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INTRODUCCION

El concepto mds ampliamente aceptado actualmente de la evolucién,/
propone que ésta consistirfa en la modificacién del acervo genético de las

poblaciones (Dobzhansky, 1951),

En sus comienzos, la revolucionaria Idea de la '"evolucién por se-/
leccién natural' (Darwin, 1859) no pudo ser totalmente comprendida debido/
a que la genética alin no se habfa desarrollado, Mendel (1866) establecié /
las bases de la herencia, pero debleron pasar muchos afios para que éstas//
fueran reconocidas. Posterlormente Morgan (1911), estudiando la mosca de /
la fruta (Brosoghlla), pudo establecer el concepto de gen y demostrar por
pruebas genéticas de entrecruzamiento y recombinacién que los genes se dis
ponfan linealmente en los cromosomas. Por esa misma época Hardy (1908) y /

Weinberg (1908) establecieron las bases de 1a genética de poblaciones.

AsT, debieron pasar mds de cincuenta afios para que la Genética pu-
diera aportar las bases 16gicas y la evidencla experimental para la teorfa
de Darwin de la evolucién por seleccién natural, que segiln Suzukl et al, /
(1981) podrfa resumirse en 1Tneas generales en tres principios: 1)El prin-

cipio de la variacién: entre individuos de una poblacién existe varlacién/

en morfologfa, fisiologfa y comportamiento, 2) El principio de la herencia

la descendencla es mds parecida a sus progenitores que a Individuos no em-

parentados y 3) El principio de la selecclén: Algunas formas son mis exito

sas que otras en cuanto a supervivencia y reproduccién en un dado ambien-/

te.

Una de las mayores dificultades para el estudio del proceso evolu-
tivo es la valoracién de la variacién genética oculta en las poblaciones /

naturales. El desarrollo de métodos para analizar dicha variacién a nivel/



de loci precisos debié esperar el avance de la biologia molecular.

Beadle y Tatum (1941), trabajando con Neurospora propusieron la hi-
pStesis de que un gen codificaba una enzima. Posteriormente la misma fue /
modificada estableciéndose que un cistrén codifica un polipéptido (Benzer,
1955,1961). Con la introduccién de éstos y otros conceptos nuevos, se com=
prendié que la evolucién biolégica consistirfa en cambios de la informacién
genética de las poblaciones, la cual es llevada en la mayorfa de los orga-

nismos por el &clido desoxirribonuclelco (DNA) (Avery et al, 1944) .

En 1958, Crick enuncid la hipStesis de que el DNA determina la se-
cuencia de aminodcidos de un polipéptido y que dicha secuencla establece /
la estructura tridimensional de la proteina. De esto se desprenden dos im-
portantes consecuenclas: 1) Una secuenclz lineal de nucledtidos (DNA) de-/
terminarfa una secuencia de aminodcidos especifica. Esta relacidén estd es-
pecificada en el cédigo genético (Crick et al., 1961; Nirenberg y Matthei,
1961). 2) Dado que las secuenclias de nucledtidos y de aminodclidos serfan /
colineales, un camblio mutacional en una posicidn determinada de la secuen=
cia de nucleStidos darTa lugar a un camblo en la correspondiente posicién

de 1a secuencia de amlnoacidos.

Los experimentos de Yanofsky et al. (1967) realizados con la cade-
na polipeptfdica A de la enzima triptofano sintetasa de E. coll fueron una
prueba contundente de la existencia de esta colInealidad. Este trabajo jun
to a otros, principalmente los de Benzer (1955, 1959, 1961) que trabajé //
con el fago Tll y una cepa K lisogénica de E. coli, permitieron comprender/
la naturaleza del gen. Este serfa una seccién de DNA que contiene la infor
macién para la sintesls de una proteflna. La unidad funcional que contiene/
la informacién para la sTntesis de un polipéptido, corresponderfa al cls-/

trén (Benzer, 1959, 1961).

Determinada la naturaleza del gen y establecida la colinealidad en



\

tre las bases nucleotfTdicas del DNA y los aminodcidos de los polipéptidos,
se Idearon métodos de andlisis Indirectos que permiten analizar la varia-/
cién genética en las poblaciones, y estimar las divergencias evolutivas en

tre diferentes organismos a partir de las homologTas entre sus genes.

Evidentemente, dos individuos presentardn mayor homologfa entre //
sus genes cuanto mis estrechamente relaclionados se encuentren. Si bien es
muy dificil poder estimar en forma directa la var]aclén de los genes den-/
tro de las poblaciones y las homologlfas entre los genes de distintos orga-
nismos, usando el concepto de colinealidad entre las bases nucleotldicas y
los aminoacidos de los pollipéptidos, se pueden estudiar las secuencias de
estos Gltimos en distintos Individuos de una misma especie para ver si va=
rfan, estimando de esta forma las diferencias nucleotfdicas existentes en-
tre los mismos. Este tipo de andlisis, asf como la hibridacién in vitro /

(Hall y Splegelman, 1961) e in situ (Pardue y Gall, 1970) de &cidos nu-//

cleicos extraldos de distintos Individuos y la electroforesis de [soenzi-/
mas (Hunter y Markert, 1957), han permitido reallzar Importantes estudios/
en el campo de la genética de poblaciones, 1a evolucién y la taxonomla, ya
que pueden utillizarse como criterio de valoracién de las homologfas a ni-

vel molecular.

El presente estudio se basé en una de estas técnicas, la electrofo
resis de isoenzimas, cuyas caracterfsticas y alcances mds Importantes se /

discutiradn ampliamente mds adelante,

Con el surgimiento de las técnicas mencionadas se puso de manifies
to la gran diversidad genética de las poblaciones, quedando asT Invallidado
el modelo cldsico de Miiller (1950) y Morton et al.(1956), quienes conside-
raban que todos los individuos de una misma especie o raza serTan homocigo
tas para la mayorfa de sus loci génlicosy que unz minorfa de los locl se-//

rfan heterocigotas para alelos deletéreos que habrfan surgido por mutacidn



y que la selecclén normalizadora tenderfa a eliminar o bien a mantener en/

} frecuencias lo mds bajas posible.

En contraposicién con el modelo clésico de la estructura poblacio-
nal, se formulé entonces el modelo equilibrado (Wallace, 1958: ver Lewon-/
tin, 1974, pdg. 25) que propondrfa que los Indlviduos de una especie de re
produccién sexual y fecundacién cruzada serfTan heterocigotas para una pro-

js porcién considerable de locl génicos, Parte de dicha variabilidad serfa ge
nerada por mutacién, que produce generalmente mutantes deletéreos a los //
que se contrapone la seleccién natural. Sin embargo este modelo Implica a-
demds que la mayor parte de la varfabllidad genética serfa mantenida por /
diversas formas de seleccién equilibradora. Esta hipétesis, sin embargo, /
presentaba dificultades muy serias para explicar el hecho de que, si fos /
pol Imorfismos se mgptienen por fuerzas selectivas muy fuertes, una gran //

proporcién de los Individuos de las, poblaciones estarTamal adaptada y cons

tituirfa una lastre genética muy diffcil de tolerar.

Para salvar este problema, varios autores (King y Jukes, 1969; Ki-
mura, 1979, 1983; Kimura y Ohta, 1971; Nei, 1975; etc.) propusieron que //
los cambios mutacionales a nivel molecular y una gran mayorfa de los poll~-
mor fismos encontrados en las poblaciones naturales serTan neutros desde el
punto de vista adaptativo. Su destino en las poblaciones estarfa determina
do por el azar y, por lo tanto, las poblaciones podrfan acumular sin res-/

triccién alguna, cantidades muy Importantes de variabilidad genética.

A partir de entonces, las teorTas que consideran a la seleccién co
mo el @nico proceso que rige la evolucién (Cldsica y Equilibrada) suelen /

ser denominadas panselecclonistas y la teorfa que supone la neutralidad de

la mayorfa de las varlantes™ genétlicas, panneutrallsta.

En la actuallidad, la discusién entre los sotenedores de las teorTas

<«
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seleccionista y neutralista continGa Kimura (1983) propone una nueva ver
sién de la teorfa neutralista en la que deflende la idea de que la selec-/
cién a nivel molecular actda eliminando las variantes nuevas que surgen /
por mutacién y que perjudican la funcionalidad de la molécula, pero, afec
tando las regiones de la protefnas menos sujetas a restricciones funciona-
les, se podrfan fijar mutaciones neutras por deriva genética., Los polimor-
fismos proteicos, de acuerdo a esta hipStesis serfan una fase de transi-//
cién de 1a evolucién molecular, pero habiendo modiflicaciones ambientales,/

parte de los alelos antes neutros, podrfan ser selecclonados,

ELECTROFORESIS DE |SOENZIMAS

Para poder estimar las divergencias evolutivas entre diferentes or
ganismos se deberla estudiar las homologlfas de sus genes, ya que es de su-
poner que dos Individuos estardn mas estrechamente relacionados cuanto ma=
yor homologfa exista entre sus locl. Debido a la Imposibilidad de realizar
este tipo de estudios se han ideadc otros métodos de andlisis que, en for-
ma Indirecta, permiten estudiar las divergencias entre poblacliones y espe-
cies. Dado que la expresién primaria de un gen es la formacién de un poli-
péptido (Beadle y Tatum, 1941; Benzer, 1955, 1961), el estudio de las enz|

mes darfa una primera aproximacién al estudio del gen,

ExIsten diferentes y variadas técnlcas que posibilitan el andlisis
de las protefnas, sean éstas enzimiticas o no. Una de las técnicas de mds/
répida y facil aplicacién, que permite poner en evidencia variaciones pro-
teicas individuales, es la electroforesis en un medio que actlia como sopor

te y filtro com ser geles de almidén, pollacrilamida, etc.

En términos generales la electroforesis es la migracién diferen-//

cial de las protefnas en un campo eléctrico, donde la velocidad de despla-



zamiento de las partfculas depende de la carga eléctrica neta, y de su tas-

mafio y forma.

Un precursor de esta técnica ha sido Tiselius (1937), al cual le /
sucedleron muchos otros investigadores que mejoraron el método, desarro-//
llando la electroforesis de zona en gel de almidén (Smithies, 1955; Smi-//
thies y Poullk, 1956; Poulik 1957) y en poliacrilamida (Raymond y Weintraub
1959), utilizando posteriormente métodos de reaccién histoqufmicos para lo
callzar las zonas de actividad enzimética directamente en el medio de so-/

porte (para una revisién mds amplia ver Brewer y Sing,1970).

La combinacién de la electroforesis y de la tincién especlfica ha-
ce posible distinguir una enzima particular entre cientos que pueden estar
presentes en un estracto crudo. AsT se han podido detectar diferentes for-
mas moleculares de una enzima, derlvadas de un mismo organismo y que cafa-
l1zan la misma reaccidn, A ellas se las ha denominado |SOENZIMAS, Markert/
y Miuller (1959) y se dié el nombre de ALOZIMAS a aguellas variantes [soen=
ziméticas especificadas por aledos del mismo locus (Prakash et al., 1969).
Las diferentes bandas que aparecen en el gel luego de la tincién por méto-
dos histoqufmicos recibieron el nombre de zimograma (Hunter y Markert, //

1957) .

Ventajas y desventajas de la utlilizacién de las Isoenzimas para estudios /

poblacionales, taxonémicos y evolutivos.

Hubby y Lewontin (1966) y Lewontin y Hubby (1966) propusieron que/
el estudio de las movil idades electroforéticas de las enzimas y protefnas/
permitirfa profundizar en clertos problemas evolutivos que, con las técni~-
cas convencionales de andlisis genéticos, resultaban muy diffciles. Entre

ellos se pueden clitar: a) reconocimiento y estimacliones directas de homoc i
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gotas para diferentes alelos, asf como los heterocigotas, sin recurrir a /
exper Imentos genéticos; b) deteccién de diferencias fenotfpicas causadas /
por sustitucién alélica de un Gnico locus; c)distincin entre las sustitu-
ciones alélicas de un locus y la sustitucidn en otro locus; d) estimacién/
del polimorfismo y la variabllidad genética en poblaciones naturales. Con
estas informaciones se pueden real lzar estudlos evolutivos y sistemdticos/
en diferentes taxones basados en el andlisis de diferencias génicas Indivi

duales,

Otra ventaja Importante de esta técnica es que al detectar cambios/
mutaclonales que son acompafiados por cambios en el estado de carga de la /
protefna, permite establecer una correlacién entre la distancia mutacional
(o evolutiva) entre dos alelos y la diferencia entre las velocidades de ml
gracidén en el gel de las protefnas que ellos codifican (Marshall y Brown,/

1975).

Esta técnica ademds puede ser utilizada para determinar si ha ocu-
rrido varlacién en las frecuenclas alélicas a lo largo del tiempo de exis=
tencla de una especle en particular (Bergeg 1971; Dobzhansky y Ayala 1973;
etc.), como también a lo largo de un gradiente geogrifico y/o ambienta)l //
(Allard et al.J972; Clegg y Allard, 1972; Hamrick y Allard, 1972; Koehn y/
Rasmussen, 1967; Koehn y Mitton, 1972; Koehn et al., 1980, a, b y c; Rick/
y Tamksley, 1981; etc.). Asimismo permite reallzar discriminaciones taxoné
micas entre diferentes especies (Selander et al., 1971; Bosbach y Munster,/
1981; etc.) y entre especies gemelas (Ayala et al.,1974 a, b.; etc.). Se /
utiliza esta técnica en andlisis de varlabilidad genética (Burdon et al.,/
1980; Tabachnick et al, 1982; Vello Jaaska, 1981; Zera, 1981; etc.,) y tam-
bién en estudios ontogenéticos y de regulacién génica (Chao y Scandal!ios,
1972; Hadacova, 197h; Meyerhof y Haley, 1975; Quail y Scandalios, 1971; //
Scandalfos, 1964, 1965, 1969, 1974, 1979; Scandalios y Espiritu, 1969; //
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Scandallos et al.1972; Scandallos y Baum, 1982} Torres y Hart, 1976; etc.).

A pesar de las grandes ventajas que parece presentar este método,/
existen fuentes de error inherentes a la técnica que deben ser tomados en/
cuenta en el andlisis de los distintos problemas: a)lLa carga de una protel
na es sblo alterada cuando uno de sus aminodcidos es sustitufdo por otro /
de carga diferente. Como ya se sabe, 16 aminodcidos son neutros y solamen-
te cuatro estdn cargados, dos positivamente: arginina y lisina, y dos nega
tivamente: dcido aspartico y &cido glutdmico. Conociendo estos datos Shaw/
(1965) y Marshzll y Brown (1975) estimaron que sb6lo 25 a 27 % de los casos
de sustituciones elélicas de aminodcidos serdn detectados electroforética-
mente, b)Por otra parte, el hecho que dos enzimas tengan la misma movili-
dad electroforética no necesariamente implica que sean Idéntlcas, En efec-
to, estudios que han permitido determinar las secuencias de aminodcidos de
las protefnas (Boyer et al., 1972), andlisis mediante desnaturalizacién //
por calor de las mismas (Bernstein et al., 1973; Singh et al., 1976) y //
electroforesls en gel de poro varlable (Johnson, 1976)sugieren que una SQE
ple banda en un gel puede estar formada por m&s de una enzima. Por lo tan-
to, pruebas bioqufmicas adicionales son necesarias para determinar si alo-
zimas con la misma movilidad, tlenen diferente o igual secuencla de amino~-
dcldos, AsT, la electroforesis en general, provee una subestimacién de 1la

cantidad de dlferencias genéticas,

También es Importante recordar que las ‘evidencias electroforéti-/
cas no dan ninguna informacién acerca del niimero de diferencias de amino&-
cidos o etapas mutacionales que causan las diferencias en 1la movilldad de/
las . isoenzimas. Una diferencia en 1a movilidad puede reflejar una simple/
sustitucidén nucleotTdica o numerosos cambios en la secuencla nucleotTdica.
Asl la electroforesls puede demostrar que dos taxones tienen distintas iso

enzimas, pero no provee informacién acerca de la cantidad de diferencias.
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Por otra parte, dado que las enzimas participan intensamente en el
metabolismo de los individuos y varfan de acuerdo a sus necesidades, al //
real lzar estudios Isoenz Imdticos,dirigidos a resolver problemas evolutivos y
sistemdticos es muy importante tomar ciertas precauciones para evitar dis-
torsiones en los resultados obtenidos. Durante el andlisis es necesario en
tonces, tomar en cuenta ciertos factores como ser: a) la edad del indiviuo,
b) tejlidos y érganos analizados y c) FI ambiente en el cual el organismo /
se desarrolla, ya que se ha visto que todos estos factores alteran los pa-/
trones isoenzimdticos (Scandalios, 1969, 1974, 1979; McCown et al., 1969; /

etc.).

También es necesario considerar el tamafio de la muestra a estudlar.
Dado que existe un gran polimorfismo en poblaciones, tanto de animales co-
mo de plantas (Selander et al., 1971;Gottlieb, 1977; Hamrick , 1979w andl isis de
las Isoenzimas para el estudio de variaciones Iinterespecificas requerirfa/
de una muestra que abarque tanto cuanto sea posible la variabilidad exis-/
tente dentro de cada especie, a fin de no obtener una super o subestima-/
cién de las diferencias interespecfficas. Sin embargo, se ha visto que en/
general las poblaciones coespeclficas son extremadamente similares genéti-
camente (Clegg y Allard, 1972; Gottllieb, 1973 a,1974a; Babbel y Selander,/
1974; Rick y Fobber, 1975; Levy y Levin, 1975; etc.). Esto sugiere que las
evidencias electroforéticas de una o unas pocas poblaciones muy frecuente-
mente constituyen una muestra adecuada de las especies a comparar (Gottl leb,
1977). Como se puede apreciar, existen discrepancias con respecto al nime
ro de poblacionesque hay que utilizar para obtener una muestra que sea re-
presentativa de la especie. En (ltima instancia ésto dependerd de cada ca-
so particular, seglin la variabilidad Intraespecifica y el politipismo que
se observe.

Para no obtener una siliper o subestimaclién de la variabllidad genétl
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ca en las poblaciones, hay que tener precaucién en la eleccién de los sis-
temas isoenzimdticos. Glllespie y Kojima (1968), tomando como base el tra=-
bajo realizado con Drosophila, sugirieron que el grade de polimorfismo en
las enzimas varfa segﬁn.la funcién, siendo generalmente menor en las enzi-
mas que metabolizan la glucosa (Grupo |) que en las enzimas no especfficas
(Grupo 11). Posteriormente Johnson (1974, 1979), estudiando en Drosophila/
la varlacién enzimdtica en térmiros de la utilizacién de los sustratos in-
ternos frente a los externos, encontrd un mayor nimero de alelos en los lo

cl que codifican las enzimas del grupo |1,

Gillespie y Langley (1974), asT como Johnson (1974), definieron //
las enzimas del grupo | como ''caracterizadas por un sustrato fisioléglico /
singular que generalmente es generado y utilizado Intracelularmente', y //
las enzimas del grupo Il como aqué&llas ''con sustratos fisiol6glicos mdlti=/
ples que reflejan la diversidad ambiental'. Estos autores s6lo se limita=~/
ron a estudlar las protefnas enziméticas y clasificaron dentro del grupo |
a las protelnas estructurales, ribosémicas y reguladoras, junto con la ma-
yor parte de las enzlimas Implicadas en la biosTntesis, el metabolismo In-/

termedio, la glucélisis y el ciclo de dcido cftrico. Estos autores creen /

~que la proporcidén real de genes en el genoma que codifican las enzimas del

grupo || es pequefia y estd desproporcionadamente representada en los estu-

dios de 1a variacién protelca.

A partir de estos hechos, cuando se emprende un estudio de variabi
lidad genética, es necesario utilizar diferentes sistemas isoenzimaticos/

que cubran en gran medlda el espectro metabdlico.

Hace unos afios la técnica electroforética fue usada ampliamente pa
ra resolver problemas sistemiticos y evolutivos en animales (Randerson, //

1965; Johnson y Selander, 1971; Selander et al., 1971; Lewontin, 1974; etc.)
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En la actualidad esos estudios se han extendido al reino vegetal y hasurgi
do una gran cantidad de interesantes publicaciones (Ver revisiones en: Got

tlleb, 1977; Hamrick et al, 1979 y Hamrick, 1979).

A pesar de las lIimitaciones aqul presentadas, la electroforesis de
enzimas asociadas a métodos histoquf micos constituye uno de los mejores /
instrumentos pare estudios sobre la variacién intra e interespecifica, asf
como de las divergencias surgidas entre especlies de un grupo a lo largo de

la evolucién.

GENERO PROSOPIS

El género Prosopis , pertenece a la familia Leguminosae, subfami-/
lia Mimosoideae y comprende alrededor de 44 especies (Burkart, 1976). Su /
distrlbucién abarca el S.0, Asidtico, Africa y, predominantemente, desde/

el oeste de América del Norte hasta la Patagonia en América del Sur,

La mayorTa de las especies del género son &rboles o arbustos que//
presentan fecundacién cruzada obligada (Simpson, 1977; Simpson y Solbrig,/

1977) y protoginia (Burkart,1976).

La polinizacién de las mismas se realizarfa principalmente por me=
dio de Insectos y el polen no se desplazarfa grandes distancias. AsT, se /
ha observado que &rboles alslados unos cientos de metros (500-6CC m.) pre

sentan poca ¢ ninguna fructificacién (com. pers. R. A. Palacios).

Las vainas de ProsoEls han demostrado ser uno de los alimentos mas

antiguos utilizados por el hombre prehistSrico en el Nuevo Mundo ya que re-

Presentan una fuente de carbohidratos y de protefnss en los desiertos de /

Norte y Sud América,

Con las vainas recogidas de Prosopis en Hawaii, Argentina, Perd y



\N<i

il

Chile se puede mantener ganado, pues es posible almacenarlaspara utilizar-
las con posterioridad, Se ha visto que estas vainas presentan un valor ali-
mentfcio semejante al de la cebada o el mafz (Habit gﬁ_gl:,1981), poseyen-

do un alto contenido proteico (Felker y Bandurski, 1977).

Su madera se utiliza como lefia o carbén, sus frutos para la alimen
tacién humana y sus primeros brotes como sustancias medicamentosas, siendo

mfrimo el insumo energético necesario para su explotacién (Felker y Bandur

ski, 1979).

P. nigra exuda una sustancia que podrfa usarse en reemplazo de la
goma arébiga (Hablt et al., 1981). Las rafces de los algarrobos son tam-//
bién utilizadas para obtener tinturas para tefiir lana, algodén y seda (Ha-

bit et al., 1981).

Las distintas especies de Prosopis se encuentran en lugares muy /
secos, donde diffcliimente pueden sobrevivir otras plantas (250 mm, a 75 mm
anuales de lluvia); pueden tolerar y aln crecer con rapidez en suelos are-
nosos © salinos, Soportan facilmente largos perfodos de sequfa, producien=-
do igualmente gran cantidad de vainas. EcolSgicamente las vainas son [mpor
tantes para la propagacidn endozoica, ya que las semillas germinan 1ibre-/
mente después de pasar por el tracto digestivo de los animales, que comen/
dvidamente dichos frutos. Otro hecho importante es que el pasaje por el //
tracto digestivo también beneficia la germinacién de las semillas, ya que/
mata las larvas de Bruchidae (Insecta, Coledptera) que destruyen las semi-
l11as y que siempre estdn presentes en los frutos de Prosopis. Estas legum-
bres nutritivas con semillas que son resistentes a los jugos gistricos de/
los animales herviboros representan una gran adaptacidén para su sobrevi=/
vencia y dispersién (Hauman, 1947 a, b; Morello, 1951; Humphrey, 1958). /
Las especies de ProsoEls han comenzado a ser usadas en muchas partes del/

mundo en planes de agroforestacién (Huxley, 1963), asT como para recuperar
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zonas &ridas ( Campbell, 1929; Leakey y Last, 1980) pues permiten: contro-
lar el viento; estabilizar dunas impidiendo sus progresos hacia areas de /
agricultura; controlar la erosién por el agua; Incrementar el suministro /
de agua, permitiendo una mejor percolacién de la misma; etc. En nuestro //
pals, hasta el momento, se han usado en 1a mayorfa de los casos otras espe
cles, muchas de ellas Introducidas, para lograr los mismo fines. Sin embar
go las especies de Prosopis tienen un gran potencial econémico y ecolégi=
co y su mayor conocimlento tal vez permita que en poco tlempo sean recur

so aprovechable.

La taxonomfa del género Prosopls presenta un problemaharto diff-/
cil, Desde el afio 1875, Bentham y otros autores ( Burkart, 1937, 1840, //
1952, 1976; Johnston, 1962; etc) han vertido opiniones controvertidas acer
ca de las subdivisiones reallzadas en este complejo. Reclén en el afio 1976
Burkart publicé su monograffa sobre éste género, realizando un estudio pro
fundo de las diferencias morfolégicas de las especies y proponiendo una //

nueva clasificacién para el mismo.

La principal causa de discrepancias en la clasificacion basada en/
la morfologlfa reside en que algunas especles diploides, pertenecientes a /
la Seccién Algarobia, son simpdtridas en la regién fitogeogrdfica Chaquefa
(Nordeste de Argentina y Paraguay) y es frecuente entre ellas la hibrida-/
cién e introgresién, credndose asl nuevos fenotipos que dificultan la de-/
terminacién morfolégica. Estos hfbridos, en su mayorfa fértiles, podrfan /
ser una posible fuente de variacién genética ya que permitirfan producir /
nuevos genotipos que podrfan capacitar a las especies para ocupar diferen-
tes hdbitats, Adem3s, se han descripto ecotipos morfolégicos en P. ruscifo
lig_{Horello et al.,1971; Morello y Adamoli, 1974 ; Palacios y Bravo, 1974)

P.glandulosa, P.laevigata y P.jullflora (Peacock y McMillan, 1965), De es-

tas especies, P.glandulosa y P.ruscifolia son colonlzadores e Invasoras en
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terrenos modificados por el hombre, La (iltima de ellas tiene una amplia dis-//
tribucién en nuestro pafs y causa estragos en la zona fitogeogrédflca chaquefia/
(RodrTguez Rebollar, 1947; Horello; 1970; Gémez et al,, 1973), Esto se debe a
que sus hojas contienen sustancias que, de acuerdocon la concentracién son ca-
paces de Inhibir o retardar la germinacién de semillas de otras plantas tales/
como lechuga, alfalfa, tomate y alpiste (Souto y Eilberg, 1972) y que sus es-

pinas, de gran tamafio, producen dafios al ganado,

Existen, dentro de esta Seccidn, especies muy controvertidas como

P.vinalillo que se consldera originada a partir de la hibridacién entre P,alba

var, panta y P,ruscifolia (Burkart, 1976), Su morfologla es generalmente inter

media entre la de sus posibles progenitores, y los estudios meiéticos no mos=/
traron diferencias significativas en el nimero de bivalentes por célula y de /
quiasmas por bivalente entre las especies parentales y el presunto hTbrido ///

(Hunziker et al., 1975), siendo la fertillidad de éste casi normal,

A pesar de existir una gran variacion morfolégica intra e interespecf-
fica debida a la gran cantidad de formas intermedias, dentro ce la Seccién Al-
garobla se encuentra una considerable uniformidad para otros caracteres, Por /
ejemplo, el nimero cromosémico en las especies diploides es 2n=28 (Hunziker et
al., 1975, 1977). Burghardt y Palacios (1981, 198k)yBurghardt (1982) encontra-/
ron una gran similitud proteica al estud!gr mediante electroforesis las semi-/
I1as de especies de Prosopis, Estos autores también compararon los resultados/
de estudios basados en un gran muestreo de &rboles, con otros basados en semi
Ilas de unos 5 a 10 &rboles por especie, siendo los resultados obtenidos nota-
blemente semejantes, Estudios cromatogrdficos (Palaclos y Bravo, 1981; Naranjo
et al,, 1984), mostraron similltudes mds altas que las esperadas para especies
diferentes, Hechos semejantes se encontraron al estudiar los aceites de /

semillas de especies de este género (Madrifian Polo et al, /
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1976) .

No se han encontrado por lo tanto marcadores qufmicos que no sean /
compartidos por dos o mis especies y que permitan reconocer inequfvocamente

a una entidad de otra.

En la Seccién Strombocarpa, también existen problemas taxondmicos,/

Las especies P.reptans y P.strombulifera pertenecientes a la misma difieren

de las de la Secc, Algarobla por ser alopitridas (la primera se encuentra /
en el centro y la segunda en el Oeste Argentino) y ser muy semejantes mor fo
16gicamente, Entre estas especies existen algunos individuos hfbridos en zo
nas de contacto. En base a observaciones morfoldégicas (Burkart, 1976) y cro
matogréficas (Carman, 1973) se sugiere que tal vez estas entidades sean ''va

riedades' de una misma especie.

"El género es considerado. bastante primitivo dentro de las Mimosoi-

deae y se cree que se habrTa originado en Africa, donde persite solamente /

P.africana , que es una de las especies menos especializadas (Burkart, 1976).

De acuerdo con la teorfa de la derlva continental, Africa y América/
estaban unidas hasta el perfodo Cretdclico-comienzos del Terciario, época en
la cual estas especies podrTan haberse orlginado a partir de un antecesor/
comin, Por otra parte, debido a la distribucién actual de Prosopis, no se /
puede excluir la posibilidad de una flora desértica primitiva comin a ambas
Américas la cual posteriormente se dividié en dos centros: el Mejicano-Teja
no y el Argentino-Paraguayo-Chileno, donde se encuentra la mayorfa de las /
especies (Burkart, 1976). En la Argentina se encuentra un centro de polimor
fismo morfolégico y exIste un Importante nimero de especies, unas 28 en to-/

tal, de las cuales 13 son endémicas.

A pesar de toda la informacidn ya obtenlda sobre las especies del //

complejo Prosopis, su sistemdtica continda siendo discutida, y existen es=/
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casos estudios que cuantifiquen el grado de divergencia evolutiva y varia
bilidad genética de las mismas, En los Gltimos afios, el surgimiento de nue-
vas técnicas moleculares ha abierto grandes posibilidades para el estudio/
de dichos aspectos, Una de estas técnicas, la electroforésis de isoenzimas,
ha sido ya aplicada a algunas especies del género ProsoEIs (Solbrig y Bawa,
1975; Whitmore y Bragg, 1979; Saidman, 1981, 1983, 1984; Saidman y Naranjo,
1982) y estd constituyendo un valioso instrumento de trabajo en la resolu~/

cién de problemas taxondmicos y evolutivos,
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

Dadas las particulares cualidades que presentan las especies de Pro
sopis, serfa de gran Interés desarrollar un programa de cruzamlentcscontro-
ladoscon el objeto de explotar eficlientemente caracteres heredables benefi-
ciosos, No obstante, esto constituye un proyecto a largo plazo, En la ac-/
tualidad se podrTanobtener resultados considerablemente positivos mediante/
una mayor examinacién y uso de la variacién ya existente en las poblaciones
naturales de las distintas especies. Para poder analizar y caracterizar es-
ta variacién es necesario entender la biologfa de las especies de este géne

ro, siendo este tipo de estudio fundamental para la futura explotacién.

Con el objeto de ampliar los conocimientos que hasta el momento se/
tienen sobre €ste género y aportar informacién acerca de la variabilidad /
genética y las cuestionadas relaciones filogenéticas de sus especies, se es
tudié la variacién alozimica de siete sistemas isoenzimdticos: Alcohol Dehi
drogenasa, Glutamato Oxalacetato Transaminasa, 6~ Fosfogluconato Dehidroge
nasa, Aminopeptidasa, Superbxido Dismutasa, Peroxidasa y Esterasa, en pobla

ciones de especies pertenecientes a dos Secciones:

Seccién Algarobia, Serie Ruscifoliae: P.ruscifolia,

P.hassleri,
P.vinalillo,

Serie Chilensis: P.niggg.

P.caldenia.

P.flexuosa,

—————

P.alpataco. .
Seccidén Strombocarpa, Serie Strombocarpae: P.reptans.

P.strombulifera
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En ellas se analiz6: a)El nimero y frecuencia de alelos de cada lo-
cus. b)El grado de polimorfismo en las poblacicnes c)Las diferenclas y /I
similitudes existentes entre especies, cuantificadas mediante la estimacidn
de las distancias e Identidades genéticas. En base a estos resultados se //
discutié el grado de diferenciacién y la variabilidad genética de dichas en
tidades. Se estudiaron tamblén presuntos hTbridos interespeclficos o deriva
dos hfbridos de la Secc. Alqarobia, con el objeto de: i)utilizar los marca-
dores alozfmicos propios de cada especie en la identificacién certera de /
los mismos; ii)observar los diferentes fenotipos Iscenzimdticos correspon=/
dientes a segregantes para determinar la hipStesis mds probable del mecanis
mo genético involucrado en la produccién de isoenzimas, Se comparé ademds /
el grado de polimorfismo de cada sistema [soenzimético en Prosopls con aqué
1los hallados por otros autores en otros organismos, tratando de aportar da
tos que permitan ampliar el conocimiento que se tiene acerca de la relacién
entre el grado de polimorfismo que presentan las enzimas segln la funcién /
que cumplen las diferentes rutas metabSlicas y la estrategia adaptativa de/

las especies.
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MATERIALES Y METODOS

En la Tabla |, se registran las especies estudiadas, el nimero de /
colecccién, las iniciales del colector de la muestra, localidad, cantidad /
de semillas estudiadas y sistemas enzimdticos analizados en las diferentes/
muestras poblacionales, En la Fig. 1 se indican los sitios de coleccién de/

los materiales,

El Ing. Agr, R.A, Palacios y la Dra, L, Bravo (1981), determinaron/
por caracterfsticas morfolégicas y cromatogridficas el material de P,ruscifo
lia de Chaco y Formosa y Departamento de Copo (Santiago del Estero), P.alba
(Formosa), P.hassleri (Formosa) y P.vinalillo (Chaco y Formosa). Los ejem-/

plares de P.nigra de Sgo. del Esterc y P.ruscifolia del -Dpto. de Avellaneda

(Sga. del Estero) fueron Identificados morfol6gicamente por el Ing. R.A. Pa

lacios.

El Lic. C.A. Naranjo, la Dra. L. Poggio y la Lic. S. Enus Zeiger //
(1984), reallzaron la determinaclén sistemdtica, utilizando datos morfolégi
cos y cromatogréficos de los ejemplares de P.nigra de la poblacién de En-/

tre Rfos.

El material coleccionado en La Pampa (P.flexuosa, P.alpataco y P.cal

denla), fue determinado en el campo por los Ingernieros- P,Steibel y H.Troi
ani, y posteriormente, la identificacidon de estos individuos fue confirmada

utilizando datos morfoldgicos y cromatograficos por el Lic. C.A.Naranjo y /

la Lic, S,Enus Zeiger (1983).

Los ejemplares de P.strombulifera de Catamarca, P.strombulifera de/

Rio Negro y P.reptans (Sgo. del Estero) fueron determinados por el Dr. Juan

H. Hunziker, la Lic. A, Burghardt: y la Lic. S.E. Zeiger, respectivamente,.

Los ejemplares de herbario han sido depositados en el herbario de /




Tabla 1: Procedencia de los ejemplares, nimero de semillas estudiadas y sistemas enzimdticos analizados en
cada muestra.

COLECTOR ™ N& COLECC.

eI i e a *
Cant.de Sistemas enzimaticos analizados

ESPECIE LOCAL | DAD semillas en cada muestra
P, rusctfolia Formosa:
Grisebach Depto. Patifo
(Estancia La Primavera) e o
R.A.P. 307 43 EST-GOT-ADH-AMP~-PRX-6-PGD-S00
R.A.P. 313 36 EST-GOT-ADH-AMP~PRX-6-PGD-S0D
R.A.P. 321 s EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SO0D
R.A.P. 332 45 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
R.A.P. 335 Ly EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD
R.A.P. 478 43 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
R.ALP. 550 Ll EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6~PGD-S0D
R.A.P. 554 50 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
Chaco:
Depto. Giliemes.
Ruta Nacional N°95
R.A.P. 526 10 EST-ADH-6-PGD-S0D
R.A.P. h27 10 EST-ADH-6-PGD-SOD
R.A.P. 530 10 EST-ADH-6-PGD-S0D
R.A.P. 531 10 EST-ADH-6-PGD-S0D
R.A.P. 533 10 EST-ADH-6-PGD-SOD
R.A.P. 534 10 EST-ADH-6-PGD-SOD
R.A.P. 536 10 EST-ADH-6-PGD-SOD
R.A.P. 538 10 EST-ADH-6-PGD-SOD
Santiago del Estero
Depto. Copo, Monte
Quemado
R.A.P. 571 50 EST-GOT-ADH-6-PGD-SOD
R.A.P. 572 50 EST-GOT-ADH-6-PGD-S0D
R.A.P. 573 50 EST-GOT-ADH-6-PGD-S0D
R.A.P. 576 50 EST-GOT-ADH-6-PGD-SO0D
R.A.P. 577 50 EST-GOT-ADH-6-PGD-SOD

(CONTINUA)
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Tabla 1. CONTINUACION
% i Cant.de” . Sistemas enzimaticos analizados®
ESPECIE COLECTOR™ N°COLECC.  LOCALIDAD Semillas _en cada muestra
P.alba
R.A.P. 488 29 EST-GOT~-ADH~AMP-PRX-6-PGD-SOD
R.A.P. Lok 43 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD
P. hassleri Formosa:
Harms Dpto. Patifo,
(Estancia La Primavera)
R.A.P. 311 Ly EST-GOT-ADH~AMP-PRX-6-PGD-S0D
R.A.P 316 Ly EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGL-S0OD
R.A.P 320 43 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD
R.A.P 322 50 EST-GOT-ADH-AMP=PRX~6-PGD-S0OD
R.A.P 325 50 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
R.A.P 327 L7 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD
R.A.P 462 11 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
R.A.P. 480 11 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
P. nigra Santiago del Estero:
Grisebach Dpto. La Banda. ' y
Dique Los Quiroga
B.0.S. 139 42 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD
B.O.S. 140 43 EST-GOT~ADH-AMP-PRX-6-PGD-SO0D
B0 S5 141 50 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
B.0.S. 142 50 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
B.0.S. 143 30 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
Bs05S% 144 33 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0OD
B.0.S. 145 32 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
Entre Rios:
Dpto. Parana
Parque San' Martin
C.A.N 358 43 EST-GOT -ADH -AMP _PRX -6-PGD -S0D

(CONTINUA)
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Tabla 1. CONTINUACION

o 2 =
Cant.de . Sistemas enzimaticos analizados

ESPECIE COLECTOR" N°COLECC:  .LOCALIDAD ~ semillas en cada muestra
P, flexuosa Hi Dpto. Cura-Cd
Salar La Amarga
SEZ-BOS 127 37 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
SEZ-BOS 128 22 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
SEZ-BOS 129 30 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
SEZ-BOS 131 25 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
SEZ-BOS 132 19 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
SEZ-BOS 133 34 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD
SEZ-BOS 135 29 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
SEZ-BOS 136 30 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
P. alpataco Dpto. Utracén
Philippi Chacharramendi
SEZ-BOS 101 51 EST-GOT—ADH—AMP-PRX-E-PGD-SOD
SEZ-BOS 102 60 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD
SEZ-BOS 108 69 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD
SEZ-BOS 109 50 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6~PGD-SOD
SEZ-BOS 111 50 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
SEZ-BOS 112 Lg5 EST-GDT-ADH-AHP-PRX-G-PGDTSDD
SEZ-BOS 170 25 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-S0D
SEZ-BOS 171 25 GOT
SEZ-BOS 172 30 GOT
P. vinalillo Chaco:
Stuckert } Dpto -Gliemes . ‘
R.A.P 493 Ruta Nacional N°95 40 GOT-ADH
R.A.P 500 40 GOT-ADH
Formosa:
Depto. Patifo
R.A.P. 483 (Estancia La Primavera) Lo GOT-ADH

(CONTINUA)
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Tabla 1.Continuacion
* % Cant.de Sistemas enzimdticos analizados™
-ESPECIE COLECTOR °N°COLECC. "LOCALIDAD _‘Semillas en cada muestra
P. reptans Santiago del Estero:
Bentham Dpto. Avellaneda
n Herrera.
B.0.S. 166 240 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD
(represen
tativo de’
c.a. 100
individuos)
P. strombulifera
Bentham Rio Negro:
Dpto. Conesa
Gral. Conesa
A.D.B. 19 240 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD
(represen
tativo de
c.a. 30
individuos)
Catamarca:
Dpto. de Tinogasta
3km. al S. de Copacabana
= bl 9563 240 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD
(represen
tativo de
varios in
dividuos)
afin a Santiago del Estero:
P. alba Dpto. La Banda
Dique Los Quiroga
B.0.S. 167 20 EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6- PGD-SOD

(CONTINUA)
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Figura 1. Localidades donde se coleccionaron las poblaciones de especies
de Prosopis.

A) Santiago del Estero: Dpto. Copo, Monte Quemado.

B) Santiago del Estero: Dpto. Avellaneda, Herrera.

C) Santiago del Estero: Dpto. La Banda, Dique Los Quiroga.
D) La Pampa: Santa Rosa, Escuela Agrotécnica.

E) La Pampa: Dpto. Utracadn, Chacharramendi.

F) La Pampa: Dpto. Cura-Cé, Salar La Amarga.

G) Formosa: Dpto Patifio, Estancia La Primavera.

H) Entre Rfos: Dpto. Paranad, Parque San Martin.

I) Chaco: Dpta. Guemes, Ruta Nacional N2 95.

J) Catamarca: Dpto.Tinogasta, 3 km. al sor de Copacabana.
K) Catamarca: Dpto. Andalgala, Andalgala.

L) Rio Negro: Dpto. Conesa, Gral. Conesa.
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la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Buenos Aires (BAFC), a excep-/
cién del N° 4219 que se encuentra en el Gray Herbarium (GH), Harvard UniveL

sity, y que fue coleccionado por el Profesor Otto Solbrig,

Coleccidn y conservacién del material,

Los arbustos se encuentran en las diferentes localidades formando /
en muchos casos montes impenetrables que se extienden cientos de kilémetros.
Dado que el polen no se desplaza grandes distancias y que se cree que la ma
yorfa de las especies de la Secc. Algarobia son de fecundacién cruzada obli
gada (Ver Pagina 13 ), los frutos fueron coleccionados de drboles seleccio
nados dentro de &reas de por lo menos 100 ha. y separados unos de otros //
unos 500 a 600 m. de modo que pudieran considerarse aislados entre si. Los/
drboles de origen hfbrido fueron coleccionados en zonas periféricas, donde/
las especies puras se solapaban, y suficientemente alejadas de donde fueron

coleccionados los &rboles que no mostraban indicios de hibridacién.

Por lo tanto, a pesar de que el nimero de drboles de algunas pobla-
ciones muestreadas no es abundante, dadas las caracterfsticas reproductivas
y de distribucion se considera que las muestras obtenidas son representati-

vas de las poblaciones estudiadas,

Se coleccionaron 50 a 100 vainas de cada arbol. Ellas fueron puestas
en el congelador (-20°C) durante 72 horas para matar asf las larvas de los/
Insectos que se alimentan de los frutos y semillas de estasplantas. Luego /
las vainas fueron colocadas en bolsas de papel y guardadas en una cémara //
frfa a 4°C o a temperatura ambiente con naftalina para evitar el ataque por

polillas (modificado de Felker, 1983).

La conservaclén de las semillas en la cadmara fria tiene la ventaja /

de evitar la pérdida de viabilidad de las mismas por muchos afios.
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~\Obtencién de las semillas y método-de germinacidn

Las vainas fueron trituradas en una licuadora regulando manualmente//
la velocidad y el tiempo, para evitar que este tratamiento pudiera danar las

semillas, De esta manera la vaina se rompe y se separan los artejos,

Los artejos fueron pasados por un sistema de 3 cribas con diferente//
malla para separarlos de los restos de las vainas, Finalmente aquéllos se guar

daron en sobresde papel a 4°C en frascos con sflica gel,

Las semillas fueron extraldas de los artejos en el momento de su uso,

partiendo los mismo mediante un alicate,

Para que se produzca la germinacién es necesario efectuar un desgaste
de la cutfcula para facilitar asf el intercambio de gases y la penetracién /
de agua, Esto se realizd por dos métodos: cuando las semillas eran grandes,/
simplemente se las escarificaba lijéndolas, pero cuando eran muy pequefias se
las colocaba 1 1/2 minutos en &cido sulfiirico, lavandolas luego profusamente/

con agua corriente,

Una vez escarlificadas con cualquiera de los dos métodos, las semillas

fueron colocadas en cajas de Petri que contenfan una capa de algodén muy fina

. embebido en agua y por encima de la misma un papel de filtro, Se las dejaba /
luego con luz contfnua durante un mfnimo de 16 hs,, a 30°C, Luego de ese pe-/

rfodo se verificé la aparicién del hipocétilo,

k«Bieocién-deAlos sistemas lsoenzimaticos

Cuando se realizé el plan de Investigacidn, se considerd estudiar di-
ferentes sistemas isoenzimdticos, Ellos fueron: fosfoglucomutasa, fosfogluco-
isomerasa, malato dehidrogenasa, fosfatasas dcida y alcalina, catalasa, 6-fos

fogluconato dehidrogenasa, peroxidasa, esterasa, alcohol dehi=//
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drogenasa, superdxido dismutasa, aminopeptidasa y glutamato oxalacetato ///
transaminasa, Para todos estos sistemas se utl1iz6 una gran diversidad de /
condiciones tratando de lograr una buena nitidez de las bandas. Se usaron//
diferentes tampones para la obtencién de los extractos, para la preparacién
de los geles y para las cubas de corrida electroforética; diferentes siste-
mas de revelado para las diferentes Isoenzimas, e inclusive se efectuaron /
preincubaciones para cambiar el pH del sistema del revelado. Asi, se esco-/
gleron los métodos que dieron los mejores resultados, y se descartaron aqué

1los que daban bandas difusas.

Luego de las pruebas iniclales se decidié no utilizar los sistemas/
fosfoglucomutasa, fosfoglucoisomerasa, malato dehidrogenasa, catalasa y fos
fatasas cida y alcalina. Las tres primeras por ser exceslvamente costosas/

y las tres Gltimas por no obtener bandas con buena resolucién,

La eleccién de los tampones se realizé siempre usando P.ruscifolia/

(Formosa), y generalmente se obtenfa el mismo poder de resolucién de las //
bandas en las demis especies, Solamente las peroxidasas presentaban varia-/

cién en su nitidez al analizar distintas especies.

Electroforesis

Se estudié un total de alrededor de 4.900 individuos. En todas las /
especies se analizaron las semillas 24 hs., después de iniciada la germina~-
cién y los cotlledones epicdtilos e hipocétilos de plantulas de distintas /
ecades. En algunos casos se analizaron también las primeras hojas adultas./
Dado que para diferentes sistemas isoenzimdticos era necesario utilizar dis

tintos tampones y a veces distintos &érganos, un mismo individuo en general/

no podfa ser usado para mds de un sistema I[soenzimitico.

La técnica utilizada fue electroforesis horizontal en geles de almi~-
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dén y de poliacrilamida,

|)Preparacién de los geles de poliacrilamida,

Se utilizaron geles al 5 % y al 7 %. Los primeros fueron preparados

de la siguiente manera:

cyanogum 1‘1 LR N IRC B B I B B B R LU R BN O L B 5135 g'
(TEMED) diamina de N,N,N,N' -
Tetrametiletileno ...vevenes A b B esiidene 0508l

(AP) Persulfato de amonio (10%) .....vvcenveeees 0.8 ml,

Los geles al 7 % se prepararon usando:

T AP I et . P T e B R R R o ml.
CYanogum BT i ieses s sranisiebuesn s e saisaess syl L350 g
(TEMED) diamina de N,N,N,N'~-

Tetrametiletileno ..... T E R IS Iy 5 0.14 ml.

(AP) Persulfato de AMONIO «.veveeeeenoceannsnannat 0.90 ml.

Los tampones utillizados variaron seglin el sistema isoenzimdtico ana

lizado:

A) PEROXIDASA (PRX), ESTERASA (EST) y SUPEROXIDO DISMUTASA. (SOD)

Tampén Tris-Citrato pH 7.4:
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Acido cftrlco R R N N N R RN 11537 g.
Tris(Hidroximetil) «aminoOmetano ...vevessress  3.683 g,

2 000 ml,

Agua |..l‘ll!]........"C.llllll.ll..l'll.l..

B) AMINOPEPTIDASA (AMP)

Tampones A y B (Scandalios, 1969 modificado) pH 7.4 (0.2 M) en una /

proporcién 1A:9B (S.Cavalll, com. pers.).
*Tampdn A (Borato de Litio pH 7.4):
Hldréxido de L'tio LR T B O B L B D B B B B B B IR 0‘h79 g.
Acldo BErico anhidro - edhassnenssasssscoes 13,602 g

ﬁgua CRCRC I BN BT S S B B B B B B LT I N NN B O B B LB L B R I B LI 1000 m]-

*TampSn B (Tris-Citrato pH 7.4):

Trls " & % &0 8 8 8 AR 4 8 8 8 8 R AR AR R RN . 5.510 g
Acldo ClErico anhlidroy st s saias «anls s sissss 2,593 g
INGREB o) 07010010 010 010 0 Sn grT R et T e S xo. ar e ot wreod h 1 000 ml,

C) GLUTAMATO OXALACETATO TRANSAMINASA (GOT)

.Tampones A y B Scandallos (1969) pH 8.3 (0.2M) en una proporcién//

1A:9B.

#*Tamp8n A (Borato de Litio pH 8,3):



-37-

Hidl’(‘))ddo de Litio LT T B B R R O O TR R DR N AR R R 1‘200 g'
Acido BSrico Anhidro ....veeeeessscnssnes 11.890 g,

Agua IE T EEE TR I A A A B R A B A BN B B B O 1000 mll
*Tampén B (Tris-Citrato pH 8.3):

Tris BN EEEEEE N EEE NN I R I A A S R I A R B A 6.200 g.
Acido CTtrico anhidro ..iveesesseesssnsesss 1.600 g.

ﬂgl.!a l|t.ll.l...ll.lll'll..lll.llllll;ll.l 1 000 mll

Una vez preparada la solucién correspondiente al sistema a analizar/
se volcaba en una cubeta de vidrio con las siguientes dimensiones: 5 cm. de

ancho por 17 cm, de largo y 0,2 cm. de espesor, Esta se cubrfa con una pla-

ca de vidrio y se mantenfa el sistema a temperatura ambiente durante 20 mi=-
nutcs para permitir la polimerizacién. Luego de este tiempo se transferfa a

una heladera a 4°C y se la mantenfa en ella durante 2 hs.

I1) Preparacién de los geles de almidén

Se utilizaron geles de almidén al 13 %. Los geles fueron preparados

de la slguiente manera:

Almiddn (Connaought) ..veesevssonsensnnsanns 15.600 g.

Tampén I R I IO T T I T I T I R ) 120 m‘l

Los tampones utilizados varfan segiin el sistema [soenzimatico anali

zado:
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A) ALCOHOL DEHIDROGENASA (ADH)

*Tampén: Tris-CTtrico pH 7.(Shaw y Prasad, 1970)

Trls IIIII LR I I R B B B B B B BN B B O B B B R R I B BB B B AR B 16.350 g.
Acldo crtrlco.l.llIll.l..l.‘l..lllll....‘. 9I0h0 g'
Agua.Illl..‘.l!lll‘....l.'l.'ll.l..‘..lll. l 000 m‘l

Se diluye 66,7 ml. del tampén en 1000 ml. de agua (Shaw y Prassad,/

1970).

B) 6-FOSFOGLUCONATO DEHIDROGENASA (6-PGD)

*TampSn: Dehidrogenasa pH 9 (Schaal y Anderson, 1974)

TS vin Joniasvesecbnss EbaY N el R - 42.160 g
Acido BOrieo 4. csebivans T YT Saias 1.080 g.
EDTA. soincininisnsnionsiaiaiis Fenuisessneesse 1.640 g,
BONA) cuatia e Sk e e e P T 4 000 ml.

La preparacién del gel se realizd de la siguiente manera: se coloca
ba el almidén en un erlemeyer de 500 6 1000 ml, mezclando vigorosa y conti-
nuamente sobre una llama fuerte, utilizando guantes de amianto para prote-/
ger las manos del calor, La solucién se calentaba hasta que comenzaba a es-
trar en ebulliclén (aparicién de burbujas). En ese Instante se retiraba el
erlemeyer del fuego y se sometfa la solucién a vacflo, uillizando para ello/

una bomba de vacfo. De esta manera se extrafa el aire que quedaba en la so-
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lucién. Inmediatamente después se volcaba la misma en cubetas con las mis-/
mas caracterlsticas descriptas para los geles de la poliacrilamida y se de-
Jjaba enfriar a temperatura ambiente, colocdndolos luego en heladera. El ///
tiempo total de enfriamiento fue de aproximadamente una hora, luego de la /

cual los geles fueron utilizados,

Preparacién de la muestra

Para el sistema de ADH se utilizaron semillas con 24 horas de inicia
da la germinacién, momento en que el hipocétilo tiene aproximadamente 2 mm.
de longitud y el tegumento todavlia no se ha caldo. Los demds 6rganos anali-
zados no presentaban para éste sistema clara resolucién de las bandas o di-

rectamente no mostraban actividad ADH.

Para las PRX se utilizaron cotiledones, epicétilos, hipocStilos y /
prlméra hoja adulta, no encontrindose actividad en semillas de 24 hs, de ger

minacién.

En el resto de los sistemas se observé actividad enzimdtice en to-/

dos los 6rganos y estadios anal izados, _

Dado el tamafio considerablemente grande de los cotiledones de algu~
nas especies, en muchos casos sblo se utilizé uno de ellos, usando poste-//
riormente el otro para estudiar otro sistema o se permitié que la plantula/
continuara su desarrollo normal con un solo cotiledén, para estudiar aproxi

madamente 13 dfas mds tarde la primera hoja adulta,

Los homogenatos de los diferentes tejidos fueron obtenidos por mace
racidon de los mismos en el correspondiente tampén de extraccién segin el //
sistema a analizar. Este procedimiento fue realizado a 0°C en placas de //

acrTlico, con concavidades de 1 cm. de dl&metro y 0.5 cm. de profundidad o/
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en ''placas de toque'',

En estas concavidades se colocaba la muestra en 0.5 ml. de tampén /
del gel, para ADH, & 0.5 ml, Tris=CIH pH 7.1 (0.1M), para el resto de los /

sistemas [soenzimdticos.

La trituracién del material se realizd con una varilla de vidrio o/

pldstico de extremc redondeado.

El homogenato fue absorbido en papel Whatmann 3MM. de 2x4 mm, para/

ADH, SOD,PRX, 6~PGD y GOT y de 2 mm x 1 cm, para EST y AMP.

Siembra del material en los geles

Para insertar los papeles de filtro embebidos en el homogenato se /
realizaron orificios en el gel mediante un peine de acero inoxidable con 20

dientes de 4 mm, (de ancho) x 2 mm, (de espesor). De esta forma se obtenflan/

hendiduras espacladas regularmente y al ineadas, donde se colocaban las mues-

tras (papeles de 2 mm x 4 mm.) .En los casos en que se necesitaban hendidu~/
ras mas largas (papeles de 2mm. x 1 cm.) se las realizaba con una espitula/
del ancho requerido, utilizando una regla para que los orificios resultasen

al ineados.

Como todas las bandas obtenidas para todos los sistemas eran de ml-
gracién anddica, las muestras se sembraban aproximadamente a 4 cm. del ex~/

tremo correspondiente del céitodo.

En todos los geles se colocaba una muestra testigo, P.ruscifolia /

(710), y un papel embebido en una solucién de bromo fenol, que presenta un/
intenso color azul, y provee un punto de referencia para estimar la posicié,

aproximada de las enzimas durante la corrida electroforética.
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Corrlgg‘electroforét!ca

Los geles fueron sometidos a un campo eléctrico en cubas electrofo~-
réticas de acrflico construfdas en nuestro laboratorio, Cada cuba tenfa ca-
pacidad para dos geles, Las corridas se efectuaban en una heladera a L°c y
los geles se cubrfan con un papel plastico autoadherente para evitar la eva
"poracién por encima del cual se colocaba una placa de vidrio y finalmente /
una bandeja con hielo, La corrida electroforética era detenida cuando el //

frente de bromo fenol migraba aproximadamente 6 cm. desde el punto de siem=

bra.

Tampones utilizados en las cubas electroforéticas.

A) ESTERASA, PEROXIDASA y SUPEROXIDO DISMUTASA,

*Tampén Borato de Sodio pH 8.7

ACidO Bdrlco......n.nnl.ll!u....!tllclllﬂ!0 370200 9-
Hldrdxidode SDdfO.........-.....-..-.-..-o 8-000 Q.
Agual.IOICl..‘l'l.‘.ll.l...'.l‘l..“..'.II. 2000 m]l

B) AMINOPEPTIDASA

Se utiliz6 el tampén A pH 7.4 (0.2M) descripto en la pagina 36 .

€) GLUTAMATO OXALACETATO TRANSAMINASA

Se utilizdé el tampdn A Scandallics (1969 pH 8.3 (0.2M) descripto en

la pagina 36.
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D) ALCOHOL DEHIDROGENASA

Fue utilizado el tampén Tris-Cltrico pH 7 descripto en la pagina38

E) 6-FOSFOGLUCONATO DEHIDROGENASA

Se uti1izé el mismo tampén descripto para la preparacién de los ge-

les (Pag.38 ).

Revelado y fljacién de los geles

A) ESTERASA

Los geles fueron sumergidos en la siguiente solucién:

Tr‘s CIH pH 6 (OITM) LR O B B R B N A B B B B BN BB R N B B A IOO m].
FaSta B‘ ue RR Sal t & 0 8 8 8 N R RN R RN 0’05 g'
Solucién de éster al 1 % en acetona ......... 2 ml.

Los ésteres empleados fueron:

Acetato de e« naftilo (aNA)
Acetato de MBnaftilo (Z2NA)
oNA + A3NA (Mezcla)
Proplonato de o naftilo ( &NP)
Estearato de o« naftilo ( o(NS)
Butivato de e« naftilo ( 2(NB)

Laurato de onaftilo ( aCNL)
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Menistato de & naftilo ( o~ NM)

Oleato de Rnaftilo ( 2 NO)

Posteriormente se colocé el gel en una estufa a 37°C y en aproxima-
damente 30 min. aparecfan las bandas. Si estas @ltimas reaccionaban con /3NA
presentaban color rojo, mientres que sl reaccionaban con el resto de los //

sustratos eran de color marrén,

El gel se fIj6 luego en 5:5:1 (Agua:Metanol:Acldo Acético).

B) PEROXIDASA
Los geles fueron pincelados con la siguiente solucidn:

Agua Ox‘genada 0.02 z DR N R R R S R B B RN I 3 ml.

SO]UCIGH de Benc[dlna-C1H A R S R 3 m]!

La solucién de Benzidina-C1H se preparaba de la siguiente manera: /
1 g. de benzidina-C1H disuelto en 9 ml. de Acido Acético a 50°C y posterior

mente se agregaban 36 ml. de Agua.

Luego del revelado, los geles se fijaronenuna solucién de acético /
al 0,25 % pero debfTan fotografiarse inmediatamente porque las bandas comen-

zezban a desaparecer al poco tiempo.

C) SUPEROXIDO DISMUTASA

Los geles fueron incubados en la siguiente solucidn:

TampSn: Tris=CIH 0. M PHE SEEN s vuqviyssionees 100 ml.

Nitro Blue Tetrazol lum «ovesnvssenevnraans S 0.020 gq.
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Nicotinamida dinucledtido...ooeunnass M 0.025 g.

Metasulfato de fenazina....ccvvevvensrnananannnns 0.005 g.

El gel se mantuvo aproximadamente 24 hs. bajo una luz intensa. Esto
se logré iluminando el gel con dos l&mparas de 40W rodeadas con papel alumi
nlo para concentrar la luz. Durante este tiempo de Incubacidn el gel era //
mantenido cubierto con un papel pl&stico autoadherente, para evitar la eva-

poracién de la mezcla de revelacién.

Las bandas que aparecen son negativas, es decir blancas sobre un //

fondo azul.

Los geles fueron fijados 15 min. en &cldo acético al 2 %, luego se
enjuagaron en agua corriente y se conservaron envueltos en papel pléastico//

autoadherente.

D) AMINOPEPTIDASAS (Schaal y Anderson, 1974)

Luego de la corrida electroforética .el gel fue incubado en &cido /
bérico 0.5 M porlhora. Posteriormente se lo lavs con agua destilada y se lo

sumergié en 1a siguiente solucidn:

SOLTUCEON A sisainnwinisineon S8, i R R aias 50 ml.
Soluctdn B siiivesvnconsiasnosanesesssossaesvens 10 ml.
SUStrato ...... NS s PRI s e siaas e ale s e 6 el 0.070 g
Fasta Black K Salt ...... B0 s e s b Tk TS 0.030 g

Solucidén A:

HIdrOX1do: de SOf 10 a s aSiitiar s iatatn dlara’s:d s laia'ate e akalale s 8.000 g
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Solucién B:

HierXidO de SOdlo LR N B O I L B RO L B BB B LB O B B B 12.800 g'

Aguatiiilttl!llt!ll!l.ll.l.llllltl.l..ltllit.. 1 000 mlo
Sustr-a tos:

A) Clorhidrato de p-nitroanilida de N-o -benzoll-DL-arginina.
B) Clorhidrato de A-naftilamida de k-—mefoxi-—!._-leucina.
C) Clorhidrato de (3 -naftilamida de N-c-benzoil-DL-arginina.

D) Clorhidrato de B-naftilamida de L-leucina.

Luego el gel se puso en estufa a 37°C, apareciendo en aproximadamen

te 45 minutos las bandas violetas.

El gel se fijé en 5:5:1 (Agua:metanol:&cido acético)

E) GLUTAMATO OXALACETATO TRANSAMINASA (Sugerencia de la Lic, S.Cavalli, Uni

versidad de Porto Alegre)

El gel fue sumergido en una solucién que presentaba los siguientes/

componentes:
TanpsSn: fostato. (") pH T . crsanamsassssiais 50 ml.
Fast™ Blue BB Salt Ocans it o es v aisesiindss sneiicen 0.150 g.

Fast Violet

Piridoxal -5-fosfato ..... O A T A SR e IR L S (R 2 0.001 g.
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Ac{do.':'-aspértico“"OOUOIOtttt||||1||n||9|| 0.226
Acido L cetoglutfrico (SiERMescasmsnrsansne 0037

Polivinilpirro] fdona s slete sk o/s snassusiwinsons” Oul25

Tampén Fosfato (0. M) pH

Fosfato de sodio monobdsico 0 1 ....iennnn i

Fosfato de sodio dib8sico J 1 civvivnanans d

ml.

ml.

El gel luego se incubd en oscuridad a 37°C durante media hora, apa-

reciendo posteriormente las bandas de color violeta. El gel se fijé en ///

5:5:1 (Agua:metanol :acido acético).

F) ALCOHOL DEHIDROGENASA (Shaw y Prasad, 1970)

La solucién de revelado fue la siguiente:

Tris-C1H 0. 4, pH ° i T R R AR Y 15
AQUE . seivnisie ST 2 A, AR P S 77
ELtan0]l ..coaecasvionvaaitialbians sisies isscsenees 3
NaCN  (0.IM) .cicissenaneting s o5l aiietiel il 0laln s o8 5

Nicotinamida-adenina-dinucleétido (NAD) ... 0,050
Nitro blue tetrazolium (NBT) ....vcvvvuennn 0.030

Metasul fato de fenacina (PMS) .....covvvnne 0.002

ml .
ml .

ml .

Luego el gel se puso en estufa a 37°C y en aproximadamente una hora

aparecfan las bandas azules. El gel se fijé en 5:5:1 (Agua:metanol:3cido //

acético).
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G) 6-FOSFOGLUCONATO‘DEHIDROGENASA(SchaaI y Anderson, 1974)

Se preparé la siguiente solucidn:

Tris=CIH M, pH  ...... e AT AR = 15 ml.

Acido 6-fosfoglucénico...... SO R ke vt R 0.040 g.
Fosfato de nicotinamina-adenina-dinucleétido. 0,020 g.
(NADP)

NI o aloieaisininanion s Baseiiiman Ry sy sayessine Oi02d g.

Metasul fato de fenacina (PMS)......evvvvveess 0,002 g.
Se combiné esta solucién con 15 ml, de agar al 2 %, se cubrié el gel
y se incubd a 37°C en oscuridad hasta que aparecieron las bandas de color /

azul. El gel se flj& en 5:5:1 (Agua:metanol:&cido acético).

Métodos utilizados para la determinacién de los posibles loci y sus alelos.

El método experimental que permite determinar el nimero de loci gé=
nicos y el de los alelos por locus consiste en efectuar cruzamientos a par-
tir de individuos heterocigotas para cada locus y observar su transmisién y
segregacién, Esto es practicamente irrealizable en Prosopis debido al largo
ciclo de vida de estas especies. Por lo tanto la determinacién estd basada/

en:

a) Comparacién de la velocidad de migracién.relativa: La misma velocidad de
migracién relativa es un Indicio de homologfas entre bandas. Existe cierta/
limitacién en este criterio ya que pueden haber diferentes isoenzimas con /
la misma velocidad de migracién,

b) Comparacién de los patrones de diferentes individuos de cada poblacién y
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entre poblaciones, Las esﬁecles aqul estudiadas son diploides (Hunziker et
gl.; 1975, iS??) y tendrfan fecundacién cruzada (Simpson, 1977; Simpson y/
Solbrig, 1977), por lo tanto sélo existirfan dos alelos por cadavlg&gg en/
un individuo y se pueden encontrar individuos homocigotas y heterocigotas,
c)La aparicién o desaparicién de bandas y variacién de sus intensidades a/
lo largo del desarrollo de un individuo, permiten postular los posibles-qs
nes implicados en la produccién de ciertas isoenzimas, ya que se espera //
que les alelos estén sujetos al mismo sistema de regulacién y, por lo tan-
to, sufran las mismas modificaciones a lo largo del desarrollo (Ohno,1970;
Smith-Cavalli, 1976; Zouros—'e_g‘_a_]_., 1982)

d)Reaccién de cierfas isoenzimas ante diferentes sustratos lg 31552; las /
isoenzimas codificadas por alelos de un gen deben reaccionar de Igual for=-
ma frente a cada sustrato (Zouros et al,, 1968; Scandalios y Espiritu,197%
Mac Donal y Brewbaker, 1972 b).

e) La igualdad en la variacién de la velocidad de migracién relativa de //
las bandas al cambiar la concentracién del soporte (cambio de tamafio del /
poro del gel) serfa indicio de homolegfa, ya que podrfa estar indicando sl
militud en el tamafio molecular de las Isoenzimas,

f)El estudio de semillas provenientes de presuntos hibridos naturales per=
mite observar segregantes en su descendenclia, que a pesar de no provenir /
de cruzamientos controlados, darfan informacién referente a homologTas //
Isoenzimdticas comparable (con clertas limitaciones) a la que se obtiene /

de aquéllos,

Cuantificaclén de \la wariabilidad Espétlca y estimacién de la similitud en=

rTTTTTTTETN.———wm——— P T TN, -

‘“tre esEecIes.

Una vez determinados los posibles loci y alelos se procedid a esgg

diar las frecuencias génicas y genotipicas, analizando si estas (ltimas se
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ajustaban a los valores esperados para una poblacién en equilibrio segin //
la ley de Hardy-Weinberg, mediante la prueba de'X?.
La variacién intrapoblacional fue analizada utilizando Tndices dife

rentes:

1) Porcentaje de loci polimérficos (P):

N°® de loci polimérficos % 100
N° total de loci

2) Indice polimérfico (P1) (Hamrick, 1979) & frecyencia media esperada de /

heterocigotas por locus (H) (Nel, 1975):

n

3= ey

m
Pl = L.Z
m i=]

donde m: nimero de loci anallzados
n: nimero de alelos del locus |

Pl_]: frecuencia del alelo j del locus i

Pl es equivalente a la frecuencia media de heterocigotas esperados,

segin la ley de Hardy-Weinberg, para todos los locl: examinados o H:

2

n

Ho= 7%' i= { = éilp'? ;

=171]
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La medida relativa del grado de similitud entre poblaciones utiliza
da fue la Identidad genética medla (Nei, 1972), que estd dada por la féwmu-

la:

o OERERLERT . Py Vi
LS

donde xij e Yij son las frecuencias del alelo | correspondientes al locus j
en las poblaciones X e Y respectivamente, El valor 1 varfa desde 0 a 1, con
I=1 cuando las frecuencias alélicas son iguales en las dos poblaciones e //

I=0 cuando las dos poblaciones no presentan nigin alelo en comin,

Las relaciones entre poblaciones pueden también expresarse como dis

tancias genéticas aplicando la férmula:

Esta distancia es una estimacién mfnima de las diferenclas entre co

dones entre dos poblaciones que se consideren (Nei, 1972).

Los datos de identidad media se volcaron en una matriz de similltud,
para realizar con los mismo un andlisis de agrupamiento (andlisis de 'clus-
ters''). Para calcular las distancias entre los grupos se aplicé la técnica/
de medlas no ponderadas (UPGMA). Este método considera que el valor de siml
litud entre la UTO (Unidad Taxonémica Operativa) candidata a incorporarse/
y el grupo o niicleo, es Igual a una similitud promedio resultante de los va
lores de similitud entre el candidato y cada uno de los integrantes del gru-
po o nicleo,>Si el candidato a .incurporzrse es un grupo o niicleo en sT mis-
mo, el valor de similitud serd un promedio de los valores de similitud ene/
tre los pares posible de UTOS provenientes uno de cada grupo o niicleo (ver:

Crisci y Armengol, 1983).
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Nimero de clasiflcacldn y designacién de las enzimas.

Para cada sistema Isoenzimético se Indicaron los niimeros de clasifi
caclén de las enzlimas seglin IUPAC-IUB (Enzyme Nomenclature, 1979). Las ban-
das [soenzimdticas en la mayorfa de los casos fueron denominadas segin las

recomendac iones de IUPAC-IUB (1971).
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" '‘RESULTADOS

Alcohol Dehfdrogenasa E.C.1,1.1,1, (ADH)

Seleccidén de los 6rganos anal lzados.

Se realizaron diferentes pruebas para determinar si existfa varia-
cién en las diversas partes de las plédntulas con respecto a la presencia e
intensidad de las bandas activas y asl escoger el estadio ¥ los &rganos //

que serTan analizados.

Seutilizaron: a)semillas 24 hs, después de iniciada la germinacién, b)
cotiledones de 3, 7 o mis dfas y c) epicétilos e hipocétilos de 3, 7 o mas/

dfas después de Iniciada 1a germinacién,

S61o se usaron para los estudios semillas a las 24 hs, posteriores/
a la inicliacién de la germinacién, pues en ellas se observaron bandas nfTti-

das.

En estadios posteriores a ese lapso, las bandas se hacen cada vez /
més tenues y cuando la plantula tiene aproximadamente cuatro dfas no se ob-

serva, para el tampdn utillzado en este trabajo, actividad de ADH.

Seccidon Algarbbia

Los Individuos de las poblaclones anal [zadas mostraron sin excep-//

cién un patrén de 3 bandas como mfnimo y 6 como mxImo.

I)Psruscifolia y P.nlgra:

Todos los individuos de estas especies exhlbieron un patrén semejan
te de tres bandas que fueron denominadas ADH-1, ADH-1-3 y ADH-3, Esta dlti-

ma fue la mds lenta y ADH-1-3 presentd una velocidad de migracién Interme-/
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dia entre las otras dos- (Fig. 2A, muestras 1,2,11 y 14; 2B, muestra 14; 2D,

muestra 4; Fig. 3, fenotipo 1).

11) P.hassleri y P.alba.

Estas especies tamblén presentaron invariablemente patrones de 3 ///
bandas que fueron denominadas ADH-2, ADH-2-3y ADH-3, Esta Gltima es comin/
con las especies mencionadas previamente, ADH-2 es algo mds lenta que la //

banda ADH-1 de P,ruscifolia y P.nigra.y ADH-2-3 tlene una movilidad Interme

dia entre ADH-2 y ADH=3 y preserta una intensidad de coloracién mayor que /
esas dos bandas (Fig. 2 A, muestras13 y 15; 2B, muestra 15; fig. 3, fenoti

po 2).

I111) P.caldenia, P.alpataco y P.flexuosa

En estas tres especies se observaron Individuos que presentaban pa-
trones de 3 y 6 bandas (Flg. 2 D, muestras 12,9, y 5; 2 E, 1-7). Entre los
primeros (3 bandas), algunos eran simlilares a los observados en P.ruscifo-/

lia y P.nigra (Flg. 3, fenotipo 1), otros similares a los de P.alba y P.ha

ssleri (Fig. 3, fenotipo 2), y los restantes presentaron un patrén algo di-

ferente cuyas bandas fueron denominadas ADH-23, ADH-23-3 y ADH-3 (Fig. 2 E,
muestra 7; fig. 3, fenotipo 3), La banda ADH-3 era comiin con las demds espe
cies, La ADH-23-3 tenfa movilldad intermedia entre ADH-23 y ADH-3 y ADH-23/

presentaba una velocidad de migracién cercana a la de ADH-2-3 (de P.alba y/

P.hasslerl) (Fig. 3, fenotipo 3).

Los individuos con patrones de 6 bandas (Fig. 2 D, muestra 1; fig.3

fenotipos 4,5, y 6), presentaron todos la banda comin ADH-3 a la cual algu-

. nos (fenotipo 4) sumaban las bandas ADH-1, ADH-1-2 , ADH-2, ADH-1-3 y ADH-2

-3, siendo ADH-1-2 intermedia entre ADH-1 y ADH-2; otros (fgnotipo 6) las /
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bandas ADH-2, ADH-2-23, ADH-23, ADH-2-3, ADH-23-3, siendo ADH-2-23 Interme-
dia entre ADH-2 y ADH-23. Las bandas ADH-2-3 y ADH-23 migran tan cercanamen
te que muchas veces se ve una {inica banda ancha donde se supone que podrfan
estar superpuestas (Flg. 2 D, muestra 1). Finalmente, algunos individuos //
(fenotipo 5) sumebanala banda ADH-3, las bandas ADH-1, ADH-1-23, ADH-23, //
ADH-1-3, ADH-23-3, siendo la banda ADH-1-23 de velocidad Intermedia entre /

ADH-1 y ADH-23,

IV) P.vinallllo,

Es una especie que se supone originada por la hibridacién de P.alba/

var. panta y P.ruscifolia (Burkart, 1976).

La mayorTa de las semillas provenientes de &rboles determinados como
P.vinalillo, mostraron los siguientes patrones [soenzimaticos: a)ADH-1, ADH

-1-3, ADH-3, semejantes a los observados en P.ruscifolia y P.omigra (Fig, 3

fenotipo 1), b) ADH-2, ADH-2-3, ADH-3, simllares a los descriptos en P.alba
y P.hassleri, c) ADH-1, ADH-1-2, ADH-2, ADH-2-3, ADH-1-3- y ADH-3, semejan-

tes a los encontrados en algunos individuos de P.flexuosa, P.alpataco y ///

P.caldenia (Flg. 3, fenotipo 4) y d) tres Individuos con el siguiente pa-/
trén: ADH-1, ADH-1-3, ADH-1-4, ADH-3, ADH-3-4, y ADH-4; donde ADH-4 presen-
t6 menor velocidad de migracién que ADH-3; ADH-3-4 y ADH-1-4, mostraron ve-
locidad Intermedia entre ADH-3 y ADH-4 y ADH-1 y ADH-4 respectivamente (Fig.

2 C; fig. 3, fanotipo 7).

V) Hfbridos interespeclficos.

a) P.hassleri x P.ruscifollia
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Figura 2. Zimogramas de alcohol dehidrogenasa de individuos de especies

de la Seccidén Algarobia. A) 1, 2, 11 y 14, P. ruscifolia (571, 572, 576,
577); 13, P. alba (330); 15, P. hassleri (462); 3, 4,5y 6, P. ruscifolia
x P. hassleri (479, 479, 326, 326); 7, 8, 9, 10 y 12, P. vinalillo (500,

500, 497, 497, 483). B) Detalle de las muestras 6, 14 y 15 del zlmOQEama
de A). C) Z|mograma de P. vinalillo (483) presentando el alelo Adh-2

D) 1 y.2, P. fiexuosa (129, 131); 3 y 5, alpataco (1]] 109); 4, P.

nr ra (35Bj E) 1y P. flexuosa (128, 1325, 3y &, P. alpataco (102

5-7, P. caldenla (119, 120, 124).
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Figura 3. Esquema indicando los siete fenotipos observados para el sistema
isoenzimatico de alcohol dehidrogenasa en las especies de la Seccién Algaro-
bia. Los nimeros a la izquierda de cada banda indican la relacion de inten
sidad esperada para cada una de ellas. Los fenotipos observados en cada
especie fueron: P. nigrayP. ruscifolia: 1; P. alba y P. hassleri: 2;

P. caldenia, P.alpataco y P. flexuosa: 1, 2, 3, 4, 5y 6; semillas de hibri
dos P. ruscifolia x P. hassleri: 1, 2 y 4; semillas de hibridos P. alba x
P. hassleri: 2; P. vinalillo: 1, 2, 4y 7.
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Se encontraron Individuos con patrones de 3 bandas semejantes a ///

P.hassleri y a P.ruscifolla, asf como Individuos de 6 bandas: ADH-1, ADH-

1-2, ADH-2, ADH-1-3, ADH-2-3 y ADH-3 (Fig. 2 A y B, muestra 6; Fig. 3, feno

tipo 4).

b)p.hassleri x P.alba

$61o se observaron individuoscon las bardas ADH=2,ADH-2 3 y ADH-3, ca-
racterfsticas tanto de P.,alba como de P.,hassleri, descriptas anteriormente

(Fig. 3, fenotipo 2).

c) P.flexuosa x P.alba.

S6lo se estudl6 un arbol con estas caracterfstlcas. Las bandas ob-/

servadas en sus semillas fueron s6lo ADH-2, ADH-2-3 y ADH-2 (Fig.3, fgnotl-

po 2).

d) P.flexuosa x P.alpataco.

Los individuos anal izados mostraron los mismos 6 tipos de patrones/

descriptos para los supuestos progenitores,

Seccién Strombocarpa

Todos los individuos de las dos especies analizadas P.strombulifera

y P.reptans, mostraron el mismo patrén de 3 bandas de migracién anddica las
cuales fueron denominadas ADH-6, ADH-6-7 y ADH-7, siendo la dltima banda la

de menor velocidad de migracién y la ADH-6-7 de velocidad intermedia entre/
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ADH-6 y ADH-7. Esta banda de velocidad intermedia mostré una Intensidad de/
coloracién mayor que la de las otras dos (Fig. 4 A, muestras 1-5; B, fenoti

po 3). . =

La banda de mayor velocidad de migracién (ADH-6) tiene movilidad in
termedia entre las bandas ADH-1 y ADH~2, descriptas en algunas especias de
la seccién Algarobia y ADH-7 presenta una velocidad de migracién menor que
la banda ADH-3, comin a todas las especies estudiadas en la seccién ante-/

rior (Fig. 4A, muestras 1-5; B, fenotipo 3).

Determinacién de los probables loci y alelos.

Seccién Algarobia

En base a los resultados presentados se postuld que esta enzima en/

estas especles serfa dimérica como en trigo (Hart, 1970), Clarkia francisca

na (Gottlieb, 1974 b), mafz (Schwartz, 1975) y otwas especies.

El patrén de 3 bandas observado en P.ruscifolla y P.nigra se explica

rfa considerando que la enzima estarfa codificada por dos loci monomérficos
que fueron denominados Adh-1 y Adh-2, Las bandas ADH-1 y ADH-3 respectiva-/
mente serfan los homodTmeros producidos por cada uno de estos locl y la //
banda ADH-1-3 serfa el heterodfmero, producto de la Interaccién no alélica/

entre dicho genes. La situacién serfa similar en P.alba y P.hassleri, pero/

el locus Adh-1 presentarfa un alelo diferente del fljado en P.ruscifolia y

P.nigra. Por este motivo se denomIné al alelo de P.ruscifolla y P.nigra /

Adh--l1 y al alelo de P.alba y P.hasslerl, Adh-!z. La banda ADH-2 por lo tan

to serfa el homodfmero correspondiente al gen Adh-l2 mientras que ADH-2-3,/

serfa el heterodimero formado por los productos de Adh-12 y Adh-2.

El estudio de semillas de arboles identificados como hibridos natura



b=

I - A
+4
L]
.*?’
7
3 FENOTIPOS
01 5 INOIVIDUOS
. =
5 . ADH1 B
LT apH2
= \ o113
B ApH2e T ADH 7
1] m’
1 2 3
ol

FENOTIPOS

.Figura 4. A) Zimograma de alcohol dehidrogenasa de individuos de especies .

de la Seccidn Strombocarpa. A): 1, 2y 3, P. strombulifera (19, 195 9563) ;
b y 5, P. reptans (166). Individuos de referencia: 6, P. alba (315); 7,

P. ruscifolia (710). Los nimeros correspondientes a los fenotipos 1, 2 y 3
hacen referencia a los distintos patrones representados en B. B) Esquema
representando el fenotipo de P. reptans y P. strombulifera (fenotipo 3) en
relacién con los encontrados en P. alba (fenotipo 2) y P. ruscifolia (fe-
notipo 1). Los nimeros, a la izquierda de cada banda indican la relacion de
intensidad esperada para cada una de ellas.




- 61 -

les ha permitido confirmar ésta hipStesis, Como estas semillas son el produc
to de cruzamientosno controlados, ellas pueden ser el resultado de a) retro
cruza con algunoa de sus progenitores, b)cruzamiento con otro individuo de
orfgen hfbrido o ¢) cruzamlento con otro Individuo de otra especie. Por lo
tanto de un mismo &rbol, se pueden obtener Individuos que presentan caracte

rfsticas de un hfbrido o patrones semejantes a los de los padres.

Los Individuos de origgn kibrido, de acuerdo a la hipdtesis plantea

da podrTan presentar en el caso de P.ruscifolia x P.alba o P.hassleri, has-

ta 6 bandas. Estas se obtendrfan en una semllla que fuera heterocigota para

el locus Adh-1, como resultado de la interaccién aléllica entre Adh-11 y //

Adh-12 (formando un grupo de 3 bandas: ADH-1, ADH-1-2 y ADH-2) e Interac~/
cién no alélica entre Adh--11 y Adh--!2 con Adh-2, respectivamente (formando/
otro grupo de 2 bandas: ADH=1-3 y ADH-2-3) y finalmente la banda ADH-3 mo-
nomérfica comin a las tres especies, Esto fue efectivamente obervado en se=-

millas de presuntos hfbridos,

La mayorfa de los individuos de P.nigra y P.ruscifolia, asT como to

dos los de P.alba y P,hassleri mostraron una intensidad de coloracién de /

sus bandas aproxImadamente Igual a la esperada para una enzima dimérica: //
1/4 (ADH-1): 1/2 (ADH-1-3): 1/4 (ADH-3) y 1/4 (ADH-2): 1/2 (ADH-2-3): 1/hk /
(ADH-3) respectivamente (Fig. 2A, muestras 13, 14, 15). SI la sTntesis po-
lipeptlfdica, asoclacién y expresién Isoenzimdtica fueran equivalentes para/
los productos de estos genes la intensidad relativa esperada para las 6 ban

das producidas en los individuos de origen hibrido P.ruscifolia x P.alba, /

P.ruscifolia x P.hassleri y P.nigra x P.hassler| serfa de 1/16 (ADH-1): 2/16

(ADH-1-2):1/16 (ADH-2): 4/16 (ADH-1-3): 4/16 (ADH-2-3): ' 4/16 (ADH-3) * (Fig.
3, fenotipo 4) y por lo tanto se podrfa suponer que la regulacién de las //
Isoenzimas serfa la misma en las distintas especies que produjeron el Indi-

viduo hTbrido y que sus subunidades polipeptfdicas tienen la misma afinidad
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(Gottlieb, 1974 b), Sin embargo alguacs individuos de :‘P.ruscifolia y ////

“P.nlgra mostraron una Intensidad de su banda ADH-1 menor que la esperada //

(Fig. 2 A muestras1 y 2; D muestra 4) hecho que se mantiene en algunos indi
viduos de origen hfbrido, donde probablemente ellos hayan actuado como uno
de los progenitores (Fig. 2 A, muestras 4,5 y 6). Esta varlacién cuantitatl
va del producto del alelo Adh-1l, podrfa ser causada por los siguientes fe-
némenos: 1) cambios en la secuencia de aminodcidos en las cadenas pol IpeptT
dicas que no producen camblos en las movilidades electroforéticas de las mo
léculas pero causan alteraclones en sus actividades especlficas; ii) dife-/
rentes cantidades de moléculas enziméticas con la misma estructura; iii)Pro
ducclién de enzimas en la misma cantidad y con igual actividad catalftica pe
ro factores diferentes en el medio celular de los individuos causan una ac-
tividad diferencial de las enzimas., Discriminar entre éstas posibilidades /
va mas allad del alcance de este trabajo, sin embargo esta actividad diferen

cfal debida a cualquiera de los factores descriptos sugieren una divergen-/

cia entre el alelo fljado en P.nigra y P.ruscifolia (Adh-11) con respecto /

al fijado en P.alba y P.hassleri (Adh-lzl para el cual no se obervé tal va

riaclén cuantitativa,

Los patrones observados en P.vinalillo sugerirfan que esta especie
serfa polimérfica para Adh-1, presentando los alelos Adh-11 y Adh-lz, pues/

se encontraron individuos con patrones semejantes a P.alba o P.hassleri, //

P.nigra o P.ruscifolia y a los hfbridos entre estas especies.

La presencia de bandas ADH-3-4 y ADH-4 en algunos individuos sugie
ren la existencia de un nuevo alelo para el locus Adh-2, que se denomina-/
rfa Adh—zh, siendo Adh-—z3 el alelo encontrado en las especies ya descriptas.
Este nuevo alelo indlcarfa la presencia de un polimorfismo incipiente en //
P.vinalillo o quizds provenga de la hibridacién con zlguna otra especie no

estudiada en este trabajo,
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Algunos individuos de‘P;vinalitlo que presentaron el fenotipo ADH-1

ADli-1-3 y ADH-3, mostraron(al igual que algunos individuos de P.ruscifolia/

y P.nigra) la banda ADH-1 m8s tenue que lo esperado para una enzima diméri-
ca (1/k: 1/2: 1/4) y es asT que algunos de los Individuos con 6 bandas (fi-
gura 3, fenotipo 4) mantuvieron esta banda con menor intensidad de'colora=/
cién que lo esperado (Fig. 2 A, muestras 7-9). Este hecho podrfa indicar //
que P.vinalillo es una especie proveniente de la hibridacién de P.ruscifo-/

lia o P.nigra con P.alba o P.hassleri. Sin embargo, P.vinalillo mostré ca-

racterfsticas no halladas en las posibles especies parentales.Ellas fueron
la aparlicién de algunos Individuos donde la banda ADH-3 (Fig., 2 A, muestra/
10) y la banda ADH-4 (Fig, 2 C ) estaban menos tefiidas que lo esperado. Es
to indicarTa un comienzo de divergencia para ADH de esta especie con res-//
pecto a aquéllasque pudieron haberla originado, La hipStesis presentada pa-

ra expllicar los patrones Isoenziméticos descriptos en P,alba, P.ruscifolia,

P.nigra y P.hasslerl, pueden adaptarse para aquéllos encontrados en P.calde

nia, P.flexuosa y P.alpataco considerando que éstas son polimérflicas para /

Adh-1, presentando este locus 3 alelos:Adh-1l, Adh—12, y Adh—123. De esta /

suposicién surgen los 6 fenotipos antes descriptos, producidos: a)por inter
accién alélica entre Adh-1' y Adh-12 (Banda ADH-1-2); Adh-1' y Adh=12% (Ban
da ADH-1-23) y Adh-12 y Adh-123 (Banda ADH-2-23) y b) por Interacciones no/

1

alélicas entre Adh-1, ‘Adh-12 y Adh-123 con Adh-2, formando respectivamente

las bandas ADH-1-3, ADH-2-3 y ADH-23-3.

Las intensidades de las bandas en los zimogramas de algunos Indivi-/
duos de estas tres especies no cumplen con las relaciones-de intensidad es-
peradasdescriptas anteriormente (Fig. 3, fenotipos1,2,3,4,5,6). Las causas/

pueden ser las mismas que las supuestas para P.nigra y P.ruscifolla, yva que

difierencias regulatorias dentro de una especie de fecundacién cruzada ‘de

berfan producir barreras reproductivas (Stebbins, 1958; Ohno, 1970; Cordel-
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ro, 1974), no serfa de esperar que las variaciones de intensidades observa-

das se debleran a problemas regulatorios.

Los patrones de 3 y 6 bandas provenientes de semillas de origen hT-
brido entre estas entidades mostraron, al igual que aquéllas provenientes /
de arboles sin Indicio de hibridacién, una intensidad de coloracién que se
apartaba de lo esperado, En estas especies no se observé un patrdn diferen-

cial tTpico que permita distinguirlas entre sT.

En base a la hipétesis de un gen con tres alelos para Adh-1, se cal
cularon las frecuencias alélicas en las especies que mostraron polimorfismo

para este locus (P.caldenia, P.alpataco y P.flexuosa) (Table 119) para ver/

si las frecuencias genotfpicas se ajustaban a las esperadas para las condi~-
‘clones de la ley de Hardy-Weinberg (Tablas 2, 3, y 4). Los resultados de la
prueba de'X? Indicaron que las frecuencias observadas en estas tres espe-//
cies se ajustaban a los valores esperados (p»0.05). No se calcularon las //

frecuenclas alélicas en P.vinalillo, debido a que se conté con pocos indi-

viduos.

Seccién Strombocarpa

Dado que no se contdé con individuos de origen hibrido entre estas ¢
especies, se supuso por analogfa con lo observado en las especies de la Sec
cién Algarobia, que las bandas ADH-6, ADH-6-7 y ADH-7 corresponderfan a en-
zimas diméricas, productos de dos loci monomdrficos (Adh-6 y Adh-7) que po-

drfan interactuar.

Para poder probar esta hipStesis se aplicé un método indirecto. Co=
mo se explicé anteriormente las 3 bandas se vlsualizan perfectamente en se-

millas 24 hs. después de la germinacién y a medida que la planta crece las
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Tabla 2. Comparacidn de las frecuencias genotipicas absolutas observadas y-
esperadas para el locus Adh-T en P. flexuosa (Cura-Cd).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Adh-1'/1 39 40.96
Adh-12/2 6.25
Adh-123/23 3 .21
Adh-11/2 37 32.00
Adh-12/23 3 5.50
Adh-11/23 13 14.08

W§= 4.99; p= 0.17

Tabla 3. Comparacidon de las frecuencias genotipicas absolutas observadas y,
esperadas para el locus Adh-1 en P. caldenia (Santa. Rosa).

Genotipos
Postulados N°Observados N°Esperados
Adh-11/1 31 29.96
Adh-12/2 7 5.53
Adh-123/23 0.23—
Adh-1172 23 25. 74 ¥
2/23 >
Adh-1 2 2.27
Adh-11/23 5. 27—

X2= 0.80; p= 0.67
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Tabla 4. Comparacidn de las frecuencias genotipicas ‘absolutas. observadas y
esperadas para el locus Adh-1 en P. alpataco (Chacharramendi).
Genotipos
Postulados N°Observados N°Esperados
Adh-1'/" 47 45.59
Adh-12/2 2 1.02
Adh-123/23 2 0.36 —
Adh-1'72 13 13,67 |12
Adh-12/23 T
Adh-1]/23 6 8.14
‘X.§= 1.69; p= 0.43
S
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bandas tienden a desaparecer, Si las bandas estuviesen codificadas por ale-
los de un gen es de esperar que ellas se comporten de la misma manera a lo
largo del desarrollo, Sin embargo, en este caso la banda ADH-7 tiende a de-
saparecer antes que la ADH-6, Esto confirmarfa la hipStesisdeque las dos
bandas corresponderfan a lggl_dlferentes, y que la banda ADH-6-7 serfa el /

producto de la Interaccién no alélica entre los loci .Adh=6 y Adh-7.
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GLUTAMATO OXALACETATO 'TRANSAMINASA E.C. 2.6.1.1. (GOT)

Seleccién de los 6rganos analizados

Para la eleccién de los tejidos a utilizar en el andlisis se proba-
ron los mismo 6rganos y perfodos del desarrollo.que para el alcohol dehidro
genasa. En todos ellos se obtuvo el mismo patrén de bandaspero en epicétilo
e hlipoc6tilo la coloracién fue més tenue, Finalmente se escogid el estadio/
de semillas 24 hs, después de la inlciacién de la germinacién a fin de acor
tar al mfnimo posible el tiempo desde la siembra hasta la utilizacién del /

material.

Seccién Algarobla

1) P.ruscifolla, P.alba, P.hassleri, P.nigra, P.flexuosa, P.alpataco, P.cal

denia y P.vinallllo.

En todas las especias analizadas de esta Seccién se pueden diferen-
ciar 3 zonas con actividad GOT, Estas fueron numeradas en orden decreciente
de velocidad anédica GOT I, GOT Il y GOT 11l (Fig. 5), Cada individuo /
presentd en cada zona una banda como mfnimo y 3 como méximo, observéndose /

s6lo 3 combinaclones diferentes en cada regién, a excepcidn de P,ruscifolia

del Dpto.de Avellaneda que mostré 6 combinaciones diferentes en la regién /

GOT 11.

En cada una de las reglones, cuando se presentaron las 3 bandas, la //
del medio se tefifa con mayor Intensidad que las otras dos. El {ltimo grupo/
de bandas (GOT I111) se tefifa muy tenuemente y en ciertos Individuos resul ta~

ba diffcl] su Identlflicacién.



Bdemds de estas bandas exlstTa otra que se ubicaba inmediatamente /
por debajo del primer grupo (GOT 1), Como no presentaba un patrén constante
no fue inclufda en el andlisis (Fig., 5 B, banda que aparece por debajo de /

la 1-2, en las muestras 1,2,3,5,6,7,8,9 ).

Las bandas fueron numeradas en orden decreciente de velocidad and-/

dica. En la zona GOT |, P.alba, P.hassleri, P.ruscifolla, P.caldenlay P.vi-

nalillo presentaron las siguientes bandas: GOT I-1, GOT 1-1-2 y GOT 1-2 //

(Fig. 5 B, muestras 1,2,3,5,7,8,9,10,11; D, muestra 6; E). En P.flexuosa, /

P.alpataco y P.nigra se encontraron las bandas GOT I-2, GOT |-2-3 y GOT I-

3 (Fig. 5 A, muestras 1-7; C). La banda GOT |-2 tiene aproximadamente la //
misma velocidad de migracién que la GOT I-1-3 por esa razén en la fig. 5 E/

estdn dibujadas como una Gnica banda (GOT 1-2-GOT 1-1-3).

En la zona GOT 1! se obervanenlas especies P.flexuosa , P.alba, P.vi

nalillo, P.alpataco, P.nigra, P.hassleri y P.ruscifolia (Poblaciones de Co-

po y Formosa) las siguientes bandas: GOT I1-1, GOT I1-1-2 y GOT 11-2 (Fig./

5A, B, C).

En Pscaldenia se encuentran presentes las bandas GOT 11-2, GOT I1-2

-3 y GOT 11-3 (Fig. 5 D, muestras 1 y 3) y en P.ruscifolia del Dpto. de Ave

11aneda, GOT I1-1, GOT I1-1-2, GOT I1-2, GOT Il-1-3, GOT I1-2-3- y GOT II-3.
Las bandas GOT 11-2 y GOT I1-1-3- presentan una velocidad de migracién muy

similar, de modo que el esquema (Fig. 5 E) se superponen.

La mayorTa de las especies analizadas presentaron en GOT IlI las si
guientes bandas: GOT I111-1, GOT 11I-1-2 y GOT 111-2 (Fig. 5 A, B, C, D, v/

E.) P.ruscifolia de la Pcia. de Formosa, P.caldenia y P.vinalillo s6lo mos

traron la banda GOT I11-1, Las bandas GOT I11-3 y GOT |11-1 tienen aproxima
damente la misma velocidad de migracién, razén por la cual en la figura 5//

E estdn dlibujadas como una Gnica banda (GOT 11=3= GOT 111-1),
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Figura 5. A, B, C, y D) Zimogramas de glutamato oxalacetato transaminasa
de individuos de especies de la Seccidén Algarobia. A): 1-3, P. alpataco
(102, 108, 109); 4-7, P. flexuosa (127, 128, 129, 131); 8-10, P. flexuosa
_ x P. alpataco (110,!113, T14). B): 1y 3, P. alba (489, 329); 7, 8 y 9
» P.ruscifolia (571, 572, 573); 2y 5, P. hassleri (327, 316); 4,
P. ruscifolia x P. hassleri (479); 6, P. alba x P. hassleri (469); 10 vy
11, P. vinalillo (497, 500). C): 1-8, P. nigra (139, 140, 142, 358, 359,
431, 432). D): 6, P. caldenia (119). Semillas provenientes de arboles
muy proximos entre si determinados como P. caldenia : 1y 3 (104, 115);
P. flexuosa: 2, 4, 8, 9 y10 (100, 103, 105, 106, 107); P. alpataco: 5 y
7 (171, 172). En los zimogramas A, B, C y D. se indican los numeros de
las bandas siguiendo la nomenclatura esquematizada en E. E) Esquema de
las bandas observadas en los individuos analizados.
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1) P.ruscifolla xiP.alba?, P.ruscifolla x P.hasslerl, P.alba x P.hasslerl y

P.alpataco x P.flexuosa.

S61o se observaron individuos con las bandas caracterlsticas des=-//
criptas para los posibles progenitores (Fig. 5 A, muestras 8-10; B, mues-//

tras 4 y 6).

111) P.alba x P.flexuosa y P.nigra x P.hasslerl.

De cada uno de estos hfbridos sélo se estudiaron individuos prove-/
nientes de un Gnico &rbol, La banda encontrada en la regién GOT | fue GOT |
-2, en la zona GOT |1, la baida GOT I1-2 y en la regién GOT |11, las bandas

GOT 111-1, GOT 111-1-2 y GOT 111=-2,

IV) P.caldenla, P.flexuosa y P.alpataco, provenientes de un enjambre hfbri-

do.

Cuando se analizaron las semillas de P.alpataco (171, 172)y P.fle-/
xuosa (100, 103, 105, 106, 107 ) se encontraron 6 combincaciones diferentes
de bandas tanto para la regién GOT | como para la GOT I|l. Tres de ellas ///
eran nuevas, no observadas para estas dos especies en las localidades sin /
Iindicios de hibridacién. El resto de tales combinaciones eran similares a /
las ya descriptas para ellas y coincidfan con los patrones esperados para /
la especie a la cual pertenecfa la planta madre. En la regién GOT | las ban
das encontradas fueron las siguientes: GOT I-1, GOT I-2, GOT -3, GOT I-1-
2, GOT I-1-3, y GOY 1-2-3, En GOT || por su parte, se obervaron las bandas:

GOT 11-1, GOT Il-2, GOT I1-3, GOT II=-1-2, GOT I1I=-1-3 y GOT |1-2-3,

Finalmente, para la reglién GOT Ill los patrones encontrados en las/
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muestras provenientes de enjambreshfbridos no difirferon de aquellos ya dgs_
crlptos para muestras brovenfentes de zonas en donde las especies estaban //
aisladas y ﬁue hor lo tanto no se esberaba que hubiera ocurrido hibridacién /
(Fig, 5D, muestras 2, 4, 5, 7, 8, 9, y 10),

Las plantas de P,caldenia (104, 115, 116, 117) se encontraban muy pré-

ximas en el campo a las de P.alﬁataco y P.flexuosa, sin embargo sus semillas/

s6lo mostraron patrones correspondientes a los de muestras de la especie de /

regiones en la cual se encuentra aislada (Fig, 5 D, muestras 1 y 3),

Determinacién de los probables loci y alelos,

En base a estos resultados podrfa postularse que cada zona estarfa co
dificada por un gen con 2 o 3 alelos, los cuales producirfan enzimas con es-/
tructura dimérica, La banda hfbrida que se forma en cada zona serfa el resul-
tado de la asociacidn al azar de los diferentes monémeros producidos por cada
uno de los alelos que se encuentran en los individuos heterocigotas,

La observacién de los patrones isoenzimiticos de los,posibles hibridos
y/o introgresantes harfa suponer la existencia de los mismo loci en estas es=
pecies con los mismos o diferentes alelos presentes en cada una de ellas,

Para la zona GOT | existirfa un gen que se denomind Got-1 con tres ale
los codominantes 1lamados Got-T‘, Got-l2 y Got-I3 de acuerdo al érden decre-/
ciente de velocidad de migracién de los correspondientes homodimeros, El ale-
lo Got-12 es comin a todas las especies analizadas de esta Seccién, mientras/

que el alele Got-l1 estd presente en P,alba, P,hassleri, P,ruscifolia, P,cal-

denia y P,vinalillo y el alelo Got-13 en P,flexuosa, P,alpataco y P,nigra.

Codificando para la zona GOT || también existirfa un gen con tres ale

los cedominantes, A este locus se lo denominé Got=-2 y & sus alelos Got-Z‘,Got
2

=2" y Got-23, El alelo Got-z2 se encyentra presente en todas las especies vy

boblaclones aqﬁf estﬁdiadas de esta Secclén.Got-zjse halla ausente en P,calde-
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'Eli.y Got--23 s6lo se encuentra en P, caldenia y P! 'ruscifolla del Dpto de/

Avellaneda. En esta Gltima poblacién, por lo tanto, se encuentran los tres
alelos y se pueden asf observar las seis combinaciones de bandas antes des.

criptas.,

Con respecto a la zona GOT 111 existirfa otro gen al que se 11amd/
Got-3 con dos alelos codominantes, Got-31 Yy Got-32, siendo 1, el alelo que/
codifica la banda mis veloz y 2 la mids lenta, Ambos alelos estdn presentes/

en P. nigra, P.alba, P.hassleri, P.flexuosa, P.alpataco, y P.ruscifolla de/

los Dptos. de Avellaneda y Copo, mientras que en P.ruscifolia de Formosa,//

P.caldenia y P.vinallllo sélo se halla presente en el alelo Got-31.

En base a esta hipStesis, los diferentes fenotipos observados res-/

ponderfan a los diferentes genotipos de acuerdo a la siguiente tabla:

ZONA | GENOTIPOS PROPUESTOS | BANDAS
Got-1'/} GOT 1-1
Got-12/2 GOT 1-2
Got-13/3 GOT -3

GOT | i
Got-1 GOT 1-1, GOT I-1-2, GOT I-2

1

Got-11/3 GOT I1-1, GOT 1-1-3. GOT I-3
Got-12/3 GOT 1-2, GOT I-2-3, GOT 1-3
Got-21/1 - GOT 11-1 '
Got-2%/2 GOT 11-2
Got-23/3 GOT 11-3

GOT 11 e
Got-2 GOT 11-1, GOT 11-1-2, GOT I1-2
Got-21/3 GOT 11-1, @T (1-1-3, GOT I1-3
Got-22/3 GOT 11-2, GOT 11-2-3, GOT I1-3
; L | o
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ZQNA _ GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS
Ifi':)t-31‘/1 GOT 111~-1
GOT 111} Got-3'/2 GOT 111-1, GOT 111-1-2, GOT 11(-2
Got--32/2 i GOT I11=-2
A excepcidn del. locus GOT |1l en P.caldenia y P.ruscifolia de For-/
mosa, las especies fueron polimérficas para GOT |, GOT Il y GOT )l para un

criterfo del 1 %.

En base a las frecuenclas alélicas (Tabla 119) se calcularon las //
frecuenclias esperadas para el equilibrio de Hardy-Welnberg y, cuando se pu-
do, por medio de una prueba de X} se comprobé estadlsticamente si las fre-/
cuencias observadas se apartaban significativamente de las esperadas (Ta-//

blas 5§ a 32).

En todos los casos anal izados, las frecuencias observadas no se //
apartaban significativamente de las esperadas (p»0.05). Dado que las semi-/
11as analizadas de P.vinalillo provienen solamente de tres &rboles madres,/
las frecuencias alélicas no fueron calculadas por considerarse la muestra /

demasiado pequefia.

Para las poblaciones de Avellaneda, Copo y Formosa de P.ruscifolia,/

se real lzaron tablas de contingencia (Tablas 33 a 35) para determinar sl di
ferTan con respecto a las frecuencias genotfpicas de cada locus. Las pobla-
ciones de Copo y Formosa para el locus Got-1 no diflirieron significativamen
te (p>0.05). Las restantes comparaclones dieron diferencias altamente sig~

nificativas (p<0.01).
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IEELE_E-_?recuencias genotipicas . :absolutas dbgervadas y esperadas para
el locus Got-1 en P. ruscifolia (Copo). :

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got—1]/] ' 0 0.25
Go=11/2 8 7.56
Got=12/2 56 56.19

Tabla 6. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus  Got-2 en P.ruscifolia (Copo).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-2'/1 48 46.27
got-2'/2 12 15. 44
Got-22/2 3 1.29

%= 3.14; p= 0.08

Tabla 7. Frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-3 en P.ruscifolia (Copo).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
cot-3'/" 54 54.63
Got-3'/2 13 11.74

Got-32/2 0 0.63 .
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Tabla 8. Comparacidn de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-1 en P. ruscifolia-(Avellaneda).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
goe<1 Y G 3.42
got-1"/2 29 30.16
Got“lz/2 67 66.42

X%= 0.147; p= 0.70

Tabla 9.Comparacidén de las frecuencias genotipicas absolutas observadas

y esperadas para el locus Got-2 en P. ruscifolia (Avellaneda).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-2'/ 0 0. 49—
Got-2"/2 7 10.71

got-21/3 7 gy gt 2422
Got-22/2 60 58.52

Got-22/3 26 25.25

Got-23/3 0 2. T—

Xj= 1.75; p= 0.19

Tabla 10. Comparacidon de las frecuencias genotipicas absolutas observadas

y esperadas para el locus Got-3 en P. ruscifolia (Avellaneda).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
got-3"" 83 82.81
Got-31/2 16 16.38
Got-32/2 1 0.81

xf= 0.058; p= 0.81
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Tabla 11. Comparacidon de las frecuencias genotipicas absolutas observadas

y esperadas para el locus Got-1 en P.ruscifolia (Formosa).

Genotipos

Postulados N°0Observados N°Esperados
got~1t ¢ S 0.32
Goe=11/2 6 7.36
Sot~1412 43 42.32

X$= 1.71; p= 0.19

Tabla 12. Frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. ruscifolia (Formosa).

Genotipos

Postulados N°0Observados N°Esperados
Got-2'/1 40 43,14
Got-2'/2 30 23.62
Got-22/2 0 3.24

Tabla 13. Comparacidon de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-1 en P. nigra (Entre Rfos).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-12/2" 37 35. 36
Got-12/3 27 30.18
Got-13/3 8 6 .44

Xf= 0.79; p= 0.37
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Tabla 14. Comparacidn de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. nigra (Entre Rios).

Genotipos
Postulados N°Observados N°Esperados
Got-zl/l 25 26.88
1/2
Got-2 38 34.22
got-22/2 9 10.90

X2= 0.87; p= 0.35

Tabla 15. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-3 en P. nigra (Entre RTos).

Genotipos

Postulados N°0bservades N°Esperados
Got-31/E 9 7.90
Got“BW2 29 31.24
Got-32/2 32 30.86
2

'X1= 0.3; p= 0.55

Tabla 16. Comparacién de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el _locus Got-1 en P. nigra (Sgo. del Estero).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-lz/z 11 12, 41
(501:-'12/3 37 34.13
Got-1273 22 23. 46
X$= 0.49; p= 0.48
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Tabla 17. Comparacién de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P, nigra (Sgo. del Estero).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
PTOLUA SRR 412
Got-2'/2 26 25.72
Got-22/2 50 40.16

X?= 0.007; p= 0.93

1

Tabla 18. Comparacidn de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-3 en P. nigra (Sgo. del Estero).

Genotipos
Postulados N°Observados N°Esperados
cot-3'/" 38 38. 38

1/2
Got-3 29 26.25
Got-32/2 3 4,37

X$= 0.721; p= 0.40

Tabla 19. Frecuencias genotipicas.absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-1 en P. alba (Formosa).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
got=11/1 0 0.03
Got-1 /2 3 3.01
Got-12/2 67 66.96
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Tabla 20. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. alba (Formosa).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-2]/1 4 2,10
got-2'/2 1 14.80
Got-22/2 28 26.10

xf= 2.83; p= 0.09.

Tabla 21. Comparacién de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-3 en P. alba (Formosa).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-3'/1 4 1.92
Got"31/2 12 16.13
Got=32/% 36 33.95

X$= 3.41; p= 0.06

Tabla 22. Frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-1 P. hassleri (Formosa),

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
sy 1/ 0 0.17
Got=1'/2 6 5.71
Got-12/2 49 49.12
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Tabla 23. Comparacidon de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. hassleri (Formosa).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-21/I 3 3.40
Got-21/2 24 23.16
got-22/2 39 39. 44

'xf= 0.086; p= 0.77

Tabla 24. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-3 en P. hassleri (Formosa),

Genotipos
Postulados N°Observados N°Esperados
Got‘3]/1 N 1.:92
Got-3"/2 12 16.13

2/2
got-3%/ 36 33.95

X§= 3.41; p= 0.06

Tabla 25. Comparacidon de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperads para el locus Got-1 en P. alpataco (Chacharramendi),

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-12/2 25 26.07
Got-12/3 23 20.79
Got-13/3 3 b1k

X2= 0.59; p= 0.4k
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Tabla 26. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. alpataco \Chacharramendi),
Genot i pos
Postulados N°Observados N°Esperados
Got-zl/] I 00?3
Got-ZI/2 11 1E75
& Got-22/2 48 47.52
X2= 0.15; p= 0.70
Tabla 27. Comparacidon de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-3 en P. alpataco (Chacharramendi).
Genotipos
Postulados N°Observados N°Esperados
got-3'/! 13 10.84
got-3'/2 25 29.32
Got-32/2 22 19.84
Xf= 1.3; p= 0.25
Tabla 28. Comparacidn de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-1 en P. flexuosa (Cura-Cé).
s
Genotipos
Postulados N°Observados N°Esperados
2/2 55
Got-1 1 gt
12/3 : "
Got- S 2 29.
33 ;
Got=1 ° ° 20 18.68
X$= 0.46; p= 0.50
-
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. Tabla 29. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. flexuosa (Cura-Cé).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-21/" b b1k
got-2'/2 21 20.79
Got~22/2 26 26.07

%= 0.007; p= 0.93

Tabla 30. Comparacidon de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-3 en P. flexuosa (Cura-Cd).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got"BT/1 6 7.84
Got-3!/2 28 24.31
Got-32/2 17 18.85

o= 1,175 p= 0326

1

Tabla 31. Frecuencias genotipicas absolutas observadas y esperadas para el
locus Got-1 en P. caldenia (Santa Rosa).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-'l'l/l 0 0.11
got-1"/2 .82

Got-12/2 55 55.07




- Bk s

Tabla 32. Frecuencias genotipicas absolutas observadas y esperadas para
el locus Got-2 en P. caldenia (Santa Rosa).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
got-2"/1 56 56.10
Got-21/2 l 3.83
Got-22/2 0 0.07
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Tabla 33. Tabla de contingencia para comparar las frecuencias genotipicas
del locus Got-1 entre las diferentes poblaciones de P.ruscifolia.

A) G???tipos P;gguestos 7
Poblaciones Got-1 Got-1 Got-1
Formosa | 1 6 43
Copo 0 8 56
Avel laneda 4 29 67
X2= 12.83; p= 0.01

B) Genotipos Propuestos
Poblaciones l'ic:)t-l“”I Got*‘*‘I]'{2 nGot-12'/2
Formosa 1 6 43
Copo 0 8 56

Xo= 1.29; p= 0.52

Tabla 34. Tabla de contingencia para comparar las frecuencias genotipicas
del locus Got-2 entre las diferentes poblaciones de P.ruscifolia

Genotipos Propuestos

Poblaciones Got-ZI/] Got-ZV2 Got-22/2
Formosa Lo 30 0
Copo L8 12 3

X§= 11.2; p= 0.004



=B -

Tabla 35. Tabla de contingencia para comparar las frecuencias genotipicas
del locus Got-3 entre las diferentes poblaciones de P.ruscifolia

Genotipos Propuestos

Poblaciones (?.ot~-31/1 G'::-t-SI/2 Got-32/2
Formosa 37 27 8
Copo 54 13 0
Avellaneda 83 16 1

X§= 30.30; p=
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' ‘Secc6n ‘Strombocarpa

Las especies de esta Seccidn mostréron sels zonas con actividad GOT/
a las que se denominé GOT A, GOT B, GOT C, GOT D, GOT E, y GOT F (Fig. 6)./
Estas no pueden homologarse en las zonas GOT 1, GOT Il y GOT IIl de la Sec-
cién Algarobia porque las velocidades de migracién relativa de las bandas /

son muy diferentes.

En ambas especies cada Individuo presenta en GOT A y GOT B, una ban
da como mTnimo y tres como médximo, observéndose s6lo tres combinaciones di-
ferentes en cada regidn, En cada zona, cuando se presentaron las tres ban-/

das, la del medio se tefiTa con mayor intensidad que las otras dos,

En cada una de las restantes cuatro zonas (GOT C a GOT F), solamen-
te se observé una banda por zona, que no presenté ninguna variacién entre /

los individuos de ambas especles.,

Las bandas de la zona GOT A fueron numeradas en orden decreciente /
de velocidad de migracién anédica como GOT A-1, GOT A-1~2, GOT A-2. Las ban
das de la zona GOT B siguiendo el misno criterio fueron denominadas GOT B

-1, GOT B-1-2 y GOT B-2.

Determinacion de los probables loci y alelos.

No se conté con individuos de origen hfbrido que permitieran anall-
zar los probables loci y alelos, La determinacidén se basé principalmente en
la observacién de las bandas en geles al 5 % y 7%, Las bandas numeradas de
igual forma en ambas especies variaban de 1a misma manera su movilidad al /
cambiar el poro del gel, Esto apoyarfa la hipStesis de que habrfa homologfa

entre tales bandas y, por lo tanto, entre los genes que las codifican.

De acuerdo al patrén descripto, que es semejante al encontrado en /
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Figura 6. A) Zimograma de glutamato oxalacetato transaminasa de individuos

de especies de la Seccidn Strombocarpa.: 1y 2, P. strombulifera (9563);

3-5, P. strombulifera (19); 6-8, P. reptans (166). En el zimograma A) se

indican los nimeros de las bandas siguiendo la nomenclatura esquematizada
en B, B) Esquema de las bandas observadas en los individuos analizados.
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las diferentes zonas de la Seccién anterior, es probable que las zonas GOT/
A y GOT B estén codIificadas por un gen con dos alelos codominantes que pro-
ducirfan enzimas con estructura dimérica. La banda de velocidad intermedia/
que se forma en cada zona serfa el resultado de la asoclacién al azar de //
los monémenos diferentes codificados por cada uno de los alelos que se en-/
cuentran en los Individuos heterocigotas. Se denominé Got-A al locus respon
sable de la formacién de las bandas de la regién Got-A y Got-A1 y Got-A2 /
a sus alelos. En la zona GBT-B el gen fue denominado Got-B y sus alelos Got
--B1 y Got-Bz. Para ambos genes los alelos fueron numerados de acuerdo al ér
den decreciente de velécidad de migracién del homodimero correspondiente., /
Las zonas GOT C a GOT F presentaron una banda monomérfica cada una. Se supo
ne que cada banda podria estar godificada por un gen distinto a los que se/
denominé respectivamente Got-C, Got-D, Got-E y Got-F y que por lo tanto es-/
tas dos especies nc mostraron polimorfismo para los mismos,

En base a esta hipStesis, los diferentes fenotipos (bandas) observa

dos corresponderfan a los diferentes genotipos de acuerdo a la siguiente ta

bla:

ZONAS  GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS
Got-:a'/! GOT A-1

GOT-A Got- A'/2 GOT A-1, GOT A-1-2, GOT A-2
Got- AZ/2 GOT A-2,
Got- B'/! GOT B-1.

GOT-B  Got- B'/2 GOT B-1, GOT B-1-2, GOT B-2
Got- B2/2 GOT B-2

GOT-C  Got- C GOT C

GOT-D  Got- D GOT D

GOT-E  Got- E GOT E

GOT=F  Got='F GOT F
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Para GOT-A y GOT-B se procedidé a calcular las frecuencias alélicas/
(Tabla 120) en base a las frecuenclas fenotfpicas observadas (Tablas 36 a /
L1). En ambos casos las especies fueron polimérficas para un nivel del 1 %,
En base a lasfrecuencias alélicas se calcularon las frecuencias genotfpicas
esperadas para el equilibrio de Hardy y Weinberg y por medio de una prueba/
de X} se comprobé estadisticamente si las frecuencias observadas se aparta-
ban significativamente de las del equilibrio (Tabla 36 a 41), Como se puede

apreciar en las tablas, la poblacién de P.strombul ifera de Catamarca para /

GOT-A se aparta significativamente del equilibrio (p¢ 0.01). Lo mismo suce

de en P.reptans para GOT-B. En estos casos hubo exceso de homocigotas.

Dado que no hay evidencias experimentales que indiquen que las espe
cies de Strombocarpa sean autoincompatibles, como en el caso de las espe-//
cies de la Seccidén Algarobla, tal vez el exceso de homocigotas pueda expli-/
carse por autofecundacién si fueran al menos parcialmente autSgamas. Prue-/
bas con cruzamientos controlados deberfan reallzarse para probar esta hips-

tesis.
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Tabla 36. Comparacién de las frecuencias genotipicas absolutas observadas

y esperadas para el locus Got-A en P.strombulifera (Catamarca).

Genotipos
Propuestos N°Observados N°Esperados
got-Al/1 " 26 12.25
1/2
Got-A 18 45.50
got-a%/2 56 42.25

X$= 36.52; p= 0

Tabla 37. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el 1dcus Got-B en P.strombulifera (Catamarca).

Genotipos
Propuestos N°Observados N°Esperados
Got-8'/ 32 29.75
1/2
Got-B Ly 48.49
got-B%/2 22 19.76

X$= 0.86; p= 0.35

Tabla 38. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-A en P.strombulifera (Rfo Negro).

Genotipos
Propuestos N°Observados N°Esperados
Got-A]/] 1 0.36
Got-A'/2 10 11.28
Got-A2/2 89 88.36
2
5= 1.28; p= 0.26

1
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Tabla 39. Comparacién de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-B en P.strombulifera (Rfo Negro).
Genotipos
Propuestos N°Observados N°Esperados
Got-B'/] b 6.76
got-8'/2 o 38.48
Got-BZ/2 52 54.76
= X%= 2.05; p= 0.15
Tabla 40. Frecuencias genotipicas absolutas observadas y esperadas para el
locus Got-A en P.reptans (Sgo. del Estero).
Genotipos,
Propuestos N°Observados N°Esperados
Got-A'’" 0 0.20
Gcnt-.‘\?/2 9 8.60
Got-a2/2 91 91.20
Tabla 41. Comparacidn de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-B en P. reptans (Sgo. del Estero).
Genotipos
- Propuestos N°Observados N°Esperados
Got-BI/I i 7.56
Got—Bsz 21 39.88
Got-82/2 62 52.56
X?= 22.42; p=

1
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CESTERASA E.C.  3.1.1, (EST)

Seleccidn de ‘los &rganos ‘analizados.

T ——

En este sistema [soenzimdtico se realizaron las mismas pruebas In-/
dicadas para los anteriores. La mejor resolucién de las bandas se obtuvo, /
en todas las especies, en cotlledén de 7 dfas (cuando se cae el tegumento),
y con los datos provenientes de los estudios de este 6rgano se real izaron /
los andlisis estadfsticos. Los demds &rganos (epicétilo e hipocStilo) asT /
como diferentes perfodos del desarrollo fueron utilizados para determinar /

los posibles locl y alelos en las poblaciones de P.ruscifolia, complementan

do estas pruebas con la utfllzacién de diferentes sustratos. En el resto de
las especies, las pruebas de alelismo se realizaron utilizando solamente //
distintos sustratos, en cotiledones, epicétilo e hipocétilo de pléntulas/

de 7 dfas.

En ambas secciomes, las esterasas presentaron patrones [soenzimdti=-/
cos muy complejos, sujetos a problenas de regulacidén, que hicieron en muchos

casos muy diffcil su Interpretacién y andllislis.

Seccién Algarobia:

Semillas 24 hs. después de Iniciada la germinacién(Sustratos utllizados:

&NA y 73NA).

Este estadio solamente fue estudiado en las diferentes poblaciones/

de P.ruscifolia . En la provincia de Formosa esta especle presentd las ban-

das EST-1, EST-3, EST-4, EST-5, EST-6 y EST-7, numeradas en orden decreclen-

te de velocidad de migraciénkEn losDptos, de Avellaneda y Copo de la provin-
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cia de Santiago del Estero, se observaron las siguientes bandas, EST-2, EST
-3, EST-4, EST-5, EST-6 y EST-7, mientras que en la provincia de Chaco, sé-

lo se encontraron las bandas EST-3, EST-4, EST-5, EST-6 y EST-7 (Fig.7).

Pléntulas con 7 y 13 dfas de.germinacién. (Cotiledones, epicétilo e hipocéti

lo. Sustrato utllizado : o NA)

A excepclidn hecha de 1a banda EST-1 caracterfistica de la poblacién/

formosefia de P.ruscifolia que solamente se encuentra en semillas de 24 hs./

de germinacién, los restantes estadios y 6rganos en las poblaciones de ///

P.ruscifolia mantuvieron los mismos patrones isoenzimdticos descriptos en /

semilla (Fig. 8 A, muestras1-4), Las bandas en epicétilo e hipocStilo, mos-
traron una intensidad de coloracién menor que la observada en los cotiledo-

nes (Fig., 7 B).

Los individuos de las demds especies de esta seccién mostraron en /
cotileddn, epicétilo e hipocStilo las sigulentes bandas: EST-2, EST-3,EST-4,
EST-5, EST-6 y EST-7 (Fig. 8 A, muestras 5-11; B). Al Igual que en P.ruscl
folia, en cotiledén la coloracién fue mis intensa que en los otros dos érga

nos.

Reaccién de las esterasas frente a los diferentes sustratos.

En la mayorfa de las especles de esta Seccidn, se han individualiza
do dos zonas con actividad esterdsica en base a su capacidad de reaccionar/

frente a una mezcla de &<y /3 NA,

Las bandas de la zona I(EST-1 a EST-4) reaccionan preferentemente //
con /3 NA, produciendo bandas de color rojo. La. zona $H(EST-5 a EST-7) fren

te a esta misma mezcla de sustratos reacciona con o NA, produciendo bandas
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cotiledon
epicotilo
cotiledon

hipocotilo
epicotilo

Figura 7.A y B)Zimograma de esterasas de individuos de P.ruscifolia.

A) Esterasas en semillas con 24 hs después de iniciada la germinacidn

en diferentes poblaciones, reveladas con BNA. Las bandas aparecen de co-
lor rojo. Se observan las bandas 1 (EST-1) (presente sélo en los indivi-
duos de Formosa) y las 2, 3, 4y 6 (EST-2, EST-3, EST-4 y EST-6). Estéan
ausentes las bandas 5y 7 (EST-5 y EST-7), que no reaccionan con este
sustrato. 1-6, poblacién de Formosa (307, 313, 321, 332, 334, 478); 7-11,
poblacién de Chaco (526, 527, 530, 531, 533). B) Esterasas en cotiledones,
epicotilo e hipocotilo en plantulas de trece dias, reveladas con «&NA y
BNA. Se observa la banda 3 (EST-3) que'se ‘tifie -de :rojo ‘intensamente: mientras
que.5 y 6 (EST-5 y EST-6),lo hacen tenuemente de marrdn.
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Sheiiic Sumnl

o1

I EST-2
. . EST- 3
I ST 4

Figura 8. A) Zimograma de esterasas en cotiledones de 7 dias de indivi-
duos de especies de la Seccidon Algarobia: 1-4, P. ruscifolia (307, 531,
571, 149); 5y 6, P. nigra (141, 438); 7, P. alba (315); 8, P. hassleri
(311); 9, P. alpataco (112); 10, P.flexuosa (132); 11, P. caldenia (12h);

En el zimograma A) se indican los nimeros de las bandas siguiendo la

nomenclatura esquematizada en B. B) Esquema de las bandas observadas en los
individuos analizados.
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de color marrén,

La banda EST-1, sélo fue observada en tres Individuos de P.rusclfo-
lia de Formosa, en los cuales se estudi6 el estadio de semillas 24 hs, des-
pués de la germinaci6n (Fig. 7 A, muestrasl y 3). Las restantes bandas de /
la zona |, pudieron observarse en todos los &rganos y perfodos del desarro-

llo, pero los patrones variaban para distintos individuos. Para estas ban-/

das en P.ruscifolla de Formosaﬁy(‘,haoo se observaren Individuos con tres tipos de /

patrones dlferentes: EST-3, EST-4 o simul tdneamente EST-3 y EST-4. Las de-/

més poblaciones de P.ruscifolla y las restantes especies presentaban tam-//

bién Indlviduos con patrones compuestos por 1 & 2 bandas, pero se observa-/
ron sefls fenotipos posibles: EST=2, EST-3, EST-L, EST-2 y EST-3, EST-2 y //

EST-4 6 EST-3 y EST-4.

Las bandas de la zona !l también pudieron verse en todos los 6rga-/
nos y perfodos del desarrollo, Se detect§ variacién entre las especies y //
también entre Individuos de la misma poblacién. En P.caldenia los patrones/
de los individuos podfan presentar una banda (EST-5, EST-6 & EST-7), dos /
bandas (EST-5 y EST-6, EST-5 y EST-7 & EST-6 y EST-7) o ninguna banda. En/
las demds especles de esta Seccién todos los individuos presentaban la ban-

da EST-6, a la cual se podfan sumar: la banda EST-5, EST-7, ambas o nlinguna

La variacién de la intensidad de las bandas en los diferentes 6rga-
nos y en distintos perfodos del desarrollo, utilizando los sustratos & y/

/A NA fue estudiada en P.ruscifolla (Tabla 42).

En la semilla 24 hs, después de la germinacién la banda EST-1 reac-
ciona con gran intensidad con /3 NA. Las bandas EST-2, EST-3 y EST-k se ti
fien intensamente con 0 & /3 NA., La banda EST-6 se tifie también con ambos
sustratos, aunque menos Intensamente con /3 NA, y frente a una mezcla, como

se expllicé anteriormente, reacclona preferentmente con & NA, tifiéndose de
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Tabla 42. Comparacion de la intensidad de tincién de las bandas con actividad
de esterasas en distintos 6rganos y estadios del desarrollo, usando acetato
de wnaftilo (*NA)y acetato de Bnaftilo (BNA) en diferentes poblaciones de
P. ruscifolia. Intensidad de tincidén: +++= intensa, ++-= media, +--= tenue,

/=== tenue o ausente, ---= ausente.

ESTADIOS DEL DESARROLLO

ﬁh' Siete dias Trece o mas dias
BANDAS ~ '°"@S

SEMILLA _ EPICOTL HIPOCOT | EPICOTI HIPOCOTI

COMPLETA  COTILEDON LO LO COTILEDON LO ~ LO =

o« NA BNA oNA ANA «NA GBNA «NA BNA oNA ANA «NA BNA «NA ANA
EST~-1 == g DR Sas R MR e mai | e e maa] wea paeeos
E5T=2 S I e A = S s e I o e t  a o S
EST-3 e = T = o T = o S S e . - TR - T i = S
EST-4 S S T = T S e e T & = T = i = sl = S =
EST-5 it mms gl ens OERRERSIERGER SRS chen el fSe lmesfeds st
EST-6 i e o e A = S L T i T S
ESle7 H+ === e mom e mme e mme fee e fee mee fes ce-
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marrén, Las bandas EST-5 y EST-7 s6lo se tifien con ol NA.

Al estudiar cotiledones de 13 o mis dfas después de la germinacién,
las bandas 5, 6 y 7 tienden a hacerse mds tenues hasta casi desaparecer.lLas
bandas 2, 3 y 4 en cambio se mantienen tefiidas intensamente. Lo mismo suce-
de en epicétilo e hipoc6tilo, a pesar de que siempre en estos 6rganos la in
tensidad de las bandas es menor que en cotiledén (Tabla 42). La banda EST-1

como ya se indicS, estd ausente en estos perfodos del desarrollo.

En las dem8s especies de esta Seccién, no ha sido posible estudiar/
el comportamiento de las bandas a lo largo del desarrollo, debido a que és-
te era extremadamente complejo y con pequefios camblos de tamafio de la plén-

tula, intensidad de luz, humedad, etc., variaban mucho su expresién.

Ademds de o y /3 NA, se utllizaron otros sustratos que fueron ensa
yados en cotlledones de 7 dfas, en todas las poblaciones de las diferentes/

especies de esta seccién (Tabla 43 y Materiales y Métodos).

Las bandas EST-2, EST-3 y EST-4 ademds de reaccionar con ®NAy /
3 NA, reaccionan intensamente con otNB, O NS y &NP, y tenuemente /
con BANO y NM. La banda EST-5 reacciona intensamente con O NA y O4NP, /
levemente con BNO y O NM y no presenta reaccidén con &(NB, BNA ni ®NS.
La banda EST-7 no reacciona con /3 NA ni con ®&NB, y lo hace tenuemente con
oCNS, /3 NO y ¢ NM e intensamente con xNA y O/NP. Finalmente la banda/
EST-6 reacciona intensamente con ®NA y O(NP y levemente con BNA y o¢NS,

muy levemente con B3 N0 y & NM y no reacciona con & NB (Tabla 43).

Al estudiar las semillas provenientes' de posibles hlbridos o intro-
gresantes, se observaron los mismos patrones de bandas descriptas para sus
probables progenitores. Al ensayar todos los diferentes sustratos en estos/
individuos las bandas reaccionaron frente a ellos de la misma manera des-//

cripta en pléntulas provenientes de &rboles que no mostraban Indicios de /
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hibridacién.

Determinacidn de los probables ‘loci 'y alelos.

De acuerdo a los resul tados observados y a los criterios menciona=/
dos en el método de determinacidn de geles y alelos (Ver Materiales y Méto-
dos), se postuld la siguiente hipétesis:

a) ExistirfTa una isoenzima EST=1 que estarTa codificada por un gen que po-/

see un solo alelo ectivo en algunos de los Individuos de P.ruscifolia de la

poblacién de Formosa y que (nicamente se manifiesta en los primeros dfas de
crecimiento de la pléntula. A este Jocus se lo denominé Est-1.

b) Dadas las diferentes combinaciones con que aparecen las bandas EST-2, //
EST-3 y EST-4 y las reacciones frente a los diferentes sustratos podrfan es

tar codificadas con un gen por dos elelos codominantes en P.rusc¢ifolia de /

Formosa y Chaco o tres alelos codominantes en todas las demds poblaciones /
de las especies de esta Seccién. Este locus fue denominado Est-2 y sus ale-

2 y Est-23 (en orden decreciente de movilidad de sus co-//

los Est-21, Est-2
rrespondientes bandas). La ausencia de bandas hfbridas (heteropolfmeros) in
dica que dichas alozimas podrfan ser monoméricas. Sin embargo esto no puede
asegurarse dado que la ausencia de bandas hTbridas no siempre implica que /
las alozimas sean monoméricas (Ferris y Whitt, 1978).

c) La banda EST-6 por presentar un comport;miento diferencial con respecto/
a las otras bandas de 1a zona Il, en relacién con su afinidad por los dife~
rentes sustratos, estarfa codificada por un gen particular al que se denomi
né Est-h. Dado el patrén uniforme de aparicién de la banda EST-6 en la mayo
rfa de las especies estudiadas, éste gen serfa monomérfico. Sin embargo en/

P.caldenia se encontraran individuos que presentaban la banda EST-6 y otres

que careclan de ella. En esta especie se supuso que Est-4 presentarfa dos/
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alelos, uno de los cuales serfa nulo (inactivo), y que por lo tanto, en ho=
moclgosis producirfa ausencia de la banda y otro activo que darfa presencia
de la misma cuando estuviese en homocigosis o en heterocigosis. Los alelos/
del lEEEE_Est-h en P.caldenia, fueron denominados Est=4° (Alelo nulo) y //
Est-h' (Alelo activo).

d) A pesar de las diferentes comblinaciones con que aparecen las bandas ///

EST-5 y EST=7 y su comportamiento tan semejante utillzando «NA y B NA en

las poblaciones de P.ruscifolia (Tabla 42), que podrfan sugerir que estas /

isoenzimas estuviesen codificadas por un gen con 3 alelos, siendo uno de //
ellos nulo o inactivo, los resultados obtenldos al utilizar los otros sus-/
tratos (Tabla 43), hicieron suponer que cada banda estarfa codificada por /
un gen diferente Est-3 y Est-5 respectivamente, cada uno de ellos con'un //

alelo nulo o inactivo (Est-30 y Est-So) y otro activo (Est-31 y Est-51).

En e) sigulente cuadro se dan los diferentes fenotipos observados /

(Bandas), correspondientes a los distintos genotipos postulados.

LOCI PROPUESTOS | GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS
Est=1 Est-1 /1 EST-1
Est-2 /] EST-2
Est-2 2/2 EST-3
Est-2 /3 EST-4
Est-2
Est-2 /2 EST-2-"y EST-3
Est-2 /3 .+ | EST-2- y EST=4
Est-2 2/3 EST-3- y EST-4
Est-3 0/0 Ausencia de bandas
Est=3
: Est=3 /1 5 Esp-3?/C EST-5
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LOCI PROPUESTOS GENOTIPOS PROPUESTOS . . .. BANDAS
Est-llw0 Ausencia de bandas.
Est=4
est-4'/1 y Ese-h'/0 EST-6
Est-SO/O ' Ausencia de bandas
Est-5
Ese-51/ 1 SiEgers1/0 EST-7

En base a los nimeros observados (Tablas 44 -55, 59-80), se obtuvie
ron las frecuencias génicas (Tabla 119) y genotipicas de los loci Est-2, Est
-3, Est-4 y Est-5 para todas las especies. Para determinar si las frecuen-//
cias genotTpicas observadas del 12522 Est-2 se ajustaban a las esperadas pa=-
ra un equilibrio de Hardy y Weinberg, se utilizé la prueba de'XE (Tablas 44,
47, 50, 53, 59, 62, 65, 68, 71, 75, 78). Como se puede apreciar, solamente en

P.ruscifolia de Chaco y P,hassleri (Tablas 53 y 65) las desviaciones fueron/

significativas (p €0.05). En estos casos las frecuencias de los homocigotas/

fueron mayores que las esperadas.

Las poblaciones de P,ruscifolia fueron comparadas mediante una ta-/

bla de contingencia para ver sl existfan diferencias significativas en las/
frecuencias fenotfpicas de los loci Est-2, Est-3 y Est-5 (Tablas 56, 57 y 58,
Como se puede apreciar, los resultados indican que las diferencias no son sig
nificativas para el locus Est-2 (p > 0.05)cuando se comparan las poblaciones/
de Avellaneda y Copo, asfT como las poblaciones de Formosa y Chaco (Tabla 56,
A y B). Por otra parte, las poblaciones de Stgo. del Estero (Avellaneda y Co

po) se diferencian de las de Formosa y Chaco por poseer un alelo méds.

‘Al realizar las comparaciones entre las 4 poblaciones de P.ruscifo-
==iié se observaron diferencias significativas para el locus Est-5 (p< 0.05) /
(Tabla 58 A); sin embargo, cuando se analizaron en conjunto para este mismo//

locus s6lo las poblaciones de Avel laneda, Formosa y Chaco, el estadfstico no
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Tabla 44. Comparacidn de la frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P.ruscifolia (Copo).

Genotipos

Propuestos N’Observados N°Esperados
Est-2'/] i 0.35
Est-2'/2 6 5.89
Est-2'/3 2 3.34
Est-22/2 26 24 .62
Est-22/3 25 27.90
Est-23/3 10 ©7.90

x§= 2.68; p= 0.hk

Tabla 45. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P. ruscifolia (Copo).

Genotipos
Propuestos N°Observados
Est-31/! + Ese-31/0 32

Est-30/0 41

Tabla 46. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-5 en P.ruscifolia (Copo).

Genotipos

Propuestos N°Observados
E‘:ﬂ:—SV1 + Esst--Sl/0 64
Est-SO/0 9
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Tabla 47. Comparacién de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P. ruscifolia (Avellaneda)
Genotipos
Postulados N°Observados N°Esperados
Est-2'/! | 0.61
est-2'/2 6 7.25
> Est-2'/3 4,56
Est-22/2 25 21.72
Est-22/3 22 27.29
Est-23/3 12 8.57
'x§= 6.81; p= 0.08
Tabla 48. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P.ruscifolia (Avellaneda).
Genotipos
Postulados N°Observados
Est-31'/1 - Est-31/0 36
Est-3°/0 2l
Tabla 49 Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-5 en P.ruscifolia (Avellaneda)
-

Genotipos |
Postulados N°Observados
est=5"" 4 pspsif9 55
/0 24

Est—50
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Tabla 50. Comparacidn de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P.ruscifolia (Formosa)

Genotipos

Propuestos N°Observados N°Esperados
Est-22/2 20 18.39
Est-22/3 7 10.20
Est-23/3 3 1.4

'X$= 2.94; p= 0.09

Tabla 51. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P. ruscifolia (Formosa).

Genotipos
Propuestos N°Observados
Est-BI/‘ + Est~3]/0 18

Et.st--.’io",0 27

Tabla 52. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-5 en P. ruscifolia (Formosa).

Genotipos

Propuestos N°Observados
est-5'/" + Est-5'/C 39

Est-SO/0 17
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Tabla 53. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas

y esperadas para el locus Est-2 en P. ruscifolia (Chaco).
Genotipos
Propuestos N°Observados N°Esperados
Est-22/2 35 31.85
Est-22/3 16 22.26
Est-23/3 7 3.89

X$= L.56; p= 0.03

Tabla 54. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P.ruscifolia (Chaco).

Genotipos
Propuestos N°Observados
Est~30/0 23

Tabla 55. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-5 en P. ruscifolia (Chaco).

Genotipos

Propues tos N°Observados
Est-SI/] % Est"SI/O 49

Est-SW0 10
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Tabla 56° . Tabla de contingencia para comparar las frecuencias genotipicas
absolutas del locus Est-2 en las diferentes poblaciones de P. ruscifolia,

A) Genotipos Propuestos
Poblaciones Est-ZI/] E:~‘.t-21/2 Est-21/3 Est-22/2 !551:-22/3 Est-23/3
Avellaneda 2 6 3 25 22 12
Copo 1 6 2 26 25 10
x§= 0.93; p= 0.97
B) Genotipos Propuestos

Poblaciones Est-ZZ/2 Est-zu3 Est-23[3

Formosa 20 7

Chaco 35 16

X§= 0.34; p= 0.84

Tabla 57. Tabla de contingencia para comparar las frecuencias fenotipicas

absolutas del locus Est-3 en las diferentes poblaciones de P. ruscifolia.

Genotipos Propuestos

Poblaciones Est:—31/1 + Est-BW’0 Est-BO/O
Avellaneda 36 41
Copo 54 31
Formosa 18 27
Chaco 37 23

X§= 9.71; p= 0.02
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Tabla 58 .Tabla de contingencia para comparar las frecuencias fenotipicas
absolutas del locus Est-5 én las diferentes poblaciones de P. ruscifolia.

A) Genotipos Propuestos
Poblaciones SEEEe6'’ 1 s Eat=5''9 Eat~5°/0
Avel laneda ' 55 24
Copo 64 9
Formosa 39 17
Chaco ] 10
X§= 10.18; p= 0.02

B) Genotipos Propuestos
Poblaciones Est-Sl/] + Est-51/ﬁ_ !-Ist-SO/0
Avel laneda 55 24
Formosa 39 17
Chaco 4g 10

x§= 3.82; p= 0.15

Tabla 59. Comparacién de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P. nigra (Sgo. del Estero).

Genotipos

Propuestos N°Observados N°Esperados
Est-21/t 0 0.35- :

1/2 . 5.5

Est=2 5 5519
Est-21/3 5 4.05
Est-22/2 20 19.07
Est-22/3 28 29.7h
Est-'23/3 12 11.60

X3= 0.44; p= 0.81
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Tabla 60. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
"Est-3 en P. nigra (Sgo. del Estero) .

Genotipos

Propuestos N°Observados
Est-3]/1 + Est-3|/0 53
Est-30/0 31

Tabla 61. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-5 en P. nigra (Sgo. del Estero).

Genotipos

Propuestos N°Observados
Est-sl’(1 + Est-sv0 39

Est-SwCl 42

Tabla 62. Comparacidon de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P. nigra (Entre RTo0s).

Genotipos

Propuestos N°Observados N°Esperados
Est-ZI/1 3 1.43
Est-2'/2 1h 12.29—
Est-2'/3 0 4. 87—) 1716
Est-22/2 25 26.39

Est-22/3 22 20.89

Est-23/3 6 413

x§= 3.28; p= 0.19
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Tabla 63. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus

Est-3 en P. nigra (Entre Rios).

Genotipos

Propuestos | N°Observados
gst-3/ 1+ pspcgli® 69
Est-3%/0 10

Tabla 64. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus

Est-5 en P. nigra (Entre Rios).

Genotipos
Propuestos N°Observados
est-5'/1 + Est-51/0 32

Est-50/0 Lo

Tabla 65. Comparacién de las frecuencias genotipicas iabsolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P. hassleri (Formosa).

Genotipos
Propuestos  N°Observados N°Esperados:
Est=2 " 2 0.68
Est-2 /2" 7 8. 14
gst-21/3 3 4. 47
Est-22/2 33 24147
Est-22/3 B 26.87
E':»t-23/3 16 T37

X2= 22.62; p= 0
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~
Tabla 66. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P. hassleri (Formosa).
Genotipos
Propuestos . N20bservados
Est-31‘/I + Est-3]/0 36
Est-3°/0 41
Tabla 67. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-5 en P. hassleri (Formosa).
Genotipos
Propuestos N20bservados
gsr-8'71 4 gap-ghi0 20
Est-5%/0 57
Tabla 68. Comparacidén de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P. alba (Formosa).
Genotipos
Propuestos  N°Observados N2Esperados
Est-2'/] 1h 10.11
_.*'
> Est-2'/2 19 20.48
Est-21/3 6 12.50
ESt'ZZ/2 10 10.38
Est-22/3 15 12.66
Est-23/3 6 3.87

‘x§= 6.60; p= 0.09
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.Tabla 69. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P. alba (Formosa).

Genotipos

Propuestos ‘ N20bservados
Est;3]/1 + Est-31/0 43
Est-3%/0 38

Tabla 70. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-5 en P. alba (Formosa). g

Genotipos

Propuestos N20bservados
Est-S”1 + Est--S”0 14
Est-5/0 68

‘Tabla 71. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P.caldenia (Santa Rosa).

Genotipos

Propuestos  N2Observados N%Esperados
Est-21/1 7 5.88

Esg-2 /2 20 22.28
Est-21/3 14 13.97
Est-22/2 22 21.10
ESt'22/3 27 26.47
Est-23/3 8 8.30

X?= 0.61; p= 0.89

3



- 114 -

Tabla 72. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas
Est-3 en P. caldenia (Santa Rosa).

Genotipos
Propuestos ' - N®0Observados
Est-BWl + Est-3]/0 36

Est-30/0 I

Tabla 73. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas
Est-4 en P. caldenia (Santa Rosa).

Genotipos

Propuestos . N20bservados
est-41/1 & gse-41/0 64

Est-qo/O 13

Tabla 74. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas
Est-5 en P. caldenia (Santa Rosa).

Genotipos

Propuestos N20bservados
Est-5'/! & gspa5H? 32

Est=50 47

para el locus

para el locus

para el locus
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.Tabla 75. Comparacién de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P. flexuosa (Cura-Cd).

Genotipos
Propuestos  N2Observados N®Esperados
Est-p1/] 2 2.67
Est-21/2 19 16.51

_'b_ EST;"Z‘I/3 9 10.20
Est-22/2 25 25. 46
Est-22/3 30 31.45
Est-23/3 1 9.71
X§= 0.94; p= 0.82

Tabla 76. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P. flexuosa (Cura-Cd).

Genotipos

Propuestos N20bservados
Est=3'71 + gsg-31? 32
Est=30/0 50

Tabla 77. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-5 en P. flexuosa (Cura-C3)

e

o
Genotipos
Propuestos N20bservados
Est=5'/" 4 Ear~5W0 38
ESt-SO/O hs
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Tabla 78. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P, alpataco (Chacharramendi).

Genotipos

Propuestos  N°0Observados N2Esperados
Ese-2'/1 17 16.19
Est-21/2 30 32.38
Est-2'/3 14 13.26
Est-22/2 17 16.19
Est-22/3 14 13.26
Est-23/3 2 2.72

X§= 0.53; p= 0.91

Tabla 79. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P. alpataco (Chacharramendi).

Genotipos

Propuestos N20bservados
Est-31/1 + Est-3]/0 6

Est—BO/O 72

Tabla 80. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-5 en P. alpataco (Chacharramendi)

Genotipos

Propuestos N20bservados
E‘:.t-'Sl/1 + E'.H:-SV0 18
E*st'*SO/0 56
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fue significativo (p> 0,05) (Tabla 58 B),
Las cuatro poblacfones mostraron diferencias significativas cuando///

se compararon sus frecuencias genotrbicas bara el locus Est-3 (p¢ 0,05) (Ta-

bla 5?) .

Seccfﬁn'Strombocarpa

En las poblaciones de las especies estudiadas en esta Seccién se detec
té un total de 12 bandas anédicas EST-1 a EST-12, numeradas en orden decrecien
te de velocidad de migracién anédica (Fig, 9 A y B), Estas fueron observadas
en cotiledén, epicétilo e hipocétilo de pléntulas con siete dTas de germina=-
cién, Se utilizaron diferentes sustratos para observar la reaccién de cada /

una de las isoenzimas frente a los mismos y poder asT estimar los probables/

locl y alelos Implicados y las homologTas entre estas poblaciones,

La determinacién de los probables loci y alelos involucrados fue muy/
diffcil y en ciertos casos sélo se han podido individualizar diferentes feno
tipos, Esta dificultad es producto de la gran variacién de nimero e intensi-

dad de las bandas a lo largo del crecimiento de las pléntulas.,

Las bandas EST-1, EST-2, EST=3 y EST-4, no mostraron ninguna variacién
ya sea entre especies, Individuos u érganos, aunque en epicétilo e hipocétilo
presentaban una tincién algo mds débil que en cotiledén, Las restantes bandas
mostraron, en los 3 érganos mencionados patrones complejos de aparicidén que/

serén descriptos mds adelante,

Reaccién de las diferentes isoenzimas frente a los dlferentes sustratos: pro-

bables loci y alelos,

Como se puede apreciar en la Tabla 81 las bandas EST=1, EST-2, //////
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— EST11|ZONAIII
I

oL

Figura 9. A) Zimograma de esterasas de individuos de especies de la
Seccién Strombocarpa: 1y 2, P. strombulifera (9563); 3-5, P. strombuli-
fera (19); 6-10, P. reptans (166). En el zimograma A), se indican los
numeros de las bandas siguiendo la nomenclatura esquematizada en B).

B) Esquema de las bandas observadas en los individuos de las especies ana
lizadas.
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EST=3, y EST=4 reaccionan con at.NAl,b ANA, oL NP, oL NB, &¢ NS, y otNM, La banda/
EST;I, sin embargo; tiene un combortamiento diferencial con respecto a las /
otras tres, puesto que reaccionan con ®NS y & NM mucho m8s intensamente que
aquéllas, Esto estarfa indicando que la banda monomérfica E§T-1 estarfa codl
ficada por un gen al cual se denominé Est-1, diferente al o a los que codifl

carTan las bandas EST-2, EST-3 y EST-4,

Las bandas EST-1 y EST-2, ante una mezcla de ®«NA y B NA dan un co-
lor marrén, mientras que las bandas EST-3 y EST-4, reaccionan dando una fuer
te coloracién roja, Esto demostrarfa mayor afinldad de EST-3 y EST-4 por @BNA
que la demostrada por las bandas EST-1 y EST-2, De esto se podria deducir que
la banda EST-2 estarfa codificada por un gen diferente al de las bandas EST-

3 y EST-4, y el locus correspondiente fue denominado Est-2,

Las bandas EST-3 y EST-k en cotileddn, reaccionan frente a los dife
rentes sustratos de la misma manera en cuanto a presencla e intensidad; lo /
mismo sucede en hipoc6tilo a pesar de que en general en este 6rgano la tin=/
cién es leve, Cuando se analizaron estas bandas en epicétilo usando como /
sustrato «NA & ANA, EST-4 siempre apérecfa mucho menos tefiida que EST-B;-qi
to tal vez indicarTa que cada una de estas isoenzimas estd codificada por </

dos genees distintos a los que se denomind E§t-3 y Est-4,

Las restantes ocho bandas fueron agrupadas en tres zonas en base a/
su afinldad por los diferentes sustratos y por su movilidad, Dichas zonas //
fueron denominadas EST-l, EST-I1l y EST-II!, en orden decreciente de veloci=/
dad de migracién relativa, En estas zonas no pudo establecerse el nimero de/

genes y alelos involucrados, debido a que existe mucha variacién tanto en in

tensidad como en aparicién y desaparicién de las bandas, entre individuos de

una misma poblacién, Esto hace suponer que tal vez estén sujetos a complica

dos sistemas de regulacién, lo que dificulta el andlisis,
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La primera zona incluirfa las bandas EST=5, EST-6 y EST-7,

Esta zona reacciona tenuemente con ¥NB y &NS, intensamente con///

KNA y XNP y no lo hace con ABNA ni con &NM,

La zona || comprende las bandas EST-8, EST-9 y EST-10 que reaccio-/
nan intensamente con &NA y' o(NP, no haciéndolo con BNA, o<NB, o<NS ni
oL NM. Finalmente la zona 11l que incluye las bandas EST-11 y EST-12, reac-
ciona intensamente con ®NA y oNP, tenuemente con /3 NA y no reacciona ///

frente a los otros sustratos utilizados.

En las zonas | y |l se pueden ver patrones que comprenden una a tres
bandas, mientras que en la zona ||l se observan patrones de cero a dos ban=-/

das,apareciendo muchas veces sblo rastros o estelas de las mismas,

De lo descripto se puede resumir que existirfan cuatro genes monomé:
ficos (bandas EST-1 a EST-4) para las dos especies estudiadas y que las ocho ben
das restantes(]as cuales no fueron incluidas en los cédlculos de distancias e //
identidad genética) agrupadas en tres zoras, presentaron una gran variacién/

que no fue posible hasta el momento identiflicar con certeza,
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PEROXIDASA E,C,  1,11,1,7. (PRX)

seleccidn de los Organos analizados

Para la interpretacién del sistema isoenzim&tico de las peroxidasas,
se realizaron diversas pruebas utilizando diferentes érganos y diferentes pe
riodos del desarrollo, Tales ensayos permitieron elegir aquel estadio y 6rga

no de las plantulas donde se obtenia mejor resolucién de las bandas,

Con el tampdn utilizado (ver Materiales y Métodos), la actividad pe
roxidésica no se observd sino hasta 3 a 5 dTas después de Iniclada 1a germi-

nacioén,

La mejor resolucién de las bandas fue obtenida en la primera hoja /
adulta. Usando este 6érgano no se forman los ''cometas'' que dificultan la iden
tificacién de las bandas, Sin embargo, debido a que las pléntulas no siempre
alcanzaban a desarrollar la primera hoja adulta, fue necesario utillzar cotl
ledones de aproximadamente 7 dfas después del comienzo de la germinacién, El
patrén de bandas isoenzimdticas fue el mismo en cotiledén, epicdtilo, hipocd

tilo y primera hoja adulta,

Seccidén Algarobia,

Todas las especies de esta Seccidn mostraron tres bandas de migra=/
cién anédica, denominadas en oraen decreciente de movilidad PRX-1, PRX-2 y /
PRX-3 .S cbsenaron ademds algunas bandas que migraban muy proximas al frente de /
!

bromofenol y bandas catédicas que no fueron incluidas en el andlisis debido,

a que no eran de aparicién regular (Fig., 10 A, B y C)

Los patrones observados variaron entre individuos, poblaciones y es
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Figura 10. A y B) Zimogramas de peroxidasas de individuos de especies de la
SECCIOH Algarobia. A): 1-5, P. nigra (142, 143, 434, 435, 438); 6,
. caldenia (124); 7, P. flexuosa (133); 8-10, P. ruscifolia (332, 334,

?05 B): 1y 2, P. ruscifolia (149, 150), 3y 4, P. ni ra (141,358); 5 y
6, P. alba (315, 323); 7y 8, P. hassleri( 311, 316); caldenia (]18}

]0, P. f]exuosa(l32); 11-13, P. alpataco (109, 111, 112 Ci Esquema de
las bandas observadas en los individuos de las especies ana]|zadas
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pecies,

En la poblacién de'P.rugcifo]ia de P,ruscifolia de Avellaneda, todos

los individuos presentaban las bandas PRX-2 y PRX-3, mientras que la banda//

PRX-1 se hallaba presente sélo en algunos individuos,

En P.ruscifolia de la provincla de Formosa, f.a}Pa, P.hassleri y /

P.alpataco, PRX-3 pudo ser observada en todos los indlviduos, mientras que /
PRX-1 y PRX-2" podTanestar presentes o ausentes, Finalmente P.nigra de Entre/

Rfos, P.nigra de Stgo, del Estero, P.caldenia y P.flexuosa, presentaron indi

viduos de una, dos, tres o ninguna banda,

Cuando se anallzaron las semillas provenientes de individuos de pos
sible orTgen hibrido, no aparecieron patrones de bandas diferentes de aque-/
11os encontrados en los posibles progenitores, Esto hace suponer la existen=-

cia de los mismos genes en todas estas especies,

Ceterminacién de los posibles loci y alelos

En especies diploides, tales como las que fueron estudiadas en este
trabajo, no puede haberen unindividuo mds de dos alelos por locus, Por lo tan
to se esperarfan patrones de 1 6 2 bandas para enzimas monoméricas, 1 6 3 pa

ra enzimas diméricas, 1 & 5 para tetraméricas, etc.

Los patrones observados no se ajustan a las predicciones para enzi-
mas poliméricas, y es mads factible asociar su comportamiento al de una (s) /
enzima (s) monomérica (s) con alelos nulos, que en homocigosis producirfan /

ausencia de enzima, explicando asT la presencia de individuos sin bandas.

En'P ruscifolia de Formosa; P.alba, P,hassleri y P,alpataco, PRX-3/

no presentd variacién en ningin individuo, mientras que si se observé varia=

cién en las bandas PRX-1 y PRX-2, por lo tanto PRX-3 no seria alternativa //



e L
alélica de PRX=1 ni de PRX-2 y deberfa estar codlficada por un‘locus diferen
te al o a los que codifican para las bandas PRX-1 y PRX-2, Se denomind enton

ces Prx-3 al gen que codifica la isoenzima PRX=3, cuyo‘locus presentarfa dos

alelos, uno activo (Prx-}l) y uno nulo (Prx-BU), presente en P,nigra, P,fle-

xuosa y P.caldenia que en homocigosis determinaria ausencia de banda,

Todos los individuos de P,ruscifolia de Avellaneda, presentaron las

bandas PRX-2 y PRX-3, mientras que la banda PRX-1 mostrd variacidn, estando
presente en algunos individuos y ausente en otros, Por lo tanto se puede supo
ner que PRX-1 estarfa codificada por un locus diferente al que codifica las
bandas PRX-2 y PRX-3. De esta manera se denominé Prx-1 al gen que codifica-/
rfa a la banda PRX-1 vy Prx-2 al que codificarfa para la banda PRX-2.

Cada uno de ellos tendrTa un alelo nulo (Prx-lo, Prx-20 respectivamente)y '/

uno activo (Prx-11 y Prx-21).

Los dos alelos del locus Prx-1 estdn presentes en todas las pobla-
ciones de las especies estudiadas de esta Seccion, El alelo Prx-zn sblo estd

ausente en P,.ruscifolia de Avel laneda.

En base a esta hipdétesis de tres genres cada uno de ellos con un ale
lo activo y otro nulo, se numeran a continuacion los diferentes fenotipos ob

servados (bandas) y los genotipos hipotéticos correspondientes:

LOCI PROPUESTOS GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS
A1 _{1/0 .
Prx=-1 Prx=1 y Prx=1 PRX=1
Prx~10/0 Ausencia de banda,
1/1 1/0
Prx=2 Prx=2 y Prax-2 / PRX~2
Prx-z‘:}/0 Ausencia de banda
1/0
it prx=31/1 y prx-31/ PRX-3
Prx-30/8 Ausencia de banda
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En las tablas 82 a 102 se dan las frecuencias fenotTpicas de los //

tres loci para las diferentes especies y poblaciones.

Las frecuenclas alélicas se estimaron a partir de las fenotfpicas su=

poniendo que las poblaciones estaban en equilibrio (Tabla 119),

Seccidn Strombocarpa

Las dos especies presentaron en comin una banda monomérfica denomi-
nada PRX-A, de velocidad de migracién andédica mucho mayor que la PRX-1 des-
cripta en la Seccién Algarobia (Fig, 11 A), Esta banda se colorea inmediata
mente al tratar el gel con bencidina. Una segunda banda (PRX-B) de menor ve
locidad de migracidn que aparece luego de unos 10 minutos de iniciada la /

coloracion, se observd en todos los individuos de P.strombulifera y en algu

nos de P.reptans (Fig, 11 B y C), Finalmente una tercera banda PRX-C de mena
velocidad de migracion que PRX-B y que aparece simulté@neamente con esta dl-
tima, se halla presente solamente en algunos individuos de Plregtans_(Fig./
11 C). En esta Gltima especie las bandas PRX-B y PRX-C presentaron los si=/
guientes patrones de aparicién en los diferentes individuos: PRX-B, PRX-C,/

ambas bandas o ninguna,

Determinacion de los probables loci y alelos

La no aparicién simulténea durante la coloracién de la banda PRX~A/
con respecto a las bandas PRX-B y PRX-C sefialarfa que estas enzimas tendrian
diferente afinidad por el sustrato y, por lo tanto, es probable que PRX-A /

no sea un alozima de PRX-B y PRX-C,

De estos resultados puede suponerse que existirian dos loci, el pri
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Figura 11. Zimogramas de peroxidasas de individuos de especies de la

Seccion Strombocarpa. A) Bandas peroxidasicas obtenidas inmediatamente
después de iniciada la tincidn, solamente se observa la banda PRX-A:
1-5, P.strombulifera (19); 6-10, P. strombulifera (9563); 11-17, P.
reptans (166). P.ru= P.ruscifolia (710). B) Bandas peroxidasicas ob-

tenidas luego de 10 minutos de inciada la tincion; aparece la banda

PRX-B: 1-7, P. strombulifera (9563); 8-14, P. strombulifera (19). P.ru=

P.ruscifolia (710). C) Bandas peroxidasicas obtenidas luego de 10 mi-

nutos de inciada la tincién; aparecen las bandas PRX-B y PRX-C: 1-17,
P.reptans (166); P.ru= P.ruscifolia (710). D) Esquema de las bandas

observadas en los individuos de las especies analizadas.
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Tabla 82. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-1 en P. ruscifolia (Formésa). '

Genotipos ’
Propuestos N20Observados
Prx-11/'l + Prx-l”0 19
Prx-1c'/0 81

Tabla 83. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-2 en P. ruscifolia (Formosa).

Genotipos

Propuestos N20bservados
Prx-zl/1 + Prx-ZI/O 84

prx-22/0 12

Tabla 84. Frecuencias enotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-1 en P. ruscifolia (Awelbaneda).

Genotipos

Propuestos : N20bservados
Pr:r<--11‘/1 + Prx-llfo 1

Prx-—'lw0 21

Tabla 85. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-1 en P. nigra (Sgo. del Estero).

Genotipos

Propuestos N20bservados
Prx-]”1 + Prx-l”0 13
Prx-lﬂ',0 72

Tabla 86. Frecuencias fenotipicas absosolutas observadas para el locus
Prx-2 en P. nigra (Sgo. del Estero).

Genotipos -

Propuestos N20bservados
Prx-Z”1 + Prx”0 79

Prx-ZO/O 9
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Tabla 87. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-3 en P. nigra (Sgo. del Estero).

Genot ipos

Propuestos N20Observados
Prx—31/] + Prx-3l‘}0 48

Prx--30/0 ' 35

Tabla 88. Frecuencias fenotfpicas absolutas observadas para el locus
Prx-1 en P. nigra (Entre Rfos).

Genotipos

Propuestos N20bservados
Prx-11/1 + prx-31/0 28
Prx—]0/0 62

Tabla 89. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-2 en P. nigra (Entre Rfos).

Genotipos
Propuestos N20bservados
prx-2"/1 4+ prx-21/0 43

prx-2%/0 37

Tabla 90. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus

Prx-3 en P. nigra (Entre Rfos).

Genotipos
Propuestos N20bservados
F’rx-BV1 + prx!/0 60

Prx-30/0 20

Tabla 91. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-1 en P. alba (Formosa).

Genotipos

Propuestos N20Observados
Prx-1]/] + Prx-l]/0 60
Pr'x—-lw0 31
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»Tabla 92. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus

Prx-2 en P. alba (Formosa).

‘Genotipos
Propuestos

N20bservados

1/1 /0

0/0

Prx-2 + Prx-2'

Prx-2

‘Tabla 93. Frecuencias fienotipicas absolutas observadas

Prx-1 en P. hassleri (Formosa).

,Genotipos
Propuestos

N20bservados

1/1
/0

1/0

Prx-1 + Prx-=1

Prx-l0

‘Tabla 94. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas

Prx-2 en P. hassleri (Formosa).

‘Genotipos
Propuestos

N20Observados

Pr><-21/1 1/0

Prx—zo/o

+ Prx=2

Tabla 95. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas

Prx-1 en P. alpataco (Chacharramendi).

‘Genotipos
Propuestos

N20bservados

1l/l /0

0/0

P~ * Prx-II

Prx-1

para el locus

para el locus

para el locus

Tabla 96. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus

Prx-2 en P. alpataco (Chacharramendi).

Genotipos
Propuestos

N20bservados

1/1
0/0

/0

Prx-2 + Prx-2'

Prx=2
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‘Tabla 97. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-1 en P. flexuosa (Cura-Cd).

Genotipos

Propuestos N20bservados
Prx=1"/1 4 prx=1 140 42
Prx--IO'/0 ' 48

Tabla 98. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-2 en P. flexuosa (Cura-Cd).

‘Genotipos

Propuestos N20Observados
prx-2'/1 + prx-2'70 43
Prx—ZO/0 55

‘Tabla 99. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-3 en P. flexuosa (Cura-Cd).

-Genot ipos

Propuestos N20bservados
Pr><-3]/l + Prx-3]/0 69
Prx~30/0 27

‘Tabla 100. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-1 en P. caldenia (Santa Rosa).

‘Genotipos

Propuestos N20bservados
Prx-11/1 4 prx=y 140 55
Prx-IO/0 33

#

‘Tabla 101. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-2 en P. caldenia (Santa Rosa).

‘Genot ipos

Propuestos N20bservados
Prx-21/1 + Prx-ZI/O 58
prx-22/0 31
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Jabla 102. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el !locus
Prx-3 en P. caldenia ( Santa Rosa).

Genotipos

Propuestos N20Observados
Prx-31/] + Prx-3]/0 61

Prx-BO/O 28

Tabla 103. Comparacion delas frecuéncias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Prx-B en P. reptans ( Sgo. del Estero).

Genotipos

Propuestos N2Observados N2Esperados
Prx-8'/" + prx-8'/0 28 27.97
Pr'><-E32/2 + Prx-BZ/0 9 7.15
Prx-BO/O 10 10.01
Prx-8'/2 1. 5.87

X$= 107 ; p= 0.30
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mero que codificarfa para la isoenzima PRX=A (de répida aparicién y el se-
gundo, de aparicién retardada, que codificarfa para las dos isoenzimas, El1 //
primer locus, monomérfico en ambas especies se denominé Prx-A, El1 seaundo,Prx

-B, serfa monomérfico en P,strombulifera, produciendo la banda PRX-B y poli=/

mérfico en P reptans, produciendo las bandas PRX-B,PRX-C ambas o ninguna, De
las combinaciones observadas para las alozimas PRX-B y PRX-C, el locus PRX-B/
presentaria tres alelos, los que fueron denominados Prx-B‘, Prx-B2 y Prx-Bo./

Este (1timo, en homocigosis no producirfa banda,

Alternativamente podrfa suponerse que PRX-B y PRX-C estén codifica-/
das por loci distintos, cada uno con un alelo activo y otro nulo. No obstante,
se opté por la primera hipétesis porque: 1) Considerando el punto (c) de Méto
dos utilizados para la determinacién de los probables loci y alelos, ambas //
bandas aparecen simul tdneamente en todos lo; Srganos estudiados (cotileddn, /
epicétilo e hipocétilo) a partir del tercer dfa después de iniclada la germi=
nacién., Este hecho podrfa indicar que ambas isoenzimas (PRX-B y PRX-C) estédn/
sujetas al mismo sistema de regulacién y tal vez estén codificadas por alelos
de un locus. ii) Se calcularon las frecuencias génitas (Tabla 120) para el lo

o
cus PRX-B con sus probables tres alelos, Prx—B1, Prx-B2 Y Prx-B0 y posterior=
mente por medio de una prueba'X? se determiné que las frecuencias genotfpicas
observadas no se apartaban de las esﬁeradas para un equilibrio de Hardy=-

Weinberg (Tabla 103) (p»0.05) ., Esto reforzarfa la hiptesis de que las bandas /

PRX-B y PRX-C serTan productos de alelos de un gen,

De acuerdo con lo propuesto se Indican a continuacién los diferentes

fenotipos observados (Bandas) y los correspondientes genotipos postulados:

LOCI PROPUESTOS GENOTIPQS PROPUESTOS BANDAS

Prx-A Prx-A'/! PRX-A
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LOCI PROPUESTOS' GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS
Prx=B'"1 & prx-g!/® PRX-B
Prx=B2/% & prx-p2/® PRX~C
Prx=-B
Prngﬂ Ausencla de banda.
1/2. PRX-C-B

Ppr
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6=FOSFOGLUCONATO DEHIDROGENASA E,C, 1,1,1,43. (6-PGD)

T T T Ty

Seleccién de_los 6rganos ‘analtzados,

Este sistema isoenzimético presentd muchas dificultades para poder//

individualizar claramente las distintas bandas,

Fueron utilizadas semillas a 24 hs, de la iniciacién de la germina=-/
cién, cotiledén, epicdtilo e hipocétilo con 4,7 y mds dlas de crecimiento de
la pléntula, asT como diferentes soportes y tampones, Finalmente, el estudio

de 6-PGD fue realizado en semillas con 24 hs, de germinacién,

Seccidén Algarobia

Dentro de esta Seccién pudieron identificarse cuatro bandas anédicas
denominadas 6PGD-1, 6PGD-2, 6PGD-3 y 6PGD-4, numeradas en orden decreciente

de velocidad de migracién electroforética,

La banda 6-PGD-3 es comin a todas las especies de esta Seccién y es

12 Gnica en P,hassleri y P.alba (Fig. 12 A, muestras 7 y 8; C, muestras 2 y/

3), la banda 6PGD-1 se observa en P.nigra, P.flexuosa y P.alpataco (Fig. 12/

A, muestras 9 y 10; B, muestra 2; C, muestra 1), la banda 6PGD-4 es caracte-
rfstica de P caldenia (Fig, 12 A, muestras11-16) y la banda 6PGD-2 de P.rus-
cifolia (Fig, 12 A, muestras 1 - 6), En la figura 13 se esquematizan los zi-

mogramas caracteristicosde las especies estudiadas,

Cuando se analizaron individuos provenientes de arboles hibridos en-

tre P.alba x P,hassleri, sélo se obtuvieron individuos con la banda 6PGD-3,

En el caso de individuos provenientes de &rboles de P, hassleri x//
D e

P.ruscifolia se observaron las bandas 6PGD-2 y 6PGD-3 y a veces una banda -in

termedia entre ellas, muy tenue y poco constante como para poder ser Inclu=
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Figura 12. Zimogramas de 6-fosfogluconato dehidrogenasa de individuos de
especies de las Secciones Algarobia y Strombocarpa. A) 1-6, P. ruscifolia
(307,313,321,526,146,147); 7, P. alba (323); 8, P. hassleri (320);

9, P. flexuosa (133); 10, P, alpataco (111); 11-16, P. caldenia (123,124,
126,118,119,120); 17, P. flexuosa (105), arbol muy cercano a P.caldenia
(104). B) 1, P.strombul ifera (19); 2, P. nigra (141); 3, P. reptans (166)

C) 1, P. nigra (358); 2, P. alba (329); 3, P. hassleri (311).
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ida en este an&lisis. Al analizar semillas provenientes de P.nigra x P.hassle

'ri se observaron las bandas €PGD-1 y 6 PGD-3, siendo la primera muy tenue,

Estudiando individuos provenientes de &rboles hibridos P,flexuosa x/
P.alpataco, se obtuvieron solamente individuos con las bandas caracteristicas
de las especies puras o sea 6PDG-1 y 6PGD-3, Finalmente, semillas provenien=
tes de P.alpataco (171,172) vy P,flexuosa (100, 103, 105, 106, 107) de enjam
bres hibridos y muy cercanos a arboles de P,caldenia, mostraron las bandas /

P ————
6PGD-1, 6PGD-3 y 6 PGD-4 (Fig, 12 A,mestra 17) siendo 6PGD-1 y EPGD-4 muy te

nues,

Determinacién de los probables loci y alelos

-y ——

Debido a que no fue observado un polimorfismo aparente en las bandas
descriptas para las diferentes especies, y que en los individuos provenlen-/
tes de los posibles hfbridos o introgresantes no se observé segregacién, si-
no solamente una adicién de las bandas caracterfsticas de los posibles proge
nitores, se supuso que estarfan implicados genes diferentes en la produccién

de cada isoenzima observada,

Esta hipdtesis es apoyada por el hecho que cuando se analizaron las

semillas provenientes de P.alpataco y P.flexuosa de enjambres hibridos, que

muy probablemente sean resultado de hibridacién con P ,caldenia, aparecen si-
multéneamente indlviduos con las tres bandas (6PGD-1, 6PGD-3 y 6PGD-4). _.Da
do que las especies son dipléides Y no espera mds que dos alelos por 12523,
es de suponer que estas tres bandas estarfan codificadas por més de un gen,/
En base a esto se denominé 6Pgd-1, 6Pgd-3 y 6Pgd-4 a los genes que codifican

para las bandas 6PGD-1, 6PGD-3 y 6PGD-4 respectivamente,

Cuando se analizaron las semillas provenientes de drboles hlbridos /

P.hassleri x 'P.ruscifolia, sdlo se observaron individuos con dos bandas .Nue
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vamente, la no aparicién de individuos poseyendo una sola de ellas harfa ///
descartar la posibilidad que estas dos bandas sean alélicas, Por lo tanto se

denominé locus 6Pgd=-2 a aquél que codifica para la banda 6PGD-2,

En base a esta hipStesis se dan a continuacidn el nombre de los/

posibles loci y bandas que ellos codificarfan:

LOCI PROPUESTOS BANDAS
6Pgd-1 6PGD-1
6Pgd=-2 6PGD-2
6Pgd-3 6PGD-3
6Pgd =4 6PGD-4

Seccidn_Strombocarpa

Todos los individuos de las poblaciones de las diferentes.especies /

analizadas mostraron un (nico patron de dos bandas,

Estas fueron denominadas en orden decreciente de velocidad de migqa

cién electroforética, 6PGD-A y 6PGD-B, (Fig, 12 B, muestras 1 y 3; Fig ,13).

Dado que no se dispuso de individuos de origen hfbrido para su and
lisis, y el estudio de diferentes estadios del desarrollo y érganc no dio /
ninguna informacién adicional, se supyéo un esquema pata la produccién de /
las isoenzimas semejante al encontrado en las especies de l% Seccidn Algarg
bla., Por lo tanto, se postulé que cada banda estarfa codificada por un gen/
diferente, los que fueron denominados 6Pgd-A y €Pgd-B respectivamente para//

las isoenzimas 6PGD-A y 6PGD-B,
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*AMINOPEPTIDASA E.C, 3,4,1,2, (AMP)

P

Seleccién de "los ‘6rganos anal izados

g

Las mismas bandas fueron encontradas en semillas de 24 hs, de inicia
da la germinacién, y cotiledones, epicétilo e hipocStilo de plantulas de ///
aproximadamente 7 dTas. La Gnica diferencia observada fue que la intensidad/
de las bandas era menor en semillas de 24 hs, que en las plantulas de 7 ///
dfas, Para este estudio isoenzimdtico se escogieron plantulas de este dltimo

estadio,

Seccién Algarobia,

La especie que presentd maycr nimero de Isoenzimas fue P.caldenia,que
mostré 5 bandas anédicas que fueron denominadas de mayor a menor velocidad /
de migracién electroforética AMP-1, AMP-2, AMP-3, AMP-L4 y AMP-5 (Fig. 14 A y
C). Las poblaciones de las otras especies analizadas en esta seccién sblo /

mostraron las bandas AMP-1, AMP-3, AMP-4 y AMP-5 (Fig. 14 B y C).

La banda AMP-1 era invariable y migraba muy cercanamente al frente /

de bromo fenol, La banda AMP-2 estaba presente en todos los individuos de //

P.caldenia.Con respecto a las otras 3 kandas, los patrones observados en todas /

las especies podTan presentar s6lo 1 6 2 de ellas por individuo: AMP-3, AMP-

L, AMP-5, AMP-3 y AMP-k, AMP-3 y AMP-5 & AMP-4 y AMP-5,

Al estudiar los individuos de posible origen hibrido (Ver Materiales
y Métodos) sblo se pudo observar patrones semejantes a los de las especies /

puras.

En los casos en que los individuos analizados provenfan de cruzamien~

tos en los cuales intervenfa como un poslible progenitor P,caldenia, la banda




- 141 =

_ANE) e pam: l

..;mvg“ua. -phee

I AMP-1

_ AMP.-2
. e
I e
. -

Figura 14. Ay B). Zimogramas de aminopeptidasas de individuos de especies
de la Seccidn Algarobia. N 1-6, P.caldenia (118,119,120,121,123 y 124)

B): 1y 2, P. ruscifolia (321,151 j, 3y b, P. nigra (139 358) 5, P, alba

(329); 6 P. hassleri (311); 7, P. alpataco ataco (112); 8, P. flexuosa (132).

C) Esquema de las bandas observadas en los individuos de las especies ana-
lizadas.




- 142 -

AMP-2 se hallaba presente con Intensidad de coloracién variable y en algunos

individuos préacticamente no era boslble identificarla,

Qg;erminaciénrﬁe los_posibles ‘loci y alelos

Como en los patrones Isoenzimdticos de los poslhles in~//
dividuos de origen hibrido se aprecia la ausencia de combinaciones diferen=/
tes a las encontradas en los presuntos padres, se supone que al menos exis
te homologTa para las bandas AMP-1, AMP-3, AMP-4 y AMP-5 entre las diferen-/

tes especies,

Para la determinacion de loci y alelos se utilizaron diferentes sus=/

tratos, como fue explicado previamente en Materiales y Métodos.

En las tablas 104, 105 y 106 se observan los resultados obtenidos/
en plantulas de 7 dfas, utilizando los diferentes sustratos., Con el objeto /
de simplificar la escritura, se denominard con A, al sustrato clorhidrato de
p-nitroanilida de N-ol-benzoil-DL-arginina, con B, al clorhidrato de B-naftil
amida 4 metoxi-L-leucina, con C, al clorhidrato de B -naftilamida de N- o< -
benzoil-DL= arginina, con D, al clorhidrato de B3-naftilamida de L-leucina,
Como se aprecia en las tablas 104, 105 y 106 AMP-1 comprenderia en realidad/
al menos dos enzimas con igual velocidad de migracién, Esto surge del hecho/

que dicha banda en P.flexuosa, P.,alpataco y P.caldenia (Tablas 104 y 105) //

reacciona con los 4 sustratos mientras que en el resto de las especies (Ta-/
bla 106) sélo lo hace con B y D, Como estos {iltimos son sustratos para endo-
petidasas, mientras que A y C los son para exopeptidasas, podria suponerse //
que todas las especies presentarlan un Jocus (AMP-1) que codiffcarfa una en

dopeptidasa que darTa 1a banda AMP-1, Por otra parte, P.,alpataco, P.flexuosa

y P.caldenia poseerfan un segundo locus (AMP-2), que codificarfa para una //

exopeptidasa que reaccionarfa con A y C, cuya velocidad de migracién serfa /



Tabla 104. Comparacidon de la intensidad de tincidon de las bandas con actividad amonopeptidasa en cotileddn,
epicotilo e hipocdtilo de 7 dias, usando diferentes sustratos, en la especie P. caldenia de la Seccién

Algarobia. Intensidad de tincidn: +++= intensa, ++-= media, +--= tenue, /--= tenue o ausente, ---= ausente.
Sustratos: (A)= clorhidrato de p- nitroanilida de N- ebenzoil- DL-arginina, (B)= clorhidrato degnaftilamida

de 4- metoxi-L- leucina, (C)= clorhidrato definaftilamida de N- - benzoil-DL- arginina, (D)= clorhidrato
de (R-naftilamida de L- leucina.

ORGANOS

BANDAS COTILEDON EPICOTILO HIPOCOTILO

(A) (8) () (@ (A (8) (c) (p) (A) (8B) (c) ()
AMP-1 +++ e+ e e - - e - e = e -
AMP-2 === 4t === At === = === = mme o= —ee pe-
AMP-3 Fm= < o g =te | g Cmmal = - Se= e wem  $Re
AMP-4 /== +++ [== 4+++ === H4= === 4= === = —em -
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fgual a la de AMP-1, Dicha banda fue denominada AMP-A,

En resumen, con estos resultados se postulé la existencia de un gen/
monomérfico comiin a todas las especies denominado Amp=1 que produce la isoen
zima AMP-1 y otro ‘locus también monomérfico denominado Amp-2 presente sola-/

mente en P,caldenia, P,flexuosa y P,alpataco, y que produce otra banda con /

la misma velocidad de migracién que AMP-1 y a la que se denominé AMP-A,

La banda AMP-2 presente s6lo en P.caldenia (Tabla 104) reacciona con
los sustratos B y D, Esta enzima también estarfa codificada por un gen mono-

mérfico al que se denominé Amp-3,

Las bandas AMP-3, AMP-4 y AMP-5, reaccionan de fgual forma en todas/
las especies, Con A y C lo hacen muy levemente, mientras que reacclonan in=/

tensamente con B y D (Tablas 104, 105 y 106),

De acuerdo a esto (ltimo, y dadas las combinaciones con que aparecen
estas bandas, se postuld la existencia de un locus al aue se denominé Amp=-4/

con tres alelos codominantes denominados Amp-h‘, Amp—-'-l2 y Amp-hB.

En base a los resultados obtenidos y a los loci postulados en la pro
duccion de estas aminopeptidasas, se dan a continuacidon los diferentes feno=

tipos observados y los genotipos correspondientes:

LOCI PROPUESTOS GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS
Amp~1 _Amp-1'/1 AMP-1
Amp=2 Amp-2'7! AMP-A
Amp-3 . Amp=3'/" AMP-2
Amp=4'/1 AMP-3
Amp-hzfz AMP=L
G Amp-4>/3 AMP -5

Amp-f-[1/2 i AHP‘3 Y L
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Amp=4 173 AMP=3 y 5
Amp=4243 AMP-4 y 5

— T T T T T T T Ty W T T T T T T .-

A partir de las frecuencias observadas de los genotipos postulados //
(Tablas 107-115) se calcularon las frecuencias:alélicas para el locus poli-/
mérfico Amp-4 (Tabla 119), A partir de estas Gltimas se calcularon las fre-/
cuencias genotfpicas esperadas paralas condiciones de equilibrio segiin Hardy
~Weinberg, comparéndolas con las frecuenclas observadas mediante la prueba//
X? (Tablas 107 - 115), Solamente en P,caldenia el estadfstico fue slgnlflqg

tivo (0,01<p«¢0.,05) (Tabla 115),

Seccién Strombocarpa

En los Individuos analizados de P,reptans y P,strombulifera de Cata-/

marca se individualizaron un total de 3 bandas an6dicas, denominadas en orden
decreciente de velocidad de migracién electroforética AMP-A, AMP-B y AMP-C /

(Fig. 15 A y B). La poblacién de Rfo Negro de P,strombulifera solamente mos-

tré las bandas AMP-A y AMP-C,

Las velocidades de migracién de todas estas bandas fueron superiores
& las encontradas en la Seccién Algarobia y por lo tanto no es posible homo-

logarlas.

La banda AMP-A estd presente en todos los individuos de las poblacio=
nes estudiadas de las 2 especies, AMP-B y AMP-C variaban en P,reptans y ///

P.strombul ifera de Catamarca encontrindose distintos patrones de 102 bandas:

AMP-B, AMP-C & AMP-B y AMP-C, La banda AMP-B estaba ausente en la , poblacidn

de RTo Negro de P,strombulifera, donde todos los individuos presentaban la /

banda AMP=-C,
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Tabla 107. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4 en P. ruscifolia (Formosa).

Genotipos

Propuestos  N°Observados N2®Esperados

Amp-h]/' 0 1.32—1 oy
1/2 73

Amp-4 21 16.22—

Amp-417/3 2 .1k

Aup=l?/ % 45 49.70

Arrtp-ii‘?/3 30 25.38

Amp—43/3 2 3.24

XZ= 3.53; p= 0.17

Tabla 108. Comparacién de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4 en P. ruscifolia (Avellaneda).

Genotipos

Propuestos N20bservados N2Esperados
Amp-4 17! 0 0.72—
Amp=li /2 17 12.16—116. 28
Amp-41/3 0 3. ho—
Amp=h 2% 46 51.12
Amp-42/3 34 28.60

X?= 1.81; p= 0.18

1
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Tabla 109. Comparacidén de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4 en P. nigra (Sgo. del Estero).

Genotipos

Propuestos N20bservados N2Esperados
Amp-ll”l 6 3.50
Amp=41/2 10 13.50
Amp-4'/3 6 7.50
Amp-42/2 12 13.00
Amp-h2/3 20 14,47
Jﬁ'\mp--1+3/3 2 k.02

X§= 6.19; p= 0.10

Tabla 110. Comparacién de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4 en P. nigra (Entre Rios).

Genotipos
Propuestos N%Observados N%Esperados
Amp=-41/1 " 7.1k
Amp-4'/2 13 15.51

Amp-4 /3 9 14,23

Anp- il " 8.43
Amp-42/3 13 15.51
Amp-h3/3 RS 7.14

X2= 7.73; p= 0.05

3
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Tabla 111. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4 en P. alba (Formosa).

Genotipos
Propuestos  N20Observados N2Esperados
Amp-4' /] 6 5.45
1/2 :

Amp-4 24 23.82

. 1/3
Amp-4 1 2.33
Amp-kz'/2 26 26.05
Amp—h2/3 5 5.10
Amp-h3/3 1 0.25

X§= 3.07; p= 0.38

Tabla 112. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4 en P.hassleri (Formosa).

Genotipos

Propuestos  N20Observados N%Esperados
Amp-h]/] 4 3.70
Amp-lll/2 23 23.64
Amp-41/3 g 3.99
Amp-142/2 39 37.82
Amp-42/3 T 12377
Amp—h3/3 2 1.08

x§= 1.115 p= 0,77
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Tabla 113. Comparacién de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4 en P. flexuosa (Cura-Ca).

Genotipos
Propuestos N20bservados N2Esperados
Amp-417] 9 6.46

1/2
Amp-4 25 29.74
Amp-41/3 9 9.43
Amp-42/2 38 34,23
Amp-42/3 19 21.70
Amp-h3/3 5 3. 44

X§= 3.23; p= 0.36

Tabla 114. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4 en P. alpataco (Chacharramendi).

Genotipos

Propuestos N20bservados N2Esperados
Amp-41/1 8 6.2
Amp-hllz 20 24,56
amp-417/3 12 10.67
Amp—llz/?' 25 23.50
Amp-42/3 122 20.42
Amp-4373 3 .43

X%= 2.08; p= 0.56

3
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Tabla 115. Comparacidon de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4 en P. caldenia (Santa Rosa). ’

Genotipos
Propuestos N%Observados N®Esperados
Amp=4 /1 9 5.10
Amp-14 /2 15 23.15

1/3
Amp-4 12 11.59
Anp=42/ 33 26.26
Amp-42/3 21 26. 31
Amp-1437/3 9 £ 6.59

X§= 9.55; p= 0.02
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,Figura 15. A) Zimograma de aminopeptidasas de individuos de especies de la-

Seccion Strombocarpa: 1y 2, P. strombulifera (9563,19); 3 y 4, P. reptans
(166). B) Esquema de las bandas observadas en los individuos de las especies
analizadas.
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Determinacién dg los Erobables loct Y alelos,

Para la determinacién de loci y alelos se utlllizaron los mismos sus=~/

tratos que para las especies de la Seccidén Algarobia,

En la Tabla 116 se observan los resul tados obtenidos en cotileddn //

de plantulas con 7 dfas de crecimiento,

La isoenzima AMP-A sdlo reacciona con el sustrato A, Las restantes /
bandas no reaccionan con este sustrato pero sT lo hacen con B, D y muy le~
vemente con C, Estos resultados harfan suponer que AMP-A estd codificada por
un gen monomérfico, comiin a todas las poblaciones y al cual se denominé ///

Amp=A.

Las diferentes combinaciones que presentan las bandas AMP-B y AMP-C/

en P.reptans y P.strombulifera de Catamarca y sus similitudes al reaccionar/

con los diferentes sustratos permitié postular, que ellas estarfan codifica-
das por un gen polimérfico con 2 alelos caominantes, Los mismos fueron deno-
minados Amp--Bl Y Amp—Bz, y codificarfan respectivamente para las bandas ///

AMP-B y AMP~C.

El gen Amp-B serTa monomérfico en la poblacién de Rfo MNegro de ////

P,strombul Tfera, encontrdndose solamente el alelo Amp-Bz.

En base a estas hip6tesis se numeran a continuacién los diferentes /

fenotipos observados y su probable genotipo:

LOCI PROPUESTOS GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS

Amp -A Amp=A' /1 AMP -A
Amp-81/1 AMP-B
Amp~B Amp-B'/2 AMP-B y C.

2/2

Amp~-B AMP=C
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En la tabla 120 se dan las frecuencias alélicas, calculadas a partir
de los nimeros observados para los diferentes loci de AMP, Por medio de una//
prueba de ')(,2 se compard sl las frecuencias observadas del locus Amp=B en ////

P.reptans y P.strombul ifera de Catamarca se apartaban de las frecuencias espe

radas para un equilibrio de Hardy e Weinberg (Tablas 117 y 118),

En ambas poblaciones las diferencias no son significativas (P>0,05),




- 157 =

o
dabla 117. Comparacién de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-B en P. reptans (Sgo. del Estero).
\ . )
“\\ enotipos
Propuestos  N°Observados N2Esperados
Amp-'/1 6 4. 49
Anp-87/2 26 28.94
Amp-2/2 48 46.57
X$= 0.85; p= 0.36
Tabla 118. Comparacidn de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-B en P. strombulifera (Catamarca).
Genotipos
Propuestos N20bservados N2Esperados
Amp=h /! ! " 0.41
,*'!mu:;-B]/2 8 9.14
» Amp-82/2 51 50.45

Xf= 0.99; p= 0.32
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SUPEROXIDO DISMUTASA E,C, 1,15,1,1. (SOD)

Seleccién de los 6rganos ‘utilizados

-— b s e B s b e an e o

Para el andlisis de este sistema se estudiaron semillas 24 hs, des-/
pués de iniciada la germinacién y cotliledones de pléntulas con aproximadamen-

te 3, 7 y 20 dfas de crecimiento,

La mayor actividad enzimitica fue detectada en semillas 24 hs, des--
pués de la germinacién, A medida que la pléntula crece las.bandas se hacen //

més tenues, y se dificulta su identificacion,

Los cotiledones de edades diferentes fueron utilizados para determi

nar los posibles loci y alelos.

Secciones Algarobia y Strombocarpa

A pesar de que no es posible homologar las bandas de una Seccién con
respecto a la otra se trataran en conjunto, debido a que todos los individuos
analizados de las diferentes especies de ambas Secciones.mostraron un Gnico /
patrdon isoenzimatico, sin ninguna variacién, E1 mismo se compone de 5 bandas/
(Fig. 16 A y B), las cuales fueron denominadas en orden decreciente de velocl
dad de migracién electroforética SOD-1, SOD-2, SOD-3, SOD-4 y SOD-5 respecti=
vamente,

Al estudiar los individuos provenientes de drboles hibridos dentro #
de la Seccidon Algarobia, se obtuvieron las mismas bandas descriptas, por lo /

cual se supuso que los mismos ‘loci estan presentes en las diferentes especies,
p——




e

Sagana 10

Figura 16. A) Zimograma de superdxido dismutasa de individuos de especies de las Secciones Algarobia y
Strombocarpa: 1, P.

ruscifolia (710); 2, P. nigra (139); 3, P. alba (323); 4, P
P.alpataco (112); 6, P.

. _hassleri (320); 5,
flexuosa (127); 7, P. caldenia (118); 8, P. ruscifolia (307); 9, P. _ [
(19); 10, P. reptans (166). B) Esquema de las bandas observadas en los individuos de las especies anali
zadas. '

strombulifera

- 69l =
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Determinacién de lgg_g:pbables_lpci _flelos.

Debido a que en este sistema no ha sido posible reallzar pruebas qul -
micas que permitan saber si estas 5 enzimas estén codificadas por alelos de /
un gen o por genes distintos y que la utilizacién de los individuos hTbridos/
no da informacién adicional, ya que no hay segregacion de las bandas, se to-
maron en cuent2 otros criterios para determinar los posibles loci vy alelos, /

Ellos han sido descriptos:-en Materiales y Métodos.

En las diferentes especies de las dos secciones se pudo observar que/
SOD-5 se encuentra demasiado alejada de las restantes 4 bandas para ser consi
derada alélica de ellas. Por lo tanto, se supuso que esta banda estaria codi-

ficada por un locus monomérfico particular denominado Sod-5,
i A

Las otras 4 bandas migran préximas entre s7, pero la banda SOD-3 pre
senta 2 caracterfsticas que la diferencian de SOD-1, 2 y L: a) tiene una in-/
tensidad mucho mayor que las otras bandas, y b) cuando se analizan cotiledo-/
nes con mds de 7 dfas de edad, solamente se encuentran presentes las bandas /
S0D-3 y SOD-5, mientras que las demds bandas, pradcticamente han desaparecido,
Estas dos caracteristicas hicieron suponer que la banda SOD-3 estd codificada

por otro locus monomérfico al que se denominé Sod-3,

La banda SOD-4 presenta dos caracterfsticas diferenciales con respec
to a SOD-1 y a SOD-2; a)estd bastante alejada de ellas y b) cuando el cotile-
don pierde el tegumento seminal (aproximadamente 3 a 4 dfas de germinacién de
la pléntula), se la sigue observando nTtidamente a diferencia de SOD-1 y SOD-
2 que tie.nden a desaparecer, Este comportamiento distinto de la banda SOD-4,
con respecto a SOD-1 y 2, hizo suponer que aquélla estarfa codificada por un/

gen monomérfico al cual se denominé Sod=4,

No se pudo decidir si las bandas SOD-1 y SOD-2 estdn codificadas por
alelos de un gen o por genes distintos, Si fueran alelos de un gen, los indi-
viduos deberfan ser heterocigotas permanentes, ya que siempre estén presentes

ambas bandas y deberfa existir un mecanismo selectivo por el cual los homoci~-
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gotas fueran eliminados de la poblacién, Este hecho no parece ser probable ///

debido a la carga segregacional qué impllcarfa. En unos pocos Individuos SOD-1

parecerfa desaparecer antes qﬁé SOD-2, a partir de aproximadamente 10 dias de/

germinacién, pero esta observacién no pudo ser confirmada en un mayor nimero /

de individuos, Por lo tanto, ante lo Improbable de la hipdtesis de heterocigo-

tas permanentes, se asumié la hipétesis més sencilla de que las bandas SOD-1 y

SOD-2 estén codificadas por dos genes monomérficos diferentes denominados Sod=-

1 y Sod-2 respectivamente,

En base a estas hipdtesis se numeran a continuacion los fenotipos ob=/

servados y los correspondientes genotipos postulados,

i
LOCI PROPUESTOS GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS
Sod~1 Sod=11/1 S0D-1
Sod=2 Sod-21/1 S0D-2
Sod=3 sod=31/1 S0D-3
Sod=h Sod-4'/1 SOD -k
Sod=5 Sod-5171 S0D=5
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Variabilidad tntrapoblacional e |dentidad Genética Entre Poblaciones,

En base a las frecuencias alélicas (Tablas 119 y 120) se calculé pa-//
ra cada poblacién el porcentaje de loci polimérficos (P ) y la frecuencia me-/
dia esperada de heterocigotas bor locus (o Tndice polimérfico :H=P,1,) (Tablas
121 y 122), Dentro de cadad Seccién se cafcu?aron ademés, para todos los pares
de poblaciones, los Tndices de Identidad genética media y distanciagenética //
(Nei; 1972) (Tablas 123 y 124), Finalmente, en base a la identidad genética, /
utilizando el método de andlisis de agrupamiento de medias no ponderadas (UPG
MA) (ver Crisci y Armengol, 1983) se constrhyé el dendrograma correspondiente /

para las especies de la Seccién Algarobia (Fig, 17),
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Tabla 119. CONTINUACION.

P.ruscifolia‘ P.ruscifolia P.ruscifolia P.ruscifolia’ P.nigra P.nigra P.alba P.hassleri P.alpataco P. flexuosa P.caldentia
Alelos - Copo - Formosa Avel laneda Chaco S.Estero E.RTos ~ Formosa Formosa Chacharramendi Cura-Cé ~ Santa Rosa
Apmp=l i 1.000 1:0005™ » & .« ====e 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Amp=20 e Ee—at 0.000 00000 & | =—== 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 1.000
APPpE3IE TEmE=s 0.000 0.000 9.5 " ===fa 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 . 0.000 1.000
Ambrh] ----- 0.115 0.085 = --=-- 0.250 0.324 0.294 0.211 0.267 0.248 0.227
Amp-‘d2 ---- 0.705 . OLAS: - = ik o= 0.482 0.352 0.643 0.675 0.511 0.571 0.515
Amp-‘*3 ----- 0.180 0200 . L mmeer 0.268 0.324 0.063 0.114 0.222 0.181 0.258
Adh-ll 1.000 - 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.807 0.640 0.659
Adh-l2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.121 0.250 0.283
Adh-l23 0.000 0.000 -+ 0.000 0.000 0.000 ; 0.000 0.000 0.000 0.072 0.110 0.058
Adh-2 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 g
6-Pgd-1 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.000
6-Pgd-2 1.000 1.000 1.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
6-Pgd-3 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
6-Pgd-4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000
Sod-1 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Sod-2 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Sod-3 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Sod-4 1.000 1.000 1.000 4 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Sod-5 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

-{19[-
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Tabla 120. Frecuencias alélicas en las diferentes poblaciones de las
especies de la Seccidon Strombocarpa.

P. reptans P. strombulifera B, strombuliferaq
Alelos Sgo., del Estero Catamarca Rio :Negro
Est-1 1.000 1.000 1.Q00
Est-2 1.000 ' 1.000 1.000
E8t-3 1.000 1.000 : 1.000
‘L) Est-4 1.000 1.000 1.000
Adh-6 1.000 1.000 1.000
Adh-7 1.000 1.000 1.000
Amp-A 1.000 1.000 1.000
Amp-B' 0.237 0.083 0.000
Anp=8" 0.763 0.917 1.000
6-Pgd-A 1.000 1.000 1.000
6-Pgd-B 1.000 1.000 1.000
Got-A] 0.045 0.350 0.060
Got-A% 0.955 0.650 0.940
Got-B' 0.275 0.551 0.260
| Got-B2 0.725 0. 449 0. 740
Got-C 1.000 1.000 1.000
Got-D 1.000 1.000 1.000
Got-E 1.000 1.000 1.000
| |
Got-F 1.000 1.000 1.000
&
Prx-A 1.000 1.000 1.000
Prx-B' 0.420 1.000 1.000
Prx-8° 0.137 0.000 0.000
prx-B° 0.443 0.000 0.000
| Sod-1 1.000 1.000 1.000
Sod-2 1.000 1.000 1.000
Sod-3 1.000 1.000 1.000

(CONT INUA)
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Tabla 120. CONTINUACION
P. reptans P. strombulifera P. strombulifera
Alelos Sgo.del Estero Catamarca Rio Negro
Sod=14 1.000 1.000 1.000
Sod-5 1.000 ' 1.000 1.000
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Tabla 121. Porcentaje de loci polimérficos (P) y frecuencia media espera-
da de he terOC|gotas por locus (H) en poblaciones de especies de Prosopis
de la Seccidon Algarobia. 0

ESPECIES vy
POBLACIONES RSk S, %z P N® de Loci

P. ruscifolia

Formosa y 0.132 :.0.0MI 38 21
P. ruscifolia
‘ Avellaneda 0.132 10.0’4’4 38 21
' P. ruscifolia
Copo 0.119 + 0.046 38 16
P. ruscifolia
Chaco 0.103 + 0.055 23 13
P. négra
Sgo. del Estero 0.207 + 0.052. 48 21
P. nigra
Entre Rios 0.219 + 0.054 48 21
P. alba
Formosa 0.171 + 0.051 45 20
P. hassleri
Formosa 0.168 + 0.047 45 20
P. alpataco
Chacharramendi 0.172 + 0.048 45 22

P. flexuosa

Cura-Co 0.230 + 0.052 50 22
P. caldenia
Santa Rosa 0.199 + 0.052 48 23
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~

Tabla 122. Porcentaje de loci polimérfico (P) y frecuencia media

esperada de heterocigotas por locus (H), en poblaciones de especies de

Prosopis de la Seccion Strombocarpa.

EPECIES vy ° :

POBLAC | ONES B ol a7 ]

P. strombulifera :

Rio Negro 0.022 + 0.017 2 23

P. strombulifera

Catanar. ca 0.048 + 0.029 13 23

- . P. reptans

Sgow! del Estero 0,063 +'0.03 ki 23

Tabla 123. Indices de similitud y distancia genética (Nei , 1972) entre

poblaciones de especies de la Seccidn Strombocarpa.

ESPECIES vy P. strombulifera P. strombulifera P. reptans

POBLACIONES Rio Negro Catamarca Avellaneda

: |

P. strombulifera

Ro Negro 0.999 0.983 g

P. strombulifera N

Catamarca 0.010 0.974 T
|

P. reptans - . g alBBBE S Moe e L et

Sgo. del Estero 0. 01% 0,026 2
D

DISTANCIIA



Tabla 124. Indices de similitud y distancia

genética (Nei, 1972) en especies de la Seccién Algarobia.

P. ruscifolia P. ruscifolia P. nigra . migra P. alba P. hassleri P.alpataco P. flexuosa P. caldenia
Formosa Ave I1aneda S.Estero . Rios Formosa Formosa Chacharramendi Cura-Co Santa Rosa
ﬁ;’;ﬁfg:fo“a ----- 0.959 0.833 0.830 0.814 0.834 0.769 0.778 0.757
i;:’ﬁ:ﬁ{‘;iw 0.041  ----- 0.851 0.801 0.829 0.849 0.778 0.778 0.774
‘S"_’E‘:g:’fo 0.183 016k Ll 4 ke 0.946 0.814 0.828 0.861 0.920 0.787
‘E"_";?;"S‘ 0.186 0.222 0.056  ----- 0.842 0.846 0.875 0.917 - 0.758
{c;r“mch’s“a 0.206 0.188 0.206 0.171  =---- 0.990 0.848 0.832 0.778
’F’é’:;’:)‘:iem 0.182 0.163 G188 . 0967 el | . aieen 0.833 0.834 0.777
é::czfaa:fac:endi 0.263 0.251 0.150 0.134 0.165 OoI83 & Tagserss 0.956 0.817
i e 0.252 0.251 0.083  0.087  0.184 0.181 0.0hS (% Ssihae 0.826
P. caldenia )
i g 0.279 0.256 0.240 0.275 0.251 0.252 0.202 04192  ==-e-
DISTANC | GENETICA

OPO==2ZMO —

>PO==-mMmZ MO

- 891 -
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DISCUSION

Las isoenzimas estén estrechamente relacionadas con las diferentes //
funciones fisiolégicas del individuo, Es interesante entonces examinar su po=
sible papel funcional dentro del organismo, ya que algunos autores consideran
que el mayor o menor polimorfismo fsoenzimdtico depende de la funcién que ///

b ellas cumplen en las diferentes rutas metab6licas,

Alcohol Dehidrogenasa

Es una enzima ampliamente distribuida en los reinos animal y vegetal,

En general reacciona con un gran nimero de alcoholes primarios y secundarios,

de cadenas lineales y ramificadas, alifdticos y aromidticos,

| ' La reaccidon general de la enzima alcohol dehidrogenasa es la siguien
te:

RCHZOH + NAD ADH RCHO + NADH
—— e

En el caso del alcohol etfilico, R es el grupo metilo,

El primer estudio genético detallado de la variacidén electroforé-

tica en ADH fue realizado en Drosophila (Johnson y Denniston, 1964; Grell et/
R fﬂ,;1965). Estudios posteriores de esta enzima en otros organismos demostfa-/
ron un considerable polimorfismo (Scandalios, 1969; Hart, 1970; Gottlieb, ///
1974 b; Shoji et al,, 1978; Hancock y Lansing, 1982; Ellstrand 55.213,1983; /
etc,) y se observé en casi todos los casos que la estructura de la misma era/

dimérica,

Segliin los reultados observados en el presente estudio para este siste

ma, dentro de la Seccién Algarobia esta enzima serfa dimérica y estarfa codi-
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ficada por dos genes, uro de ellos monomérfico y comin a todas las especies//
(Adh=2) y otro {ocus (Adh=1), con diferentes alelos fijados o no en distin~/

tas entidades,

Los individuos presentaron patrones de 3 6 6 bandas, resultado de //

las interacciones alélicas y no alélicas,

Este sistema isoenzimdtico permitié diferenciar entre s7 grupos de//

especies (P.nigra=P,ruscifolia; P,alba-P,hassleri; P,flexuosa-P.alpataco=-P,cl

denia; P,vinallllo), tanto por la fijacién de alelos diferentes en las distin

tas entidades, asT como por diferencias cuantitativas (de intensidad de tin-/
cién) entre algunas de las especies, También permitié reconocer por su zimo-/

grama, individuos de origen hfbrido ,

En la Secccién Strambocarpa, la enzima también se comportd como un df
mero, y el patrén de 3 bandas, peeserte en todos los individuos de estas espe
cies serfa el resultado de la interaccién no alélica de dos genes monombrfi-

cos (Adh-6 y Adh-7).

E1 hecho que los productes de dos genes separa&os mantengan su gran afi
nidad produciendo heteropolimeros sugiere que los dos.loci corresponderfan a
genes pardlogos que surgieron de un gen comin original por duplicacién géni-/
ca, y que probablemente esta duplicacién tenga un origen reciente, A medida/
que actlian las diferentes fuerzas evolutivas se van desarrollando mecanismos/
diferenciales de regulacion génica , y los genes duplicados eventualmente se/
vuelven genes que codifican para enzimas diferentes con distintos sistemas /
regulatorios (Ohno, 1970), Tal vez las especies de la Seccidn Algarobia se en
cuentren en una etapa temprana de la diferenciacidn génica para este siste-

ma isoenzimdtico, dado que los dos loci Adh-1 y Adh-2 conservan aln una alta/
homologTa.

Los patrones de 3 bandas para este sistema que aparecenen los indivi-
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duos analizados,podrTan indicar la seleccién de una estrategia adaptativa ba-
sada en la fijacli6n de heterocigotas permanentes a nivel enzimético 177/
(Gottlieb 1974 b), Un patrén semejante se encontrd en P, juliflera (Solbrig/
y Bawa, 1975), especie que podrfa ser para ADH un heterocigota permanente, La
mentablemente en el estudio antes mencionado no se determind el nivel de plol
dfa de la raza estudiada, ya que en P juliflora existen razas diploides y te-
traploides (Hunziker 25'213,1975,1977). De ser tetraploide, la heterocigosis /
podrfa ser consecuencia de la poliploidTa; si fuera asT, se esperarfa encon-/
trar numerosos ejemplos de heterocigosidad fijada para otros loci enzimaticos
(Roose y Gottlieb, 1976; Gottlieb, 1982), No obstante, del trabajo realizado/
por Solbrig y Bawa (loc, cit.) no se desprendid la existencia de alguna otra/
heterocigosis permanente a nivel enzimdtico, por lo cual parece mas probable
que se tratara de una raza diploide, y que el sistema ADH tuviera las mismas/

caractersticas que las observadas en el presente trabajo,

Otros patrones semejantes a los descriptos fueron encontrados en dis

tintas especies entre las que se puede citar a Sorghum bicolor (El1strand et/

al., 1983), las especies diploides de Gossypium ramondii y G,herbaceum (Hanooek

y Lansing, 1982), Clakia franciscana (Gottlieb, 1974b),etc,

La heterocigosis permanente es considerada ventajosa porque permite/
la complementacién polipeptidica con ausencia de carga segregacional con la /
posibilidad de que la divergencia entre los polipéptidos codificados por ge-/
nes diferentes permita una especializacidn diferencial No obstante, esto tam-
bién puede ser restrictivo, dado que las frecuencia alélicas no pueden respon
der a diferenciasen presiones selectivas originadas por camblos temporales en
el ambiente y la ausencia de diversidad alélica puede limitar la adaptacidn a

heterogeneidades del ambiente (Fincham, 1972),



- 174 -
Glutamato Oxalacetato Transaminasa,

Esta es una enzima ampliamente distribufda en el reino vegetal, ha-/

biendo sido estudiada en Stephanomeria exigua (Gottlieb, 1973 b, 1975), trigo
(Tang y Hart, 1975), mafz (Mac Donald y Brewbaker, 1972 a), También ha sido /
estudiada en ratén (Chapman y Ruddle, 1972) y humanos (Davidson et al., 1970).

En la mayorfa de los casos, esta enzima presenta una estructura dimérica,

La glutamato oxalacetato transaminasa cataliza la reaccién:
GOT
oxalacetato + glutamato s=———== aspartato + ot-cetoglutamato

que corresponde a una transaminacién citoplasmitica, Esta enzima también in-/

terviene en el metabolismo mitocondrial,

Este sistema permitidé diferenciar las especies de la seccién Algaro-
bia, debido a la fijacidon de alelos alternativos en algunas de ellas, asT co-

mo por las diferencias a nivel de las frecuencias génicas (Tabla 119).

.Un detalle importante puesto de manifiesto al estudiar este sistema
fue que semillas recogidas de &rboles provenientes de enjambres hfbridos y de

terminados morfolégica y cromatograficamente como P,flexuosa y P.alpataco, 7/

presentaban para la zona GOT | y GOT || patrones correspondientes a 6 combina
ciones diferentes (Fig, 5 D, E) dentro de las cuales estarTan involucrados los
alelos comunes a P,alpataco y P,flexuosa, asT como aquellos caracteristicos /
de P.caldenia, Esto implicaria que el polen de P,caldenia podria fertilizar /

individuos de P.alpataco y P,flexuosa. Sin embargo, al analizar semillas pro-

venientes del mismo lugar de arboles determinados como P,caldenia, s6lo se ob
servé el patrén tTpico de esta @iltima especie. Este hecho podria indicar que/
P.caldenia nolseffa fecundada por el polen de P,flexuosa ni de P,alpatacc  //
lo que indicarfa la existencia de una barrera de aislamiento reproductivo in-

cipiente entre P,caldenia y las otras dos especies,
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Las especies de la Seccién Algarobla son simp&tridas y se hibridan //
en amplias regiones de la Argentina, Sin embargo, slguen manteniendo sus dife
rencias génicas para este sistema, lo que sugerirfa que las enzimas ca
racterTsticas de cada una de las entidades son altamente adaptativas para el/

nicho que la especie ocupa, y que son mantenidas por fuerzasselectivas,

En las poblaciones de la Seccién Strombocarpa las frecuencias alélicas

para este sistema isoenzimadtico, fueron muy similares, Sin embargo, P,strombu

lifera de Catamarca se diferencié de las otras poblaciones por las frecuencias

alélicas de los loci Got-A y Got-B (Tabla 120),

Segiin Johnson (1974), GOT es una enzima no regulatoria y presentarfa
una frecuencia media esperada de heterocigotas ppr'lgggg muy baja. Este autor
observé que en 12 especies de roedores estudiadas por otros autores la H fue
de 0,08, y en el hombre de 0, Sin embargo, en las especies de la Seccién Alga
robia la H fue de 0,284 y en la Seccién Strombocarpa 0.322, ambos valores su
periores a los citados por Johnson, Discrepancias de este tipo han sido ob-/
servadas para otros sistemas Isoenzimdticos entre especies pertenecientes a//
distintos grupos (Zouros, 1975). La explicacién de eﬁto serfa que lo que de-/
termina la extensién del polimorfismo serfa la estructura primaria mds que la
funcién proteica y por consiguiente las enzimas estructuralmente relacionadas
presentarfan un grado semejante de variacidon, AsT, las enzimas con diferentes
funciones podrian estar estructuralmente mds cercanas entre si que con respec

to a enzimas con funciones similares (Zouros, loc, cit,),

Esterasa
S ————

Son enzimas que se encuentran clasificadas seglin 1a "International //
Unién of Biochemistry" (1971) como Hidrolasas (3) porque catalizan la hidréli

sis de las uniones ésteres, El grupo 3,1 estd dividido en 7 subgrupos, de los
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cuales el E,C,3,1,1, de las hidrolasas de ésteres carboxilicos, comprende 41
clases, que estdn relacionadas con el metabolismo de los 1ipidos, dando ori-

gen a los &cidos grasos libres y glicéridos parciales,

Presentan una extrema heterogeneidad de formas isoenziméticas y una
gran especificidad por sustratos artificiales, lo que torna diffcil su clasi
ficacién, Son especificas en su acclén esterdsica, no catalizando otras reac

ciones,

Las esterasas no actyan directamente en la diferenciacién y organo-
génesis, pero sT reflejan diferentes situaciones metabdlicas en diferentes /
fases del desarrollo de los tejidos. No pertenecen al metabolismo energético
y pueden clasificarse como enzimas del metabolismo intermedic, No se conoce/
la funcidn especifica de estas enzimas, Algunas actiian directamente sobre //

sustratos exdgenos y por eso estdn sujetas a variaciones ambientales (Johnscn,

1974).

A través de las reacciones en diferentes inhibidores y sustratos, se
han descripto 5 tipos principales de esterasas: carboxilesterasas (E.C.3.1.1,
1.); arilesterasas (E,C.3.1.1,2); acetilesterasas (E.C.3.1.1.6,);acetilcoli~

nesterasas (E.C,3.1,1.7.) y colinesterasas (E,C,3,1,1,8.) (Holmes y Masters,

1967) .

Estas enzimas se encuentran distribuidas en los reinos animal y vege
tal y muchos han sido los grabajos realizados con relacién a sus especificida
des, asT como su polimorfismo, Entre ellos se pueden citar los realizados en
maiz (Schwartz, 1960, 1962 a, b, 1964 a, b, c, d, 1965 a, 1967; Mac Donald y
Brewbaker, 1972 b, ) avena (Williamson et al,, 1968), Hordeum (Bassiri, 1976
Hvid y Nielsen, 1977), Triticum y Aegilops (Nakai y Tsunewaki, 1971), Digi«
Egslgl(Hayward y Hacker, 1980); Gosszgiumlsgggpgzi‘(Cherry y Katterman,1971)

diferentes epecies de plantas diploides y autotetraploides inducidos por col




-7 -

chicina (Nakat, 1977), Dacus oleae (Zouros et'al,, 1968), Droscphila . /////

Uohnson, et al., 1968; Korochkin'et'al,, 1976), ratén (Pelzer, 1965), etc,

Como se indicd en Resultados, las frecuencias genotfpicas del locus
Est-2 de la seccién Algarobia se ajustaban a las esperadas en todas las po-/
blaciones a excepcién de las' correspondientes a P, hassleri(Tabla 65) y P,rus
cifolia de Chaco (Tabla 53) en las cuales las diferencias con las frecuen-//

cias esperadas fueron significativas (p < 0,0F),

En estas especies se observé una tendencia a presentar una frecuenci
de homocigotas mayor que la esperada, Una explicacién para estas desviacio=/

nes podria ser simplemente error de muestreo,

Otra causa de este exceso de homocigotas podria ser autofecundacién,
pero esto no concordarfa con ciertos fenémenos como: a)la existencia de pro.
toginia (Burkart, 1952, 1976), b)la observacién realizada durante este estu
dio de que con alta frecuencia se encuentran los 3 alelos del locus Est-2 /
en los genotipos de individuos provenientes de la misma planta madre, y es-
to Indicarfa un alto grado de alogamia y por Gltimo, c),experimentos reali
zados por Simpson (1977) y Simpson y Solbrig (1977), que demostraron la ////
existencia de la autoincompatibilidad en otras especies de este género (E;!E

lutina, P.chilensis, f:flexuosa). Por lo tanto, y dado que las freceucnias /

esperadas para algunos genotipos son menores que 5, la primera hipStesis pa*®

rece ser la mas plausible,

Solbrig y Bawa (1975) estudiaron la variacién isoenzimitica en varias
especies de Prosopis , incluyendo dos poblaciones de P,ruscifolia de Fermosa,
En la mayoria de las especies, ellos pudieron distinguir dos zonas de activi
dad de esterasas: La zona | con dos a cuatro bandas y la zona Il con 4 a 6 /
bandas, Las bandas de la zona | fueron mis gruesasy de mayor intensidad de /

tincidn, La excepcién fue la banda 5 de la zona |1, la cual en algunas espe-
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cies se tifie tan intensamente como las de la zona |, Encontraron, ademds, /
que la zona || era variable en su expresién durante el desarrollo y no habTa

una constancia en su patrén de esterasas; Por este motivo los datos de la 20
na |l no fueron usados en la comparacidon intra e Interespeclfica realizada /
por dichos autores, A pesar de que en el trabajo de Solbrig y Bawa se utili-
zaron diferentes condiciones electroforéticas a las de la presente investiga
cién, tal vez se podria homologar las bandas de la zona | 2 las bandas EST-2
EST=3 y EST=L, y la zona || a las bandas EST-5, EST-6 y EST-7; finalmente, la

banda 5 de dichos autores serTa hom6loga a la EST-6 del presente estudio,

Es interesante destacar que, en el presente trabajo, se han podido/
determinar los patrones de variacién de la zona || durante el desarrollo pa-
ra las tres poblaciones de Pruscifolla (Tabla 42), En base a esto y a2 la u~
tilizacién de diferentes sustratos (Tablas 42 y 43) también pudieron postu~-
larse los posibles loci y alelos que codifican para estas isoenzimas en BSpo
blaciones de &sta y las demd@s especies de la Secc, Algarobia, En el pre-//
sente estudlio se utilizaron las variaciones de Intensidades de las bandas //

EST-2, EST-3 y EST-4, con respecto a las bandas EST-5, EST=6 y EST=7 (Tabla

L2) para postular que las diferentes formas de esterasas en P,ruscifolia es
tarfan sujetas a distintos sistemas de regulacidn, Las distintas poblacio~-
nes estudiadas de esta especie no diferirfan en cuanto a este sistema de re

gulacién,

Whitmore y Bragg (1979) en un estudio de diferenciacién isoenziméti-

ca entre P,glandulosa var. glandulosa y P.pallida, también encontraron varia

cién en los patrones de esterasa durante el desarrollo,

En las.otras especies aqul estudiadas fue posible también proponer los/
posibles loci-y alelos Implicados en la produccién de las esterasas, pero en
este caso sblo fueron utilizades diferentes sustratos,

En general, el polimorfismo asi como ha H encontrada para este sis-



r

.-'[79-

tema en plantas y animales es alto, Por ejemplo, Stephanomeria exigua ssp.//

carotifera (Gottiieb; 1975); presenta el locﬁs Est=2 con 7 alelos y Est-j 54

con 8 alelos; en maiz, Mac Donald y Brewbaker (1972 b), encontraron 38 ban-/
das correspondientes a 10"1é££;-deﬁtro del complejo 'Briza fueron encontra-/
das entre 10 a 26 bandas (Torres de Lemos, 1983);en Picea ables (Lundkvist y
Rudin, 1977) observaron un Jocus con 6 alelos; Johnson (1974), encontré en /
Drosophila una H para las esterasas de 0,43 y en 12 especies de roedores, //

0.3,

Hechos similares también se dan en las especies de la Seccién Alga=-
robia donde se encontraron un total de 7 bandas codificadas por 5 loci y u-
na H de 0,334, En la Seccidn Strombocarpa no fue calculada la H debido a la/
imposibilidad de establecer loci y alelos; de todas maneras, hay aproximada-

mente 12 bandas, algunas de las cuales presentaron variacién,

El hecho de encontrar un alto grado de polimorfismo y de H en estas/
especies, estaria relacionado seglin Johnson (1974) con la gran capacidad de/
estas enzimas de reaccionar con sustratos exégenos y endbgenos, Sin embargo,
parecerfa que esto no es tan general ya que en Drosophila, Zouros (1975) en-
contrd que el 23 % de las hidrolasas son monomérficas y figuran entre los lo
ci mas conservadores estudiados, y recfprocamente, la esterasa A de la mosca
del olivo Dacus oleae, estd asociada con el sistema nervioso y puede tener/
un sustrato interno especifico , es altamente polimérfica (H = 0.72) con més

de 15 alelos,

Peroxidasa
S —————- Y———

Las peroxidasas son hemoprotefnas que cortienen una ferroprotopofﬁl
rina como grupo prostético. Son enzimas cuya funcién primaria es reducir el/

peroxido de hidrbégeno a costa de moléculas donantes de hidrégeno tales como/
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sustancias fen§licas, citocreomo C, nitritos, &cido ascérbico, indoles, ami

nas y ciertos iones inorgénicos,

Las peroxidasas catalizan la siguiente reaccién:

donante + H202 0 A 4 donante oxidado + 2 HZO

Son inespecfficas con respecto al donante de hidrégeno, pero altamen-
te especificas con respecto a su sutrato que es el peréxido de hidrégeno.Su
escasa especifidad para con los dadores es una indicacién de los diversos pa

peles funcionales de las varias fcrmas peroxi&éslcas.

Algunas de las probables funciones de las peroxidasas en plantas son/
aquéllas ligadas a 1los agentes de polimerizacién oxidativa de los precurso=/
res de la formacién del complejo de la lignina (Stafford, 1974); actdan tam-
bién de alguna forma sobre las membranas, previniendo dafios en condiciones de
frfo excesivo (Mc Cown et al., 1969), Las peroxidasas estén relacionadas con
el metabolismo de hormonas vegetales tales como las giberelinas, clitoquinas,
etileno y, particularmente, auxinas, principalmente el &clido indolacético //
(1AA), muy importante para el crecimiento de la planta (Mc Cune, 1961; Scan-
dalios, 1964; Gardiner y Cleland, 1974). También han mostrado tener relacién
con la formacién de la rafz (Gurumurti y Nanda, 1974), asT como durante el /

metabolismo del desarrollo (Simon et al,, 1974).

En Prosopis, se observé mayor actividad peroxidésica, tanto en nimero
de bandas como en la intensidad de las mismas a medida que la plantula enve-
jecTa (en pléntulas de menos de 3 dfas no se observé actividad peroxidésica),
Estos resultados son, en cierta forma, concordantes con las principales acgi
vidades fisiolégicas de esta enzima que son la lignificacién y la inhibicién
del crecimiento, Otros autores encontraron resul tados semejantes: £n las ho-

jas del tabaco (De Jong, 1972), donde se observé que la actividad peroxidégl
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ca aumentaba durante la maduracién de las mismas y a medida que ocurrfa el en
vejecimiento de la planta; las peroxidasas,en lugar de inactivarse, aumentaban
su actjyvidad, Casos semejantes han sido encontrados en otras especies como /
Datura (Conklin y Smith, 1971), tabaco (Sheen y Rebagay, 1970), Zea mays ///

(Hamil y Brewbaker, 1969), etc,

La variabilidad intra e interespeclfica encontrada en este sistema pa-
ra Prosopis no es tan alta como las halladas en especies de otros géneros,
como por ejemplo Micotiana, donde diferentes especies mostraron 33 bandas dti
tintas, variando de 3 a 10 por especie (Smith et al, 1970); 10 especies de /
Datura , donde se encontraban 19 bandas variando de 3 a 10 por especie(Con-/
klin y Smith, 1971); Relbunium, en el que se detectaron 35 bandas variando de
7 a 18 por especie (Smith-Cavalli, 1976); 250 variedades de mafz en las que /

fueron detectadas cerca de 24 bandas (Hamill y Brewbaker, 1969), etc,

En las especies aquf egtudiadas del género ProsoEis, no se ha encontra
do para este sitema isoenzimdtico un gran polimorfismo, ni una gran variacién
cualitativa. Lo mismo sucedié en otras dos especies de este género P.glandule
sa y P.pallida, estudiadas por Whitmore y Bragg (1979), quienes encontraron /
incluso actividad peroxiddsica en semillas (utilizando otras condiciones elqg
troforéticas) y afirman que de todos los sistemas analizados, es el menos va-
riable. Ellos encontraron un total de 7 bandas, mientras que en las especies/
estudiadas en este trabajo s6lo puedieron ser interpretadas 3 bandas, y las /
restantes tenfan muy poca actividad peroxiddsica como para poder distinquir=/
las, Otros investigadores también han encontrado en algunas especies nimeros/
relativamente bajos de bandas peroxidésicas, aunque €stos son casos poco comu
nes. Por otra parte, son raros los trabajos que hacen referencia al nimero de

oci que controlan estas variantes enzimiticas en poblaciones de especies na

tivas, Gottlieb (1973 ¢) cita 3 loci peroxidasicos para Stephanomeria exigua/

ssp, coronaria y la especie recientemente formada a partir de la primera, de-
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nominada ""Malheurensis', En la primera especie, un solo locus es polimérfico/
con dos alelos, sIendo'Ios dem&s monomérficos, En S,exiqua ssp,‘'carotifera //
(Gottlieb 1975), sélo se citan dos Joci beroxidésicos monomérficos, Estos dl-
timos ejemplos de baja variabilidad enzimética, son semejantes a los encontra

dos en las especies estudiadas de Prosopis,

Aminopeptidasa

Las aminopeptidasas, son clasificadas como un grupo de enzimas que ca-
talizan la hidrélisis de varios tipos de uniones peptidicas, Mo poseen sus=/
tratos especificos y la reaccidn bdsica es la misma para todas las exopeptida

sas y endopeptidasas,

La leucina aminopeptidasa (LAP) es una enzima que hidroliza el sustra-
to artificial clorhidrato de gnaftilamida de L-leucina, Sin embargo, los tra-
bajos de Scandallos y Espiritu (1969) Sakai et al. (1969), Ott y Scandalios /
(1976), Laurie - Ahlberg (1982) y otros, mostraron que esta enzima tiene una/
baja especifidad por el sustrato, e hidroliza una serie de derivados en los /
cuales la leucina es sustituida por otros residudés de aminodcidos, Ademds, es
tas enzimas pueden ser distinquidas entre s7 a través de diferentes propieda-
des como su estabilidad cinética, pH Sptimo, el efecto de idénes metdlicos en/

su actividad (Patterson t'gl.,1963; Miiller-Starck y Hiittermann, 1981), etc,

En vista de esos resultados fue propuesta la sustitucién del nombre //
leucina-aminopeptidasa por el més general de aminopeptidasa (Scandalios y Es»
piritu, 1969), No obstante, el nombre leucina aminopeptidasa no es totalmente
inapropiado (Young et al., 1979) y, dado que existe una gran literatura donde
se lo utiliza, es comin que se lo use en forma intercambiable con el de amino

peptidasa,

Se ha observado que estas enezlimas incrementan tanto cualitativamente /
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como cuantitativamente durante los perfodos de diferenciacién y desarrollo en
animales y vegetales (Scandalios, 1965; Sakal Eﬁ;gl.; 1969; Laurie-Ahlberg, /
1982; etc), A pesar de que el exacto mecanismo por el cual las aminopeptida-/
sas actdan en vivo no es conocido, probablemente jueguen un papel Importante/
en la degradacién de las protefnas durante la diferenclacién , También se han
observado variaciones de esta enzima a lo largo de gradiente geogréficos, /
Los pelecipodos tienen su genotipo diferencialmente adaptado a distintas con-
diciones de temperatura y salinidad del agua (Koehn y Mitton, 1972 ; Koehn et

El'v 1976, 1980 a, b, C,).

En general esta enzima es polimérifca en animales y Yegetales, obser=/
vandose valores moderados de H, Para 28 especies de Drosophila, la H fue ///
0.191; en cuatro especies de tres géneros de otros insectos diploides (Philae-

nus, Gryllus y Magicicada), H fue de 0,171 y en seis especies de cuatro géne-

ros de avispas haplodiploides (Meaachile, Nomia, Oplus y Polistes) fue de ///

0.101 (Selander, 1980),

En las especies de la Seccién Algarobia la H fue de 0,238 y en la Sec-
cién Strombocarpa 0,086, Por lo tanto, en Algarobia haria mayor heterocigosis
para este siStema que en especies de otros géneros, mientras que en Strombo-/

carpa el valor hallado serfa mas bajo que en otros grupos,

La AMP es uno de los mds frecuentes sistemas utilizados como marcado-/
res en estudios de genética forestal, En Picea abies (Tigerstedt, 1974 /////
Lundkvist y Rudin, 1977), se observs para este sistema isoenzimdtico gran va-
riabilidad, encontréndose dos loci cada uno con L alelos que permiten diferen

clar las poblaciones de esta especie,

La presencia de loci marcadores en algunas especies de la Seccién Alga
robia permitié diferenciar a'P,caldenia de todas las demds especies y a P.fle

xuosa-P.alpataco de'P;nlgra-P.alba-P;hassler!-P.ruscifdlla.Los*Tch polimérfl

cos en ambas Secciones no son buenos marcadores genéticos, ya que dentro de /
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una misma Seccién las frecuencla alélicas son semejantes, Este hecho tal vez//
esté indicando que estas variantes Isoenzimiticas no tengan un aran signifi-

cado en la adaptacién ecogenética (Koehn gt al,,1980 a, b,),

SUEeréx i d_g__l_‘lifmu tasa

Estas enzimas han sido detectadas en una amplia serie de oroanismos y/
estdn implicadas en el sistema:de defensa esencial contra la toxicidad poten-
cial del oxTgeno molecular (Mc Cord 23.213,19?1). Como el oxTgeno es téxico,/
todos los organismos, procariontes y eucariontes que viven en contacto con /
el aire y deben usar esta molécula tuvieron que desarrollar las defensas nece
sarias, La facilidad con que el oxTgeno es reducido a radical superéxido ///
(02-) tanto en los procesos enziméticos como no enzimédticos y el descubrimien
to de la superdxido dismutasa que catalfTticamente eliminarfa esos radicales,/
suglierer que la toxicidad del oxTgeno se relaciona con su conversién a 0, .Un
examen de la actividad de la superdxido-dismutasa en organismos anaerébicos /
obligatorios y aerotolerantes apoyarfTan esta hipStesis, Se ha observado que /
los individuos anaer6bicos aerotolerantes que sobreviven expuestesal aire.y /
metabolizan el oxTgeno, exhiben actividad superdxido-dismutasa, mientras que/
no sucede lo mismo con los indfv!duos anaerdbicos obligatorios (Mc Cord EE.ElM

1971; Weisiger y Fridovich, 1973).

Esta enzima comprende una clase de metaloproteina que cataliza la si=/
quiente reaccion:
- - + SOD

0 + 0 + 2H  wwervrep H, O + 0

2 2 2°2 2

Presumiblemente, el peréxido de hidrégeno generado por la reaccién es subse~/
cuentemente descompuesto por la catalasa, por la peroxidasa o por la pergkin

sa dependiente de glutatién, dentro de la célula.
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La SOD fue descubierta en una varledad de organlsmos, como ser en el /

citosol de las células de Neurospora crassa, trigo, etc,, conteniendo &tomos/

de zinc y cobre (Baum y Scandalios 1979); también en las mitocondrias de po-/

1los, en E,coll y Streptococcus mutans, presentandd en estos casos &tomos de
—— PPTTT—

manganeso (Baum y Scandalios, 1979). La superéxido dismutasa encontrada en //

las mitocondrias de las células del hfgado de Gallus domésticus fue muy seme-

jante a la hallada en E,coll y S,mutans, Esta similitud y la marcada diferen-

cia con la SOD descubierta en el citosol de los eucariontes apoyarfa la teo-/
rfa de que la mitocondria ha evolucionado a partir de procariontes.aerSbicos,
los cuales formaron una simbiosis endocelular con un protoeucarionte - /////
Weisiger y Fridovich, 1973).

Lumsden y Hall (1975) proponen una posible teorTa del orfgen evolutivo
de la SOD. Discuten la posibilidad de que los eventos evolutivos se hayan ini
clado por la adquisicién de una bacteria fotosintetizante que presentaba un /
sistema enzimdtico para romper la molécula de agua. Este sistema estarfa liga
do a una cadena fotosintética transportadora de electrones, resultando una fo
tosTntesis semejante a la de las plantas actuales. La enzima primitiva conten
dria manganeso y cumplirfa un doble papel, ya que ademds de la funci6n descrip
ta (generacién de oxfgeno), cumplirfa con la desintoxicacién de los radicales
de oxTgeno, Sugieren ademds que los primeros eucariontes tenTan SOD con iones

manganeso y durante la evolucién habrfan surgido enzimas con cobre y zinc,

No existen muchos trabajos donde la SOD haya sido usada para estudios/
evolutivos y estimativos de las variabilidades intra e interespecificas, lo//
que se deberTa a que los Investigadores se incliraon por el andlisis de sus
propiedades quimicas, fisicas y catalTticas (Mc Cord et al., 1971; Weisiger y

Fridovich, 1973; Edwards et al.,, 1978; Baum y Scandallos, 1979; etc.).

En general esta enzima es considerada muy conservadora y en

diversos organismos presentd una heterocigosis medla muy baja (0-0,036)
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(Selander 1980) Lumsden y Hall (1975) encontraron dos a tres bandas en cuatro/

algas fotosintéticas; en 11 poblaciones de Stephanomeria ‘exlgua ssp,carotife~-

ra se encontrd un locus con dos alelos (Gottlteb, 1975); en Drosophila, un //
locus (Ayala et al., 1974 b), en mafz 4 a 5 bandas (Baum y Scandalios, 1979),

etc,

En todas las especles de Prosopis de ambas secciones se observaron en/
el presente estudio 5 formas electroforéticas, Ellas fueron denomlnédas SOD-1,
S0D-2, SOD-3, SOD-4 y SOD-5; en ninguno de los tejidos anallzados se detectd/
polimorfismo para ninguna de estas 5 bandas y por lo tanto la H fue de cero./
Este dato concuerda con los obtenidos en otros organismos, donde también la ke

terocigosis fue muy baja,

La gran similitud entre las bandas de SOD en las dos Secciones, sugier
que estas enzimas serTan caracterfsticas del género y que se han mantenido sh

variacion desde antes de la separacidn de las diversas entidades,

Dado que las SOD se pueden encontrar tanto en el citosol como en/
las mitocondrias, serfa de Interés estudiar en estas especies sus reacciones/
frente al CNH ya que se ha visto en otros eucariontes, entre ellos malz (Baum
y Scandalios, 1979) que las superéxido dismutasas ligadas a las mitocondrias/
son resistentes a este &cldo, Esto Gltimo permitirfa estimar el nimero de ge-

nes mitocondriales y nucleares que codifican para esta enzima,

6-Fosfogluconato pehidrogenasa

Muchas células disponen, ademis de la glucblisis y el ciclo del acido/
tricarboxTlico, de otra ruta de degradacién de la glucosa, Esta ruta también/
se 1lama ruta de los fosfatos de pentosa o desviacion del monofosfato de hexo
sa, La funcién principal de esta ruta es obtener capaclidad de reduccién en el

citoplasma extramltocondrial en forma de NADPH y participar en la formacién de
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la glucosa a partir de CO2 , en las reacciones oscuras de la fotosintesis, Las
diversas etapas de esta ruta se realizan en la porcién soluble del citoplasma

extramitocondrial (ver Lehninger, 1972, pég, 377).

La reaccidn general en que participa esta enzima es la sigulente:

NaDPY + 6-fosfogluconato -—922524- ribulosa-S-P+COz+NADPH

Esta enzima es considerada importante debido a las diferentes rutas me
tab6licas en donde participa, Ella ha sido estudiada bajo diferentes aspectos
flsicos, quimicos y biolégicos, Referidos a este dltimo aspecto, se la ha uti
lizado para resolver problemas de regulacién génica durante la ontogenia en /
embriones de Drosophila (Wright y Shaw, 1970), asf como en la variacién de la
expresidn génica durante el desarrollo en hibridos Interespeclficos en diferen
tes especies de aves y su relacidn con otra enzima importante del ciclo de las
pentosas, la 6-fosfoglucosa dehidrogenasa (Leung y Haley, 1974),

Esta enzima es considerada por Johnson (1974) como una enzima no regu-
latoria y por lo tanto con bajo polimorfismo, En el hombre, la H fue cero; en
diferentes especies de Drosophila , 0.06; y en pequefios vertebrados, 0.11 ///
(Johnson, 1974).

Esta enzima es monomérfica en especies de la familia Mimidae (Avise et

al., 1981); en poblaciones de una especie del género Dipodomys present6 s6lo/

un locus con dos alelos (Johnson y Selander, 1971); en malz s6lo se detectaron

tres bandas(Endo, 1973).

En las especies del género Prosopls también se encontraron pocas bandas
(una a dos por especie) y con una H igual a cero, Esto coincidirfa con la obz
servacién hecha por Gottlieb (1982) quien dice que la conservacidn del mismo/

nimero de enzlmas en diferentes grupos de plantas refleja una gran conservacid
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de las actlividades metab6licas en diferentes compartimientos subcelulares en//
los que se requiere la misma reaccién catal{tica; y los mejores ejemplos has-
ta el momento son aquellas enzimas relaciondas con la glucélisis y el camino/

oxidativo de las pentosas,

Las bandas de 6-PGD son muy semejantes dentro de cada Seccidn de Proso
pis, pero diferentes y diffciles de homologar entre Secciones, Esto indicarfa
’ que en una etapa temprana de la evolucién de esas especies, esta enzima divir

gié notablemente en los dos grupos estudiados,
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Cuantificacién de la variabilidad y diferencias interespecificas,

A) Loci Biagnésticos

En las Tablas 119 y 120 se observan las frecuencias alélicas de los 7/
sistemas isoenzimédticos analizados en las diferentes poblaciones, El total /

de loci analizados oscilé entre 13y 23, segin la poblacidn considerada,

Las especies de la Seccidn Algarobia presentan précticamente los mis-
mos loci variando o no sus frecuencias alélicas y habiéndose fijado en algu

nas de ellas alelos diferentes (Tabla 119),

Se define como loci diagnésticos o divergentes a aquellos que: a)es-/
tén presentes en alguna especie y tienen un fenotipo electroforético distin-
to de por lo menos otra, y b) que presentan poco o ningln polimorfismo y que
son presumiblemente el producto de diferencias alélicas o génicas que se han

fijado en distintas entidades,

De los 25 loci estudiados en esta Seccién, siete (28 %) presentaron /

alelos diagnésticos: Amp-2, presente sélo en P,alpataco, P.flexuesa y P.cal-

denia; Amp=-3, caracterTstico de P,caldenia; Adh--1l ausente en P,alba y P, //

hessleri ymonomérfico en P,nigra y P,ruscifolia; Adh-12, monomérfico en P,alba/

y P_,hassleri; 6-Pgd-1 presente sélo en P.nigra, P.alpataco y P.flexuosa; /

6-Pgd=2 caracterfstico de P,ruscifolia; 6-Pgd-4, caracterfstico de P,calde-/

i

(Tabla 119),

Las especies de la Seccidn Strombocarpa mostraron patrones isoenzimati
cos myy semejantes, De los 23 loci analizados ninguno fue diagndéstico, aun=-/

qué Prx=-B permlte diferenciar las hoblaciones de P,strombul ifera de P,reptars

(Tabla 120) bor ser polimérfico en esta Gil1tima y monomérfico en la primera,

Dada la gran similitud de los patrones isocenziméticos entre especies

de una misma Seccién; resulta dlchIlﬁu?ks zimogramas electroforétices, ////
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reconocer inequivocamente a las especies estudiadas; no asT entre secciones /
diferentes, donde Ios'léél_(isoenzlmas) son muy distintos, Este hecho indica-
rfa una gran afinidad entre las especiés de una misma seccién y por lo tanto/
poca divergencia génica entre las mismas, y una marcada diferenciacidn entre/

las dos Secciones,
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B) Estimacidn de la variahllidad genétlca en las especles de Prosopis

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Teer

B,1.1) Porcentaje de loci polimérficos: Seccidn Algarobia,

En la Tabla 121 se puede aprecliar el porcentaje de loci polimérficos//
(P) para las especies de esta Seccién., El mismo oscilé entre 23 % en P.rusci=
folla de Chaco y 50 % en P.flexuosa, Siendo el promedio (F) en esta Seccién /

de 42,4 %,

Si se compara este valor con los obtenidos por otros autoresen arboles
y arbustos que poseen algunas de las caracterlsticas encontradas en Prosopis,
tales como intervalo generacional prolongado, fecundacién cruzada y alta fe-/
cundidad, se observa que existe una apreciable diferencia ya que &stos osci~/
lan alrededor del 75,3 % (Hanmirick et al., 1979), Sin embargo, en otro grupo /
de drboles en los cuales el nimero de locl estudiado fue més alto, los valo-/
res de P hallados fueron similares o aiin menores que los de la Seccién Algaro

bia de Prosopis. AsT, en Bulnesia arborea y B.carrapo, estudiando 21 y 22 lo-

cl, Hunziker y Sehaal (1983) obtuvieron un P de 28.6 % y 22.7 % respectivamen

te. En el octoploide Bulnesia bonariensis, estudiando 26 loci, se obtuvo, en

cambio, un P = 46.1 % (Hunziker y Schaal, 1983). En Pinus pungens P fue Igual

a 40 % (citado en Hamrick 1979).

El P obtenido para las especies sefialadas por Hamrick (1979)ypor Hamrick
gﬁ'gl.,(1979) fue obtenido en muchos casos estudiando pocos loci por espe-/

cie. Esto se observa en Fucalyptus obliqua, donde se estudiaron 3 genes; lo /

mismo sucedid con Picea abies y Pinus sylvestris; cada uno de ellos con un P

de 100 %, Esto podria dar una sobreestimacidn del porcentaje real de loci po-
limérficos en drboles, Selander (1980) en una reccpilacién de datos para me-/
dir P en plantas especialmente exogémicas, estimé el mismo en aproximadamente

L6 %, valor semejante al encontrado en la Seccidn Algarobla.
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B.1,2)Porcentaje de loci polimérffcos: Seccidn Strombocarpa,

Esta Seccién présenté mﬁy bajo porcentaje de locl polimérficos (Tabla
122), ya que este valor oscilé entre 17 % en P,reptans y 9 % en P,strombuli-

fera de Catamarca siendo el bromedio P del 13 % (datos basados en 23 loci),

Este nivel se encuentra mﬁy bor debajo del P para cualquiera de las//
especles arb6reas presentadas bor Hamrick (1979) y Hamrick et al, (1979) y /
también por debajo de plantas herbéceas berennes (P=26,3 %) y bienales (P=//
22%), Algunas consideraciénes podrTan explicar estas diferencias:a)el bajo /
valor de P fue obtenido sin considerar los loci polimérficos que controlaban
algunas esterasas, De loiobservado en resultados existen 3 zonas diferentes/
con gran polimorfismo Isoenzimdtico, que no pudieron ser estudiadas en cuan-
to al nimero de genes que estdn implicados en la produccién de estas bandas,
Pero si se estima como mfnimo que cada zona estd codificada por un gen poli-
mérfico, el P aumentaria hasta alcanzar los valores de 27 % en P,reptans,23%

en P,strombulifera de RTo Negro y 19 % en P,strombul ifera de Catamarca, con

un P de 23 %, Estos resultados seguirTan siendo bajos, pero se acercarfan a
los hallados en otras especies arbdreas, como las del género Bulnesia /////
(Hunziker y Schaal, 1983), b) Dado que estas especies pueden reproducirse //
por rizomas, la poblacién muestreada pudo haberse originado en uno o unos po
cos individuos altamente homocigotas, Es diffcil aceptar ésta hipbtesis, vya
que las poblaciones de las especies coleccionadas fueron recogidas en lugares
tan distantes uno de otro como Rio Megro, Catamarca y Stge, cel Estero y en
todas ellas se encontré muy baja variacién alozTmica y précticamente los mis
mos genotipos homocigotas. c)Se podrfa suponer que en estas especies exista/
un limitado nimero de genotipos pl&sticos de amplia respuestasque per-
mitan adaptarse a diferentes ambientes, d)Las especies de esta Seccidn tal /
vez sean autocompatibles (contrariamente a lo que ocurrirfia/

en Algarobia), lo cual explicaria el alto porcentaje de ho
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mocigotas. En un futuro préximo con experimentos de polinizacién controlada y

de autofecundacién se podrfa c0mbrobar esta prediccién.

3.2) Frecuencia media esperada ide heterocigotas por locus (H) :

Secciones Algarobia y Strombocarpa:

En general, las especies estudiadas del género Prosopis, no mostra=-/

ron una gran heterocigosis, comparadas con otros arboles,

En la Tabla 121 se observan los H de la Seccién Algarobia, Estos oscl

laron entre 0,103 en P,ruscifolia de Chaco y 0.230 en'P.flexuosa, siendo el //

promedio para la Seccién 0,168, Estos valores coinciden con los recopilados /
por Selander (1980) para plantas exogdmicas (0.17 + 0,031); sin embargo, se /
aleja mucho del valor encontrado por (Hamrick, 1979) para las especies arbé-/
reas (0.354), valor éste que tal vez constituya una sobreestimacién basada /

en casos en que se estudiaron pocos loci.

Las especies de la Seccién Strombocarpa presentaron una H (Tabla 122)

que oscilé entre 0.063 en P.reptans y 0,022 en P.strombulifera de Rlo Nearo,/

siendo 1a media de 0.044, Fstos valores estdn muy por debajo de los obtenldos

tanto por Selander (1980) como por Hamrick (1979).

Las causas de la baja heterocigcosis pueden ser variadas, pero tal vez
esta falta de coincidencia sea debida a los pocos estudios de variabilidad ae
nética en 8rboles tropicales, y por lo tanto los valores obtenidos hasta el /
momento podrfan ser sobreestimaciones del grado real de variabilidad enzimatl
ca en estas especies, Ademds, es necesario también considerar que dentro de /
cada grupo, las estrategias adaptativas pueden ser diferentes, lo que Implica

rfa diferencias en el grado de heterocigosis,
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B.3) Variabilidad genética en P.ruscifolia

" 'P,ruscifolia es una especie que presenta caracteristicas particulares

Es una lefiosa que coloniza a) ecosistemas marginales oriainados por el proce
so natural de rellenamiento de esteros; b) ecosistemas abiertos creados por /
el hombre, desde banquinas hasta pastizales sobrepastoreados, pasando por cul
tivos abandonados; c) past izales y pajonales donde han dejado de actuar el /
fuego y las inundaciones como pulsadores periédicos. Por otra parte invade //
ecoslstemas ubicados en posicién topogréfica de cumbre, que son 1lamados satu
rados, es decir, los mds ricos en especies de alta diversidad con tramas tré-

ficas complicadas (Morello et al., 1971).

La diseminacién de las semillas se produce por flotacién en el agua y
por via endozoica (Morello et al., 1971; Morello y Adamoli, 1974; Solbrig y /
Cantino, 1975), sistemas que le permiten recorrer arandes distancias antes de
germinar, AsT, es probable que cada nueva poblacién iniclada por esta especie
sea ppoducida por un nimero relativamente bajo de semillas que tienen la po-/
tencialidad, a) de adaptarse a un rango amplio de amblentes ffsicos, b)de cre

cer répidamente y c) de presentar un gran potencial reproductivo, elaborado /

sobre la base de individuos con una muy alta produccién de semillas fértiles,

De esta manera, cuando se inicia la nueva poblacién, sus individuos /
atraviesan un estrecho ''cuello de botella' (Nei et al., 1975), donde la varia
bilidad genética de la poblacién declina répidamente, Esta disminucién del //
promedio de alelos por locus estd mas profundamente afectada por el tamafio del
""cuello de botella' y en menor grado por la tasa de crecimiento de la pobla-/
cién. Esto ocurre principalmente porque los fundadores de la nueva poblacién/
constituyen una muestra pequefia, con poca varlaci6én genética y porque la derl
va genética elimina muchos alelos aque tienen baja frecuencia (Nei et al., //

1975) .

Este hecho ha sido tambiénobservado en otras especies colonizadoras,/
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en las cuales existe una gran deplecién de variacién genética, causada en par

te por el efecto del fundador (Brown y Marshall, 1981),

A pesar de la baja variabilidad genética en poblaciones jévenes de es
pecies colonizadoras, se ha descublerto que generalmente la evolucién subse-/
cuente a esta etapa Iniclal tiende a que se alcance nuevamente niveles méds al
tos de diversidad genética y una forma de obtenerlo es por medio de la hibri-
daclén con especies relacionadas (Mc Nelll, 1976), Las dos poblaclones més am
pliamente estudiadas (Formosa y Avellaneda), separadas por clentos de kiléme-
tros, no mostraron diferir mayormente en sus frecuenclias alélicas (tabla ///
119), Adem&s, sus P y H fueron muy similares y sus valores fueron m&s bajos 7

que los de las demds especies estudiadas de la Seccién Algarobia,

La poca divergencia entre las poblaciones indicarTa que el efecto del/
fundador y la deriva genética no serfan los (nicos responsables de la baja va
riabilidad. Es probable que en esta especie colonizadora, la estrategia adap
tativa no sea la de poseer numerosos genotipos sino, unos pocos que, fenotTpl
camente, serTan lo suf!cientemente plésticos como para que puedan adaptarse a

los miltiples y diferentes ambientes que Invade.

Indices de similitud y distancias genéticas.

En las Tablas 123 y 124 se pueden observar las distancias genéticas /
(D) y los Tndices de identidad genética media de Nei (1). Ambos muestran la /
existencia de una gran similitud entre las especies, encontrandose casos como

P.hassleri-P,alba y P,alpataco-P,flexuosa que tienen una similitud casi tan /

alta como la esperada para poblaclones de una especie (Avise, 1976), En base/
a los resultados obtenidos por Ayala et al, (1974 a, b y ¢) dentro del grupo/

de Drosophlla_hﬁlliston!'asT como por otros autores en diferentes grupos ////

(Hall y Selander, 1973; Hunt y Selander, 1973; Avise y Smith, 1974 a, b;etc,),
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los Tndices de identidad genética obtenidos en este trabajo coincidirfan con

aquellos propuestos para semi y subespeciés,

En el fenograma para las especies de la Seccién Algarobia (Fig,17)se
visualizan graficamente las similitudes genéticas, Hay que sefialar que desde
el punto de vista isoenzimdtico las afinidades entre las especies discrepan/
en algunos asbectos con la clasificacion basada en caracteres morfolégicos /
hropuesta por Burkart (1976), En particular, P,caldenia, que morfolégicamen=-

te se agrupa con Plfiexuosa; P,alpataco, P,nigra y P,alba, en el dendrograma

basado en los datos isoenzimaticos garece aislada del resto de las especies/
de la Seccién; Sin embargo, estos resultados son coherentes con el hecho que/
P;galdenia es la (nica especie del grupo que parece mostrar un incipiente //
sistema de aislamiento reproductlvo; ya que aparentemente no podrfia ser fe-/

cundada bor éoTen de P,flexuosa ni P,alpataco y que, desde el punto de vista

ecolégico, a diferencia de aquellas; su crecimiento estd restringido a sue-/
los arenosos y no tolera suelos salinos,

Por otra parte_£4312§ y P, hassleri presentaron un Tndice de simili=/
tyd tan alto (0.99); que se reilnen en un solo grupo aunque por su morfologfa
estén ﬁbicadas en Series distintas, Sin embargo, datos aportados por /////
Burghardt y Palacios (1981) estudiando electroforéticamente proteinas semina
les, Palacios y Bravo (1981) estudiando compuestos fendlicos por cromatogra=-
ffa y trabajos realizados en el campo donde se observé un alto grado de hi-/
bridacién entre estas dos especfes (Palaclios, com, pers), apoyarfan los re~/

sul tados obtenidos en el presente estudio iscenzimdtico donde el, grado de /

similitud entre P,alba y P,hassleri fuemuy superior al esperado para especies

bien diferenciadas,

A pesar de las evidentes diferencias morfolégicas descriptas por ///
Burkart- (1976) entre las especies de la Seccién Algarobia, no se ha podido /

demostrar una gran diferencia molecular entre las mismas,Ademds sus caracte-
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rfsticas cromosémicas (2 n = 28) tampoco permiten diferenciarlas (Hunziker et
al., 1975, 1977). Estas observaciones, junto con la capacidad de hibridarse /
en zonas de simpatrfa sugieres un grado de similitud genética que resulta di-
ffcil de conclliar con la gran diferencia morfolégica, Esta falta de congruen
cla entre datos morfolégicos y bloquimicos ha sido también observada en otras
especies de diferentes grupos de animales y vegetales (Turner, 1974; Avise et
al., 1975; Kornfield y Koehn, 1975; King y Wilson, 1975; Mastenbrock et al., /

1981; Doebley y Goodman, 1984; etc).

Los estudios cromatogréficos real Izados por Palaclios y Bravo (1981),/
Naranjo et al. (1984) y Naranjo y Enus Zelger (1983), asf como de electrofor
resis de protefnas seminales (Burgardt vy Palacios, 1981, 1984; Burgardt , //
1982) mostraron, al lgual que la evidencia aqul presentada, una gran afinidad
bioquimica entre estas esﬁecles. Esta gran similitud molecular podrfa, por lo
tanto, tener un significado real desde el punto de vista biolégico y evoluti-

VO,

Como se Indicé previamente, las especies de esta Seccién presentaron/
una identidad genética equivalente a la que se esperaba para semi o subespe-/
cies. Para explicar esta alta afinidad podrTar considerarse varias hipStesis:

HipStesis 1: La estrecha similitud puede ser debida a errores de muestreo: pPo

drfa plantearse que el nimero de locl utilizados para estimar las distancias/
o identidades genéticas sea poco elevado. No obstante, no hay razones biolégi
cas para suponer que todas las especies de un grupo hayan alcanzado por azar/

un grado similar de diferenciacién genétlica,

Las similitudes bloquimicas observadas entre un gran nimero de varie-
dades de especies de plantas, vertebrados e Invertebrados no parece estar dis
tribufda al azarsinoque invariablemente estd correlacionada con postulados de/
parentescos Independientes derivados de datos morfolégkcos, flisiolbaicos, /

ecoléglicos y zoogeogrdficos (Avise y Smith, 197k a, b),
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La evolucién es un proceso gradual que envuelve cambios en las frecue
clas génicas mediados por la seleccién natural, y el grado de diferenciacién/
genética entre un par de especies no necesita converger al mismo valor medio,
pero si lo logra es debido a una variedad de factores, Incluyendo el tiempo /
de divergencia genética, el tamafio poblacional y parédmetros ambientales, Por/
estas razones deberTa descartarse la posibllidad de que los valores de iden-/

tidad obtenidos sean debidos a errores de muestreo,

Hipotesis 2: La gran similitud deriva en parte de la incapacidad de descubrir

diferencias reales: Esto serfa debida: a) degeneracién del cédigo genético,lo

que implica que muchas sustituciones no alteran las secuenclas de aminodci-/
dos de los polipéptidos; b)muchas sustituciones no alteran la carga neta y //
por lo tanto no son detectadas electroforéticamente; c) existe un limitado qg
mero de bandas distinguibles en el gel y muchas de ellas podrTan mostrar una/
aparente homologfa en las distintas especies por tener igual movilidad, cuan-
do realmente son [soenzimas diferentes.Todos estos hechos tenderfan a exagerar
el grado de similitud entre los taxones, No obstante, las mismas bases son apli
cadas a todos los estudios de similltud genética basados en datos electrofo-
réticos, A pesar de esto, generalmente las comparaciones interespecificas, 4/
muestran menores Tndices de similitud genética que los observados en este tra

bajo,

Hipétesis 3: La estrecha similitud puede ser debida a presionef de seleccidn/

convergentes: esta hipotesis postula que la seleccién natural causa conver-/

gencia, produciendo las mismas frecuencias alélicas en muchos loci de linajes
separados, Esto parece bastante improbable, porque las diferentes especies //
han mostrado diferencias morfolégicas y ecolégicas, y probablemente han esta-
do bajo diferentes presion de selecciédn,

Hip6tesis 4: La estrecha similitud genética es consecuencia de barreras re-//

productivas-débiles: esta hipStesls se basarfTa en que: a) existe una extensa
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hibridacién en zonas de solapamiento, En estas regiones podrfa haber una ten-
dencia a la ""homogenelzacién' de las frecuencias alélicas, pero &sta no serfa
suficiente como para que las especies plerdan su Identidad, Esta hibridacién/
puede haber sido provocada por modificaciones en el terreno donde ellas convi
ven, causadas por la introduccién de cultivares, creacidn de diques, tala /
de bosques, introduccidén del ganado, grandes sequlas, desborde de rfos, etc,/
Estos nuevos hébitat abiertos (Anderson, 1948, 1949), con grandes superflicies
de ambientes inestables y presencia de dreas superpuestas de diferentes espe
cies relacionadas, permiten que se produzcan hTbridos y que ellos prosperen,/
porque el ambiente se ha '""hibridado' y existen nuevos nichos posibles de ser/
ocupados. Esta sftuacidn ha sido observado por Morello et al. (1971). Estos /
autores encontraron sobre la ruta Nacional 95 entre los arroyos Monte Lindo y

Tatl Piré (Interfluvio Formosefio) abundantes morfohTbridos entre P.rusclfolla

y P.hassleri, en cultivos abandonados hacla aproximadamente 7 & 9 afios. E1 //

80 % de toda esa regién estaba practicamente invadida por P,ruscifolia, Sin /

embargo,en una pequefia zona ocupada por slstemas homeostdticos (Morello et al,
1971), es decir, sistemas donde no hay disturblios y la invasién por co!oni;g

doras es resistida, P,hassleri crecla pura sin hibridarse con P,ruscifolia./

b) Hasta el momento se han obtenido pocos Indicios de que existan mecanismos/
de aislamiento reproductivo entre especies de esta Seccidén: I) por los datos/
obtenidos en el presente estudio para el sistema GOT y también por tresultados
de estudios morfolégicos (Naranjo y Enus Zeiger, 1983), P.caldenia parecerfa/

no hibridarse con P,flexuosa ni P.alpataco., i) Se ha demostrado una disminue/

cién de la viabilidad del polen en Individuos de orfgen hfbrido entre P.ni-/
gra x P.affinis debido tal vez a hibridez estructural criptica (Naranjo et al,
1984) ., iil) Las variaciones de las relaciones de Intensidades observadas en-/
tre las especies e hfbrlaos naturales para el sistema Isoenzimdtico de ADH //

previamente descriptas, sugerirfan una inciplente divergencia en los sistemas
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de regulacién génica, que podrian 1levar con el tiempo a la inviabilidad de /
los hibridos, Sin embargo, hasta el presente no hay evidencias firmes de la/
exlstencia de una verdadera y eficaz barrera reproductiva entre tales entida-

des.

Dada la elta tasa de hibridaclén observada, esta hipétesis entonces /

no puede ser descartada,

HipStesis 5: El genoma de las especies de la Seccién Algarobla serfa esencial

. mente dicotébmico con respecto a la evolucién,

La situacién en estas especies, con grandes discrepancias entre los re
sultados obtenidos con diferentes técnicas(moleculares morfolégicas)pueden com

pararse a la observada por Turner (1974) en peces del género-Czerlnodon y //

Avise et al, (1975) en Hesperoleucus y Lavinia, en los cuales también se en-/
contrd una considerable diferenciacién eco]églcﬁ y morfolégica con poco cambio
génico entre las especles, Turner (1974) propuso.que en Cyprinodon el genoma
serfa esenclalmente dicotémico con respecto a su evolucién, Es decir, un grupo
de genes evoluclonarfa mé&s rapido que el otro, respondiendo tanto a factores/
de seleccién como estocdsticos y que serTan provocados por diferencias ecolé-
gicas y de hdbitat., Este grupo, tanto en Cyprinodon (Turner, 1974) como en //
Prosopis,incluirfa aquellos genes que median la expresién morfolégica junto /
con cliertos sistemas isoenzimidticos que fljaron alelos o genes distintos en//
diferentes especies (loci dlagnﬁstlcos); E1 segundo grupo incluirfa a la mayo
rfa de los loci isoenzimaticos estudiados en estos trabajos, Estos genes co-/
rresponderian a grupos fuertemente coadaptados que responden a distintas con-
diciones ambientales eficientemente y cuya modificacién no resultarfa adapta-
tiva. Turner (1974) propone ademds que la adaptacién da amplias y frecuentes/
fluctuaciones en parémetfos ambientales crlticos serfa el factor gue demanda-

rfa esta muy fuerte coadaptacién entre las enzimas de importantes procesos fi
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siol6gicos, Estas fluctuaciones también son comunes en Prosopis sometidos con

regularidad a Inundaciones, sequfas, [ncendlos, etc,

Como corolario de esta hipotesis se desprenderfa que la especiacién/
dentro de la Seccidén Algarobia no habrTa implicado cambios a nivel del genoma

completo,sino & sélo una proporcifin del mismo.

A este respecto, Hubby y Throckmorton (1968), Selander y Johnson ///
(1973), Ayala et al. (1974 b,), Cordeiro (1974), Smith-Cavalli (197€) y otros
autores han concluldo que la especiacién no recquerirfa arandes cambios gené-
ticos, Esto estaria de acuerdo con Templeton (1979) quien propone que la espe
ciacién via principio del fundador no requerirfa necesariamente la ocurrencia
de una '"revolucién genética" (Mayr, 1954, 1970) sino que podrfa implicar sélo
una proporcidn relativamente pequefia del genoma, por lo que propuso el término

"transiliencia genétlica',

Estas dos Gltimas hipStesis (4 y 5) podrfan explicar la falta de dife
renciacién genética detectable electroforéticamente entre estas especies, aun
que se mantienen aidn las incdgnitas con respecto al nivel de la barrera de //
aislamiento entre las mismas y la Importancia relativa de dos procesos postu-

ladospor tales hipdtesis.

Con respecto a las especies de la Seccidén Strombocarpa, los indices /
de identidad genética indicarfan una estrecha similitud (Tabla 123), y,dado //
que estas entidades son alopdtridas, que existe hibridacién en algunas zonas/
de contacto y que morfolégicamente son muy semejantes (Burkart, 1976) tal vez
serTa mds correcto denominar a estas entidades como subespecies ¢ razas geo-/

gréficas,

A nivel de Seccién, en este género, se observaron arandes diferenclas
moleculares, en coincidencia con las notables diferencias morfolégicas encon-
tradas por Burkart (1976); esto, sumado al hecho de no haberse encontrado hi-

pridos interseccionales, indlcarfa una Importante divergencia evolutiva‘en
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tre las especies de ambas secciones,

Por otra parte, los estudios de los aceites de Prosopis (Madrifian ///
Polo et al,, 1976), mostraron una gran uniformidad en el contenido de &cidos /
grasos entre las diferentes especies de la Seccidn Algarobia y Strombocarpa,/

por lo cual estos autores sostienen que ambas secciones deben mantenerse den-

tro del género Prosopis,

Por lo tanto, podria pensarse que tal vez serfa mds apropiado elevar/

las secciones a la categorfa de subgénero (Hunziker, com, pers,).

Dentro de las secciones, no se pudo establecer a través de este estu-
dio, una correspondencia entre los datos morfolégicos y moleculares, puesto /
que las relaciones de parentesco bioquimico se apartan en varios aspectos de/

las propuestas por Burkart (1976),.

th las especies de las diferentes secciones , como ya se discutid, no pa
rece que haya habido muchos cambios del genotipo en términos de genes estruc~

turales,

Es importante recordar que las isoenzimas analizadas representan una/
pequefiTsima parte del genoma y que este tipo de comparacidn de gepes estructu
rales no toman $1dn§derac16n los posibles, y tal vez mads importantes, cambios
en los mecanismos regulatorios (Soulé, 1980). La Importancia de tales mecanis
mos fue obervada por Cordeiro (1974) en Drosophila , cuyos resultados indica=-
ron que la divergencia evolutiva entre especies muy relacionadas estd determl
nada en aran parte por la evolucién de sus siktemas Integrados de requlacién,/

siendo pocos los camhios a nivel de agenes estructurales,

Finalmente, los datos moleculares presentados en este trabajo apoya-//
rfan la hipdtesis de Palaciosy Bravo (1981) de que estas entidades, biolégiqi
mente, equivaldrian a semi o subespecies, y la comunidad de estas semiespecies

simpdtridas constituirfa un ''singameén' (Grant; 1957, 1977, 1980), Este ha /
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sido definido en términos modernos como '"la suma total de especies o semies-/
pecies ligadas frecuentemente u ocasionalmente por hibridaciones naturales,El
singameén es la unidad mds amplia que incluye individuos interfértiles de un/
grupo de especies que se hibridan, Genéralmente,los-héb!tat que ocupan estas/
semiespecies son contiguos permitiendo contactos marginales y simpdtridos y /
ademds, las barreras ecoléqlicas normalmente son rotas en muchos lugares debid
a perturbaciones ambientales producidas por el hombre, Los componentesdel Sin
gamedn son tratados aencralmente como especies en la sistematica formal y por

lo tanto los componentes son, usualmente, buenas especies taxonémicas'',

Esta definicidn se ajusta muy estrechamente a la situacion observada/
en las especies de la Seccién Algarobia y el término ha sido utilizado para /
otros grupos que presentan un comportamiento similar a Prosopis, Grant (1957)
describidé en el género Gilia, cuatro especies, las cuales son en muchos luga~
res simpdtridas, se hibridan y sus « hfbridos son fértiles, Estos hechos al i-
gual que en Prosopis hacen difTcil reconocer a estas entidades como especies
blolégicas, Este autor propone para Gilia la siguiente hipotesis: G,latiflo=

ra, G.cana y G,tenuiflora habrTan alcanzado a completar escasamente la espe-

ciacién primaria (divergencia), sequida de hibridacién extensiva en varias //
combinaciones, La hibridacién habrTa alcanzado a evitar que las poblaciones//
originales extremas persistan como especies netamente definidas, asT, no ha-/
brfan completado el preceso de especiacién secundaria (aislamiento reproducti
vo). Los constituyeﬁtes principales poseen entonces algunas de las caracterf!
ticas de subespecies de modo que ellas pueden mutuamente reemplazarse geogra-
ficamente, presentar intergradacién en zonas de contaco y retener cierto gra-
do de interfertilidad. También poseen algunas caracteristicas de especies, co-
mo lo manifiestan en las &reas de contactos simpatridos marginales y en un /
grado de divergencia genética y morfolégica, comparable a los de cualquier //

otra especie, En la Seccién Algarobia el singamedn ha desarrollado una vasta
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red de semiespecies compuesta de numerosas especies taxondmicas y que se ex-/
tienden en grandes &reas geogréflcas; A besar de que las Interacciones repro-
ductivas de este singamedn, lo hacén comportarse como una especie biolégica,/
es decir, un conjunto de individuos interfértiles, difiere de ella en que su/
estructura interna es mas compleja. Fn particular, muy probablemente el com=-/
plejo constituido por las semlespecies de la Seccién Algarobia serfa lo sufi=-
cientemente estable como para mantenerse en tal estado a pesar de la simpa=//
trfa, hecho que no serTa de esperar en el @so de subespecies de una especie//

biolégica normal.
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" ‘RESUMEN

En este trabajo se estudié la variacién alozlmica de siete siste //
mas Isoenzimidticos en poblaciones de especies pertenecientes a dos Secclones
del género Prosopis, Estas son: Secc,Algarobia, Serie Ruscifoliae: P,ruscifo

lia, P.hassleri, P.vinalillo; Serie Chilensis: P;ntgra,'P;alE9;-£:frexuo§§,/

P.caldenia, P,alpataco, y de la Seccidn Strombocarpa, Serie Strombocarpae: /

P.strombulifera y P.reptans,

Se estudiaron también presuntos hTbridos interespecificos o deriva=/
dos hibridos de la Secc. Algarobia, con el objeto de i)utilizar los marcado-
res alozfmicos propios de cada especie en la identificacidn certera de los /
mlsnnsjii) determinar la hipdtesis més probable del mecanismo genético/

involucrado en la produccidn de las Isoenzimas,

Se compard el grado de pol imorfismo de cada sistema isoenzimético en
Prosopis con aquéllos hallados por otros autores en otros organismos, tratan
do de aportar datos que permitan ampliar el conocimiento que se tiene acer-
ca de las relaciones entre el grado de polimorfismo que presentan las enzi-/
mas segiin la funcién que cumplen en las diferentes rutas metabSlicas y la es

trategia adaptativa de las especies,

Se analizaron por medio de la técnica de electroforesis horizontal /
en geles de poliacrilamida y almidon Ioslsiguientes sistemas isoenzimaticos:
Alcohol Dehidrogenasa, Glutamato Oxalacetato Transaminasa, Esterasa, Peroxi-
dasa, Aminopeptidasa, 6-Fosfogluconato Deh{drogenasa y Superdxido Dismutasa,
Se determind el nimero de alelos y se calcularon las frecuencias alélicas //
(Tablas 119 y 120), para determinar si las frecuencias genotipicas de dichos

loci se ajustaban a un eqilibrio de Hardy-Weinberg (Tablas 2-118), Dentro

de cada seccidn se calcularon ademds para todos los pares de poblaciones,los
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Tndices de identidad genética media'y distancia genétlica (Nel, 1972) (Ta=/
blas 123, 124), Finalmente en base a la identidad genética, utilizando el/

método de anilisis de agrupamiento de medlas no ponderadas (UPGMA) se cons

truyd el dendograma correspondiente para la Secc, Algarobia (Fig, 17).

Las entidades estudiadas pertenecientes a fa Secc, Algarobla, pre-
sentan diferénc}as morfolégicas que permiten considerarlas especles (Bur=-
kart, 197€), En el presente trabajo se encontr6 que el grado de simll1tud/
molecular entre ellas es tan alto como lo que se esperarfa para seml o In-
cluso subespecies (Tablas 123 y 124), Ademds las afinidades relativas en-/
tre especies obtenidas a partir de los datos enzimdticos presentan discor-
dancias con la clésificaclén basada en datos morfoldgicos, Tales discrepan
clas podrTan debherse a una tasa de evolucidn diferencial entre los Jocl re
lacionados con caracteres exofenotTpicos y los que codifican para diferen-

tes enzimas.

La alta similitud genética revela que los taxones se han diferen-/
clado poco genéticamente, lo cual coincide con la aparente debilidad de //
las.barréras de aislamiento reproductivo, Las Gnicas evidencias enzimati=-/
cas sobre la existencia de posibles mecanismos de aislamiento se refieren/

a que: 1) en algunos individuos de’P.nlgra y P,ruscifolia, las intensida-/

des de coloracidn relativa de las bandas de ADH se apartaban de las espera
das, hecho que sugerirfa una incipiente divergencla génica entre estas es-

pecies y P.alba y P.hassleri (Figura 2 A, D). 2)La observacién de que si//

bien en zonas de simpatria el polen de P,caldenia podrfa fecundar a P.alpa-

taco y P.flexuosa dando semillas hibridas (Fig,.s DL no se encontraron se-

millas provenientes de P,caldenia con patrones enzimdticos hTbridos, Esto/
T ———

colncide con la posicién alslada de P,caldenia en el fenograma donde se en

cuentra relativamente mds alejada de las demads especies de esta Secclén //

(Fig. 17).
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Los valores de P y H de estas especies (Tabla 121) son semejantes/

a los observados en ctras lefiosas (P = 42 %, H = 0,1.68), La especie més In

vasora, P,ruscifolia,resultd ser la menos'variable, lo que Indicarfa que su

estrategia Implicarfa poca varlabllidad genética, pero una gran plastici~/
dad que le permitirfa adaptarse eficientemente a los ambientes que coloni-

za, '

La elevada afinidad enzimdtica y la falta de barreras reproducti=/
vas eficlentes entre estas especies taxonémicas simpdtridas, apoyarfa la /
hipStesis de que ellas serfan desde el punto de vista blolégico semiespe-’
cies y que el conjunto de las mismas constituirfa un singamedn, Este, a di
ferencia de una especie corriente, poseerfa una estructura interna lo sufl

cientemente estable para mantenerse en tal estado a pesar de la simpatria/

y de la hibridacion,

Las especies de la Se;. Strombocarpa son alopétridas y muy seme=/ -
_Jantes morfolégicamente (Burkart, 1976), e lsoenzimdticamente también pre«
sentaron una estgecha similitud (Tabla 124), Por estas razones tal vez se-
rfalmés ;decuado considerar a estas entidades como subespecles, Los valo=/
res de P y H fueron bastante m&s bajos que los observados en otras lefio-
sas (Tabla 122) (P=13%, H=0,044), Incluyendo a las pertenecientes a la Sec
Algarobia, Esto ind!carfa aue los sistemas reproductivos y/o las estrate-/

glas adaptativas podrian ser diferentes en las dos Secciones,

Las Hiferencias electroforéticas entre las especies pertenecientes
a las dos Secciones son de tal magnitud que no existe similitud entre las
enzimas estudiadas (excepcién hecha de SOD), Esto, sumado al hecho de que/
no se producirfan hibridos interseccionales (Hunziker 25;213 , 1977) y a /
las grandes diferengias morfolégicas (Burkart, 1976), sugieren que tal vez

sea mas adecuado elevar a la categorfa de subgéreros a las dos Secclones/

estudiadas en el presente trabajo,
% ,é(,@&
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