, es evidente que las especies subtropicales tienden a poseer
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valores mas bajos de heterocromatina comparadas con aquellas especies que viven en
latitudes medias y altas. Si bien se han identificado relaciones directas entre las clinas
geograficas y climaticas de algunos grupos de plantas con el contenido de ADN (Bennett
1976, Poggio et al. 1998), la relacion existente con el contenido de heterocromatina es
poco conocida. Asimismo, el significado adaptativo de la variacion en el contenido de
heterocromatina dentro de los grupos de plantas aln permanece como un gran interrogante.

En grupos de plantas compuestos por especies anuales y perennes, el contenido de
heterocromatina puede variar de manera diferente (Nagl y Erhendorf 1974) pero, en
general, las plantas perennes presentan mayor cantidad de heterocromatina que las anuales
(Lavania y Sharma 1980) Consistentemente, las especies perennes de las secciones
Notolathyrus y Lathyrus tienen mas heterocromatina que las especies anuales. En la
seccidon Notolathyrus, la diferencia en el contenido de heterocromatina entre las especies
anuales y las perennes se debe no solo a la ausencia completa de bandas intersticiales y
distales en las plantas anuales en contraposicién a las especies perennes, sino también al
nimero y tamafio de las bandas centroméricas. En la seccion Lathyrus, la principal
diferencia en el contenido de heterocromatina no fue sélo debido al tamafio y al nimero de
bandas heterocromaticas centroméricas, sino a la ausencia de bandas heterocromaticas
intersticiales en las especies anuales.

Se ha propuesto que la distribucion de heterocromatina en los cromosomas esta
asociada al tamafio de los mismos (Schweizer y Loidl 1987, Guerra 2000). En general, la
acumulacion de heterocromatina en las bandas intersticiales es mucho mas comun en los
cromosomas grandes que en los pequefios. Por el contrario, las bandas centroméricas son,
en términos generales, mas frecuentes en los cariotipos con cromosomas pequefios. Esta
tendencia se observa claramente en Lathyrus, ya que en las especies anuales, que presentan
cariotipos mas pequefios, la heterocromatina se concentra principalmente en los
centromeros, mientras que en las plantas perennes, con cariotipos de mayor longitud (1,30

a 1, 54 veces mas largos), las bandas heterocromaticas intersticiales son mas frecuentes.

Mapeo de genes ribosomales

La hibridacion in situ fluorescente de sondas para los loci ADNr 45S y 5S en
cromosomas mitéticos fue util para la identificacion de pares cromosomicos de forma
inequivoca. A pesar de que el analisis reveld variacion en el nimero, tamafio y posicion de
los loci ADNr 45S entre las especies de las secciones estudiadas, el patron de estos loci fue

homogéneo para las especies dentro de la seccion Notolathyrus. Este hecho ha determinado
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que su utilidad en la caracterizacion de las especies sea limitada o nula. Sin embargo, la
posicion conservada de los loci ADNr 45S en los brazos largos del Gnico par cromosémico
subtelocéntrico constituyd un excelente marcador diagnostico para las especies
sudamericanas. Por el contrario, la presencia de los loci ADNr 5S en posiciones variables
en las distintas especies de Notolathyrus ha permitido tanto el establecimiento de
homeologias entre las especies como la identificacion de algunas de ellas.

Entre las especies de la seccion Lathyrus, los dos pares de loci ribosomales 45S
observados en L. odoratus son coincidentes tanto en el nimero como en la posicion de los
loci identificados previamente para esta especie (Murray et al. 1992). Este patron difiere
significativamente de los publicados para las otras pocas especies anuales estudiadas de la
seccidn Lathyrus (Ali et al. 2000), que presentan un locus Unico generalmente localizado
en posicion proximal o intersticial. El patrén observado en las especies perennes (L.
latifolius y L. sylvestris) de la seccion Lathyrus con localizacion de ambos loci (45S y 5S)
en el mismo brazo cromosémico es un carécter exclusivo de las mismas. Por otra parte, la
presencia de dos pares de loci ADNr 5S en diferentes cromosomas, uno de ellos en el
mismo cromosoma en que se encuentra el cluster de ADNr 45S (pero en diferentes brazos),
fue exclusivo para L. japonicus. Por lo tanto, los patrones de loci encontrados fueron
diferentes para cada una de las secciones analizadas y, en muchos casos, permitieron la
identificacion de especies.

La homogeneidad en el nimero de loci ADNr 5S observado en esta tesis para la
seccion Notolathyrus no concuerda con el alto polimorfismo (1-4 loci) publicado para una
pequefia muestra de especies de Lathyrus (Ali et al. 2000) y para otros géneros de la tribu
Fabeae (Hall et al. 1997, Fuchs et al. 1998, Raina et al. 2001). Por el contrario, los
nameros de loci ADNr 45S aqui observados son coincidentes con los citados en trabajos
anteriores en el género Lathyrus y en la tribu Fabeae. La organizacion conservada de los
genes de ADNr 45S en un sélo locus por complemento haploide (excepto en L. sativus y L.
odoratus en las que se detectaron dos loci) (Murray et al. 1992, Staginnus et al. 1999, Ali
et al. 2000) es compartida con el género Vicia, ya que la mayoria de las especies presentan
uno y rara vez dos loci ADNr 45S (Raina et al. 2001). Pisum sativum y Cicer arietinum
también presentan dos loci ADNr 45S (Fuchs et al, 1998), mientras que Lens culinaris
tiene solo un locus (Fuchs et al. 1998, Falistocco 2000, Galasso et al. 2001). Esto sugiere
una gran estabilidad en el namero de loci ADNr 45S no s6lo a nivel de género sino
también a nivel de tribu y que la presencia de s6lo un locus por complemento haploide

seria la condicion ancestral.
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Contenido de ADN

La mayoria de las leguminosas se caracterizan por tener genomas medianos o
pequefios (Doyle y Luckow 2003); sin embargo, las especies de los géeneros incluidos en la
tribu Fabeae muestran un aumento drastico en el tamafio gendmico a nivel diploide y una
gran variacion interespecifica (Poggio et al. 2008). En las especies aqui estudiadas de
Lathyrus, el rango de los valores 2C (2C = 12,50 a 23,21 pg) cubrié casi el 50 % de la
variacion total del contenido de ADN observado en el género de 6,9 hasta 29,2 pg/2C
(Bennett y Smith 1991), mientras que, el rango de variacion detectado en las especies de
Notolathyrus (2C = 12,50 a 21,33 pg) representd un 39 % del total de la variacion
encontrada para las especies de Lathyrus. Esto demuestra que las especies de Notolathyrus
presentan valores medios de contenido de ADN con respecto a lo observado en otras
especies del género Lathyrus y sugiere que el cambio en el contenido de ADN ha sido uno
de los mecanismos mé&s importantes en la evolucién genémica de la seccion.

La observacién de un menor contenido de ADN en las especies anuales en
comparacion con las especies perennes de la seccién Notolathyrus es compartida con la
seccidn Lathyrus (esta tesis, Rees y Hazarika 1969). Considerando que las especies de la
tribu Fabeae presentan contenidos de ADN mucho mayores que otras Leguminosas y que
las especies anuales de Lathyrus son derivadas de la perennes, la reduccion en el contenido
de ADN ocurrida durante la transicién de perenne a anual se habria alcanzado luego que el
grupo (ancestral del géenero o de la tribu) alcanzara una cantidad 6ptima de ADN. Estos
datos evidencian que durante la historia evolutiva de Lathyrus y de la tribu Fabeae se
habrian producido cambios ciclicos en el contenido de ADN.

Los valores relativamente bajos de correlacion (r = 0,51) encontrados entre la longitud
total del complemento haploide y el tamafio del genoma podrian explicarse por la
existencia de condensacion diferencial de los segmentos cromosomicos presentes en los
complementos de distintas especies.

Diversos estudios han demostrado que la variacion en el contenido de ADN puede
estar asociada con la variacion en la cantidad de heterocromatina (Flavell 1986, Furuta y
Nishikawa 1991). En concordancia, la variacion en el contenido de ADN nuclear de las
distintas especies de Lathyrus del Hemisferio Norte se acompafia de una variacion
correspondiente en la heterocromatina interfasica (Rees y Narayan 1977, Verma 1978) y en
la heterocromatina estimada por bandas C en los cromosomas mitéticos (Lavania y Sharma
1980). Sin embargo, los resultados de esta tesis sobre especies sudamericanas estan

parcialmente de acuerdo con esos informes, ya que, a pesar de observarse una tendencia
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similar, se detecto que el analisis de correlacion entre el contenido de ADN y de
heterocromatina fue significativa solo cuando las especies con los valores méas altos y los
mas bajos de heterocromatina se excluyeron del andlisis. Esta ausencia de relacion entre la
cantidad de heterocromatina y la variacion del contenido de ADN también ha sido
detectada en otros géneros de la tibu Fabeae, como en Cicer (Tayyar et al. 1994, Venora et
al. 1995), Pisum y Lens (Poggio et al. 2008). Estos datos sugieren que el ADN extra no
siempre se acumula en forma de heterocromatina constitutiva sino que también se puede
acumular como parte de la fraccion eucromatica.

Narayan y Rees (1976) y Rees y Narayan (1977) evidenciaron tempranamente, que la
variacion en el contenido de ADN nuclear observadas en algunos grupos de especies se
debe principalmente a la fraccion de ADN repetitivo. Lavania y Sharma (1980) plantearon
la hipdtesis que durante la evolucion de las especies de Lathyrus se produjo una
disminucion gradual en el contenido total de ADN repetitivo acompafiado de una
reduccion en la heterocromatina constitutiva. Sin embargo, en consistencia con los datos
aqui obtenidos, los analisis de correlacion de las fracciones de heterocromatina y de
eucromatina versus el contenido total de ADN en cuatro especies de Lathyrus demostraron
que los cambios en la cantidad de ADN implican variaciones en la cantidad de
heterocromatina asi como en la eucromatina (Narayan 1986).

La distribucién del contenido de ADN de las especies perennes en dos grupos discretos
separados entre si por alrededor de 2 pg y del contenido de L. crassipes por casi la misma
magnitud evidencian que la variacion en el contenido de ADN en Notolathyrus no es
gradual y que las brechas entre cada grupo son aproximadamente de la misma magnitud
que las observadas para las especies del Hemisferio Norte (Narayan 1982). La
comparacion del contenido de ADN entre las especies de Notolathyrus y aquellas que se
encuentran en el Hemisferio Norte (de acuerdo con los grupos establecidos por Narayan
1982) indica que L. crassipes puede estar incluida en el grupo 3. Este grupo se encuentra
integrado por especies de las secciones Afaca, Nissolia, Clymenum, Orobastrum y
Cicercula. Las especies perennes pueden ser incluidas dentro de los grupos 4 y 5
integrados por especies de la seccion Cicercula y Eulathyrus.

El hecho de que grupos de especies de Notolathyrus establecidos segun su contenido
de ADN sean compatibles con las especies del Hemisferio Norte, indica que el contenido
de ADN de cada grupo representa estados estables en la evolucién del genoma del género,
a pesar de la divergencia evolutiva existente entre las especies incluidas en cada uno de

ellos. Se ha propuesto que las especies dentro de cada grupo que comparten valores de
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contenido de ADN similares presentan un equilibrio o un balance similar en su
organizacion nuclear (Narayan 1982). Las restricciones para cambios discontinuos en el
ADN dentro de determinados grupos de especies son poco conocidas; pero cualquiera sea
su naturaleza causal, la variacion en el contenido de ADN nuclear parece ser un rasgo
hereditario importante que contribuye a los aspectos fisiologicos, del desarrollo y de la
adaptacion de las especies como se ha establecido en la hip6tesis nucleotipica (Bennett
1987).
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CapriTuLo Il
V ARIABILIDAD CROMOSOMICA

INTERPOBLACIONAL



INTRODUCCION

0s procesos de diferenciacidn genética que dan como resultado a la variabilidad

intraespecifica, pueden ocurrir a diferentes niveles dentro del genoma durante el

curso de la evolucion. Los cambios genéticos que se pueden detectar a nivel
cromosomico incluyen cambios numéricos y estructurales. Dentro de los cambios
numéricos se incluyen aneuploidia, cromosomas supernumerarios o B y poliploidia
(Stebbins 1971). Dentro de los cambios estructurales, se incluyen reordenamientos de
grandes bloques cromosomicos que alteran la morfologia de los cromosomas y que pueden
detectarse con técnicas de coloracion clésica (Darlington 1965), aunque también pueden
ocurrir cambios estructurales que no modifican la morfologia y que requieren de técnicas
que revelen la subestructura de los cromosomas. Entre estos ultimos se incluyen
inversiones paracéntricas, pericéntricas isobraquiales, translocaciones reciprocas que
involucran segmentos de cromosomas de igual tamafio, microinversiones y
microtranslocaciones, cambios en el estado epigenético de la cromatina (heterocromatina
versus eucromatina) y variacion cuanti y cualitativa del ADN repetitivo, entre otros. Todos
estos cambios reducen la homologia cromosomica y pueden interferir en el normal
apareamiento de los cromosomas en meiosis y conducir a la diferenciacion cromosoémica
de las poblaciones (Stebbins 1971, White 1978, Grant 1981, King 1993).

En el caso particular de Lathyrus, la variacion cromosémica intraespecifica ha sido
investigada en dos especies cultivadas, L. odoratus y L. sativus; sin embargo, hasta el
momento, no se han realizado estudios de variabilidad intraespecifica en especies silvestres
del género. Los resultados publicados para las especies cultivadas utilizando tincion no
diferencial son discordantes. Algunos autores plantean la existencia de una elevada

estabilidad cromosdmica intraespecifica, tanto en la formula cariotipica (Bhattacharjee
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1954, Sharma y Datta 1959), como en el comportamiento meio6tico (Verma y Ohri 1979),
mientras que otros plantean la existencia de variabilidad a nivel poblacional (Murray et al.
1992, Arzani 2006).

Para el estudio de la variabilidad intraespecifica y de la evolucion cromosémica en
grupos con formulas cariotipicas semejantes, como Lathyrus, es necesario contar con
marcadores adecuados que permitan analizar la subestructura cromosémica. Por esta razon,
en este Capitulo se realiza un analisis detallado de los cariotipos y del comportamiento
meiotico a nivel interpoblacional de L. nervosus (secc. Notolathyrus) analizando patrones
de bandas heterocromaticas CMA/DAPI y el mapeo de genes ribosomales por FISH.
Asimismo, se analizan el comportamiento mei6tico y la viabilidad del polen en diversas
poblaciones de la especie.

Lathyrus nervosus fue elegida como modelo de estudio debido a que presenta una
amplia distribucion geogréfica en Argentina, Chile, Uruguay y Brasil. Su éarea de
distribucion comprende desde los bosques patagonicos al sur de la Cordillera de los Andes,
hasta las sierras del sistema de Ventania y Tandilia en Argentina, Uruguay y Sur de Brasil
(Fig. 15). El area abarca diferentes habitats, que varian en el tipo de suelo, la temperatura y
el tipo de vegetacion, que podrian haber propiciado la fijacion de diferentes rearreglos
cromosémicos en las poblaciones de esta especie. Los andlisis planteados se llevaron a
cabo en cinco poblaciones provenientes de diferentes localidades del area de distribucion

de la especie con los siguientes objetivos:

Objetivo General

Inferir los mecanismos de evolucién cromosomica a nivel poblacional.

Objetivos particulares
1- Analizar el nUmero cromosomico vy la estructura cariotipica por técnicas de bandeo
e hibridacion in situ fluorescente en individuos pertenecientes a diferentes
poblaciones
2- Inferir la ocurrencia de anormalidades cromosomicas mediante el analisis del
comportamiento meidtico en diferentes poblaciones.

3- Analizar las consecuencias de los cambios cromosémicos en la viabilidad del polen.

68



Hipotesis

1- Los individuos pertenecientes a diferentes poblaciones de Lathyrus nervosus son
homogéneos en numero cromosoémico y formula cariotipica, pero presentan
variabilidad en la subestructura cromosomica.

2- Las mutaciones cromosdémicas mas importantes en la evolucion del grupo
corresponden al tipo estructural aunque difieren en tipo y frecuencia segun las
poblaciones analizadas.

3- Las mutaciones cromosémicas disminuyen significativamente la viabilidad del

polen.
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MATERIALES Y METODOS

El andlisis de variabilidad cromosémica intraespecifica se realizé a partir de semillas y

botones florales coleccionados de distintas poblaciones de L.

nervosus (secc.

Notolathyrus), provenientes de diferentes localidades del area de distribucion de la especie

(Tabla 7). EI nimero de coleccion, la procedencia y los codigos de los mismos se detallan

en la Tabla 1.

Tabla 7. Lista de las poblaciones de Lathyrus nervosus analizadas, su proveniencia, el tipo de

analisis realizado y el nimero de individuos con diferentes nimeros cromosdmicos hallados en

cada una de las poblaciones estudiadas. C: cariotipo, M: meiosis, VP: viabilidad del polen, N:

numero de individuos analizados. En la Tabla 1 se detalla los datos completos de los

coleccionistas, la procedencia y las coordenadas geograficas de cada poblacion.

Nivel de ploidia (N)

Codigo  Analisis

2X 3X 4x
49 C 20 1 1
52 C 25 - -
56 PV - - -
60 C,M, VP 30 - -
63 C, M, VP 27 - -
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Figura 15. Distribucidon geografica de Lathyrus nervosus. Las dareas sombreadas muestran la

Los puntos en negro

distribucidon disyunta de las poblaciones de la especie (Burkart 1935).

representan las localidades de las poblaciones analizadas.
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Analisis de cromosomas somaticos

La obtencién de los preparados cromosémicos, el bandeo cromosémico fluorescente, la
hibridacion in situ fluorescente, la adquisicion de imagenes digitales, la confeccion de los
idiogramas, y los analisis estadisticos de correlacion y ANOVA realizados en este Capitulo se
describen en el Capitulo 1l. Ademaés en este Capitulo se realiz6 un MANOVA aplicandose a
posteriori el test de Bonferroni con el fin de determinar si existen diferencias significativas

entre las poblaciones estudiadas.

Anélisis meidtico

Preparaciones cromosomicas

Se utilizaron botones florales frescos o fijados en alcohol absoluto:acido acético (3:1) por
24 h y conservados en alcohol 70 % a 4 °C. Cada una de las anteras de los botones florales
seleccionados fue procesada individualmente, practicandole una incision transversal v,
mediante una leve presion ejercida con la punta de la aguja de diseccion, se extrajeron las
células madres del polen (CMP) en una gota de orceina lactopropionica 2 % (Dyer 1963). Las
preparaciones permanentes se realizaron despegando el cubreobjetos con CO, (Bowen 1956)

y utilizando Euparal como medio de montaje.

Anélisis del comportamiento meiotico

Se examind el comportamiento meiotico desde metafase | hasta el estadio de esporada y
se registro la frecuencia de cada fendmeno observado. La clasificacion de las diferentes
irregularidades meioticas halladas fue realizada siguiendo el criterio de Seijo (2002).

Para poder analizar todas las fases de la meiosis fue necesario utilizar diferentes botones
florales que pertenecian a diferentes inflorescencias. El indice meiético (IM) se calculé como

la proporcidn de esporadas normales/total de esporadas analizadas (Love 1949).

Analisis de la viabilidad del polen

Para estimar la viabilidad del polen se utiliz6 la técnica de tincion con carmin acético
3%:glicerina (1:1) (Pittenger y Frolik 1951). Para cada muestra se analizaron tres botones
florales correspondientes a distintas inflorescencias y se contabilizaron al menos 500 granos
de polen por boton. Se consideraron viables los granos que presentaron el citoplasma
uniformemente tefiido y, en base a su tamafio y forma, se los clasificaron en cinco categorias:

granos de polen de tamafio normal (GC), macrogranos (MaG), microgranos (MiG) granos de
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polen de tamafio mediano (GCM) y granos de polen con forma anormal (GCA). Los granos
de polen no viables fueron reconocidos en base a la falta de coloracion en el citoplasma.
Finalmente, para cada muestra analizada, la viabilidad del polen se calcul6 como el porcentaje

promedio de granos viables/total de granos de polen analizados.

REsuLTADOS

Recuentos cromosdémicos y analisis cariotipico

El recuento cromosémico mostré6 que todos los individuos de tres de las cuatro
poblaciones de L. nervosus analizadas (52, 60 y 63) fueron diploides con 2n = 2x =14 (Fig.
16-18). En la poblacion 49 se encontrd, ademas de 20 individuos diploides, un individuo
triploide (2n = 3x = 21, Fig. 17 C, D) y otro tetraploide (2n = 4x = 28, Fig. 17 E, F).

La formula cariotipica hallada en todo el material diploide de L. nervosus fue 12 sm + 2
st. ElI tamafio cromosémico vari6 de 7,54 a 11,38 um (Tabla 8). Las constricciones
secundarias se observaron en un sélo par cromosomico, las que delimitaron macrosatélites. El
complemento cromosémico haploide mas largo correspondio a la poblacion 63 (68,10 pum),
mientras que el mas corto a la poblacién 52 (58,32 um). Las caracteristicas cariotipicas
generales se resumen en la Tabla 8, las metafases representativas se muestran en las Figuras
16 y 17 y los idiogramas consensos para cada poblacion se ilustran en la Figura 18. Los
complementos de cromosomas adicionales encontrados en las plantas poliploides tuvieron la
misma morfologia que aquellos cromosomas observados en los complementos de las plantas
diploides, por lo que las homologias se pudieron establecer con precision. Las metafases
representativas de las plantas poliploides se ilustran en la Figura 17 C-F.

El bandeo cromosémico fluorescente reveld dos tipos de heterocromatina constitutiva
CMA*/DAPI° (en adelante CMA*) y CMAYDAPI* (en adelante DAPI*) en todos los
individuos analizados (Fig. 16). La heterocromatina CMA" se presenta en una banda Unica
adyacente o en la misma posicion que la constriccion secundaria del par 7 de todas las
poblaciones de L. nervosus analizadas. La cantidad total de este tipo de heterocromatina vario
desde 0,66 a 0,75 % de la longitud total del complemento haploide.

Los patrones de heterocromatina DAPI™ variaron en niimero, tamario y localizacion de las
bandas entre las poblaciones. Las bandas centroméricas fueron observadas en todos los

cromosomas de la poblacion 60 y en todos los cromosomas (excepto en el par 3) de las
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poblaciones 52 y 63. Sin embargo, en la poblacion 49 sélo se observaron bandas
centroméricas en los pares 1, 2 y 7 (Tabla 8, Fig. 16 y 18).

Los individuos de las poblaciones 49, 52 y 63 compartieron una banda heterocromatica
proximal situada en los brazos cortos del par cromosémico 3. Ademas, en la poblacion 63 se
observaron bandas proximales en los brazos cortos de los pares cromosémicos 1y 2 y en el
brazo largo del par 1. La poblacion 60 presentd estas bandas en los brazos cortos de los pares
4,5y 6y en los brazos largos del par 1. En los brazos largos, las bandas proximales fueron
observadas sélo en el par 1 de las poblaciones 60 y 63. Por otra parte, las bandas intersticiales
fueron las menos frecuente, habiéndose observado solamente en los brazos largos del par
cromosoémico 7 de las poblaciones 49 y 63. Las bandas intersticiales del par 7 fueron cercanas
a la constriccion secundaria (Tabla 8, Fig. 16 y 18).

La cantidad total de heterocromatina DAPI® comprendié desde 3,16 a 8,47 % de la
longitud total del complemento cromosémico haploide. En general, la mayor cantidad de
heterocromatina fue observada en las poblaciones que portan el mayor nimero de bandas
heterocromaticas excepto en la poblacion 63, en la cual a pesar de tener un gran nimero de
bandas heterocromaticas, la mayoria de ellas fueron muy pequefias (Tabla 8, Fig. 16 y 18). La
cantidad total de heterocromatina DAPI* no mostré una relacion directa con la longitud total
del complemento (r = 0,35; p = 0,02).

El conjunto de marcadores cromosoémicos analizados permitié distinguir cada uno de los
cromosomas del complemento y establecer homologias de manera precisa.

Los patrones de distribucion y tamafio de los loci ADNr revelados por FISH fueron
altamente conservados entre las poblaciones analizadas. Los genes de ADNr 45S se
localizaron en los brazos largos del par cromosémico 7, mientras que los genes de ADNr 5S
se observaron en los brazos cortos del par cromosémico 3 en todas las poblaciones analizadas.
La posicién del locus ADNr 45S fue distal en las poblaciones 52 y 60, mientras que en las
poblaciones 49 y 63 fue intersticial. En estas dos ultimas poblaciones la posicion de los loci
estuvo muy cercana al limite entre intersticial y distal.

Los complementos extras en los individuos 3x y 4x de la poblacién 49 mostraron
caracteristicas de bandeo y patrones de loci ribosomales idénticos a aquellos observados en
los complementos de los individuos diploides de la misma poblacion (Fig. 17 C, F). El
numero de loci de ambas familias de genes ribosomales fue también determinado en los

nacleos interfasicos (Fig. 17 D, E).
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El andlisis multivariado de la varianza (MANOVA) llevado a cabo teniendo en cuenta las
variables cariotipicas (LTCH, IC, cantidad absoluta de heterocromatina DAPI”, cantidad
absoluta de heterocromatina CMA™) mostrd diferencias significativas entre las poblaciones
analizadas (k = 0,04, F = 7,10, p < 0,0001). El andlisis de Bonferroni mostré diferencias
significativas para todas las poblaciones, excepto entre las poblaciones 60 y 63 (Tabla 8). El
andlisis de la varianza (ANOVA) y el test de Tukey de los pardmetros individuales indicaron
que éstas fueron significativamente diferentes para todas las variables analizadas, excepto

para el indice centromérico promedio y para la cantidad de heterocromatina CMA™ (Tabla 8).
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Tabla 8. Caracteristicas cariotipicas de las poblaciones de Lathyrus nervosus. Poblacion (Pob), Longitud total del complemento haploide (LTCH), Longitud

cromosdmica promedio (LC), rango de la longitud cromosdmica (Rango). Los valores de estos parametros corresponden a los promedios expresados en

micrémetros y la desviacidn estandar se encuentra entre paréntesis. IC: indice centromérico promedio. Las cantidades de heterocromatina CMA*/DAPI°

y CMA’/DAPI" y la heterocromatina total (HT) estan expresadas como valores absolutos promedios en micrémetros y entre paréntesis se encuentra el

porcentaje en relacidén con la longitud del complemento haploide. El nimero de bandas heterocromaticas esta indicado por complemento haploide y la

localizacién de las mismas se detalla entre paréntesis. p: brazo corto. g: brazo largo. Las letras mayusculas indican diferencias significativas entre las

poblaciones en el andlisis de MANOVA. Las letras minusculas en supra-indice indican diferencias significativas en los valores promedio de cada pardmetro

(test de Tukey, 5 %), en el andlisis de Bonferroni. Los cddigos de las poblaciones se listan en la Tabla 1.

LTCH% CMA" CMAY Bandas Bandas Bandas N° de
Pob LC+S  Rango IC . . o _ _ o HT MANOVA
S /DAPI DAPI centroméricas proximales intersticiales bandas
6519°+  931°+  841- 0,43° 2,062
49 30,66 ° 3,27 1(3p) 1(7q) 5 5,05° B
2,96 0,95 10,91 (0,66 %) (3,16 %)
58,32% + 8,33%+ 7,80- 0,44° b 6(1,2,4,5,6, b
52 31,57° 5,10 ™ (8,74%) 1(3p) - 7 9,41 A
5,00 0,79 9,47 (0,75 %) 7)
63,29+  904®+ 754 0,422 5,40 © 4(1q; 4,5,
60 31,24° 7 1(7 q) 12 11,66 C
6,01 0,98 10,54 (0,66 %) (8,53 %) 6 p)
68,10" + 9,73° 8,64- 0,46 ° X 6(1,2,4,56, 4(1q;1,2, .
63 30,36 ° 3,78 7 (5,55 %) 11 6,68 C
3,01 +0,92 11,38 (0,67 %) 7) 3p)
ANOVA F=8,13 F=8,13 F=0,93 F=0,57 F=17,51 F=17,51 A= 0,04
p=0,0016 p=0,0016 p=0,4487 p=0,6427 p < 0,0001 p<0,0001 F=7,10
p <0,0001
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Figura 16. Metafases de individuos de diferentes poblaciones de Lathyrus nervosus con bandeo

CMA-DAPI. A-D: muestran heterocromatina CMAO/DAPI+ y E-F: muestran heterocromatina
CMA'/DAPI°. A: poblacién 52, B: poblacién 49, C: poblacién 60, D: poblacién 63, E: poblacién 60 y

F: poblacidn 63. Los cddigos de las poblaciones se listan en la Tabla 1. Barra = 10 um.
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Figura 17. Doble hibridacién in situ fluorescente con sondas ribosomales de individuos de

distintas poblaciones de Lathyrus nervosus en metafases (A-C y E) e interfases (D y F). Sobre los
cromosomas, las sefiales fluorescentes en verde (FICT) corresponden a los sitios de hibridacién de
la sonda para los genes ADNr 5S y en rojo (TRICT) a los sitios de hibridacion de la sonda para los
genes ADNr 45S. La contratinciéon con DAPI (azul claro), después del procedimiento de FISH se
utiliza para resaltar las bandas heterocromaticas y para tefiir la eucromatina. A: poblacién 52, B:
poblacién 60, C-D: individuo triploide de la poblacién 49, E-F: individuo tetraploide de la poblacion
49. El nucleo interfasico del individuo 3x (D) muestra tres sefiales y el nucleo del individuo 4x (F)
muestra 4 sefales para cada una de las familias de genes ribosomales. Los cddigos de las

poblaciones se listan en la Tabla 7. Barra =10 um.
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Figura 18. Idiogramas de las poblaciones estudiadas de Lathyrus nervosus. En rojo se representan
los loci de ADNr 45S, en verde los de 55 ADNr y en celeste las bandas heterocrométicas DAPI®. Los

codigos de las poblaciones se listan en la Tabla 7. Barra = 10 um.
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Comportamiento meidtico y anélisis de la viabilidad de polen

El andlisis del comportamiento meidtico revel6 la ocurrencia de irregularidades en la
mayoria de las fases de las dos poblaciones estudiadas (60 y 63) (Tabla 9, Fig. 19). En
ambas poblaciones, las anormalidades mas frecuentes fueron la presencia de uno o dos
bivalentes fuera de placa en metafase | (Fig. 19 A) y de uno a tres cromosomas rezagados
en anafase I. En la poblacién 60, también se observaron puentes cromatinicos con y sin
fragmentos (Fig. 19 B). En telofase | se registraron cromosomas fuera de nucleos (Fig. 19
C) y la presencia de dos a tres micronucleos.

En la segunda profase se encontraron fragmentos o puentes con fragmentos en la
poblacion 60 y microndcleos en la poblacion 63. Durante la metafase I, la configuracion
anormal mas frecuente, en ambas poblaciones, fue la presencia de cromosomas fuera de
placa (Fig. 19 D). También se observaron puentes sin fragmento. En telofase Il se
registraron, en ambas poblaciones, de 1 a 7 micronucleos en adicién a los cuatro ndcleos
de tamafio aproximadamente normal (Fig. 19 E, F). Ademas, se observaron puentes con y
sin fragmento y nucleos no reducidos.

Los indices mei6ticos calculados a partir del anélisis de esporadas fueron 60,56 en la
poblacion 60 y 90,5 en la poblacion 63 (Tabla 10). En el andlisis de las esporadas, el
fenémeno mas frecuente fue la presencia de tétradas con 1 a 4 microcitos. De acuerdo al
tamafio nuclear y a las caracteristicas cromatinicas se distinguieron dos tipos principales de
microcitos: 1) aquellos conformados por una Unica cromatida (de menor tamafio) y 2)
aquellos constituidos por dos cromatidas (de mayor tamafo).

Otro tipo de anormalidad frecuente en las esporadas fue la presencia de nucleos no
reducidos observados en diadas (1,17 - 2 %; Fig. 19 G), triadas (3,75 %; Fig. 19 H) y
monadas (4,22 %). De acuerdo al numero de microsporas no reducidas observadas, el
porcentaje de gametos no reducidos esperado fue de aproximadamente 1,6 % de polen 2ny
1 % de polen 4n.

El analisis de polen reveld diferencias significativas en la viabilidad (82,22 - 98,07)
entre las tres poblaciones analizadas (56, 60 y 63). La reduccion diferencial de viabilidad
fue debido principalmente a la presencia de polen no tefiido (1,93 - 17,78 %), microgranos
(0,72 - 1,21 %), macrogranos (0,13 - 0,95 %), granos tefiidos anormalmente (0 - 0,4 %) y
granos tefiidos de tamafio mediano (0 - 1,92 %) (Tabla 11, Fig. 20).
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Tabla 9. Analisis meidtico en poblaciones de Lathyrus nervosus (60 y 63). n: numero de células

analizadas y %: porcentaje de células normales y portadoras de cada anormalidad con respecto al

numero de células analizadas en cada fase. Los cddigos de las poblaciones se listan en la Tabla 7.

. . 60 63
Fases Configuraciones N % N %
Ml Normal 48 90,57 162 94,19
Bivalentes fuera de placa (1-2) 5 9,43 10 581
Al Normal 168 89,84 66 92,96
Puentes con fragmento 1 0,53 - -
Puentes sin fragmento 1 0,53 - -
Cromosomas rezagados (1-3) 17 9,09 5 7,04
TI Normal 19 86,36 27 96,55
Cromosomas fuera de nacleos 1 4,54 - -
Micronucleos (2-3) 2 9,09 1 3,45
Pl Normal 134 97,10 - -
Fragmentos 3 2,17 - -
Puente con fragmento 1 0,72 - -
Micronucleos - - 2 100
Ml Normal 165 96,49 238 95,58
Fragmentos 2 1,16 - -
Cromosomas fuera de placas 3 1,75 11 4,42
Puente sin fragmento 1 0,58 - -
All Normal - - 24 100
Tl Normal 810 92,88 559 95,88
Dos nucleos no reducidos 1 0,11 - -
Dos _nucleos reducidos con uno no 1 0.11 4 0,68
reducido
Microntcleos (1-7) 44 5,04 17 2,91
Fragmentos 5 0,57 - -
Puente sin fragmentos 10 1,15 2 0,34
Dos puentes con fragmentos 1 0,11 1 0,17
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Figura 19. Células en division meidtica de la poblacién 60. A: metafase | con un bivalente fuera de
placa, B: ana-telofase | con un puente y un fragmento, C: ana-telofase | con una cromatida fuera
de nucleo, D: metafase Il con dos cromosomas fuera de placa, E: telofase Il con dos micronucleos,
F: telofase Il con cinco nicleos y un cromosoma bicromatidico fuera de nucleo, G: CMP
inmediatamente después de la citocinesis con dos nucleos no reducidos y un microcito, H: CMP en

citocinesis con un nucleo no reducido y dos nucleos reducidos. Barra=10 um.
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Tabla 10. Tipos de esporadas observadas e indice meidtico (IM) de dos poblaciones de Lathyrus

nervosus. n: nimero de células analizadas y %: porcentaje de células portadoras de cada

anormalidad con respecto al nimero de células analizadas en cada fase. Los cddigos de las

poblaciones se listan en la Tabla 7.

Poblacion 60

Poblacion 63

Tipos de esporadas n % n %
Tétradas normales 258 60,56 247 90,50
Tétradas con 1-4 microcitos 129 30,28 24 8,79
Diadas 5 1,17 2 0,73
Triadas 16 3,75 - -
Monadas 18 4,22 - -
Total 426 100 273 100
IM 60,56 90,50

Tabla 11. Andlisis del polen en diferentes poblaciones de Lathyrus nervosus. Los valores estan

expresados en porcentajes del total de granos analizados. GC: Granos coloreados de tamaio

normal, GNC: granos de polen no coloreados, MiG: microgranos, MaG: macrogranos, GCA: granos

de polen coloreados anormales, GCM: granos de polen coloreados de tamafio mediano. La

viabilidad fue estimada a partir de los granos coloreados. Los cddigos de las poblaciones se listan

enlaTabla 7.

Poblaciones GC GNC MiG MaG GCA GCM Viabilidad
56 96,46 1,93 1,21 0,24 0,00 0,16 98,07
60 79,20 17,78 0,84 0,13 0,13 1,92 82,22
63 95,46 2,47 0,72 0,95 0,40 0,00 97,53
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Figura 20. Granos de polen de la poblacion 60 de Lathyrus nervosus. A: Micrograno (MiG), B:
granos de polen coloreado (GC) y no coloreado (GNC), C: grano de polen coloreado de tamafio

mediano (GCM), D: macrograno (MaG). Barra= 10 um.
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Discusion

Caracteristicas generales del cariotipo

La formula cariotipica 12 sm + 2 st encontrada en todas las poblaciones de Lathyrus
nervosus fue levemente diferente a la encontrada en andlisis previos utilizando tincion de
Feulgen [2 m +10 sm + 2 st (Seijo y Fernandez 2003), 2 m + 12 sm (Battistin y Fernandez
1994; Klamt y Schifino-Wittmann 2000)]. Estas diferencias podrian deberse a pequefios
cambios en la morfologia cromosomica causados por la técnica empleada (Schwarzacher y
Heslop-Harrison 2000), ya que los cambios en las categorias morfologicas de los
cromosomas después de la hibridacion in situ fluorescente son particularmente frecuentes
cuando los indices centroméricos se encuentran cerca de los valores que determinan el
limite de cada categoria en la nomenclatura de Levan et al. (1964), como es el caso de
algunos pares cromosémicos de L. nervosus. A pesar de estas pequefias diferencias con
otros autores, los resultados aqui obtenidos reflejan una formula cariotipica constante entre
las cuatro poblaciones de L. nervosus analizadas y sustentan la hipotesis que propone la
existencia de una gran estabilidad morfoldgica de los cromosomas a nivel interpoblacional

en las especies de Lathyrus (Murray et al. 1992, Seijo y Fernandez 2003).

Bandeo cromosémico

El andlisis de los cromosomas con bandeo fluorescente reveld que las poblaciones de
L. nervosus, a pesar de presentar una formula cariotipica conservada, muestran un patron
de bandas heterocromaticas DAPI™ que varia en el nimero, en el tamafio y en la posicion
de las mismas. Este resultado constituye el primer registro de variacion en la cantidad y
distribucion de heterocromatina entre poblaciones naturales de Lathyrus. En particular, la
variacion detectada en los patrones de bandas DAPI® de L. nervosus sugiere que los
cambios en la cantidad y localizacion de la heterocromatina rica en AT constituye uno de
los mecanismos involucrados en la evolucion de los cariotipos de esta especie. Sin
embargo, los cambios observados en la cantidad de heterocromatina no explican totalmente
la variacion en la longitud del complemento entre las poblaciones, y sugieren que otros
mecanismos que afectan a la fraccion eucromatica estarian determinando también la
variacion de las longitudes de los complementos entre las poblaciones analizadas, tal como
se observo en el Capitulo Il de esta tesis para las especies de Notolathyrus.

Se han propuesto varios mecanismos para explicar las amplificaciones y deleciones

diferenciales de elementos repetitivos que pueden alterar tanto el tamafio de los bloques
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heterocromaticos como la cantidad de eucromatina. Los méas conocidos son el
entrecruzamiento desigual (Bennett et al. 1977), el deslizamiento de la polimerasa y la
insercion o delecién masiva de elementos moviles (Loidl 1983, Schubert y Wobus 1985).
Asimismo, cambios en el estado epigenético de la cromatina, por pérdidas o alteraciones
de bordes y aisladores cromatinicos (Dorman et al. 2007) o por la insercion de novo de
elementos moviles pueden determinar cambios en el tamafio de las bandas
heterocromaéticas dentro de un cariotipo (Slotkin y Martienssen 2007). Sin embargo, los
cambios en la localizacion de las bandas heterocromaticas son mas dificiles de explicar, en
particular, cuando la formula cariotipica se mantiene constante entre los individuos que
muestran diferentes patrones de distribucion de la heterocromatina. La mayoria de las
hipétesis, hasta ahora formuladas proponen que tales cambios posicionales pueden estar
relacionados con la actividad de los elementos moviles (transposones y retrotransposones)
0 menos frecuentemente por entrecruzamiento desigual entre cromosomas no homélogos
(Bennett et al, 1977, Kumar y Bennetzen 1999). Todos estos mecanismos podrian haber
participado en la diferenciacion de los patrones de bandas heterocromaticas observadas
entre las distintas poblaciones de L. nervosus aunque, con los estudios realizados, no se

puede cuantificar la magnitud con que cada uno ha participado.

Mapeo de genes ribosomales

El andlisis de los loci ribosomales estudiados mediante FISH revelé un patrén
altamente conservado dentro de las poblaciones analizadas, aunque los loci ADNr 45S
presentan leves diferencias en la posicién dentro de los brazos entre las mismas. La
presencia de los loci de ADNr 45S ubicados en la constriccion secundaria de un sélo par de
cromosomas y también de los loci de ADNr 5S ubicados en un par cromosdmico distinto al
45S es consistente con el patron observado en todas las especies de la seccion Notolathyrus
(Capitulo 11).

Variacion cariotipica entre las poblaciones

A pesar que la formula cariotipica en todas las poblaciones analizadas fue conservada,
los parametros del analisis cariotipico mostraron que las poblaciones de Bariloche (52) y
de Sierra de la Ventana (49) (ambas de Argentina) fueron significativamente diferentes
entre si y diferentes de las poblaciones de Uruguay (60 y 63, que no presentaron
diferencias significativas entre ellas). Las principales diferencias entre las poblaciones

fueron la longitud del complemento haploide, el nimero de bandas y la cantidad de
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heterocromatina DAPI®. Aunque la mayoria de las poblaciones fueron significativamente
diferentes para la cantidad de heterocromatina, la variacion observada en este Capitulo no
pudo asociarse con ninguna variable geografica o climatica Capitulo, y por lo tanto, el
significado adaptativo de la variacion del contenido de heterocromatina sigue siendo poco

claro.

Autopoliploides en la seccion Notolathyrus

Otro de los hallazgos mas destacados del andlisis cariotipico realizado en L. nervosus
es la presencia de tres citotipos diferentes dentro de una sola poblacion. Aunque la
poliploidia se considera como uno de los principales mecanismos de la evolucion y la
diversificacion de las plantas (Soltis y Soltis 1999), para el género Lathyrus es un
fendmeno muy raro (Senn 1938, Yamamoto et al 1984, Gutiérrez et al. 1994). El hallazgo
de individuos triploides y tetraploides de L. nervosus, en esta tesis, constituye la primera
cita de poliploidia para la seccién Notolathyrus, mientras que la existencia de poliploidia
impar en una poblacién mixta con tres citotipos diferentes resulta una novedad para el
género y la tribu Fabeae. La gran similitud observada en la morfologia de los cromosomas,
el patrén de bandas y el mapeo de los loci ADNr en los complementos adicionales de los
individuos poliploides con los complementos de los diploides pertenecientes a la misma
poblacién evidencia que los citotipos 3x y 4x se habrian originado por autopoliploidia.
Aunque los polimorfismos de citotipos (2x, 4x, 6x) a nivel interpoblacional citados para L.
palustris y L. pratensis fueron considerados como casos de autopoliploidia, y de que se ha
sugerido un origen alopoliploide para L. venosus (Khawaja et al. 1998), el mecanismo por
el cual ocurre la poliploidizacion en el género todavia no ha sido estudiado (Gutiérrez et al.
1994). En general, se ha propuesto que los poliploides pueden formarse por duplicacién de
los cromosomas en células somaticas o bien por poliploidizacion sexual (Darlington 1965,
Harlan y De Wet 1975). Mientras que el primer mecanismo usualmente requiere de un
proceso de endoreduplicacion, el segundo implica la formacién de gametos no reducidos
por restitucién nuclear, fusién de polos anafasicos o fallas en la citocinesis (Darlington
1965, Harlan y De Wet 1975).

En poblaciones con distintos niveles de citotipos, la produccién de gametos no
reducidos es usualmente considerada como la primera evidencia que la poliploidizacion
sexual podria suceder (Kovalsky y Solis Neffa 2012). Asimismo, la deteccion de granos de
polen gigantes y viables ha sido considerada como una prueba directa de la produccién de

gametos no reducidos en varios grupos de angiospermas (Vorsa y Bingham 1979,
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Bretagnolle y Thompson 1995). La deteccién de microsporas no reducidas 2x y 4x en las
poblaciones 60 y 63, asi como la observacion de granos de polen no reducidos en las
poblaciones 56, 60 y 63 de L. nervosus sugiere que la produccion de gametos no reducidos
es muy comun en la especie y que también podria estar ocurriendo en la poblacion 49
donde se encontraron los individuos poliploides. Este hecho sustenta a la poliploidizacion
sexual como el mecanismo méas probable para explicar el origen de los citotipos 3x y 4x en
la poblacion 49 de L. nervosus.

Para explicar la poliploidizacion sexual se han propuesto dos mecanismos. Uno de
ellos, es la poliploidizacion sexual unilateral. Partiendo de un individuo 2x, esta ruta
genera un citotipo impar como resultado de la unién de un gameto reducido con otro no
reducido. El otro es la poliploidizacidn sexual bilateral, que implica la fusion de gametos
femeninos y masculinos no reducidos generando asi, individuos poliploides pares (Harlan
y De Wet 1975). De acuerdo con estos mecanismos, el individuo triploide encontrado en la
poblacion 49 de L. nervosus podria haberse originado por poliploidizacion sexual
unilateral, mientras que el tetraploide podria haberse originado por poliploidizacion sexual

bilateral o unilateral utilizando a los triploides como puentes.

Anélisis de la microsporogénesis

Las poblaciones de L. nervosus analizadas revelaron diferentes irregularidades en el
comportamiento meiotico que podrian haber conducido a la formacion de granos de polen
aneuploides y también de granos de polen no reducidos. Se ha propuesto que las
principales causas de la produccion de los microgranos de polen son los cromosomas que
qguedan excluidos de los nucleos, ya sea por orientacion o segregacién andémala de un
bivalente en metafase | o por errores en la segregacion de bivalentes con orientacion
regular (Defani-Scoarize et al. 1995, Risso-Pascotto et al. 2006, Seijo y Solis Neffa 2006).
En L. nervosus, luego de la segregacion de los bivalentes, los cromosomas bicromatidicos
rezagados pueden o no segregar en anafase | y anafase Il. Estos cromosomas pueden
formar luego, en telofase Il, microndcleos con una o dos cromatidas. Después de la
citocinesis, en la fase de esporada, estos micronucleos son usualmente observados como
micronucleos dentro de microcitos, que en ultima instancia podrian diferenciarse en
microgranos de polen. Por otro lado, los nucleos aneuploides que resultaron de la pérdida
de cromosomas que quedaron fuera de placa, probablemente aborten durante la
diferenciacion del polen, dando lugar a los granos de polen no tefiidos. Si algun grano de

polen aneuploide ocasionalmente fertilizara un 6vulo, el embrion formado seria inviable y
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no produciria semillas maduras. Esta afirmacion es concordante con el hecho de que no se
han encontrado individuos aneuploides en ninguna de las poblaciones analizadas en este
estudio.

Por otra parte, desde un punto de vista citologico, la produccién de gametos 2n esta
generalmente asociada con la formacion de nucleos de restitucion tanto en la primera como
en la segunda division mei6tica. Sin embargo, los mecanismos que llevan a formacion de
estos nucleos de restitucion son diversos y van desde los puentes cromatinicos persistentes,
como ocurre en algunas especies de Arachis (Lavia et al. 2011) y Begonia (Dewitte et al.
2010), hasta fallas en la formacion de los husos, como ocurre en muchas angiospermas
(Bretagnolle y Thompson 1995). El analisis meidtico realizado en L. nervosus evidencio la
presencia de puentes remanentes, algunos de ellos hasta telofase 1l. Este fendbmeno podria
haber llevado a la formacion de ndcleos de restitucion tanto en la primera como en la
segunda division. La ocurrencia de restitucion nuclear en la primera division meiotica sin
una divisién posterior, podria explicar el origen de las ménadas observadas en la poblacion
60. Por otra parte, la restitucion nuclear en primera division seguida por una division
similar a una mitosis, explicaria el origen de las diadas, tal como las que se registraron en
las poblaciones 60 y 63. Se ha propuesto que las triadas se originarian por nucleos de
restitucion o fusion de polos en la segunda division (Bretagnolle y Thompson 1995, Lim et
al. 2001). Para el caso particular de Lathyrus nervosus, la presencia de puentes
cromatinicos remanentes en telofase 11 sugiere que la causa mas probable responsable de la

formacion de triadas seria la fusion de polos.
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CapPiTuLo IV
FILOGENIA DE LA SECCION

NOTOLATHYRUS



INTRODUCCION

| principal problema en la taxonomia de Lathyrus (Barneby y Reveal 1971,

Kupicha 1983), en concordancia con los deméas géneros de la tribu Fabeae

(Gunn y Kluve 1976, Kupicha 1981, Steele y Wojciechowski 2003), ha sido
la utilizacion de caracteres morfoldgicos que generalmente resultan homoplasicos. En la
busqueda de caracteres diagnosticos mas informativos para la clasificacion infragenérica
de Lathyrus, se utilizaron marcadores moleculares (Asmussen y Liston 1998, Croft et al.
1999, Chtourou-Ghorbel et al. 2001, Badr et al. 2002, Ben Brahim et al. 2002) o
secuencias de ADNn y ADNcp (Kenicer et al. 2005). Sin embargo, la mayoria de estos
trabajos presentan un limitado alcance geografico y taxonémico, centralizandose
unicamente en taxones del Mediterraneo y en particular en especies de la seccién Lathyrus.
Los Unicos trabajos que incluyen una muestra representativa de todo el género son los de
Asmussen y Liston (1998) y Kenicer et al. (2005), aunque sélo analizaron cuatro y cinco
especies sudamericanas, respectivamente.

Los resultados del estudio realizado por Asmussen y Liston (1998) utilizando datos de
RFLP en ADNcp concuerdan en gran parte con la organizacion de las secciones propuesta
por Kupicha (1983), aunque sugieren fusionar algunos grupos. Estos autores presentan
evidencias de que la seccion Orobus sélo es monofilética cuando incorporan a las especies
sudamericanas (Fig. 21). En funcion de esto, proponen que la seccién Notolathyrus deberia
sinonimizarse a la seccion Orobus.

En contraste con lo propuesto por Asmussen y Liston (1998), el analisis filogenético
realizado por Kenicer et al. (2005), utilizando secuencias nucleares y cloroplasticas,
sugiere que las especies sudamericanas constituyen un grupo particular y diferente de

Orobus segun lo observado en uno de los arboles méas parsimoniosos. Si bien, las especies
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Figura 21. Arbol de consenso estricto resultado del andlisis de parsimonia a partir de una matriz
de datos combinada de las regiones cloroplasticas rpoC e IR de Lathyrus. Las barras amarillas
sobre las ramas del drbol indican inserciones y deleciones. Los nimeros representan el soporte
del arbol. A la derecha se marcan las secciones segtin Kupicha (1983). Extraido y modificado de

Asmussen y Liston (1998).
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sudamericanas aparecen en una politomia junto con algunos grupos de la seccion Orobus y
miembros de las secciones Aphaca y Lathyrostylis en el arbol consenso, los autores
sugieren que la seccién Notolathyrus presentaria mayor afinidad con las especies del
Mediterraneo que con las especies de Orobus de Norteamérica (Fig. 22).

A nivel intraseccional, la relacion entre las especies sudamericanas es desconocida y
los limites entre los taxones muchas veces son dificiles de establecer. La identificacion de
las 23 especies de Notolathyrus actualmente se realiza utilizando caracteres morfoldgicos
tales como: el nimero de flores por inflorescencia, la relacion largo y ancho de los foliolos,
la presencia y el ancho de las alas en los tallos, el color y la pubescencia de los frutos, la
presencia de septos interseminales en las vainas, y el color y la forma de las semillas
(Burkart 1935, 1942, Rossow 1982). Sin embargo, en general, no existen caracteristicas
diagnosticas unicas y la identificacion de los ejemplares se realiza utilizando la sumatoria
de estos caracteres. Mas aun, muchos de los caracteres morfoldgicos utilizados son de
distribucion continua, y los rangos para separar a las especies, en muchos casos, se
solapan.

Por lo tanto, la ausencia de caracteres morfoldgicos diagndsticos en la seccion
Notolathyrus ha dificultado, hasta el momento, la identificacion de las especies del grupo
asi como el establecimiento de las relaciones evolutivas tanto dentro de la seccion
Notolathyrus como de ésta en el contexto del género. En este Capitulo se analizan 18
especies de la seccion Notolathyrus utilizando regiones de ADNn (ITS1-1TS2 maés la

region codificadora 5,8S) y de ADNcp (trnS-trnG) con los siguientes objetivos:

Objetivo General
Inferir las relaciones filogenéticas existentes entre las especies sudamericanas y aportar

datos sobre su probable origen.

Hipotesis
1- La seccion Notolathyrus es monofilética.
2- Las especies morfolégicamente semejantes y con areas de distribucion similares se

encuentran mas relacionadas filogenéticamente.

93



. Norte América

. Holartica
. Eurasia (E)

Sudamérica

. Mediterraneo/ Eurasia (O}

L vestivus

L. jesponii

L. splendens

L. sulphurens

L. rigichus

L. glanelulosus

L. Fumudus

L. palustris (Corea)

L. palusiris (Japon)
L. palustris (Francia)

L. polyphylus

L. holochlons

L. mevadensis

L. fanszwertii

L. pisiformis

L. faponicus

L. litoralis

L. vamionii

L. davidii

L. trasnsylvanicns
L. laevigatus

L. gmelinii

L. qurens
L. multiceps
L. suhanchimis

1. aphaca *
L. laxiflores
L. verms
L veriis
L. komarovii
L. alpestris
L. finifolins
- L heterophviius
L. sylvestris
L. anmus*
L. tuberosus
L. rotundifolins
L. adoratus
L. sativas*
L. cicera ®
L. sefifolius *
L. tingitanus *
L. digitatus
L.spathulatis
L. pallescens
L. filiformis
L. sphaericns
L. angunlais
L. glocospermus
L. articulams *
L. clvmenm
L. newrolobis
L. missolfic

Vicia cracca

Pistom sativirm

L. mag s
|-i I L. hookeri
L. nervosus

=3

100

. Vestitns

L. splendens

L jesprorti

. sulplirens

. Fuamilus

. palusiras (Corea)
. pedusivis (Lapon)
. parfusiris (Francia)

L. pisiformis

. polyphylis
., vigicus

. glandulosts
. holochforus
. nevadensis
- j‘ﬂ‘fJ()HJ('H.i

. littoralis

L lanszwertij
. Vanioi

. darvidii

. transylvaricus
L. laevigaitus
amelinii

L. aurens

Verms

L. verns

. kamarovii

L Ainifolius

. alpesiris

. multiceps

. stibanidines

L magelfanicns

.. heokeri
HEFVOsts

. laxiflorus

. aphaca

. sylvestris
L GRS
. tuberosus

. adoralis
. sativies
.. cicera
. sedifodius

. digiteius
.. spathulaius
.. pallenses
. filiformis

., sphaericis
.

1
1
1
1
1
1
1
1
1
I
1
1
1
I
1
1
1. heterophylins
1
1
1
L
1
I
1
I
1
I
I
1
I
1
1

.
L. gloeospermus.
— L. arficulatus

1. chumenm
— L. neurolobus

L. nissolia
Pisum sativim

Vicia cracea

Vicia nipponica

—licia nmijuga

Orobus

— Serie Lutei

|__ Serie Verni

L Notolathyrus

—— Pratensis
——  Aphaca

Lathyrus

Lathyrostylis

Linearicarpus

Clymenum

Neurolobus
Nissolia

GRUPO EXTERNO

Figura 22. Arboles filogenéticos de Lathyrus publicados por Kenicer et al. (2005). A: Uno de los drboles mas parsimoniosos, B: Arbol de consenso estricto.

Las barras verticales hacen referencia a la distribucion geografica de las especies. Los asteriscos corresponden a las especies anuales.
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MATERIALES Y METODOS

Los andlisis filogenéticos se llevaron a cabo a partir de secuencias de ADNcp y de
ADNn de 17 (73,91 %) y 14 especies (60,87%) de la seccion Notolathyrus,
respectivamente (Tabla 12). Para el caso de L. magellanicus se analizaron tres de las cinco
variedades reconocidas. Si bien se tratdo de incluir la mayor cantidad de especies
sudamericanas posibles, algunas de ellas no pudieron ser localizadas en la naturaleza. Cabe
mencionar que algunas de estas especies se conocen solo de la localidad tipo o bien de muy
pocas localidades, las que se encuentran frecuentemente afectadas por la agricultura o la
ganaderia. Para subsanar este inconveniente se intent6 realizar amplificaciones de ADN a
partir de material de herbario, sin embargo, en muchos casos las colecciones fueron muy
antiguas y no se pudieron obtener amplificaciones satisfactorias. La lista de taxones
analizados con sus codigos se muestra en la Tabla 12 los detalles de coleccidon y
procedencia en la Tabla 1 (Capitulo 1).

En los estudios realizados se incluyeron secuencias de especies de otras secciones
como grupos externos. Estas secuencias fueron tomadas de la base de datos publica
disponible en la direccion www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank. Los cddigos de identificacién

de las secuencias para cada especie se detallan en la Tabla 13.

Tabla 12. Listado de especies utilizadas en los distintos analisis filogenéticos. La columna de la

derecha muestra cuales fueron los marcadores utilizados.

Lathyrus Cadigo Marcador

analizado

Secc. Notolathyrus

L. cabrerianus 1 trnS-trnG/ ITS
L. crassipes 2 trnS-trnG/ITS
L. hasslerianus 12 trnS-trnG/ITS
L. linearifolius 14 trnS-trnG

L. macropus 23 trnS-trnG

L. macrostachys 27 trnS-trnG/ITS
L. magellanicus var. 29 trnS-trnG/ITS
glauscecens

L. magellanicus var. 38 trnS-trnG/ITS
magellanicus
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Continuacion de la Tabla 12.

Lathyrus Cadigo Marcador
analizado

L. magellanicus 39 trnS-trnG/ITS

var.tucumanensis

L. multiceps 44 trnS-trnG/ITS

L. nervosus 49 trnS-trnG/ITS

L. nigrivalvis 58 trnS-trnG

L. nitens 59 trnS-trnG/ITS

L. paranensis 60 trnS-trnG/ITS

L. parodii 61 ITS

L. pubescens 81 trnS-trnG/ITS

L. subandinus 88 trnS-trnG/ITS

L. subulatus 93 trnS-trnG/ITS

L. tomentosus 97 trnS-trnG/ITS

L. tropicalandinus 105 trnS-trnG

Secc. Lathyrus

L. odoratus - trnS-trnG/ITS

L. sylvestris - trnS-trnG/ITS

L. tingitanus L. - trnS-trnG/ITS

Secc. Lathyrostylis
L. filiformis (Lam.) J. Gay

L. pallences (M. Bieb.)
Koch.
L. spathulatus Celak.

K.

trnS-trnG/ITS

trnS-trnG/ITS

trnS-trnG/ITS

Secc. Orobus

L. japonicus

L. jesponii Greene.
L. vernus (L.) Bernh

trnS-trnG/ITS
trnS-trnG/ITS

trnS-trnG/ITS

Vicia

V. cracca

trnS-trnG/ITS
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Tabla 13. Lista de especies de Lathyrus utilizadas como grupo externo en los analisis filogenéticos
y de variabilidad cloroplastica. Cédigo de identificacion de las secuencias extraidas de la base de

datos publica, www.nchi.nlm.nih.gov/genbank.

Lathyrus ADNCcp/ADNN

Secc. Lathyrus

L. odoratus AY 839533/JN 617202
L. sylvestris AY 839523/JX 506145
L. tingitanus AY 839519/JX 506147
Secc. Lathyrostylis

L. filiformis AY 839536/AY 839354
L. pallescens AY 839515/AY 839378
L. spathulatus AY839513/JX 506139
Secc. Orobus

L. japonicus AY 839495/3X 506089
L. jesponii AY 839496/AY 839362
L. vernus. AY839430/AY 839403

Andlisis de secuencias

Extraccién de ADN genémico

La extraccion de ADN gendémico se llevé a cabo a partir de hojas frescas, hojas
secadas en silica gel o extraidas de ejemplares de herbario. Se utilizé el protocolo de
extraccion con CTAB modificado por Cullings (1992) a partir del protocolo de Doyle y
Doyle (1987).

Se colocaron 20 mg de tejido foliar seco 0 40 mg de tejido foliar fresco en un mortero
con nitrdgeno liquido y se macerd hasta la obtencién de un polvo fino. EI macerado fue
trasvasado a un microtubo de 1,5 ml en donde se adicionaron 600 pl de buffer CTAB 2x.
Se incubd a 60 °C durante 2 h con el fin de desnaturalizar las proteinas. Luego se
agregaron a cada muestra 600 pl de cloroformo-alcohol isoamilico en una proporcion 24:1
y se centrifugd durante 10 min a 12500 rpm. Se rescataron aproximadamente 450 ul del
sobrenadante, a los que se le agregaron 36 pl de acetato de amonio frio y 233,28 pl de
isopropanol. Se mezclo y se dejo precipitar a 4 °C durante 1 h. Posteriormente, se

centrifugd a 14000 rpm durante 10 min a 4 °C y el pellet fue deshidratado en una serie de
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etanol 70 %, 95 % y 99 % y secado a temperatura ambiente. El pellet fue resuspendido en
50 pl de buffer TE (pH= 8) y se lo incubd a 65 °C durante 15 min. Por Gltimo, se agregd
0,5 pl de ARNasa (10 ng/ml) y se incubo en estufa a 37 °C durante 1 h.

La calidad del ADN extraido se verifico en geles de agarosa 0,8 % tefiidos con
bromuro de etidio y observados en un transiluminador UV. La cuantificacion se realiz6 en

los mismos geles utilizando marcadores de masa conocida.

Amplificacion de las regiones

En base a la variabilidad que presentaron distintas regiones cloroplésticas en trabajos
realizados en numerosas especies de Leguminosas (Fennell et al. 1998, Kenicer et al.
2005, Firouzeh et al. 2007, Novaes et al. 2010) se seleccionaron inicialmente tres regiones
trnL"trnFe*, trnSCCY-trnGYYC y trnH®Y®-psbA) como potencialmente (tiles para los
trabajos a realizar en esta tesis. Para la amplificacion de las regiones sefialadas se utilizaron
los cebadores universales publicados previamente segln se sefiala en la Tabla 14.

Para los analisis de filogenia también se seleccioné a la region nuclear que comprende
al ITS1, al gen ADNr 5,8S e ITS2 (que en adelante serd denominada como ITS1-1TS2) de
la unidad ribosomal 45S, ya que fue la secuencia de ADNn utilizada en estudios
filogenéticos previos en Lathyrus (Kenicer et al. 2005). Los cebadores se detallan en la
Tabla 14.

Tabla 14. Cebadores utilizados para amplificar las regiones de ADNcp y ADNn.

Cebador Secuencia 5¢- 3¢ Procedencia
trnL"*  GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC Taberlet et al. (1991)
trnFS*  ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG

trnS°“Y  GCC GCT TTA GTC CAC TCA GC Hamilton (1999)
trnG"Y“  GAA CGA ATC ACACTTTTACCAC

trnH®’®  ACT GCC TTG ATC CAC TTG

psbA CGA AGC TCC ATC TAC AAA TGG

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG

ITS 2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC

Hamilton (1999)

White et al. (1990)
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Para ajustar las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se realizaron curvas de
masa Yy temperatura, variando las concentraciones de ADN, de cebadores, de dNTPs y de
MgCl,. Ademas, se pusieron a punto los tiempos de desnaturalizacion, hibridacion y
extension, y el nimero de ciclos durante las reacciones de amplificacion, para cada uno de
los cebadores probados. Todas las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen
final de 25 pl.

Las reacciones de amplificacion para la regién trnL"*-trnF®** se realizaron con las
siguientes concentraciones finales: buffer 1x; MgCl, 1,5 mM; dNTPs 0,1 uM; cebadores
0,8 uM; Taq polimerasa (Invitrogen) 1 U y ADN 4 ng/ul. Los parametros utilizados para la
amplificacion del segmento fueron: desnaturalizacion inicial (95 °C, 5 min) seguidos de 37
ciclos de desnaturalizacién (94 °C, 1 min), hibridacion (53 °C, 1 min), extension (72 °C, 2
min) y una extension final de 72 °C durante 5 min.

SCY4rnGYYC se llevaron a cabo utilizando las

La reacciones para la region trn -trn
siguientes concentraciones finales: buffer 1x; MgCl, 3 mM; dNTPs 0,2 uM; cebadores
0,08 uM; Taq polimerasa (Invitrogen) 1 U y ADN 4 ng/ul. Los parametros utilizados para
la amplificacion del segmento fueron: desnaturalizacion inicial (94 °C, 3 min); 29 ciclos de
desnaturalizacion (94 °C, 1min), hibridacion (58 °C, 1min) y extension (72 °C, 45 s; y una
extension final de 72 °C durante 5 min.

Las amplificaciones de la regién trnH®“®-psbA se realizaron con las siguientes
concentraciones finales: buffer 1x, Cl,Mg 3mM, dNTPs 0,2uM, cebadores 0,16uM, Taq
polimerasa (Invitrogen) 1 U, ADN 4 ng/ul. La extension inicial fue de 94°C 3 min y 34
ciclos de desnaturalizacién (94 °C, 45 s), hibridacién (58 °C, 1 min), extension (72 °C, 2
min), y una extension final de 72 °C durante 10 min.

Las reacciones de amplificacion para la region ITS1-ITS2 se realizaron con las
siguientes concentraciones finales: buffer 1x; MgCl, 1,5 mM; dNTPs 0,1 uM; cebadores
1,2 uM; Taq polimerasa (Invitrogen) 1 U y ADN 4 ng/ul. Los parametros utilizados para la
amplificacion del segmento fueron: desnaturalizacién inicial (95 °C, 5 min) seguidos de 37
ciclos de desnaturalizacién (94 °C, 1 min), hibridacion (51 °C, 1 min), extension (72 °C, 2
min) y una extension final de 72 °C durante 5 min.

En cada reaccion de amplificacion se incluyod una muestra control sin ADN molde con
el fin de verificar la ausencia de contaminacion.

Los productos de amplificacién fueron visualizados en geles de agarosa 1,4 % tefiidos
con bromuro de etidio durante 20 min, usando un transiluminador UV, y sus tamafos

fueron comparados con un marcador de tamafo conocido.
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Purificacion y secuenciacion

Los productos de amplificacion fueron purificados y secuenciados utilizando el
servicio de Macrogen®© Inc. Seul, Corea. Se secuenciaron las dos cadenas de cada uno de
los productos de amplificacion para identificar los sitios variables sin ambigtiedades.

Las secuencias obtenidas fueron leidas y corregidas en el programa Chromas 2.0
(http://www.thecnelysium.com.au/chromas.html). El alineamiento de las secuencias se
realizd, de forma automatica y manual, utilizando el programa Mega 4 (Tamura et al.
2007). El término indel fue utilizado para denominar a los espacios incorporados

manualmente con el fin de optimizar los alineamientos.

Analisis Filogenéticos

Los analisis filogenéticos se realizaron utilizando la region cloropléstica intergénica
trnS-trnG y la region nuclear 1TS1-1TS2. Las otras dos regiones cloroplasticas ensayadas
trnL"**-trnF®* 'y trnH®"®-psbA) en una prueba preliminar, que incluyé a especies
representativas de toda la seccidn, fueron descartadas por carecer de polimorfismo.

Los analisis se realizaron utilizando el criterio de parsimonia mediante el programa
PAUP version 4.0b10 (Swofford 2002). Se construyeron dos matrices, una para cada tipo
de secuencias. Los indels fueron tomados como un Unico evento mutacional y codificados
siguiendo el criterio de Simmons y Ochotorena (2000). Las microinversiones también
fueron tomadas como un Unico evento mutacional. EI modelo evolutivo elegido para los
distintos analisis fue el de Jukes y Cantor (1969). Todos los caracteres tuvieron igual peso
y fueron considerados no aditivos.

Para la construccion de los arboles se realizd una busqueda heuristica para cada
conjunto de datos mediante permutacién de ramas (TBR), con 1000 repeticiones de
secuencias de adicion al azar. A partir de todos los arboles igualmente parsimoniosos se
construyeron los arboles consenso siguiendo el criterio de la mayoria (>50). También, se
estimaron medidas de soporte de las ramas mediante busquedas heuristicas de 1000
réplicas de “bootstrap” (Felsenstein 1985). Los arboles fueron visualizados y editados

usando el programa Tree View (Page 1996).
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REsuLTADOS

Las caracteristicas de las secuencias analizadas se resumen en la Tabla 15. Tanto las
secuencias cloroplasticas como las nucleares aisladas de las especies de Notolathyrus
presentaron longitudes similares con las secuencias de las especies de otras secciones de

Lathyrus (Lathyrus, Lathyrostilis y Orobus) y de Vicia tomadas como grupos externos.

Regidn cloroplastica intergénica trnS-trnG

El alineamiento de las secuencias de la region cloroplastica intergénica trnS-trnG
obtenidas a partir de los 29 taxones analizados en este estudio presentd una longitud de 819
pb, incluyendo indels (Matriz 1, Anexo). Se observaron 192 caracteres variables, de los
cuales 67 (8,18 %) fueron parsimoniosamente informativos. Por otra parte, se registraron
32 eventos de insercion/delecion con extensiones que variaron entre 2 y 127 nucleétidos
(Tabla 16). El género Lathyrus se diferencié de Vicia por dos indels, uno de 127 pb en
posicion 56-183 y otro de 5 pb en posicidén 160-165. La seccion Lathyrostilys se diferencid
del resto de las secciones de Lathyrus y de Vicia por 3 indels de 5, 11 y 28 pb, en posicién
524-529, 518-529, 223-251, respectivamente. Las secciones Lathyrus y Lathyrostylis
compartieron un indel de 3 pb en posicion 75-78 y la seccion Notolathyrus se diferencio
del resto de las secciones por un indel de 42 pb en posicién 694-736 (Tabla 16). El resto de
las inserciones/deleciones que se registraron fueron, en general, particulares de especies.

El andlisis de Parsimonia de las secuencias trnS-trnG fue realizado enraizando a los
arboles en Vicia cracca. Se generaron 12 arboles mas parsimoniosos (AMP) constituidos
por 268 pasos. Los arboles presentaron un indice de consistencia (IC) de 0,862 y un indice
de retencion (IR) de 0,867. A partir de estos arboles, se construyd un arbol consenso
siguiendo el criterio de la mayoria (Fig. 23). En el arbol consenso, se observd una
politomia basal formada por dos grandes clados de Lathyrus. Uno de ellos integrado por
las especies de las secciones Lathyrus, Lathyrostilis y Orobus [Bootstrap (BS) = 100 %] y

el otro, por los 19 taxones pertenecientes a la seccion Notolathyrus (BS = 100).
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Tabla 15. Caracteristicas de las secuencias trnS-trnG e ITS1-ITS2 para las 29 taxones de Lathyrus y

Vicia analizadas.

Caracteristicas de las secuencias ~ trnS-trnG ITS
pb pb
Longitud del alineamiento 819 608
Sitios constantes 606 480
Sitios variables 192 134
Sitios parsimoniosamente 67 48

informativos

Dentro del clado conformado por las especies sudamericanas, L. tropicalandinus se
presentd como la especie mas basal (BS = 100) y, posteriormente, se separd la especie
anual L. crassipes (BS = 100). Las demas especies pertenecientes a la seccidn se agruparon
en un subclado (BS = 100) dentro del cual se reconocieron dos grupos (A y B), ambos con
muy buen soporte. EI grupo A queddé formado por L. nervosus, L. macrostachys, L.
nigrivalvis y las 3 variedades de L. magellanicus analizadas. De estas tres variedades, la
variedad tucumanensis se separ0 de las otras dos quedando incluida en una politomia junto
con L. paranensis. El grupo B present6 una gran politomia basal e incluyo a las restantes
especies de la seccion Notolathyrus. Dentro de este grupo se reconocieron dos subgrupos.
Uno de ellos, agrupé a L. cabrerianus, L. multiceps y L. subandinus (BS = 67), dentro del
cual, las dos ultimas especies quedaron intimamente asociadas. En el otro subgrupo, L.
tomentosus, L. pubescens y L. macropus (BS = 100) quedaron asociadas en una politomia.
Las otras especies, L. hasslerianus, L. linerifolius, L. nitens y L. subulatus se desprendieron
individualmente de la politomia basal.

Todas las especies de Lathyrus usadas como grupos externos conformaron un clado
separado de las especies de Notolathyrus (BS = 100). Dentro de este clado, todas las
especies de la seccion Orobus quedaron definidas en un dnico grupo (BS = 100) y las
especies de la seccion Lathyrostilis y Lathyrus formaron otro grupo bien definido (BS =
100). Dentro de este ultimo, las especies de la seccién Lathyrostilis quedan agrupadas (BS

= 100) en una politomia con las especies de la seccion Lathyrus.
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Tabla 16. Detalle de los indels observados en la regidn cloropldstica intergénica trnS-trnG de las

especies de Lathyrus y Vicia analizadas. Los nimeros indican la posicion del inicio y terminacion

de los indels en el alineamiento. Las cruces indican la presencia del segmento, los guiones indican

la ausencia.

Posicién en el
alineamiento

56-
183

75-
89

75-
78

76-
89

77-
80

105-
139

160-
165

198-
213

205-
214

207-
214

223-
224

223-
251

Secc. Notolathyrus
L. cabrerianus

. crassipes

. hasslerianus

. linearifolius

. macropus

. macrostachys

L. magellanicus var
glauscesens

r - -

L. magellanicus var.

magellanicus

L. magellanicus var.

tucumanensis
L. multiceps

. Nervosus
. nigrivalvis

. hitens

. paranensis

. pubescens

. subandinus

. Subulatus

. tomentosus

. tropicalandinus

rrrrrH D rHDr-r-

X X X X X X

x x

x

X X X X X X X X X X

X X X X X X

X x

x

X X X X X X X X X X

Secc. Lathyrostylis
L. filiformis

L. pallences

L. spathulatus

xX X

Secc. Lathyrus
L. odoratus

L. sylvestris

L. tinginatus

Secc. Orobus
L. japonicus
L. jesponii

L. vernus

Vicia
V. cracca
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Continuacion de la Tabla 16.

Posicion en el
alineamiento

233-
247

281- 281-
319 325

324-
338

335-
338

355-
358

392-
396

422-
429

447-
454

464-
467

518-
529

524-
529

Secc. Notolathyrus
L. cabrerianus

. crassipes

. hasslerianus

. linearifolius

. macropus

. macrostachys

| Y Y

L. magellanicus var.

glauscesens

L. magellanicus var.

magellanicus

L. magellanicus var.

tucumanensis
L. multiceps

. Nervosus
. nigrivalvis

. hitens

. paranensis

. pubescens

. subandinus

. Subulatus

. tomentosus

. tropicalandinus

rrrrrH D rHDr-r-

X X X X X X X X X
1 1 1

X X X X X X X X X
1

X X X X ' X X X

x

X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X

X X X X X X X

x

x

X X X X X X X X X X

X X X X X X X

x

x

X X X X X X X X X X

Secc. Lathyrostylis
L. filiformis

L. pallences

L. spathulatus

x

x

x

Secc. Lathyrus
L. odoratus

L. sylvestris

L. tinginatus

Secc. Orobus
L. japonicus
L. jesponii

L. vernus

Vicia
V. cracca
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Continuacion de la Tabla 16.

Posicion en el
alineamiento

542-
544

674-
682

673-
686

691-
695

691-
736

694-
752

779-
782

785-
786

Secc. Notolathyrus
L. cabrerianus

. crassipes

. hasslerianus

. linearifolius

. macropus

. macrostachys

| Y Y

L. magellanicus var.

glauscesens

L. magellanicus var.

magellanicus

L. magellanicus var.

tucumanensis
L. multiceps

. Nervosus
. nigrivalvis

. hitens

. paranensis

. pubescens

. subandinus

. Subulatus

. tomentosus

. tropicalandinus

rrrrrH D rHD -

X X X X X

X X X X X X X X X X

X X X X X X

xX X

X X X

X X X

X X X X X X X

x

x

X X X X X X X X X X

X X X X X X X

x

x

X X X X X X X X X X

Secc. Lathyrostylis
L. filiformis

L. pallences

L. spathulatus

x

x

Secc. Lathyrus
L. odoratus

L. sylvestris

L. tinginatus

Secc. Orobus
L. japonicus
L. jesponii

L. vernus

Vicia
V. cracca
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Figura 23. Arbol consenso de los 12 drboles mas parsimoniosos obtenido a partir de las secuencias
intergénicas cloropldsticas trnS-trnG (regla de la mayoria). Los valores de bootstrap > 50 % se
indican debajo de las ramas respectivas. Las barras verticales en rojo corresponden a las distintas

secciones analizadas. Las letras A y B indican los grupos dentro de la seccidon Notolathyrus.
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Region ITS1-1TS2

En este analisis se incluyd a la especie L. parodii y se excluyeron las especies L.
nigrivalvis y L. tropicalandinus debido a que, a pesar de reiterados intentos, no fue posible
amplificar la secuencia nuclear de los ejemplares de herbario utilizados.

El alineamiento de las secuencias de ADNN, de los 27 taxones analizados produjo una
secuencia de 608 pb (Matriz 2, Anexo), con 134 sitios variables de los cuales 48 (7,89 %)
fueron filogenéticamente informativos (Tabla 15). Se detectaron 4 indels cuya longitud
vario de 1 a 13 pb. El indel de s6lo 1 pb fue compartido por las especies de la seccion
Lathyrostylis y dos especies pertenecientes a la seccion Orobus. Dos de los indels
detectados tuvieron 2 pb de longitud. Uno de ellos, en posicion 237-238, diferencio a todas
las especies del género Lathyrus analizadas de Vicia cracca, mientras que el otro, en
posicién 470-471, distinguio a L. nitens del resto de las especies. El indel de 13 pb, en
posicion 416-431 fue caracteristico de la seccion Lathyrus. También, se observaron dos
microinversiones. Una de ellas involucrd a dos pares de bases (posicién 12 y 13) y fue
detectada en L. magellanicus var. tucumanensis y la otra con tres pares de bases (posicién
183 a 185) de longitud diferencio a todas las especies del género Lathyrus analizadas de
Vicia cracca.

El andlisis de Parsimonia de las secuencias ITS generd 4 &rboles mas parsimoniosos
construidos en 157 pasos. Los arboles presentaron un indice de consistencia (IC) de 0,917
y un indice de retencion (IR) de 0,817. Los arboles fueron enraizados en V. cracca. A
partir de estos arboles, se construyd un arbol consenso siguiendo el criterio de la mayoria
(Fig. 24).

En el arbol consenso se observo una politomia basal que incluy6 a Vicia, un clado con
las tres especies de Lathyrostylis (BS = 100) y otro que agrup0 a las especies restantes (BS
= 100). Dentro de este tltimo, se distinguieron dos subclados, uno integrado por especies
de Orobus (BS = 100) y el otro que agrupd a las demas especies de Lathyrus analizadas.
Este Gltimo subclado, incluyé en una politomia basal a las especies de la seccién Lathyrus
y a L. vernus (Seccién Orobus) y a la seccion Notolathyrus como grupo monofilético. Las
especies de esta ultima seccion se agruparon en una politomia que incluyé a L. paranensis,
al subgrupo que asocié a L. subulatus y L. nitens (subgrupo 1), a L. pubescens y al
subgrupo que incluyo a las demas especies (subgrupo 2). Dentro de este ultimo subgrupo,
se observaron tres asociaciones entre especies, L. multiceps y L. subandinus (A), L.

magellanicus var. tucumanensis y L. tomentosus (B), y L. parodii y L. hasslerianus (C).
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Figura 24. Arbol consenso obtenido de los 4 arboles mds parsimoniosos construidos a partir de secuencias ITS1-ITS2 (regla de la mayoria). Los valores de

bootstrap > 50 % se indican debajo las ramas respectivas. Las barras verticales en rojo corresponden a las distintas secciones analizadas.
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Discusion

Los arboles construidos en este Capitulo a partir de las secuencias cloroplasticas y
nucleares mostraron a la seccion Notolathyrus como un grupo monofilético, separado de
las otras secciones de Lathyrus. Estos resultados sustentan la asignaciéon de las especies
sudamericanas de Lathyrus a una seccion particular, Notolathyrus, de acuerdo a los analisis
morfologicos (Kupicha 1983), cariotipicos (Seijo y Fernandez 2003, Capitulo Il de esta
tesis) y de secuencias (Kenicer et al. 2005). Estos resultados se contraponen claramente a
la propuesta de Asmussen y Liston (1998) de incluir a las especies sudamericanas como
parte de la seccion Orobus deducida a partir del analisis de RFLP de cloroplastos.

En cuanto a las relaciones evolutivas de la seccion Notolathyrus con otras secciones
del género, la gran politomia basal observada en el arbol de secuencias cloroplasticas
impide establecer alguna relacién entre las secciones. Por otra parte, el agrupamiento de
Notolathyrus con todas las especies analizadas de la seccion Lathyrus y con L. vernus de la
seccion Orobus serie Vernii (endémica de Eurasia), en una politomia separada del grupo de
las especies de la seccién Orobus de Norteamérica observado en el arbol de secuencias de
ADNDNR, sugiere que la seccion Notolathyrus estaria mas relacionada con especies del
Mediterraneo (seccion Lathyrus) que con las especies de Norteamérica (L. jesponii y L.
japonicus). Esta relacion también fue observada por Kenicer et al. (2005), aunque en dicho
analisis las especies de las secciones Aphaca y Pratensis (no analizadas en esta tesis)
fueron las que se presentaron como grupos hermanos de Notolathyrus.

A nivel morfoldgico, las especies sudamericanas presentaron mayor similitud con las
especies de las secciones Lathyrostylis, Clymenum, Linearicarpus, y Nissolia (Simola
1968, Kupicha 1983) del Mediterraneo y regiones aledafias. Las especies de Notolathyrus
comparten con otras secciones caracteres tales como, foliolos elipticos y angostos,
venacion paralela, estilo espatulado, estigma dividido y frutos con septos entre las semillas,
aunque en ninguna especie sudamericana se presentan todos estos caracteres juntos. El
analisis cariotipico también evidencio que la seccién Notolathyrus presenta patrones de
heterocromatina mas similares a los observados en las especies de las secciones
Lathyrostylis y Clymenum que en las de Orobus (Capitulo I1). Por lo tanto, los caracteres
morfologicos, cromosémicos y de secuencias nucleares sugieren una relacion mas estrecha
de Notolathyrus con las secciones del Mediterraneo que con las de Orobus.

La hipotesis, historicamente, mas aceptada sobre el origen de la seccion Notolathyrus
(Burkart 1935, Kupicha 1983), y sustentada por datos de RFLP ADNcp (Asmussen y

109



Liston 1998), propone que las especies sudamericanas de Lathyrus habrian derivado de las
especies de América del Norte. De acuerdo a Kupicha (1983) y Asmussen y Liston (1998)
el género Lathyrus se habria originado en las altas latitudes del viejo continente, en el
Cretacico o Terciario temprano. Desde este centro de origen, las especies de Lathyrus con
caracteristicas similares a las de Orobus habrian migrado hacia Norteamérica, por
Groenlandia o por Alaska, y luego, de Norteamérica hacia Sudamérica, donde se habria
originado la seccién Notolathyrus. Esta ruta de dispersion, desde Norteamérica hacia
Sudamérica, estd basada en la concepcion de que Notolathyrus estaria constituido por
taxones derivados de la flora holartica (Lavin y Luckow 1993) que habrian ingresado hacia
Sudamérica a través del istmo de Panama4, cuyo cierre ocurrié durante el Plioceno (hace
aproximadamente 5 Ma). En ese periodo, la Cordillera de los Andes lleg6 a sus maximas
elevaciones, sirviendo de puente templado-frio (Simpson 1983, Van der Hammen y
Hooghiemstra 2001) para la migracion de las especies microtérmicas desde Norteamérica
hacia Sudamérica.

Sin embargo, la asociacion de las especies de Notolathyrus con las especies del
Mediterraneo observada en esta tesis, en el arbol de ADNNR, y en el trabajo de Kenicer et al.
(2005), asi como la mayor similitud morfolégica y cromosémica de las especies
sudamericanas con las europeas, cuestionan la hip6tesis de migracion de Lathyrus desde
Norteamérica hacia Sudamérica y sugieren otros escenarios biogeograficos. Una hipotesis
alternativa para explicar el origen de Notolathyrus fue planteada por Kenicer et al. (2005)
quienes propusieron la dispersion de semillas, a larga distancia, a través del Océano
Atlantico desde el Sur de Eurasia hasta Sudamérica. Aunque este tipo de dispersion no ha
sido probada, la aparicién de L. japonicus en las costas de Chile ha sido explicada por
Burkart (1935) como consecuencia de la dispersion transoceanica de semillas. Sin
embrago, ni los datos existentes ni los aqui obtenidos proveen evidencias suficientes para

esclarecer el origen de las especies sudamericanas.

Relaciones filogenéticas interespecificas de Notolathyrus

Las topologias de los arboles y los grupos obtenidos a partir del andlisis de secuencias
nucleares y cloropléasticas resultaron incongruentes sugiriendo distintas historias evolutivas
para cada una de ellas. Existen distintas causas que tratan de explicar las incongruencias
filogenéticas obtenidas a partir de diferentes sets de datos, entre ellos se encuentran: la
hibridacion (Palmer et al. 1983) e introgresién con captura cloroplastica (Riesberg y

Wendel 1993) y la retencion de polimorfismos ancestrales (Soltis y Kuzoff 1995). El hecho
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gue no se hayan detectado hasta el momento hibridos naturales entre las especies de
Notolathyrus (Seijo comunicacion personal) y que en cruzamientos artificiales las especies
de Lathyrus muestran un alto grado de aislamiento reproductivo (Hammet et al. 1994,
Nandini et al. 1999) sugiere que la incongruencia topologica observada entre los arboles de
ADNcp y ADNn construidos en este Capitulo se explicaria més probablemente por la
retencion de polimorfismo ancestral.

En el arbol de ADNCcp, la posicion ancestral de L. tropicalandinus seria compatible con
la hipdtesis del origen de Notolathyrus a partir de las especies que han migrado desde
Norteamérica. Esto es debido a que esta especie habita en una estrecha faja himeda de las
Sierras Subandinas de Salta, Tucuman y Catamarca, asociada a la selva Tucumano-
Oranense, franja que podria haber actuado como corredor en las migraciones hacia el Sur
de las especies de Lathyrus. Sin embargo, esta hipdtesis no es congruente con los otros
datos obtenidos en este analisis y en los Capitulos anteriores.

Por otro lado, el hecho de que la Unica especie reconocida como anual en la seccion
Notolathyrus, L. crassipes, sea la segunda especie en desprenderse en el arbol, a partir de
linajes perennes, sugiere que la transicion de perenne a anual en Notolathyrus ocurrié en
las etapas tempranas de la diversificacion del grupo. Esta transicion dentro de la seccion
Notolathyrus, sumado a la detectada en la seccion Lathyrus y a existencia de secciones
derivadas exclusivamente constituidas por taxones anuales (Aphaca, Clymenum,
Linearicarpus, Orobastrum), confirma la hipétesis que propone que en el género habrian
ocurrido varios eventos de transicion entre anualidad y perennidad (Kenicer et al. 2005).

Los dos grandes agrupamientos (A y B) que se observan entre las especies restantes de
Notolathyrus en el arbol de ADNcp no son consistentes con la distribucion geografica de
las especies que incluyen. Solamente se observan agrupamientos coincidentes con la
distribucion geografica dentro de algunos subgrupos de especies. Sin embargo, las especies
que quedan asociadas en cada uno de estos grupos presentan similitudes en las
caracteristicas de los frutos. Las especies incluidas en el grupo A presentan frutos oscuros
y glabros mientras que las del grupo B presentan frutos castafios y pubescentes. Es
interesante sefialar que las especies que se desprenden basalmente en el arbol (L.
tropicalandinus y L. crassipes) presentan una combinacion de caracteres de ambos grupos,
frutos castafios y glabros. Tomando en cuenta la filogenia obtenida, a partir de secuencias
de ADNCcp, en la cual los dos grupos perennes formados habrian derivado de un ancestro
primitivo con caracteristicas similares a L. tropicalandinus, en el grupo A deberia haber

aparecido el caracter fruto oscuro como novedad quedando como plesiomorfico el caracter
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frutos glabros; mientras que en el grupo B, la pubescencia del fruto habria aparecido como
novedad quedando como plesiomorfico el carécter color castafio.

El agrupamiento de L. cabrerianus, L. multiceps y L. subandinus observado dentro del
grupo B en al arbol de ADNcp coincide con la distribucién geografica de las especies, ya
que todas estas habitan en el centro y sur de la Cordilleras de los Andes de Argentina y
Chile. La asociacién entre L. multiceps y L. subandinus (A) también se evidenci6 en el
arbol de ADNN. Este patron de relaciones es consistente con la morfologia de las especies
ya que L. multiceps y L. subandinus presentan tallos erectos o decumbentes y breves, no
trepadores, no alados, ademas las flores son azules; mientras que L. cabrerianus posee
tallos trepadores y las flores son albolUteas.

Los agrupamientos B y C observados en el arbol de ADNn no se asocian ni con la
morfologia ni con la distribucion de las especies. La asociaciéon entre L. nitens y L.
subulatus (subgrupo 1) es consistente con la distribucion geogréfica de las especies aunque
en menor medida con la morfologia de las especies.

Lathyrus magellanicus presenta cinco variedades botanicas, var. magellanicus, var.
glaucescens, var. longipes (Phil.) Burk., var. gladiatus Kuntze y var. tucumanensis, que se
diferencian morfoldgica y geograficamente. Sin embargo, cuatro de ellas se distribuyen en
la region Patagonica y presentan &reas parcialmente solapadas (Burkart 1935, Rossow
1982); mientras que, L. magellanicus var. tucumanensis se concentra en el noroeste de
Argentina. Esta ultima variedad se encuentra separada de las deméas por mas de 1200 km
de distancia. Los resultados de la filogenia de ADNcp son congruentes con este patron
geogréfico debido a que si bien las tres variedades analizadas se encuentran en el clado A,
las dos variedades patagdnicas (var. magellanicus y glaucescens) aparecen como hermanas
mientras que la var. tucumanensis queda separada. Esta segregacién también se observa en
el arbol de ADNN, en el que L. magellanicus var. tucumanensis aparece en un clado junto
con L. tomentosus y separada de las demés variedades analizadas. La segregacion de L.
magellanicus var. tucumanensis de las demas variedades, observada en los dos arboles, en
conjunto con su distribucion geogréafica disyunta y la posesion de caracteres morfologicos

particulares sugieren que la posicion taxondmica de esta variedad deberia ser revisada.
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CarPiTuLo V
ANALISIS DE LA VARIABILIDAD

DEL ADN CLOROPLASTICO



INTRODUCCION

0s patrones de variacion genética usualmente se relacionan con las

caracteristicas ecologicas de las especies, tales como la amplitud de su

distribucion geogréfica, los tipos de ambientes que ocupan y su demografia.
El estudio combinado de estos aspectos permite conocer su dindmica poblacional, los
mecanismos de adaptacion y evolucion (Barret y Kohn 1991, Ellstrand y Elam 1993,
Zawko et al. 2001).

Los procesos historicos, como la expansion de la distribucion geogréfica, la
fragmentacion y los cuellos de botella en las poblaciones, ocurridos en respuesta a cambios
climaticos y geoldgicos parecen haber influido fuertemente en los patrones de la variacion
genética que presentan (Schaal et al. 1998). En numerosos estudios, los patrones de
variabilidad genética actuales inferidos a través de marcadores moleculares han sido
explicados por cambios geoldgicos y climaticos ocurridos mayormente durante el
Pleistoceno (Fowler y Morris 1977, Cwynar y MacDonald 1987, Sherman-Broyles et al.
1992, Zabinski 1992, Kuser et al. 1997, Parker et al. 1997). Estudios palinoldgicos y
climaticos han mostrado que Sudamérica ha sido afectada por cambios climéticos desde el
Plioceno (5-1,8 Ma) hasta el Pleistoceno tardio (25000-12000 Ma) como consecuencia de
glaciaciones ciclicas (Colinvaux et al. 2000). Si bien este continente no ha sufrido extensas
glaciaciones, el clima se modifico considerablemente debido a cambios en la temperatura y
en los regimenes pluviomeétricos (Damuth y Fairbridge 1970, Ab’Saber 1977, 1982,
Markgraf y Bradbury 1982, Clapperton 1993, Iriondo 1999). A pesar de la extension de
Sudamérica y de los complejos patrones de respuesta a los cambios paleobiogeograficos,

en general, se han propuesto que las respuestas han sido de las especies individualmente,
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de acuerdo a sus tolerancias ecoldgicas, y no de comunidades (McLachlan et al. 2005,
Quiroga y Premoli 2007). En general se ha propuesto que las especies de montafas durante
los periodos glaciares o frios se refugiaron en areas bajas y, durante los periodos célidos, se
conservaron en tierras altas (Colinvaux et al. 2000, Villagran 2001, Quiroga 2009).
Asimismo, las especies de tierras bajas asociadas a climas templados fueron favorecidas en
zonas mayor latitud (més calidas) durante los periodos glaciares o sufrieron fuertes
contracciones en sus areas de distribucién (Pennington et al. 2000). Todos estos cambios
en la distribucion de las especies habrian afectado los patrones de variabilidad genética de
las mismas. Estos cambios en los patrones de variabilidad genética pueden, en muchos
casos, ser detectados en el presente y mediante su andlisis se pueden inferir los procesos
evolutivos que, en el pasado, afectaron a las poblaciones (Avise 2000).

Las aproximaciones hacia el estudio de la variabilidad genética interespecifica
existente en las especies de Lathyrus ha comprendido el uso de isoenzimas (Chowdhury y
Slinkard 2000, Ben Brahim et al. 2002) y de marcadores moleculares (RAPD y RFLP)
(Asmussen y Liston 1998, Croft et al. 1999, Chtourou-Ghorbel et al. 2002). A nivel
intraespecifico, los estudios realizados en Lathyrus sativus utilizando isoenzimas revelaron
que la variabilidad genética encontrada no se correspondio con los caracteres morfologicos
ni con la distribucién geografica de las poblaciones (Yunus et al. 1991). Asimismo, se han
utilizado marcadores ISSR como herramienta para evaluar la diversidad genética y
determinar las relaciones de cinco poblaciones de tres especies del género Lathyrus
abarcando un amplio rango geografico. Este estudio evidencié una elevada diversidad
genética entre y dentro de las poblaciones, aunque dicha variacion no presenté relacién con
la distribucion geografica de las poblaciones ni con las especies (Belaid et al. 2006).

Las especies de Notolathyrus ocupan un amplio rango geografico y climatico en
Sudamérica (Burkart 1935, 1942, Seijo 2002). Ademas, las especies pueden presentar una
amplia distribucion con poblaciones densas (como L. pubescens, L. magellanicus y L.
nervosus) o una distribucién muy restringida con poblaciones constituidas por muy pocos
individuos (como L. hasslerianus, L. paranensis y L. cabrerianus). Todas las especies
poseen poblaciones alopéatricas, muchas veces separadas por varias decenas o por cientos
de kilémetros. Si bien las especies presentan adaptaciones para un amplio rango de
habitats, Burkart (1935) y Seijo (2002) establecen tres centros de riqueza especifica: las
cuencas de los rios Parana y Uruguay (CRPU), las sierras de Buenos Aires, Uruguay Yy sur
de Brasil (SBUB) y los bosques patagdnicos en Argentina (BP). En base a observaciones

personales de la distribucion geografica de colecciones antiguas y nuevas, en esta tesis se
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propone un cuarto centro de riqueza especifica que se localiza en las sierras subandinas y
cordobesas (SSAC). En cada centro se encuentran algunas especies endémicas aunque
también existen poblaciones de especies con distribucion geografica amplia que pueden
abarcar dos o tres de los centros y las regiones extra centros. Entre estas Ultimas especies se
encuentra L. pubescens que se distribuye en la mayor parte del area de la seccidn, excepto
en la Patagonia Austral.

Las variaciones observadas en las especies de la seccion Notolathyrus, tanto en su
distribucion geografica como en el nimero y tamario de las poblaciones que las componen,
sugieren que la variabilidad genética entre los taxones seguiria diferentes patrones, con
distintos grados de diferenciacion genética entre las mismas. Ademads, dentro de las
especies, se esperaria que aquellas con amplia distribucién y que ocupan numerosos nichos
ecologicos tengan una mayor variabilidad genética que aquellas que presentan una
distribucion restringida y que habitan ambientes especificos. Por otro lado, dado que cada
uno de los centros estd compuesto por algunas especies compartidas con otros centros pero
también por especies endémicas, se espera encontrar una alta variabilidad genética tanto
dentro como entre ellos.

En este Capitulo, se analizan la regién trnS-trnG de ADNcp en 96 muestras
pertenecientes a 17 especies de la seccion Notolathyrus que se distribuyen en la mayor
parte del &rea de la seccidn, con los siguientes objetivos:

Objetivo general
Estimar la variabilidad de ADNcp existente en la seccion Notolathyrus a nivel intra e
interespecifico.

Objetivos especificos

1- Estudiar los patrones de variacion genética mediante el uso de la region trnS-trnG de
ADNCcp en las especies de Notolathyrus.

2- Analizar si los centros de riqueza especifica se corresponden con centros de
diversidad genética.

3- Comprobar la monofilia del grupo incorporando toda la variabilidad encontrada en
la seccion.

4- Inferir las relaciones filogenéticas existentes a nivel intraespecifico.

Hipotesis
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1- Las especies de Notolathyrus con una amplia distribucion geografica presentan
mayor variabilidad del ADNcp que aquellas especies con una distribucién geogréfica
restringida.

2- Los centros de riqueza especifica propuestos para Notolathyrus son centros de
diversidad genética.

3- La incorporacion de todas las variantes haplotipicas aisladas de especies de la
seccion Notolathyrus sigue revelando a las especies sudamericanas como un grupo
monofilético

4- Muestras de individuos co-especificos provenientes de localidades mas cercanas
estdn mas emparentadas filogenéticamente que las de individuos co-especificos que
provienen de localidades més distantes.
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MATERIALES Y METODOS

Los andlisis de variabilidad de ADNcp se llevaron a cabo a partir de 96 muestras
pertenecientes a 17 especies de la seccion Notolathyrus (Tabla 17). El detalle de coleccion
y de la procedencia de los materiales de las distintas especies, variedades y poblaciones
estudiadas se detalla en la Tabla 1. De acuerdo a la disponibilidad del material se
incorporaron desde 2 a 25 individuos por especie, cada una de ellas proveniente de
distintas localidades geograficas (Fig. 25), maximizando de esta manera el rango de
variabilidad ecologica y geografica de las muestras. Se muestre6 con mayor intensidad
aquellas especies que presentan mayor distribucion geografica y amplitud ecologica. Se
adoptd este criterio debido a que en un ensayo preliminar tomando tres individuos de cinco
localidades diferentes, se evidencid que las poblaciones analizas eran monomorficas pero
que existe una alta variabilidad interpoblacional. Para el analisis filogenético que se realiza
en este Capitulo se tomaron los mismos grupos externos que en el Capitulo IV (Tabla 13,
Capitulo 1V).

Los métodos para la obtencién de las secuencias y los criterios seguidos para la
construccién de los arboles filogenéticos se detalla en el Capitulo IV. Para el analisis de
las secuencias se determin6 el numero de sitios polimdrficos (S), el nimero de sitios
parsimoniosamente informativos (PI), la diversidad nucleotidica (m) y la diversidad
haplotipica (h) utilizando el programa DNAsp 4.50.3 (Rozas et al. 2003).

La variabilidad genética existente entre y dentro de las especies, asi como entre y
dentro de los centros de riqueza especifica se calculd mediante el anélisis de la varianza
molecular, AMOVA, (Excoffier et al. 1992) utilizando el programa Arlequin 3.0
(Schneider et al. 1991). Debido a que algunas especies se distribuyen en méas de un centro
de variabilidad especifica, el AMOVA no se realizd considerando las especies dentro de
cada centro de riqueza especifica. El indice de fijacion de las variantes haplotipicas se

estimd mediante el estadistico Dsr.
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Tabla 17. Listado del material de las especies de Lathyrus estudiadas y de los haplotipos

encontrados. El cddigo hace referencia a la localidad de la especie estudiada cuyo detalle se

encuentra en la Tabla 1. Los haplotipos fueron representados con una letra y un nimero como

subindice. Los centros de riqueza especifica se indican con las siglas CRPU: cuencas de los rios

Parand y Uruguay, SBUB: sierras de Buenos Aires, Uruguay y sur de Brasil, SSAC: sierras

subandinas y cordobesas y BP: bosques patagdnicos.

Especies y Haplotipos Centro
Cadigos
L. cabrerianus
1 Az BP
L. crassipes
2 B, CRPU
3 B, CRPU
4 Bes SBUB
5 Bes CRPU
6 Bes SBUB
7 Bes SBUB
8 B4 SBUB
9 Bs SBUB
10 B, SBUB
11 B, SBUB
L. hasslerianus
12 Cy CRPU
13 C, CRPU
L. linearifolius
14 D, CRPU
L. macropus
15 EG; SSAC
16 E> SSAC
17 Es SSAC
18 E4 SSAC
19 Es SSAC
20 Es SSAC
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Continuacion de la Tabla 17.

Especies 'y Haplotipos Centro
Cddigos
L. macropus
21 EH; SSAC
23 BE; SSAC
24 Es SSAC
25 Es SSAC
26 Eo SSAC
27 Eh; SSAC
L. macrosatchys
28 F1 CRPU
29 F, CRPU
L. magellanicus var. glauscecens
30 G BP
31 G, -
32 G; -
33 G, -
34 G, BP
35 Gy BP
36 G, BP
37 Gs BP
38 Gs BP
L. magellanicus var. magellanicus
39 Gs BP
L. magellanicus var. tucumanensis
41 Gy SSAC
42 EG;
L. multiceps
44 Eh; BP
45 Eh; BP
46 H; BP
47 Eh; BP
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Continuacion de la Tabla 17.

Especies 'y Haplotipos Centro
Cddigos
L. multiceps
48 Hi BP
L. nervosus
49 I SBUB
50 P BP
ol I3 BP
52 P BP
53 4 SBUB
54 Is SBUB
55 Is SBUB
57 le SBUB
58 I; SBUB
59 I SBUB
61 le SBUB
63 le SBUB
L. nigrivalvis
64 J1 CRPU
L. nitens
65 Ky SBUB
L. paranensis
67 L, SBUB
L. pubescens
70 M, SBUB
71 M, SBUB
72 \V/ SBUB
73 My SSAC
74 Ms SSAC
75 Mg SBUB
76 My CRPU
77 Mg SSAC
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Continuacion de la Tabla 17.

Especies 'y Haplotipos Centro

Cddigos

L. pubescens
78 Mg SSAC
79 Mg SSAC
80 Mo -
81 My SBUB
82 M, SBUB
83 M3 SBUB
84 M4 SBUB
85 Mjs SBUB
86 Mg SBUB
87 My SBUB
88 M7 SBUB
89 Mg SBUB
90 M7 SBUB
91 Mg SBUB
92 M, SBUB
93 M7 SBUB
94 Mo -

L. subandinus

95 Ny -

L. subulatus
96 0O, CRPU
97 O, SBUB
98 O3 SBUB
99 Oq SBUB
100 Os SBUB
101 O, SBUB
102 Os SBUB
103 O3 SBUB
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Continuacion de la Tabla 17.

Especies 'y Haplotipos Centro
Cddigos
L. tomentosus

104 Py SBUB
L. tropicalandinus

105 Q: -

REsuLTADOS

Variabilidad del ADNcp

El tamafio de la region cloroplastica fue uniforme (800 pb) en todas las especies
analizadas, excepto en L. pubescens que presentd cuatro tamafos distintos de bandas en las
diferentes muestras analizadas (Fig. 26).

Una vez realizada la edicion de las secuencias, considerando todos los indels, se
obtuvo un alineamiento de 1453 pb. La remocion de los indels que comprendian regiones
ricas en adenina o timina redujo la longitud del alineamiento final a 1372 pb. Para las 96
muestras de Notolathyrus estudiadas, se identificaron 68 haplotipos (Tabla 17). Estos
haplotipos se codificaron utilizando una letra por especie y los diferentes haplotipos dentro
de cada especie se identificaron con diferentes numeros (ejemplo B;, B,, etc. para los
haplotipos de L. crassipes). Para el caso de haplotipos compartidos, se identificaron con las
letras correspondientes a cada especie (la segunda en minuscula) y el nimero correspondid
a la serie de la especie en que se identifico por primera vez (Bes, haplotipo compartido por
L. crassipes y L. macropus). La distribucion geografica de los haplotipos se representa en
la Fig. 27. Los haplotipos fueron definidos por 192 sitios polimdrficos o segregantes (S) de
los cuales 93 sitios fueron parsimoniosamente informativos. Las mutaciones consistieron
en sustituciones (transversiones y transiciones), translocaciones, duplicaciones,
inserciones/deleciones en regiones no ricas en adenina timina y microinversiones. Cada
una de estas fue tomada como un unico evento mutacional. Para el total de las muestras se
obtuvo una diversidad nucleotidica alta (x = 0,015) y una muy alta diversidad haplotipica

(h = 0,990).
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ARAGUAY

OCEANO PACIFICO

Figura 25. Mapa de las localidades de los individuos y los centros de riqueza especifica
estudiados de Notolathyrus. Los circulos en gris corresponden a las localidades

analizadas. Las areas coloreadas pertenecen a los centros de riqueza especifica. En verde,

CRPU; en lila SBUB; en amarillo, los BP y en rosado SSAC.

Los haplotipos mas comunes fueron Aes y Ehy, con cinco localidades cada uno, y G, con
cuatro, representando solo el 14,43 % de la diversidad haplotipica. Los haplotipos restantes

(73,53 % del total) fueron en su mayoria observados en una sola localidad. Asimismo, la
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mayoria de los haplotipos fueron particulares de cada especie, independientemente del
namero de muestras analizadas. Se distinguieron solo tres haplotipos compartidos entre
especies, y en todos los casos, la especie que compartié haplotipos fue L. macropus: con L.
crassipes (Aes), con L. magellanicus var. tucumanensis (Egi) y con L. multiceps (Eh-)

(Fig. 27).
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Figura 26. Gel de la regién trnS-trnG amplificada de Lathyrus pubescens. Cada calle pertenece a
poblaciones diferentes indicadas con sus cédigos. La primera calle pertenece al control negativo y

la segunda al marcador de masas conocidas.

Figura 27. Mapa de las dreas de distribucion de las especies con haplotipos compartidos. Las areas
coloreadas representan la distribucidon geografica de cada una de las especies, segin datos
extraidos de Burkart (1935) y del analisis de material de herbario. En azul L. magellanicus var.
tucumanensis, en violeta L. macropus, en amarillo L. crassipes y en celeste L. multiceps. Los

circulos corresponden al sitio donde se encuentran los individuos con haplotipos compartidos.
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1 . L. crassipes L. hasslerianus L. linearifolius

. L. macropus . L. magellanicus. L. macrostachys

. L. nigrivalvis L. pubescens . L. subulatus

L. tropicalandinus

Figura 28. Mapas de los centros de riqueza especifica de Notolathyrus indicando la distribucién de
los haplotipos observados. A: el area del centro sierras subandinas y cordobesas (SSAC) se indica
en rosado, B: el area del centro cuenca de los rios Parana y Uruguay (CRPU) se indica en verde. Los
circulos representan las localidades muestreadas, el color de los mismos a las distintas especies
analizadas y cada uno de ellos lleva escrito el nombre del haplotipo detectado en esa localidad.

Letras y nimeros iguales representan el mismo haplotipo.

127



ARGENTINA

OCEANO ATLANTICO

. L. crassipes
. L. magellanicus

O L. multiceps
@ L nervosus

L. nitens
L. paranensis
L. pubescens

. L. subuiatus

L. tomentosus

Figura 29. Mapas de los centros de riqueza especifica de Notolathyrus indicando la distribucién de
los haplotipos observados. A: el drea del centro bosques patagdnicos (BP) se indica en amarillo, B:
el drea del centro sierras de Buenos Aires Uruguay y sur de Brasil (SBUB) se indica en lila. Los
circulos representan las localidades muestreadas, el color de los mismos a las distintas especies
analizadas y cada uno de ellos lleva escrito el nombre del haplotipo detectado en esa localidad.

Letras y niumeros iguales representan el mismo haplotipo.
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Los valores de variabilidad intraespecifica obtenidos para las especies en las que se
analizaron muestras provenientes de mas de una localidad se presentan en la Tabla 18.
Todas las especies, independientemente del tamafio de su area de distribucidén, mostraron
una alta diversidad nucleotidica (0,003-0,011) y una alta o muy alta diversidad haplotipica
(0,53-1). Las excepciones a esta regla fueron L. crassipes y L. multiceps que presentaron
una diversidad haplotipica moderada de 0,53 y 0,6, respectivamente.

El andlisis de la varianza molecular (AMOVA) revel6 que el 56,02 % de la
variabilidad total observada en el grupo corresponde a la existente entre las distintas
especies y el 44,98 % a la existente dentro de las mismas (®st = 0,560; p = 0,002). El
andlisis de la variabilidad haplotipica, a nivel de centros de diversidad especifica mostrd
que todos los haplotipos presentes en cada centro, excepto tres, fueron exclusivos. El
namero de haplotipos por centro oscilé entre 11 y 29 (Tabla 19 y Figs. 28 y 29). El centro
con mayor diversidad haplotipica fue CRPU (Hd = 1) y el de menor diversidad haplotipica
fue BP (Hd = 0,848). EI AMOVA, teniendo en cuenta los tres centros de riqueza especifica
propuestos por Burkart (1935) y Seijo (2002) mas el propuesto en este Capitulo, mostrd
que la variabilidad entre los centros sélo explica el 6,13 % de la variabilidad total y que el
93,87 % es explicado por la variabilidad observada dentro de ellos (®st = 0,0613; p =
0,000).
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Tabla 18. Estadisticos de diversidad genética hallada en la region trnS-trnG de ADNcp por especie. Muestras: nimero de localidades estudiadas, pb: nimero
pares de bases obtenidos en el alineamiento de las secuencias por especie, S: nimero de sitios segregantes, m: diversidad nucleotidica, n: nimero de

haplotipos, h: diversidad haplotipica. A: amplia, R: restringida.

Especie

Tipo de

distribucion Muestras pb S n n h
L. crassipes 10 790 15 0,0050 + 0,0002 5 0,5300 + 0,1800
L. hasslerianus R 2 723 12 0,0080 + 0,0003 2 1,0000 + 0,0250
L. macropus A 12 858 28 0,0080 + 0,0001 9 0,9400 + 0,0030
L. macrostachys R 2 726 5 0,0006 + 0,0030 2 1,0000 + 0,0250
L. magellanicus A 12 800 43 0,0100 + 0,0003 8 0,8000 + 0,1100
L. multiceps R 5 722 2 0,0004 + 0,0001 2 0,6000 + 0,0030
L. nervosus A 12 777 35 0,0090 + 0,0002 11 0,9600 + 0,0020
L. pubescens A 25 134 132 0,0110 + 0,0002 23 0,9700 + 0,0180
L. subulatus A 8 753 6 0,0030 + 0,0008 5 0,7900 + 0,1500
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Tabla 19. Estadisticos de diversidad genética hallada en la regidn cloropldstica trnS-trnG por centros de riqueza especifica. loc.: nimero de localidades

estudiadas, especies: nimero de especies por centro, pb: pares de bases resultantes del alineamiento, S: nimero de sitios segregantes, m: diversidad

nucleotidica, n: nimero de haplotipos, h: diversidad haplotipica.

Especie loc especies pb S n n h

CRPU 11 7 741 52 0,01985 11 1,0000 + 0,00391
SBUB 43 7 1339 115 0,01641 29 0,9740 = 0,0002
SSAC 19 4 1357 25 0,00841 14 0,9650 + 0,0008
BP 23 5 723 60 0,01275 12 0,8660 + 0,0025

131



Relaciones filogenéticas

Las relaciones filogenéticas obtenidas a partir del analisis de las 96 muestras se
presentan muestran en la Figura 30. El arbol consenso fue obtenido siguiendo el criterio de
la mayoria a partir de los 97 arboles mas parsimoniosos y construidos en 468 pasos. Los
arboles presentaron un indice de consistencia (IC) y de retencion (IR) de 0,746 y de 0,910,
respectivamente.

En el &rbol, Notolathyrus se muestra como un grupo monofilético separado de todas las
especies de otras secciones (BS = 100). Dentro del grupo de las especies sudamericanas, 24
de las 25 muestras analizadas de L. pubescens junto con la Unica muestra estudiada de L.
subandinus formaron el clado A que se diferencié basalmente del resto de las especies de
la seccion (BS = 100). La otra muestra de L. pubescens, asociada con una de L. macropus y
con la Unica muestra analizada de L. tropicalandinus, se diferenciaron en segunda instancia
formando el clado B (BS 100 %). En el clado C (BS = 100), uno de los haplotipos de L.
macropus se dispuso como hermano de un grupo politémico (BS = 100) integrado por las
secuencias de nueve localidades (de las 11 analizadas) de L. crassipes y por otra de L.
macropus.

El clado D reuni¢ a todas las localidades restantes y presentd dos grandes subclados, E
y F. El subclado E, agrupd a las secuencias de dos localidades de L. crassipes (las no
incluidas en el clado C), siete localidades de L. macropus (de las 12 analizadas), ocho
localidades de L. subulatus (de las nueve analizadas), a L. magellanicus de la localidad de
Jujuy var. tucumanensis, a las muestras de todas las localidades analizadas de L.
hasslerianus y L. multiceps, asi como a las Unicas muestras incluidas en este estudio de L.
tomentosus, L. cabrerianus, L. linearifolius, L. paranensis y L. nitens. Este subclado
presentd muchas politomias, aunque pueden distinguirse tres grupos principales. El
primero de ellos fue el mas diverso e incluyo a las localidades de L. crassipes (9 y 3), a dos
de L. macropus (19 y 15) y a L. tomentosus, L. magellanicus var. tucumanensis, L.
linearifolius y L. nitens. El segundo grupo queddé conformado mayoritariamente por las
muestras de L. multiceps pero también incluyé a dos localidades de L. macropus (26 y 21),
una de L. hasslerianus y a L. cabrerianus. El tercer grupo quedd integrado
mayoritariamente por las muestras de L. subulatus e incluyé también una muestra de L.
magellanicus var. glauscecens (29) y a L. paranensis.

Las dos localidades estudiadas de L. hasslerianus son muy cercanas geograficamente,
sin embargo, quedaron separadas dentro del subclado E. Las localidades de L. multiceps se

separaron en dos grupos, uno formado por dos localidades que presentaron los haplotipos
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exclusivos de la especie, y el otro grupo, con haplotipos compartidos con L. macropus. Las
localidades de L. subulatus se dispusieron en dos subgrupos, uno de ellos también incluyd
a L. paranensis.

El subclado F reunid a las muestras de dos localidades de L. macropus, a una localidad
de L. subulatus (la dnica no incluida en el subclado E), a L. magellanicus var.
tucumanensis de Bolivia y a todas las localidades analizadas de L. nervosus, L. nigrivalvis,
L. macrostachys y L. magellanicus var. glauscecens y L magellanicus var. magellanicus.
Dentro de este subclado se distinguieron los grupos 4 y 5. En el primer grupo (4) se
asociaron, en una politomia basal, una localidad de L. subulatus (94), una de L.
magellanicus var. tucumanensis (39*), las dos de L. macrostachys y un subgrupo
conformado mayoritariamente por las localidades de L. magellanicus var. glauscecens,
pero también por L. nigrivalvis, L. magellanicus var. magellanicus y una localidad de L.
macropus. En el grupo 5 se incluyeron todas las localidades de L. nervosus y una de L.
magellanicus var. galuscecens. Dentro de ese grupo, las muestras de L. nervosus se
dispusieron en subgrupos consistentes con la distribucion geografica de las mismas.

Los agrupamientos formados muestrearon que la mayoria de las localidades de una
misma especie tendieron a quedar agrupados. La unica excepcion fue L. macropus, cuyas
muestras aparecieron dispersas en muchos de los clados de la seccion Notolathyrus.

En general, las muestras incluidas en cada uno de los agrupamientos observados en el
arbol mostraron una pobre asociacion entre las relaciones filogenéticas y los centros de
proveniencia de las muestras. En general, cada agrupamiento quedé integrado por muestras

que provenian de mas de un centro de riqueza especifica.
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Figura 30. Arbol consenso obtenido a partir de 98 drboles mds parsimoniosos siguiendo el criterio
de la mayoria. Los colores de las ramas representan a las diferentes especies. El nimero que
acompafia al nombre de las especies es el cddigo de la localidad a la que pertenece la secuencia
representada en la Tabla 1. Para Lathyrus magellanicus |la variedad tucumanensis se representa
con asterisco (*), la variedad magellanicus con numeral (#) y la variedad glauscecens no lleva
distincién. Las barras de colores al lado de cada terminal del arbol hacen referencia a los centros
de rigueza especifica en donde se encuentra esa localidad, CRPU en verde, SBUB en violeta, SSAC
en rosado y BP en rojo. Los cddigos de los haplotipos se encuentran a la derecha de las barras que

indican los centros. Los valores de bootstrap > 50 % se indican debajo de las ramas.
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Discusion

El analisis de la region espaciadora trnS-trnG de ADNcp mostré un elevado nimero de
polimorfismos con una alta reproducibilidad, permitiendo realizar estudios de variabilidad
genética a nivel intra e interespecifico. Los analisis realizados en este Capitulo representan
un estudio de base que permitié dimensionar la variabilidad existente tanto entre y dentro
de las especies, como entre y dentro de los centros de riqueza especifica de Notolathyrus.

Asimismo, permitio realizar algunas inferencias sobre la historia evolutiva del grupo.

Variabilidad del ADNcp

Los valores de variabilidad genética (haplotipica y nucleotidica) encontrados en la
region de ADNcp analizada para las especies de Notolathyrus son relativamente altos,
tanto a nivel interespecifico como intraespecifico, comparados con otros grupos de
especies de plantas (Gernandt et al. 2003, 2005, Montufar y Pintaud 2008). Esta gran
variabilidad genética fue observada también en especies pertenecientes a otras secciones
(Kenicer et al. 2005, Belaid et al. 2006) y en géneros emparentados a Lathyrus como
Pisum (Smykal et al. 2010).

En general, se asume que el hallazgo de una elevada variabilidad nucleotidica en
conjunto con una elevada variabilidad haplotipica es un indicador de poblaciones con un
N, grande que han permanecido estables, por largos periodos de tiempo. Alternativamente,
estas caracteristicas podrian corresponder a una muestra resultante de una mezcla de
individuos provenientes de poblaciones separadas histéricamente por largos periodos de
tiempo (Avise 2000). Para el caso de Notolathyrus, la segunda hipotesis es la interpretacion
mas apropiada se podria interpretar mas apropiadamente segun la segunda opcion, ya que
para cada especie se tomaron individuos de distintas poblaciones, que probablemente han
estado aisladas por mucho tiempo.

El hecho de que cada especie presente un conjunto de haplotipos particulares y que los
haplotipos detectados dentro de cada especie tiendan a estar mas relacionados entre si que
con otras especies sugiere que la mayor parte de la variabilidad observada se habria
generado con posterioridad a la diversificacion especifica de Notolathyrus. Por otra parte,
la alta variabilidad no compartida dentro de cada especie sugiere que la diversificacion del
grupo no seria reciente.

El hecho de que L. macropus sea la Unica especie que presenta haplotipos compartidos

con L. magellanicus var. tucumanensis, L. multiceps y L. crassipes podria interpretarse
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como el resultado de eventos de captura cloroplastica o bien que L. macropus conserva
parte del polimorfismo ancestral existente en la seccion. La captura cloropléstica ha sido
propuesta en grupos en los que las distintas especies comparten frecuentemente haplotipos
de ADNCcp, tales como Eucalyptus (Mc Kinnon et al. 2001, 2004), Packera (Bain y Jansen
1996, Golden y Bain 2000) y Lithocarpus (Cannon y Manos 2003). Estos grupos se
caracterizan porque las especies presentan barreras reproductivas interespecificas
pobremente desarrolladas con altos niveles de hibridacion e introgresion (Riesberg y Soltis
1991, Riesberg et al. 1996). Sin embargo, como se sefialé en el Capitulo 1V, en todos los
estudios de hibridacion artificial realizados en Lathyrus se han evidenciado fuertes barreras
reproductivas (Hammet et al. 1994, Nandini et al. 1999), y hasta el momento no se han
registrado hibridos interespecificos en la naturaleza dentro de la seccién Notolathyrus. En
consecuencia, la hipotesis de captura cloroplastica para explicar los haplotipos compartidos
observados entre L. macropus y otras especies resulta improbable.

La interpretacion de los haplotipos compartidos existentes en L. macropus como un
remanente de polimorfismo ancestral, en cierta forma, es concordante con la retencion de
caracteres morfoldgicos ancestrales en esta especie. Desde un punto de vista morfoldgico,
L. macropus es la Unica especie que presenta hojas con varios pares de foliolos, estado que
se considera ancestral comparado con el de hojas uniyugas (Kupicha 1983).

En numerosas especies y grupos de plantas se ha demostrado que existe una
correlacion positiva entre la amplitud del rango de distribucién geogréfica y la diversidad
genética de las especies (Hamrick y Godt 1989, Hamrick et al. 1992, Templeton 1998,
Byrne et al. 2002). Sin embargo, en Notolathyrus, tanto las especies con amplia
distribucion geografica como las de distribucion restringida presentaron una alta diversidad
haplotipica. Es decir, que la amplitud de la distribucion geografica de las especies no se
correlaciona en forma directa con la diversidad genética (haplotipica y nucleotidica) en
dicha seccion. La ocurrencia de diversidad haplotipica similares en especies con diferentes
tamafios de area geografica ha sido interpretada considerando que las actuales poblaciones
de las especies con distribucion restringida podrian constituir un relicto de una especie con
mayor distribucion en el pasado como ocurre en Podocarpus parlatorei y P. nubigena
(Quiroga 2009). En este sentido, los altos valores de variacién genética detectados en las
dos especies con distribucion restringida (L. macrostachys y L. hasslerianus) podrian haber
resultado de las fluctuaciones en los tamarios poblacionales y areas de distribucion que han
de la distribucion historicas. En tal sentido, tanto L. hasslerianus como L. macrostachys

habitan actualmente en areas marginales para la seccion y estan entre las especies que

131



presentan mayor diferenciacion en cuanto a preferencia de habitats L. hasslerianus es la
Unica que actualmente vive en la selva Paranaense y L. macrostachys es la Gnica que habita
en ambientes paludicolas de los campos paranaenses subtropicales (Burkart 1935, 1942,
Seijo 2002). Esta especificidad de ambientes, para un género netamente adaptado a climas
templados y frios, constituye probablemente una evidencia de como los cambios climaticos
en el pasado han modelado la distribucion geografica de las especies en el presente. La
distribucion geogréfica de estas especies, la demografia de sus poblaciones y la
variabilidad haplotipica encontrada probablemente puedan ser explicadas como un relicto
del avance y retroceso existente entre los biomas Pampa y selva Paranaense, durante los
ciclos glaciares (Iriondo y Garcia 1993, Iriondo 1999). El bioma Pampa se extendia hacia
el norte durante los periodos glaciares favoreciendo quizas, la extension de Lathyrus hacia
el noreste, mientras que durante los periodos interglaciares la selva Paranaense se extendia
hacia el sur favoreciendo a las especies mesofiticas. La tensién de ambos biomas en el area
de distribucion de L. hasslerianus y L. macrostachys posiblemente habria determinado
cuellos de botella y expansiones sucesivas. La deriva genética, ocurrida durante los cuellos
de botella, habria llevado a la fijacién de haplotipos diferentes en las distintas poblaciones
de una misma especie.

Teniendo en cuenta las seis especies de Notolathyrus con amplia distribucion
estudiadas, la mayor diversidad haplotipica y nucleotidica la presentaron Lathyrus
pubescens, L. nervosus y L. macropus. Estas especies, ademas de presentar un amplio
rango geografico, incluyen una mayor diversidad de nichos ecoldgicos, en comparacion
con las otras tres especies de amplia distribucién analizadas, L. crassipes, L. magellanicus
y L. subulatus. Lathyrus crassipes es la especie con menor diversidad haplotipica y
nucleotidica en comparacion al resto de las especies con amplia distribucion. Esto podria
estar relacionado con su sistema genético, debido a que esta especie es anual y autbgama,
mientras que las demas especies son perennes y con algin grado de alogamia. La
autogamia podria estar afectando a esta especie disminuyendo la variabilidad genética
existente, tal como ocurre en otros grupos de plantas (Hamrick y Godt 1989, Shapcott
1991, Gibson et al. 1995).

El AMOVA realizado para los centros de riqueza especifica mostrd que la variabilidad
genética existente en la seccion se explica principalmente por la variabilidad existente
dentro de dichos centros. Estos resultados evidencian que los cuatro centros de riqueza

especifica propuestos también son centros de diversidad genética.
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Las diferencias en la variabilidad haplotipica encontrada entre los centros (CRPU,
SBUB, SSAC y BP) podrian ser explicadas por cambios geologicos y climaticos ocurridos
en la region, durante el Cuaternario. Aunque las glaciaciones afectaron a toda Sudameérica,
lo hicieron de diferentes maneras en las distintas regiones. Los cambios climaticos en el
centro de Sudamerica, donde se encuentran los centros CRPU, SBUB y SSAC incluyeron
cambios ciclicos modestos de temperatura pero severos en cuanto a régimenes
pluviometricos, contrariamente a lo ocurrido en la region sur donde se encuentra el centro
BP (Iriondo 1999, Iriondo y Gracia 1993). En la zona central, durante las fases de frio
seco, las zonas montafiosas incluidas dentro de los centros CRPU, SBUB y SSAC han sido
propuestas como zonas de refugio (Vuilleumier 1971, Haffer 1982, Grela 2004). Este
hecho, habria implicado la fragmentacion de la flora templada en maltiples refugios con la
consecuente reduccién de los tamafios poblacionales de las especies de Lathyrus y
subsecuente fijacion de diferentes haplotipos en las distintas poblaciones. Por otro lado,
hacia el Norte de la regién central de Sudameérica en los periodos frios y secos el bioma
Pampa habria extendido su area permitiendo la expansion de los taxones de Notolathyrus
hacia el norte. En los periodos célidos y humedos la selva Paranaense habria avanzado
hacia el sur fragmentando la flora templada que acompafid la expansion del bioma Pampa
hacia el norte. Este proceso también habria implicado la reduccion de las poblaciones de
Lathyrus con la fijacion de haplotipos (tal como se menciond para L. macrostachys y L.
hasslerianus).

La menor diversidad genética observada en el centro BP podria explicarse a partir de la
mayor severidad con que se dieron los cambios climéticos (periodos glaciares) durante el
Cuaternario (Colinvaux et al. 2000, Quiroga y Premoli 2007), que no sélo llevaron a la
reduccion de los tamafios poblacionales sino que habrian determinado la extincion de
muchas o la mayoria de ellas. Las areas donde ocurrieron las extinciones habrian sido
recolonizadas en periodos interglaciares a partir de las poblaciones remanentes en los
refugios con variantes haplotipicas fijadas. Segun esta hipdtesis se espera que los taxones
que han sufrido este proceso presenten una variabilidad haplotipica reducida y, en general,
con unos pocos haplotipos compartidos por todas las poblaciones que los componen. El
taxdn que mas se ajusta a este modelo es L. magellanicus var. glauscecens, que es el que
presenta la distribucion mas austral, y que por ende habria estado expuesto a condiciones
mas extremas. A diferencia de las especies pertenecientes a otros centros, en la que la
mayoria presentaron haplotipos particulares para cada una de las poblaciones, en L.

magellanicus var. galuscecens de las nueve poblaciones analizadas cuatro presentaron el
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haplotipo G, y dos el haplotipo Gs. Por otra parte, la mayor diversidad de haplotipos de
este taxon se encontré en los bosques cordilleranos, coincidiendo con el area propuesta
como refugio para diferentes taxones dentro de dicha region (Villagran 2001, Mathiasen y
Premoli 2010). EI hecho de que todas las poblaciones de la costa atlantica presenten un
mismo haplotipo (G;) y que ésta sea la region que se ha desglaciado mas tardiamente
(Clapperton 1993) sustentaria la hipdtesis que las poblaciones de la costa se habrian
originado a partir de recolonizacion por individuos (G;) provenientes de los refugios
cordilleranos. La otra especie que podria ajustarse a esta hipdtesis es L. multiceps, que
también se distribuye en el centro bosques patagonico. Si bien sélo se han estudiado cinco
poblaciones se han detectado Unicamente dos haplotipos, por lo que el nivel de haplotipos
compartidos entre las poblaciones de este taxdn es mucho mayor que el observado en

especies de otros centros.

Relaciones filogenéticas

Se ha propuesto que para obtener la hipotesis evolutiva mas confiable, las inferencias
filogenéticas a nivel genérico o entre especies estrechamente relacionadas debe tenerse en
cuenta a la variabilidad intraespecifica existente en los grupos (Widmer y Baltisberger
1999). Siguiendo esta premisa y debido a la gran variabilidad de las especies de
Notolathyrus, en este Capitulo se puso a prueba la robustez de la monofilia del grupo
observada en el Capitulo anterior. La incorporacion de las secuencias de todas las
localidades de las especies de Notolathyrus analizadas evidencio que la seccion se mantuvo
como un grupo monofilético (BS = 100). Es decir que, aunque todas las especies
sudamericanas de Lathyrus presentan caracteres morfol6gicos comunes con otras especies
de otras secciones del género, como Lathyrostylis, Clymenum y Orobus (Kupicha 1983),
los resultados evidencian que todas ellas presentan un ancestro comdn mas reciente que
con otras especies de Lathyrus pertenecientes a otras secciones.

Si bien la monofilia de Notolathyrus se mantiene luego de incorporar al anlisis la
variabilidad intraespecifica, las relaciones entre algunas de las especies del grupo no fueron
exactamente iguales a las relaciones filogenéticas observadas en el arbol generado (en el
Capitulo 1V) en el que se consideraron las secuencias de un so6lo individuo por taxén. Por
ejemplo, en el arbol filogenético de ADNcp, construido en el Capitulo IV L. pubescens se
presento en una politomia dentro del clado derivado B. Sin embargo, al considerar toda la

variabilidad del grupo, L. pubescens se ubico en posicion basal. La posicion de esta especie

134



en una posicion basal en el arbol filogenético es concordante con su amplia distribucion
geogréfica (Burkart 1935) y con la gran variabilidad genética que presenta.

La posicion basal de Lathyrus tropicalandinus es consistente en los arboles construidos
en los Capitulos IV y V. Por otra parte, la inclusion de la especie chilena, L. subandinus, en
el subclado que agrupa a la mayoria de las localidades estudiadas de L. pubescens
observadas en este Capitulo, es congruente con el agrupamiento observado en el Capitulo
IV de esta tesis ya que ambas especies quedaron incluidas en grupos hermanos dentro del
clado B. Ambas especies son morfolégicamente afines y solo se distinguen por las
inflorescencias y la estructura de la vaina madura (Burkart 1935). Lathyrus subandinus es
endémica de Chile y presenta una distribucion muy restringida a diferencia de L. pubescens
que presenta una amplia distribucion.

Con respecto a las demas especies, Lathyrus crassipes se desprende tempranamente de
las restantes especies de la seccidn, situacion que también se observé en el Capitulo
anterior. Los agrupamientos de las especies incluidas en los subclados A y B del Capitulo
anterior se mantienen, en general, en los subclados F y E, respectivamente del arbol
construido en este Capitulo (excepto una localidad de L. magellanicus var. glausecens y las
localidades de L. macropus que estan dispersas por todo el arbol). Las excepciones estan
dadas por L. paranensis que deja de integrar el clado con frutos negros y se asocia con el
grupo de los frutos castafios y por L. subandinus y L. pubescens que salen del clado de
frutos castafios y se asocian en un clado basal junto con L. tropicalandinus.

Si bien la secuencia de ADNcp fue parcialmente informativa para el establecimiento de
las relaciones interespecificas, a nivel intraespecifico la mayoria de los agrupamientos
generaron amplias politomias impidiendo el establecimiento de relaciones entre las
muestras de diferentes localidades. En las Unicas especies en donde las relaciones entre
localidades quedaron mejor resueltas fueron L. pubescens, L. nervosus y L. subulatus. Sin
embargo, los agrupamientos filogenéticos obtenidos, en la mayoria de los casos, no son
congruentes con las procedencias geograficas de las muestras.

En general, los resultados obtenidos en este Capitulo evidencian que teniendo en
cuenta toda la variabilidad, incluyendo a los indels, permiten una mejor resolucién
filogenética de la seccion Notolathyrus como ocurre en muchos otros grupos de plantas
(Golenberg et al. 1993, Kelchner y Clark 1997, Kelchner 2000).
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Patrones de variabilidad haplotipica y nucleotidica

En cuanto al origen de la seccion Notolathyrus en relacion con los patrones de
variabilidad haplotipica y nucleotidica observada, bajo la hipotesis de que las especies
sudamericanas de Lathyrus derivan de especies que habrian migrado desde América del
Norte (Kupicha 1983, Burkart 1935) hacia Ameérica del Sur siguiendo los Sistemas
serranos de la Cordillera de los Andes y Peripampasicos (Frengieli 1950, De la Sota 1967,
Speranza et al. 2007), se habria esperado encontrar una mayor variabilidad en los centros
SSAC y BP y una menor en CRPU y SBUB. Por el contrario, los resultados obtenidos
evidencian una mayor variabilidad en los centros CRPU y SBUB comparandolo con los
centros SSAC y BP. Esta discordancia entre los datos observados con los esperados, bajo
esta hipotesis, podria deberse a dos situaciones. Una de ellas es la reduccion de la
variabilidad genética en la regién del centro SSAC como consecuencia de extinciones
masivas en el noroeste y sur de Sudameérica debido a fuertes cambios climaticos durante el
periodo Cuaternario, en contraposicion a climas mas estables en las zonas en donde se
encuentran los centros CRPU y SBUB, lo cual explicaria la menor variabilidad encontrada
en la region SSAC. La ancestralidad de L. tropicalandinus y L. pubescens observada en
este Capitulo sustentaria este modelo biogeografico y la hipdtesis de migracion de
Lathyrus desde el norte hacia el sur del continente americano, a través del Istmo de
Panama (3 Ma atras). Sin embargo, estos resultados no son consistentes con los datos
filogenéticos generales ni con las similitudes morfoldgicas y cromosomicas establecidas en
esta tesis que evidencian una mayor similitud de Notolathyrus con las especies del
Mediterraneo.

La hipdtesis alternativa que explicaria los patrones de variabilidad genética
encontrados considera que las especies ancestrales de Notolathyrus derivan de especies
europeas en consistencia con la propuesta de Simola (1968). Esta autora, sin considerar la
teoria de la deriva continental ni datos sobre el tiempo en el que se pudo haber originado el
género, propuso que dichas especies habrian colonizado Sudamérica antes que Gondwana
se separara. Sin embargo, el tiempo estimativo en el cual habria surgido Lathyrus mediante
datos moleculares es de 17 Ma (Levin et al. 2005), por lo tanto, el modo por el cual se
habria originado Notolathyrus planteado por Simola es practicamente imposible. Frente a
esta controversia y a favor de que las especies de Notolathyrus derivan de las especies del
Viejo Mundo, Kenicer et al. (2005) proponen una dispersion transoceanica, a través del
Atlantico, mediante la deriva de las semillas. El patrén de variabilidad encontrado en este

Capitulo es mas compatible con una migracion a distancia transatlantica y colonizacion
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inicial de las Sierras de Buenos Aires, Uruguay y Brasil. Si bien, algunos autores suponen
que la flora encontrada a ambos lados del Atlantico se explica por dispersion antes de que
Gondwana se separe (Raven y Axelrod 1974, Gentry 1982) actualmente se reconoce la
existencia de rutas importantes de dispersion interplaca (Morley 2003). Por otro lado, se ha
propuesto que no es necesario recurrir en todos los casos a la dispersion de semillas a larga
distancia debido a que aunque no haya evidencia inequivoca para conexiones terrestres
continuas entre los continentes luego de su separacion se ha planteado la hipétesis de
migracion a través de cadenas de islas (Morley 2000, 2003, Morley y Dick 2003). Por lo
tanto, la hipotesis que plantea que las especies primitivas de Lathyrus se habrian
dispersado desde Europa hacia Sudamérica por el Océano Atlantico dando origen por
diversificacion local a la seccion Notolathyrus aparece al menos como probable. Por lo
expuesto, para esclarecer el origen de la seccién se necesitan de estudios
multidisciplinarios mucho mas amplios que incluyan analisis taxonémicos, biogeograficos

y genéticos en Notolathyrus y en especies de América del Norte, Africa y Europa.
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CONSIDERACIONES FINALES



CONSIDERACIONES FINALES

as especies de Notolathyrus presentan cromosomas morfolégicamente

similares. El anlisis de los patrones de bandas DAPI y de genes ribosomales

45S y 5S mediante hibridacion in situ fluorescente, proveyeron nuevos
marcadores cromosomicos que facilitaron la identificacidn inequivoca de la mayoria de los
pares de cromosomas homoélogos dentro de cada cariotipo. Ademas, la posicidn conservada
de los loci 45S ADNr en los brazos largos del par mas pequefio (subtelocéntrico) del
complemento fue un caracter exclusivo de las especies sudamericanas. Por su parte, las
bandas heterocromaticas presentaron un alto valor taxondmico a nivel interespecifico, ya
que cada una de las 11 especies sudamericanas estudiadas presento un patron particular. La
presencia de bandas heterocromaticas centroméricas DAPI™ en todos o en la mayoria de los
cromosomas de los complementos de todas las especies sugiere que éstas constituyen un
caracter plesiomorfico dentro del género.

Las especies anuales de Lathyrus analizadas en esta tesis tienden a presentar menor
contenido de ADN que las especies perennes. Considerando que las especies incluidas en
la tribu Fabae han sufrido un significativo aumento del contenido de ADN con respecto al
resto de las Papilionoideas, la reduccién del contenido de ADN en la transicion evolutiva
de perennidad a anualidad dentro de Lathyrus evidencid la ocurrencia de cambios ciclicos
en el contenido de ADN en la historia evolutiva del género. El analisis de los contenidos de
ADN vy de las longitudes cariotipicas de las especies revel6 que la variacion en el tamafio
gendémico ha sido uno de los cambios que ha tenido mayor relevancia durante la
divergencia y evolucién de los complementos cromosémicos en Notolathyrus. La falta de

correspondencia entre el contenido de ADN vy la cantidad de heterocromatina sugirié que
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los cambios en el contenido de ADN en esta seccion implicaron cambios en la cantidad de
secuencias repetitivas, tanto en la fraccion heterocroméatica como en la fraccion
eucromatica.

El andlisis de la cantidad de heterocromatina en funcion de la distribucion geografica
de las especies evidencio que las especies subtropicales de Notolathyrus presentan valores
méas bajos de heterocromatina que aquellas que habitan en latitudes medias y altas.
Considerando los ciclos de vida de las especies estudiadas, las especies anuales presentaron
menor cantidad de heterocromatina en sus complementos que las perennes. Estos datos
sugieren que la variacion en la cantidad de heterocromatina debe tener valor adaptativo.

Los diferentes pardmetros cariotipicos observados en esta tesis revelaron a
Notolathyrus como un grupo homogéneo y diferente de la seccién Orobus. Por otra parte,
los patrones de bandeo y de contenido de ADN observados en la seccién Notolathyrus
fueron mas similares a aquellos que presentan las especies del mediterraneo (seccion
Lathyrus, Cicercula y Clymenum). Estos datos sustentan la hipdtesis que considera que las
especies sudamericanas se originaron a partir de especies mediterraneas de Lathyrus

El analisis citogenético realizado en diversas poblaciones de Lathyrus nervosus reveld
la existencia de variacion intraespecifica, tanto en los niveles de ploidia como en los
patrones de cantidad y distribucion de la heterocromatina. La gran similitud de todos los
pardmetros cariotipicos analizados entre todos los complementos cromosémicos de los
individuos poliploides (3x y 4x) sugiri6 un origen autopoliploide de los mismos. La
deteccidn de esporas y de granos de polen no reducidos en tres poblaciones de esta especie
sugiere que la formacion de estos tipos de granos no seria un evento raro y sustenta al
modelo de poliploidizacion sexual como el mecanismo mas probable de origen de los
poliploides. El analisis de la meiosis permitio proponer a la ocurrencia de puentes
remanentes como una de las causas mas probables de la formacion de ndcleos de
restitucion, tanto en la primera como en la segunda division, y en consecuencia del origen
de esporas no reducidas.

Los analisis filogenéticos realizados a partir de secuencias de ADNcp y ADNn son
consistentes con los datos cromosdémicos ya que muestran a las especies sudamericanas
como un grupo monofilético. Si bien en esta tesis no se ha priorizado el estudio de las
relaciones interseccionales, el arbol de secuencias de ADNn sugiere que la seccion
Notolathyrus estaria mas relacionada con las especies del Mediterraneo que con las
especies de la seccion Orobus. Esta asociacion sumada a la mayor similitud morfoldgica y
cromosOmica de las especies sudamericanas con las especies de las secciones Lathyrus
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Clymenum y Lathyrostilis, cuestionan la hipotesis de que las especies sudamericanas se
habrian originado a partir de Orobus de Norteamérica.

El andlisis realizado constituye el primer aporte tendiente a esclarecer las relaciones
filogenéticas existentes dentro de la seccion Notolathyrus. Si bien no se obtuvo buena
resolucion a nivel de especie, en el arbol de ADNcp se formaron dos grandes
agrupamientos que son consistentes con las caracteristicas morfolégicas de los frutos. Sin
embargo, ninguno de los grupos formados fue congruente con la distribucion geogréfica.
En cuanto a los ciclos de vida, los resultados evidencian que la transicion de la perennidad
a la anualidad en Notolathyrus habria ocurrido en las etapas tempranas de la diversificacion
del grupo.

El andlisis de la variabilidad de ADNcp en Notolathyrus revel6 la existencia de una
alta variabilidad haplotipica y nucleotidica, y que la amplia mayoria de los haplotipos estan
restringidos a las especies y a las muestras poblacionales analizadas. Este hecho sugiere un
largo tiempo de divergencia del grupo en Sudamérica. La existencia de haplotipos
compartidos entre L. macropus con otras especies (L. crassipes, L. magellanicus var.
tucumanensis y L. multiceps) se explicaria mas probablemente por la retencion de
polimorfismo ancestral en el grupo.

La variabilidad genética observada en las especies de Notolathyrus no estuvo
influenciada por el tamafio del area de distribucion de las mismas. Por otra parte, la elevada
variabilidad haplotipica y nucleotidica observada en los centros de riqueza especifica

revelan a los mismos como centros de variabilidad genética.
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ANEXO



Matriz 1. Matriz alineada de la regién cloroplastica intergénica trnS-trnG para los andlisis filogenéticos realizados en

el Capitulo IV.
*
1 .A....N- B 100
2 .A....N- B 100
12 .A....N- A 100
14 .H....H..G. 100
23 .H....H. B 100
28 .H....H. B 100
29 .H....H. B 100
38 .H....H. B 100
39 .H....H. B 100
44 .A-.---H- -8B 100
49 .H....K. 8. 100
58 .N....T..H. 100
59 .H....H.- B 100
68 .H....H.- B 100
81 .H....N.- 8. 100
88 .H----H- B 100
93 .c....N. .H. 100
97 .A....N- B 100
105 .A....N- B 100
L.filiformis .CH..A.HX....H. -8 100
L.japonicus .A.-...H- -8B 100
L.jepsonii NT.. -8 ----H -8B 100
L.odoratus .H----H- ‘A 100
L.pallescens 5n..A.H.... 4. .8 100
L.spathulatus ..A.H....H. -8 100
L.sylvestris .H----H- ‘A 100
L. tingitanus .H----H- ‘A 100
L. vernus .H----H- ‘A : 100
Vicia cracca .H--.-A- ‘A : 100
aCAAAAAGAACaAAAAAGTGGGCTCgAAAAAAGCcCcttCtALtATATCTTATTTGATATTgaTTgAtCTTCAaTTtACATATATCTtat
* 200

1 200
2 200
12 200
14 200
23 200
28 200
29 200
38 200
39 200
44 200
49 200
58 200
59 200
68 200
81 200
88 200
93 200
97 200
105 200
L.filiformis 200
L.japonicus 200
L.jepsonii 200
L.odoratus 200
L.pallescens 200
L.spathulatus 200
L.sylvestris 200
L. tingitanus 200
L. vernus 200
Vicia cracca 200
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1 300
2 300
12 300
14 300
23 300
28 300
29 300
38 300
39 300
44 300
49 300
58 300
59 300
68 300
81 300
88 300
93 300
97 300
105 300
L.filiformis 300
L. japonicus 300
L.jepsonii 300
L.odoratus 300
L.pallescens 300
L.spathulatus 300
L.sylvestris 300
L. tingitanus 300
L. vernus H . 8 LT . : 300
Vicia cracca  : ] .. ..A. B : 300
tagaaAtTGTATATATACTAATAAATACTTATAC
1 400
2 400
12 400
14 400
23 400
28 400
29 400
38 400
39 400
44 400
49 400
58 400
59 400
68 400
81 400
88 400
93 400
97 400
105 400
L.filiformis 400
L. japonicus 400
L.jepsonii 400
L.odoratus 400
L.pallescens 400
L.spathulatus 400
L.sylvestris 400
L. tingitanus 400
L. vernus 400
Vicia cracca 400
1 500
2 500
12 500
14 500
23 500
28 500
29 500
38 500
39 500
44 500
49 500
58 500
59 500
68 500
81 500
88 500
93 500
97 500
105 500
L.filiformis 500
L.japonicus 500
L.jepsonii 500
L.odoratus 500




[SEsE Nl

.pallescens L . N . .. - B - B
.spathulatus : ......HA..... e T e ..#H..-GA....H. .B--...... .
.sylvestris HER . - P e e ..4--4----8--8-------- ..
. tingitanus : ......B0..... e e ..4--4---8--8-------- G. .
. vernus HE . - I T B . ....8- #0000 e
Vicia cracca :o......AQ..... Tt et ..4--4----8-G........ .

* 520 * 540 * 560

L.filiformis
.japonicus
.jepsonii
.odoratus
.pallescens
.spathulatus
.sylvestris
tingitanus
vernus
Vicia cracca

..Cuunn RN . | N . NN . . . E
T. I ..... . coeeeee... @, HNQ. ... TeeeGevennnn C...TH......

taagAATagCTTTgTGAtC TAACATaTCATAcCGAATt ATCAGGTAAcgTATCTAAAAAAGAAAtagAACTaTGGAtTCTTGCAtAATgCATTTTTQT
* 620 * 640 660 * 680 * 700

S SR ol S o

POOOO0D 00O
[
[oNO)]

105
.filiformis
.japonicus
.jepsonii
.odoratus
.pallescens
.spathulatus
.sylvestris
tingitanus
vernus
Vicia cracca

=

[SEsH NN N

N =

12
14
23
28
29
38
39
44
49
58
59
68
81



L.filiformis
.japonicus
.jepsonii
odoratus
.pallescens
.spathulatus
.sylvestris
tingitanus
vernus
Vicia cracca

S EE SNl s

L.filiformis
.japonicus
.jepsonii
.odoratus
.pallescens
.spathulatus
.sylvestris
tingitanus
. vernus
Vicia cracca

BB R

at

: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819
: 819

...C
t

cATTAGGGGGCcCCTTTACGACGAACAEGTaAACACTCATTTATCAaAAAT

CT

c
|
t

. i N N :
Gl N . B BN - . B . N :
I URERROY-H O URERUREN N IR
N . P G.H....0G..B8........... G.H........ :
e M e G

........ N N [ORDORRRR N I

TGCcACCTATTTcAtAATTatGACtGATTCCCTTGTtCgACAAAAGA

En la base superior se indican la posicion de los nucleétidos. Los puntos corresponden a idénticos residuos en toda

la secuencia. Con fondo gris se marcan los sitios polimdrficos y dentro de ellos las letras indican el sentido del

cambio. Los nimeros corresponden a los cddigos de la Tabla 1.
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Matriz 2. Matriz alineada de la regién nuclear ITS1-ITS2 para los analisis filogenéticos realizados en el Capitulo IV.

* 20 * *
1 N ...4.-.B-- 28 - -8 - - B¢ -8B -----. 100
2 N ...4--B-- B8 - -8 - B¢ -8 8 -.----. 100
12 N .. .C ....... 100
59 N ...4.-.B-- - 2-8-- -8B - B¢ -8 B -----. 100
97 N ...4.-.B-- 28 - -8 - - B¢ -8B -----. 100
60 N ...4.-.B-- 28 - -8 - - B¢ -8B -----. 100
49 N ...4.-.B-- 28 - -8 - - B¢ -8B -----. 100
81 N ...4..0...2-8--- 8- 8B.-- B - B¢ - -8 B-.-.-... 100
29 N ...4..0...2-8--- 8- 8B.-- B - B¢ - -8 B-.-.-... 100
44 I ...4--8---B8-B---B8--B----B--BB¢-.---B¢8-B--.--.-. 100
93 N ...4..B..-. - 2-8--- -8 .-- B - B¢ - -8 B-.-.-... 100
38 N ...4..0...2-8--- 8- 8B.-- B - B¢ - -8 B-.-.-... 100
27 N ...4..0..- - B8-- -804 - - - B¢ -8 8B-..-... 100
39 N G...4..8...CH.A....B9..G....H...08.. ... .§....... 100
61 N .. .C ... ... ... .0....... 100
14 I ...A. AN R O 100
88 N e ... ....B 8. .8....... 100
L.pallescens @ ....eeeeenon. C... A. ....... 100
L.filiformis : ............ .C...mmn... .58 .0....... 100
L.spathulatus : ............ .C... ... .H....... 100
L.jepsonii A .C... C. ....... 100
L.vernus P .C...HHC....BN..C....... 100
L.alpestris A .C...BRC.. C ....... 100
L.japonicus A .C...\ 8 C... .} 4. .B....... 100
L.tingitanus @ .......o0.... . .C. c....p.d..%..-..... 100
L.odoratus P . .C. TC. A ....... 100
L.sylvestris @ ....ciovenn. . .C. C....AN..H....... 100
Vicia craca P, .C. c....gA..HR-.-..... 100
CGATGCCTTACAtGCAgTCcAACacGtGAATtaGTtTGAA ACAta GGTGggCTtGAGGTGthCaCACCcch thCacTGGTthggAGGchAC
* 200
1 200
2 200
12 200
59 200
97 200
60 200
49 200
81 200
29 200
44 200
93 200
38 200
27 200
39 A 200
61 200
14 200
88 200
L.pallescens 200
L.filiformis 200
L.spathulatus 200
L.jepsonii 200
L.vernus 200
L.alpestris 200
L. japonicus 200
L.tingitanus 200
L.odoratus 200
L.sylvestris 200
Vicia craca 200
Y I PN N PU o T 300
2 O P I 1 O D I : 300
I e N PN N PO o Y : 300
2 e N NN B P DI Y T : 300
L R I PN i DS T o : 300
(1O e I PN B DS PO o : 300
LS i N N B P DI O N : 300
L= e PO I 5 T o e : 300
P2 D I 15 T o : 300
44 e e R e e e e : 300
1 T I T (o : 300
2= e PO I 5 T o Y : 300
/2 I 10 D o : 300
12 P U 0 T o € N : 300
[ e I U 11 U o o : 300
B Ui U N R Y : 300
88 e 1 s e : 300
L.pallescens : .....AT. ... ;.. BC.H. . 0. e e et e e it : 300
L.filiformis : .....AT.... 0. . B ... . B Bl e e e e e e L : 300
L.spathulatus : .....AT. ... ;.. 0.l . o e e e e e e et : 300
L.jepsonii T T PR 0 O : 300



(SIS S s

Vi

S Ea NNl sl N

Vi

HOORFRODWNWWOWRNWD™OOWOU RN
O J00 W WOR OO -WVN

SIS el S

Vi

.vernus
.alpestris
.japonicus
.tingitanus
.odoratus
.sylvestris

cia craca

.pallescens
.filiformis
.spathulatus
.jepsonii
.vernus
.alpestris
.japonicus
.tingitanus
.odoratus
.sylvestris

cia craca

.pallescens
.filiformis
.spathulatus
.jepsonii
.vernus
.alpestris

. japonicus
.tingitanus
.odoratus
.sylvestris

cia craca

]
aaoaaan

aQQ

Q

3
@




©

.pallescens
.filiformis

.jepsonii
.vernus
.alpestris
.japonicus
.tingitanus
odoratus
.sylvestris
Vicia craca

[ o I I s T e

L.pallescens
.filiformis

.jepsonii
.vernus
.alpestris
.japonicus
.tingitanus
.odoratus
.sylvestris
Vicia craca

Sl I e N B S N

.spathulatus :

.spathulatus :

TCTAAacGCTc

: 611
: 611
@ 611
@ 611
@ 611
@ 611
@ 611
@ 611
@ 611
@ 611
@ 611
@ 611
@ 611
@ 611
: 611
: 611
: 611
: 611
: 611
: 611
: 611
: 611
: 611
: 611
: 611
@ 611
: 611
: 610

b b bm

En la base superior se indican la posicion de los nucledtidos. Los puntos corresponden a idénticos residuos en toda

la secuencia. Con fondo gris se marcan los sitios polimérficos y dentro de ellos las letras indican el sentido del

cambio. Los nimeros corresponden a los cddigos de la Tabla 1.
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Matriz 3. Matriz alineada de la region cloroplastica intergénica trnS-trnG para los analisis de variabilidad realizados en el Capitulo V.

WU oy WN P

*

20

*

*

100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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WU oW N

ATCtTATTCaTCTTATCTACCTTTTTTCtATTTGATTC aATTCtATATTAACT ATAAATatAGAtCAaAtATATATTT TTCTTAGTAATTCtATATA

200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
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WU oW N

TATTCTAAATACgA

tACt

AAATACGATACcGtaTATATaAATACTATACGGTATATACACTAAtAaaTAcTTataCTA TA

- - . . . . . . [oNoNoNol- [sNoNoNoNoNoNoNoNal - [oNoNoNoNoNoNoNoNoNoN0)

QHOOAMOOOOOOOOEMOOHIIHOOOOOQ

300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300

177



WU oW N

ATTTTCTTTTATTGATTGATCTTCATTTGATTCATTTGATATATCTTATTCaTCcTTTTTCTATTTGATTCTAATTCTATATTACTGATAAATATAGATTC

178



WU oW N

179



WU oW N

600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600

180



WU oW N

C..
AATATATATTTATTCTTAGTAATTC ATATATACTAAATACGATACTGTATATATACTAATAA TACTTATACTAAATAGAGAA C

TCATTTTTGATT

700
700
700
700
700
700
700
700
700
700
700
700
700
700

181



WU oW N

TTCTTTTATTGATTGATCTTCATTTGATTCATTTGATATATCTTATTCATCTTTTTTCTATTTGATTCTAATT TATATTAACTGATAAATATAGATTAA

182



WU oW N

GCCTAG. .aAT.CTT...

ATATATATTTATTCTTAGTAATTCTATATATACTAAATACGATACTGtatataTActaAtaaATACTtAt ctaaataga AatcttTTTTTctTTTTTa

900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
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WU oW N

ATT..THTT.CTG. ..AAGAA.G

gTTTGTTTTTTATCCAACCAgAgTCCAGCTAGGTACTGCECTTTTEtTCCCATGAATCCTGGAATTGATTTTTCTGTttaaGAatgaTtgaTTTttctgTa

184



WU oW N

tCAGATTTGAAACAAACTTgtaATT ATTCAAAcCaTTTGAATAtGATCaAaCaAAaAtAAAACtAACTTEGTGATCATAtTaTATCATaCGAATTTATCA

185



WU oW N

* 1120

GGtAAcCGTATcTAAAAAAAGAAALAG.

* 1140 * 1160 *

AACTATGGATTCTtGCaTAAtgCATTTTTgTGTTATGAATTTaG

1180

*
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WU oW N

AAAATACCTTCCaAAAATCCaAAAATAAAATCCAAAAAGGGAATTtGCCCCCTTCtCTAAATTTCATTAGGGGGCCCLTTACGACGAAACALG

tAAaCAC
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* 1320 * 1340 * 1360 *

1 1372
2 1372
3 1372
4 1372
6 1372
5 1372
7 1372
8 1372
9 1372
10 1372
11 1372
12 1372
13 1372
14 1372
15 1372
16 1372
17 1372
18 1372
19 1372
20 1372
21 1372
22 1372
24 1372
25 1372
26 1372
27 1372
28 1372
29 1372
30 1372
31 1372
32 1372
33 1372
34 1372
35 1372
36 1372
37 1372
38 1372
39 1372
41 1372
43 1372
46 1372
48 1372
45 1372
47 1372
49 1372
50 1372
51 1372
52 1372
53 1372
54 1372
55 1372
57 1372
58 1372
59 1372
61 1372
63 1372
64 1372
65 1372
68 1372
70 1372
71 1372
72 1372
73 1372
74 1372
75 1372
76 1372
77 1372
78 1372
79 1372
80 1372
81 1372
82 1372
83 1372
84 1372
85 1372
86 1372
87 1372
88 1372
89 1372
90 1372
91 1372
92 1372
93 1372
94 1372
95 1372
96 1372
97 1372
98 1372
99 1372
100 1372
101 1372
102 1372
103 1372
104 : .. 1372
105 : .. . 1372

tCtaTTTATCAtAACTGCACCTALTTCATAATTATGACtGATTCCCttGTTCGACARAAGATCTLETTAaTAT
En la base superior se indican la posicion de los nucledtidos. Los puntos corresponden a idénticos residuos en toda la secuencia. Con fondo gris se marcan los
sitios polimorficos y dentro de ellos las letras indican el sentido del cambio. Los nimeros corresponden a los cédigos de la Tabla 1.
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