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INTRODUCCION

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

poblaciones (Dobzhansky, 1951),

En sus comlienzos, la revolucionaria Idea de la "evolucién por se-/
leccI8n natural' (Darwin, 1859) no pudo ser totalmente comprend!da debldo/
a que la genética alin no se habla desarrollado. Mende! (1866) establecis /
las bases de la herencla, pero debleron pasar muchos afios para que éstas//
fueran reconocidas. Posterlormente Morgan (1911), estudiando 1a mosca de /
la fruta (Drosthlla), pudo establecer el concepto de gen y demostrar por
pruebas genéticas de entrecruzamiento y recombinacldn que los genes se dls
ponfan linealmente en los cromosomas. Por esa misma época Hardy (1908) y /

Weinberg (1908) establecieron las bases de la genética de poblaclones.

AsT, debieron pasar ma8s de cincuenta aflos para que la Genética pu-
diera aportar las bases 18gicas y la evidencla experimental para la teorfa
de Darwin de la evolucldn por seleccién natural, que segin Suzukl et a1, /
(1981) podrfa resumlrse en 1Tneas generales en tres principlos: 1)El prin-

ciplo de la varlacién: entre individuos de una poblacién existe varlacién/

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

la descendencia es més parecida a sus progenitores que a Individuos no em-

parentados y 3) El principlo de 1a seleccl6n: Algunas formas son mas exlto

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

te.

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

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



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

Beadle y Tatum (1941), trabajando con Neurospora propusieron la hi-
p6tesis de que un gen codlficaba una enzima, Posteriormente la misma fue /
modificada estableciéndose que un clstrén codifica un polipéptido (Benzer,
1955,1961). Con la Introduccién de €stos y otros conceptos nuevos, se com=
prendi6 que la evoluclién bloléglca consistirfa en cambios de la Informacién
genética de las poblaclones, la cual es llevada en la mayorfa de los orga-

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

En 1958, Crick enuncié la hipStesis de que el DNA determina la se-
cuencla de amlinodclidos de un polipéptido y que dicha secuencla establece /
la estructura trnidimensional de la protefna. De esto se desprenden dos im-
portantes consecuenclas: 1) Una secuencle lineal de nucle6tidos (DNA) de-/
terminarfTa una secuencla de aminodcidos especffica. Esta relaclén est§ es-
peclficada en el c6digo genético (Crick et al., 1961; Nirenberg y Matthel,
1961). 2) Dado que las secuenclas de nucleStldos y de aminodcidos serfan /
colilneales, un cambio mutacional en una posiclén determinada de la secuen-
cla de nucle6Stidos darfa lugar a un camblo en la correspondlente posicién

de la secuencla de amino&ecldos.

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 1a existencia de esta colinealidad. Este trabajo jun
to a otros, principalmente los de Benzer (1955, 1959, 1961) que trabajé //
con el fago Th y una cepa K lisogénica de E. coli, permitlieron comprender/
la naturaleza del gen. Este serTa una seccién de DNA que contiene la infor
macién para la sfntesls de una protefna. La unidad funcional que contliene/
la Informacién para la sfntesis de un polipéptido, corresponderfa al cis-/

trén (Benzer, 1959, 1961).

Determlnada la naturaleza del gen y establecida la collnealidad en



tre las bases nucleotTdicas del DNA y los amlnod&cidos de los polipéptidos,
se Idearon métodos de andlisis Indirectos que permiten anallzar la varia-/
cién genética en las poblaclones, y estimar las divergencias evolutivas en

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

Evidentemente, dos individuos presentardn mayor homologfa entre //
sus genes cuanto mis estrechamente relacionados se encuentren. SI bien es
muy dificll poder estimar en forma directa la varﬁaclén de los genes den-/
tro de las poblacliones y las homologlas entre los genes de distintos orga-
nismos, usando el concepto de collnealldad entre las bases nucleotldicas y
los aminoacidos de los polipéptidos, se pueden estudlar las secuenclas de
estos Gltimos en distintos indlviduos de una misma especie para ver si va-
rfan, estimando de esta forma las diferencias nucleotfdlcas exIstentes en-
tre los mismos. Este tipo de an&llslis, aslT como la hibridacién in vitro /

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

clelcos extraldos de distintos Individuos y 1a electroforesls de [soenzi-/
mas (Hunter y Markert, 1957), han permitido reallzar importantes estudios/
en el campo de la genética de poblaclones, la evoluclédn y la taxonomla, ya
que pueden utllizarse como criterio de valoracién de las homologlas a ni-

ve! molecular,

El presente estudio se bas6 en una de estas técnlcas, la electrofo
resis de Isoenzlmas, cuyas caracterfsticas y alcances mis importantes se /

discutiradn ampl lamente mis adelante.

Con el surgimiento de las técnlcas mencionadas se puso de manifies
to la gran diversidad genética de las poblaciones, quedando asf invalldado
el modelo clislco de Miiller (1950) y Morton et al.(1956), quienes conslide-
raban que todos los individuos de una misma especle o raza serfan homocigo
tas para la mayorfa de sus locl génicosy que unz minorfa de los loci se-//

rfan heteroclgotas para alelos deletéreos que habrfan surgido por mutaclén



[ ]

Y que la seleccién normalizadora tenderfTa a eliminar o bien a mantener en/

frecuenclas lo m&s bajas posible,

En contraposiclién con el modelo clésico de la estructura poblaclo-
nal, se formul§ entonces el modelo equillbrado (Wallace, 1958: ver Lewon-/
tin, 1974, p&g. 25) que propondrfa que los Individuos de una especie de re
produccién sexual y fecundacién cruzada serfan heterocigotas para una pro-
porclén considerable de locl génlicos. Parte de dicha varlabiiidad serfa ge
nerada por mutacién, que produce generalmente mutantes deletéreos a los //
que se contrapone la seleccién natural. Sin embargo este modelo Implica a-
dem8s que la mayor parte de la variabilidad genética serfa mantenida por /
diversas formas de selecclén equillbradora. Esta hipStesis, sin embargo, /
presentaba dIflcultades muy serias para expllcar el hecho de que, sl fos /
pol imorfismos se mantienen por fuerzas selectivas muy fuertes, una gran //
proporcidn de los individuos de las: poblaclones. estarfamal adaptada y cons

titulrfa una lastre genético 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 camblos mutaclonales a nivel molecular y una gran mayorfa de los poll-
morfismos encontrados en las poblaciones naturales serTan neutros desde el
punto de vista adaptativo. Su destino en las poblaciones estarfTa determlng
do por el azar y, por lo tanto, las poblaclones podrfan acumular sin res-/

tricclén alguna, cantidades muy Importantes de variabilldad genética.

A partir de entonces, las teorfas que consideran a la seleccién co
mo el dnico proceso que rige la evolucién (Cldsica y Equillbrada) suelen /

ser denominadas panseleccionistas y la teorfTa que supone la neutrallidad de

Ta mayorTa de las varlantes' genétlcas, panneutrallista.

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



¢

seleccionista y neutrallsta continda Kimura (1983) propone una nueva ver
sién de la teorla neutralista en la que deflende la idea de que la selec-/
cién a nivel molecular actla eliminando las variantes nuevas que surgen /
por mutacién y que perjudican la funcionalidad de 1a molécula, pero, afec
tando las reglones de la protefnas menos sujetas a restriccliones funciona~-
les, se podrfan fijar mutaciones neutras por deriva genética, Los polimor-
fismos protelcos, de acuerdo a esta hlpStesis serTan una fase de transl-//
cién de 1a evoluclén molecular, pero hablendo modIflcaclones amblentales,/

parte de los alelos antes neutros, podrfan ser selecclonados,

ELECTROFORES!S DE ISOENZIMAS

Para poder estimar las divergencias evolutivas entre diferentes or
ganismos se deberfa estudiar las homologfas de sus genes, ya que es de su-
poner que dos indivliduos estarin mis estrechamente relacionados cuanto ma-
yor homologfa exista entre sus locl. Debido a la Imposibliidad de realizar
este tipo de estudios se han ideadc otros métodos de an§lisis que, en for-
ma Indirecta, permiten estudiar las divergenclas entre poblaclones y espe-
cies. Dado que la expresién primaria de un gen es la formaclén de un poli-
péptido (Beadle y Tatum, 1941; Benzer, 1955, 1961), el estudio de las enz|

mas darla una primera aproximacién al estudio del gen,

Existen diferentes y varfadas técnlcas que posfibillitan el andllisis
de las protefnas, sean éstas enzimdticas o no. Una de las técnicas de més/
r&plda y facll aplicaclién, que permite poner en evidencla varlacfones pro-
teicas individuales, es la electroforesis en un medio que actda como sopor

te y fliltro como ser geles de almidén, pollacrilamlda, etc.

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

cial de las protefnas en un campo eléctrico, donde la velocldad de despla-
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zamiento de las partfculas depende de la carga eléctrica neta, y de su ta-

mafo y forma.

Un precursor de esta técnica ha sido Tisellus (1937), al cual le /
sucedleron muchos otros f[nvestigadores que mejoraron el método, desarro-//
1lando la electroforesis de zona en gel de almidén (Smithies, 1955; Smi-//
thies y Poulik, 1956; Poulik 1957) y en poliacrllamida (Raymond y Weintrab
1959), utflizando posteriormente métodos de reaccién histoquimicos para lo
callzar las zonas de actividad enzimdtica directamente en el medio de so-/

porte (para una revlsién mis amplia ver Brewer y Sing,1970).

La comblinaclén de la electroforesis y de la tinclén especlTflica ha-
ce posible distinguir una enzima partlcular entre cientos que pueden estar
presentes en un estracto crudo. AslT se han podido detectar diferentes for-
mas moleculares de una enzima, derivadas de un mismo organismo y que cata-
1izan 1a misma reaccién. A ellas se las ha denomlnado |SOENZIMAS, Markert/
y Miller (1959) y se di6 el nombre de ALOZIMAS a acuellas varlantes [soen-
zim&ticas especificadas por aledos del mismo lgggg_(Prakash et al., 1969) .
Las diferentes bandas que aparecen en el gel luego de la tincién por méto-

dos hlstoqufmicos recibleron el nombre de zlmograma (Hunter y Markert, //

1957).

Ventajas y desventajas de la utillzaclén de las isoenzlmas para estudios /

poblacionales, taxonémicos y evolutivos.

Hubby y Lewontin (1966) y Lewontin y Hubby (1966) propusieron que/
el estudio de las movilidades electroforéticas de las enzimas y protefnas/
permitirfa profundizar en ciertos problemas evolutivos que, con las técnli-
cas convenclionales de anfllsis genéticos, resultaban muy diffcllies. Entre

ellos se pueden cltar: a) reconocimiento y estimaciones directas de homoc [



gotas para diferentes alelos, as{ como los heterocigotas, sin recurrir a /
experimentos genéticos; b) deteccién de diferencias fenotfpicas causadas /
por sustltuclén alélica de un Gnico locus; c)distincién entre las sustitu-
clones alélicas de un locus y la sustitucidén en otro locus; d) estimacién/
del polimorfismo y la variabllidad genétlca en poblaciones naturales. Con
estas informaclones se pueden realizar estudlos evolutivos y sistemiticos/
en diferentes taxones basados en el andlisis de diferenclas génlicas Indivl

duales.

Otra ventaja Iimportante de esta técnlca 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 distancla mutaclonal
(o evolutiva) entre dos alelos y la diferencia entre las velocidades de ml
gracién en el gel de las protefnas que ellos codifican (Marshall y Brown,/

1975).

Esta técnica ademis puede ser utilizada para determinar si ha ocu-
rrido varfacién en las frecuenclas aléllicas a 1o largo del tiempo de exis-
tencia de una especie en particular (Bergen 1971; Dobzhansky y Ayalq 1973;
etc.), como también a lo largo de un gradiente geogr5fico y/o amblental //
(Allard et al.1972; 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 discrimlinaclones taxoné
micas entre diferentes especies (Selander et al,, 1971; Bosbach y Munster,/
1981; etc.) y entre especles gemelas (Ayala et al., 1974 a, b.; etc.). Se /
utilliza esta técnica en andllsis de varfabilidad genética (Burdon et al.,/
1980; Tabachnick et al, 1982; Vello Jaaska, 1981; Zera, 1981; etc.) y tam-
blén en estudios ontogenéticos y de regulacién génica (Chao y Scandal | os,
1972; Hadacova, 1974; Meyerhof y Haley, 1975; Quall y Scandalios, 1971; //

Scandallos, 1964, 1965, 1969, 1974, 1979; Scandallos 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,/
exlsten fuentes de error inherentes a 1a técnica que deben ser tomados en/
cuenta en el an§lisis de los distintos problemas: a)La carga de una protel
na es s6lo alterada cuando uno de sus amlnodcldos es sustituldo por otro /
de carga diferente, Como ya se sabe, 16 amino&cldos son neutros y solamen-
te cuatro estdn cargados, dos positivamente: arginina y lisina, y dos nega
tivamente: acldo aspértlco y 8cldo glutdmico. Conoclendo estos datos Shaw/
(1965) y Marshzll y Brown (1975) estimaron que s6lo 25 a 27 % de los casos
de sustituclones elélicas de amino3cidos serén detectados electroforética-
mente, b)Por otra parte, el hecho que dos enzimas tengan la misma movili-
dad electroforética no necesarlamente Implica que sean idénticas. En efec-
to, estudlos que han permitido determinar las secuenclas 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 //
electroforesis en gel de poro varlable (Johnson, 1976)sugieren que una sim
ple banda en un gel puede estar formada por m8s de una enzima. Por lo tan-
to, pruebas bloquimicas adicionales son necesarlas para determinar sl alo-
zimas con la misma movilidad, tienen diferente o Igual secuencia de amino-
acldos. AsT, la electroforesis en general, provee una subestimacién de la

cantldad de diferencias genéticas,

También es importante recordar que las ‘evldenclias electroforéti-/
cas no dan ninguna Informacién acerca del nimero de diferencias de amlnoa-
cidos o etapas mutacionales que causan las diferenclas en la movilldad de/
las . Isoenzimas. Una diferencla en 1a movilidad puede reflejar una simple/
sustitucién nucleotfdica o numerosos camblos en la sécuencla nucleotfdica.
Asl la electrofores!s puede demostrar que dos taxones tienen distintas iso

enzimas, pero no provee Informacl6n acerca de la cantidad de diferenclas.



-11 -

Por otra parte, dado que las enzimas participan intensamente en el
metabolismo de los individuos y varfan de acuerdo a sus necesldades, al //
real fzar estudios Isoenz imaticos,dirfgidos a resolver problemas evolutivos y
sistemdticos es muy Importante tomar clertas precauclones para evitar dis-
torsfones en los resultados obtenidos. Durante el andlisls es necesarlo en
tonces, tomar en cuenta ciertos factores como ser: a) la edad del Indlviuo,
b) tejldos y 6rganos anallizados y c) F] 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 necesarlo 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 , 1999w andl isis de
las isoenzimas para el estudio de variaclones Interespecificas requerirfa/
de una muestra que abarque tanto cuanto sea posible la varlabilidad exis-/
tente dentro de cada especie, a fin de no obtener una super o subestima-/
clén de las diferencias Interespecificas. Sin embargo, se ha visto que en/
general las poblacliones coespecTficas son extremadamente similares genéti-
camente (Clegg y Allard, 1972; Gottlfeb, 1973 a,1974a; Babbel y Selander,/
1974; Rick y Fobber, 1975; Levy y Levin, 1975; etc.). Esto sugiere que las
evidenclas electroforéticas de una o unas pocas poblaciones muy frecuente-
mente constltuyen una muestra adecuada de las especles a comparar (Gott]leb,
1977). Como se puede apreclar, existen discrepanclias con respecto al nime
ro de poblaclonesque hay que utlllzar para obtener una muestra que sea re-
presentativa de la especie. En Gltima Instancla ésto dependerd de cada ca-
so particular, segin la varfabllidad intraespecifica y el politipismo que
se observe.

Para no obtener una siper o subestimacién de la varlabllidad genét|
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ca en las poblaclones, hay que tener precaucién en la eleccién de los sis-
temas isoenzimdticos. Glllespie y Kojima (1968), tomando como base el tra-
bajo realfzado con Drosophila, sugirieron que el grade de polimorfismo en
las enzimas varfa segﬁn.la funcién, siendo generalmente menor en las enzl-
mas que metabolizan la glucosa (Grupo |) que en las enzlmas no especfficas
(Grupo 11). Posteriormente Johnson (1974, 1979), estudiando en Drosophila/
la varlacidn enzimitica en térmiros de la utilizacién de los sustratos in-
ternos frente a los externos, encontré un mayor nimero de alelos en los lo

_l.que codiflcan las enzimas del grupo 11,

Gi1lespie y Langley (1974), asf como Johnson (1974), deflnferon //
las enzimas del grupo | como ''caracterlzadas por un sustrato fisioléglico /
singular que generalmente es generado y utillzado Intracelularmente', y //
las enzimas del grupo |! como aqu&llas ''con sustratos fisfiol6gicos milti~/
ples que reflejan la diversidad amblental''. Estos autores s6lo se limlta=-/
ron a estudiar las protefnas enzimdticas y clasificaron dentro del grupo |
a las protefnas estructurales, ribosémicas y reguladoras, junto con la ma-
yor parte de las enzimas implicadas en la blosfntesls, el metabolismo In-/

termedio, la glucblisis y el ciclo de Scido cftrico. Estos autores creen /

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

grupo |l es pequefia y estid desproporcionadamente representada en los estu-

dlos de la varfaclén protelca.

A partir de estos hechos, cuando se emprende un estudlo de varlabl
lidad genétlica, es necesario utilizar diferentes sistemas Isoenzimaticos/

que cubran en gran medida el espectro metabdlico.

Hace unos afios la técnica electroforética fue usada ampliamente pa
ra resolver problemas sistemdticos 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 relno vegetal y hasurgl
do una gran cantidad de Interesantes publlcacliones (Ver revisiones en: Got

tlieb, 1977; Hamrick et al, 1979 y Hamrlick, 1979) .

A pesar de las limltaclones aqul presentadas, la electroforesis de
enzimas asocladas a métodos histoqufmicos constituye uno de los mejores /
instrumentos parz estudios sobre la varfacléon intra e interespecffica, asf
como de las divergenclias surgldas entre especles de un grupo a lo largo de

la evoluclién,

GENERO PROSOPIS

El género Prosopls , pertenece a la famllia Leguminosae, subfami-/
lia Mimosoideae y comprende alrededor de 4k especles (Burkart, 1976). Su /
distribucién abarca el S.0. Asi&tico, Africa y, predominantemente, desde/

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

La mayorfa de las especies de! género son arboles o arbustos que//
presentan fecundaclén cruzada obligada (Simpson, 1977; Simpson y Solbrig,/

1977) y protoginfa (Burkart, 1976).

La polinizaclén de las mismas se reallzarfa princlpalmente por me~-
dio de insectos y el polen no se desplazarfa grandes distanclas. Asi, se /
ha observado que &rboles alslados unos cientos de metros (500-6CC m.) pre

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

Las valnas de ProsoEIs han demostrado ser uno de los allimentos m8s

antlguos utilizados por el hombre prehistdrico en el Nuevo Mundo ya que re-

Presentan una fuente de carbohidratos y de protefnas en los desfertos de /

Norte y Sud América.

Con las vainas recogidas de Prosopis en Hawail, Argentina, Perd y
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Chile se puede mantener ganado, pues es posible almacenarlaspara utllizar-
las con posteriorfdad, Se ha visto que estas vainas preserntan un valor ali-
menticlo semejante al de la cebada o el mafz (Habit et al.,1981), poseyen-

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

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

mfr.imo el Insumo energétlco necesarlo para su explotacién (Felker y Bandur

ski, 1979).

P. nigra exuda una sustancia que podrfa usarse en reemplazo de la
goma ar5biga (Habit et al., 1981). Las rafces de los algarrobos son tam-//
blén utllizadas para obtener tinturas para tefir lana, algodén y seda (Ha-

bit et al,, 1981).

Las distintas especies de Prosopis se encuentran en lugares muy /
secos, donde diffcilmente pueden sobrevivir otras plantas (250 mm. a 75 mm
anuales de lluvia); pueden tolerar y alin crecer con rapidez en suelos are-
nosos o salinos. Soportan facllmente largos perfodos de sequfa, producien-
do fgualmente gran cantldad de valnas. Ecol6gicamente las valnas son Impor
tantes para la propagacidn endozolca, ya que las semillas germinan libre-/
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 beneficla l1a germinacién de las semillas, ya que/
mata las larvas de Bruchidae (Insecta, Coledptera) que destruyen las seml-
llas y que siempre estdn presentes en los frutos de Prosopis. Estas legum-
bres nutritivas con semillas que son resistentes a los Jdgos gastricos de/
los animales herviboros representan una gran adaptacién para su sobrevi-/
vencia y dispersién (Hauman, 1947 a, b; Morello, 1951; Humphrey, 1958). /
Las especles de Prosopls han comenzado a ser usadas en muchas partes del/

mundo en planes de agroforestacién (Huxley, 1963), asf como para recuperar
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zonas &ridas ( Campbell, 1929; Leakey y Last, 1980) pues permiten: contro-
lar el viento; establillzar dunas impidiendo sus progresos hacla 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 la mayorfa de los casos otras espe
cles, muchas de ellas Introducidas, para lograr los mismo fines. Sin embar
go las especles de Prosopls tlenen un gran potencial econémico y ecolégi-
co y su mayor conocimiento tal vez permita que en poco tiempo sean recur

so aprovechable.

La taxonomfa del género Prosopls presenta un problemaharto diff-/
cfl. Desde el afio 1#75, Bentham y otros autores ( Burkart, 1937, 1940, //
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 morfol6glcas de las especies y proponiendo una //

nueva clasiflcacidén para el mismo,

La principal causa de discrepancias en la clasificaclén basada en/
la morfologlfa reside en que algunas especies diploides, pertenecientes a /
la Seccién Algarobia, son simpatridas en la reglén fitogeogr&fica Chaquefa
(Nordeste de Argentina y Paraguay) y es frecuente entre ellas la hibrida-/
clén e introgresién, creindose asf nuevos fenotipos que dificultan la de-/
terminacién morfol6gica. Estos hfbridos, en su mayorTa fértiles, podrfan /
ser una posible fuente de varlacién genétlica ya que permitirfan producir /
nuevos genotlpos que podrfan capacitar a las especles para ocupar diferen-
tes habltats. Ademds, se han descripto ecotipos morfolégicos en P, ruscifo
lla (Morello et al.,1971; Morello y Adamoll, 1974; Palaclios y Bravo, 1974)

P.glandulosa, P.laevigata y P,juliflora (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 (1tima de ellas tiene una amplia dis=//
tribucién en nuestro pals y causa estragos en la zona fitogeogr&flca chaquefia/
(RodrTguez Rebollar, 1947; Morello, 1970; Gémez et al,, 1973), Esto se debe a
que sus hojas contienen sustancias que, de acuerdoccn la concentracién son ca-
paces de [nhiblr o retardar la germinacién de semillas de otras plantas tales/
como lechuga, alfalfa, tomate y alpiste (Souto y Ellberg, 1972) y que sus es-

pinas, de gran tamafio, producen dafios al ganado,

Existen, dentro de esta Seccidén, especles muy controvertidas como
P.vinalillo que se conslcera originada a partir de la hibrldacién entre P,alba

var, panta y P,ruscifolla (Burkart, 1976), Su morfologfa es generalmente Inter

media entre la de sus poslbles progenitores, y los estudlos meléticos no mos-/
traron diferencias signiflcativas en el nimero de bivalentes por célula y de /
quiasmas por bivalente entre las especlies parentales y el presunto hfbrido ///

(Hunzlker et al,, 1975), siendo la fertilidad de éste casl normal,

A pesar de exlstir una gran varlacién morfoldgica Intra e interespec(-
fica debide a la gran cantidad de formas Intermedias, dentro cde la Seccién Al-
garobla se encuentra una considerable uniformidad para otros caracteres, Por /
ejemplo, el nimero cromosémico en las especies diploides es 2n=28 (Hunzliker et
al., 1975, 1977). Burghardt y Palacios (1981, 198L)yBurghardt (1982) encontra-/
ron una gran similitud proteica al estudlér mediante electroforesis las semi-/
1las de especlies de Prosopls. Estos autores también compararon lcs resultados/
de estudios basados en un gfan myestreo de drboles, con otros basados en semi
1las de unos 5 a 10 arboles por especie, slendo los resultados obtenidos nota-
blemente seme]antes. Estudios cromatogriaficos (Palaclos y Bravo, 1981; Naranjo
et al,, 1984), mostraron similltudes mis altas que las esperadas para especies
diferentes, Hechos semejantes se encontraron al estudiar los aceites de /

semillas de especles 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 mids especles y que permitan reconocer Inequfvocamente

a una entldad de otra.

En la Seccién Strombocarpa, también existen problemas taxondémlcos,/

Las especles P.reptans y P.strombullfera pertenecientes a la misma difieren

de las de la Secc. Algarobla por ser alopstridas (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 morfolégicas (Burkart, 1976) vy cro
matogréficas (Carman, 1973) se sugiere que tal vez estas entidades sean ''va

riedades'' de una misma especle.

"E1 género es considerado. bastante primitivo dentro de las Mimosoi-

deae y se cree que se habrfa orlginado en Africa, donde persite solamente /

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

De acuerdo con la teorfa de la deriva continental, Africa y América/
estaban unidas hasta el perTodo Cretdcico-comienzos del Terclario, época en
la cual estas especles podrfan haberse originado 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 1a cual posteriormente se dividi6 en dos centros: el Mejicano-Teja
no y el Argentino-Paraguayo-Chileno, donde se encuentra la mayorTa de las /
especies (Burkart, 1976). En la Argentina se encuentra un centro de polimor
fismo morfolégico y existe un importante nidmero de especles, una 28 en to-/

tal, de las cuales 13 son endémicas.

A pesar de toda la informacién ya obtenida sobre las especies del //

complejo Prosopis, su sistemitica continia slendo discutida, y exIsten es=/
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casos estudios que cuantiflquen el grado de divergencia evolutiva y varla
bilidad genética de las mismas. En los Gltimos afios, el surgimiento de nue-
vas técnlcas moleculares ha ablerto grandes posibllidades para el estudio/
de dichos aspectos. Una de estas técnicas, la electroforésis de [soenzimas,
ha sido ya aplicada a algunas especles del género Prosopis (Solbrig y Bawa,
1975; Whitmore y Bragg, 1979; Saldman, 1981, 1983, 1984; Saldman y Naranjo,
1982) y est3 constlituyendo un valloso Instrumento de trabajo en la resolu-/

cién de problemas taxonémicos y evolutivos,
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

Dadas las particulares cual idades que presentan las especies de Pro
sopis, serfa de gran Interés desarrollar un programa de cruzamientcs contro-
ladoscon el objeto de explotar eficlentemente caracteres heredables benefi-
closos. No obstante, esto constituye un proyecto a largo plazo, En la ac-/
tualidad se podrfanobtener resultados considerablemente poslitivos mediante/
una mayor examinacién y uso de la varlacién ya existente en las poblaclones
naturales de las distintas especies. Para poder analizar y caracterizar es-
ta variacién es necesarlo entender la biologfa de las especies de este géne

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

Con el objeto de ampliar los conocimientos que hasta el momento se/
tlenen sobre éste género y aportar informaclén acerca de la varlabilidad /
genética y las cuestionadas relaclones fllogenéticas de sus especies, se es
tudié la variaclén alozfmica de siete sistemas isoenzimdticos: Alcohol Dehl
drogenasa, Glutamato Oxalacetato Transaminasa, 6- Fosfogluconato Dehidroge
nasa, Aminopeptidasa, Superéxido Dismutasa, Peroxldasa y Esterasa, en pobla

clones de especies pertenecientes a dos Secclones:

Secclén Algarobla, Serie Ruscifollae: P.ruscifolia.

P.hassleri.

P.vinallllo.

———

Serie Chilensls: P.nigra,

P.alba.

P.caldenia.

P.flexuosa.

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

P.strombulifera
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En ellas se analiz6: a)El ndmero y frecuencla de alelos de cada lo-
cus, b)El grado de polimorfismo en las poblacicnes c)lLas diferencias y /:
similftudes existentes entre especles, cuantificadas mediante la estimacidn
de las distanclas e Identidades genéticas. En base a estos resultados se //
discuti6 el grado de diferenciacién y la varfabllidad genética de dichas en
tidades. Se estudiaron tamblén presuntos hfbridos InterespecTficos o derlva
dos hTbridos de la Secc. Algarobia, con el objeto de: I)utilfzar los marca-
dores’ alozTmicos propios de cada especie en la identiflicacién certera de /
los mismos; [i)observar los diferentes fenotipos Iscenzimiticos correspon=-/
dientes a segregantes para determlinar la hipStesis m&s probable del mecan[i
mo genético involucrado en la produccién de Isoenzimas., Se compard ademds /
el grado de polimorfismo de cada sistema [soenzim&tico en ProsoEls con aqué
llos hallados por otros autores en otros organlsmos, tratando de aportar da
tos que permitan ampliar el conocimiento que se tiene acerca de la relacién
entre el grado de polimorflismo que presentan las enzimas segin la funcl6n /
que cumplen las diferentes rutas metabSlicas y la estrategia adaptativa de/

las especies.
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MATERIALES Y METODOS

En la Tabla I, se registran las especles estudladas, el nimero de /
colecccibn, las Infclales del colector de la muestra, localidad, cantidad /
de semillas estudiadas y sistemas enzimiticos analizados en las diferentes/
muestras poblaclionales. En la Flg. 1 se Indican los sitios de coleccién de/

los materfales.

El Ing. Agr. R.A, Palaclos y la Dra. L. Bravo (1981), determinaron/
por caracterfsticas morfoléglcas y cromatograficas el material de P.ruscifo
lia de Chaco y Formosa y Departamento de Copo (Santlago del Estero), P.alba
(Formosa), P.hassleri (Formosa) y P.vinallllo (Chaco y Formosa). Los ejem-/

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

(Sga. del Estero) fueron Identlficados morfol8glcamente por el Ing. R.A. Pa

laclos.

El Lic. C.A. Naranjo, la Dra. L. Pogglo y la Lic. S. Enus Zelger //
(1984), reallzaron la determinaci8n sistemitica, utilizando datos morfolégl
cos y cromatogr&ficos de los ejemplares de P.nigra de la poblaci6én de En-/

tre Rfos.

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

denla), fue determinado en el campo por los Ingenieros  P.Stelbel y H.Troi
ani, y posteriormente, la Identiflicacion de estos indlviduos fue confirmada

utilizando datos morfcldglicos y cromatogrSficos por el Lic. C.A.Naranjo y /

da Lic. S.Enus Zelger (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. Hunzliker, la Llc. A. Burghardt- y la Lic. S.E. Zelger, respectivamente.

Los ejemplares de herbario han sido depositados en el herbario de /
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Figura 1. Local idades donde se coleccionaron ias 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. Utracan, Chacharramendi.

F) La Pampa: Dpto. Cura-C5, Salar La Amarga.

G) Formosa: Dpto Patifio, Estancia La Primavera.

H) Entre Rios: Dpto. Parana, Parque San Martin.

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

J) Catamarca: Dpto.Tinogasta, 3 km. al sar 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 Univer

sity, Y que fue coleccionado por el Profesor Otto Solbrig.

Coleccidn y conservacién del materlial,

Los arbustos se encuentrar en las diferentes localidades formando /
en muchos casos montes impenetrables que se extienden cientos de kil6metros.
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 fecundacidn cruzada obli
gada (Ver Pagina 13 ), los frutos fueron coleccionados de drboles seleccio
nados dentro de 8Sreas de por lo menos 100 ha. y separados unos de otros //
unos 500 a 600 m. de modo que pudieran considerarse alslados entre sf. Los/
arboles de origen hibrido 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 &rboles 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 estudladas.

Se coleccionaron 50 a 100 valnas 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 cadmara //
frfa a 4°C o a temperatura ambiente con naftalina para evitar el ataque por

polillas (modiflicado de Felker, 1983).

La conservacién de las semillas en la cémara frfa tiene la ventaja /

de evitar la pérdida de viabilidad de las mismas por muchos afios.



-33-

~Obtencton de las .semillas y método-de germinacidn

Las valnas fueron trlituradas en una licuadora regulando manualmente//
la velocidad y el tliempo, para evitar que este tratamlento pudlera danar las

semlllas, De esta manera la valna 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 delas vainas, Finalmente aquéllos se guar

daron en sobresde papel a L°C en frascos con sTllca gel,

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

partiendo los mlsmo medlante un allcate,

Para que se produzca la germinacion es necesario efectuar un desgaste
de la cutfcula para faclllitar asi el Intercambio de gases y la penetracién /
de agua, Esto se realizé por dos métodos: cuando las semillas eran grandes,/
simplemente se las escarlficaba lijandolas, pero cuando eran muy pequeiias se
les colocaba 1 1/2 minutos en &cldo sulfdrico, lavandolas luego profusamente/

con agua corriente,

Una vez escarificadas con cualqulera de los dos métodos, las semlllas
fueron colocadas en cajas de Petr! que contenian una capa de algodén muy fina
. embebldo en agua y por encima de la misma un papel de flltro, Se las dejaba /
luego con luz contTnua durante un mfnimo de 16 hs,, a 30°C, Luego de ese pe-/

rfodo se verificé la aparicién del hlpocétilo,

wfgeooién~dexlos-slstemas Isoenzimaticos

Cuando se realizé el plan de Investigaclén, se considerd estudiar di-
ferentes slstemas Isoenziméticos, Ellos fueron: fosfoglucomutasa, fosfogluco-
Isomerasa, malato dehldrogenasa, fosfatasas &clda y alcalina, catalasa, 6-fos

fogluconato dehlidrogenasa, peroxidasa, esterasa, alcoho! dehi-//



--3“ -
drogenasa, superdxido dismutasa, aminopeptidasa y glutamato oxalacetato ///
transaminasa, Para todos estos slistemas se utl1iz6 una gran diversidad de /
condicliones tratando de lograr una buena nitidez de las bandas. Se usaron//
diferentes tampones para la obtencién de los extractos, para la preparacion
de los geles y para las cubas de corrida electroforética; diferentes siste-
mas de revelado para las diferentes lsoenz}mas, e inclusive se efectuaron /
prefncubaciones para cambiar el pH del sistema del revelado. Asi, se esco=/
gieron los métodos que dieron los mejores resultados, y se descartaron aqué

1los que daban bandas difusas.

Luego de las pruebas Iniclales se decidi6 no utillzar los sistemas/
fosfoglucomutasa, fosfoglucolsomerasa, malato dehidrogenasa, catalasa y fos
fatasas 8cida y alcallna. Las tres primeras por ser exceslvamente costosas/

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

La elecciébn de los tampones se realiz6 siempre usando P.ruscifolia/

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

clén en su nitidez al analizar distintas especles.

Electroforesis

Se estudié un total de alrededor de 4.900 individuos. En todas las /
especles se anallzaron las semillas 24 hs, después de iniciada la germina-
cién y los cotlledones epic6tilos e hipoc6tilos de plantulas de distintas /
ecades. En algunos casos se anallzaron también las primeras hojas adultas./
Dado que para diferentes sistemas isoenzimdticos era necesario utilizar dis

tintos tampones y a veces distintos 6rganos, un mismo individuo en general/

no podfa ser usado para més de un sistema Isoenzimdtico.

La técnlca utilizada fue electroforesis horlzontal en geles de almi-
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dén y de poliacrilamida,

[)Preparacisn de los_geles de pollacrilamida.

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

de la siguiente manera:

Tampdn «..vevennns P 1 ) ml.
Cyanogum 41 ............. Ceienaeans Ceerecaracans 5.3 gq.
(TEMED) dfamina de N,N,N,N' -

Tetrametiletileno .......... N 0.08 ml.

(AP) Persulfato de amonio (10%) ....... Cerreenne 0.8 ml.

Los geles al 7 2 se prepararon usando:

TamFﬁn LRI B R R N R R RN SN R ) LI BRI S O SN RN R BT I B BN A B ) 105 ml-

Cyanogumhl B 4 & 8 08 40 4 3% 04 AN B A0 QBN eSS 7.35 g.
(TEMED) diamina de N,N,N,N’-

Tetrametiletileno ..... cevens N 0.14 ml.

Los tampones utilizados varlaron segiin el sistema isoenzimdtico ana

1izado:

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

Tamp6n Tris-Citrato pH 7.4:
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ACido Cftl"fco R R R R N 10537 gt
Tris(Hidroximetil) :aminometano .v..eveeeeees  3.683 g.

Agua ...l..l.ll..ll.l.l‘llll‘..i....!..ll’l.- 2.000 m].

B) AMINOPEPTIDASA (AMP]

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

proporcién 1A:9B (S.Cavalll, com. pers.).
*Tampon A (Borato de LItio pH 7.4):
Hldréxido de thio & & 5 ¢ 0 8 & 4% 5 O 0 & B B SO DO D NS 0.“79 g.
Acldo Bérico anhidro O 0 & 86 0 0 0 00 3 TN OSSP 13.602 g.

Agua 4 & 0 80 0 8 0 00002 S0 OGS AN GCQEEEE e 1000 m]'

*TampSn B (Tris-Clitrato pH 7.4):

TriS it iiieeiacaernnsnens Cesedaenan ves 5.510 ¢
Acido CTtrico anhidro .....veevevnnceennsss 2.593 g.
Agua ... veninnn Ceeeenn Cereesieeenas ceeena 1 000 ml.

C) GLUTAMATO OXALACETATO TRANSAMINASA (GOT)

.Teampones A y B Scandalfos (1969) pH 8.3 (0.2M) en una proporcidn//

1A:98B,

*TampBn A (Borato de Litio pH 8,3):
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Hidl’é)(ido de L'tio A A AN N N N ] 1‘200 g‘
Acldo Bél"'co Anhidro LR I B B BN B B BN B R B B B B ] 110890 9-

Agua €8 0 0 00 T T T AT R EEBEQLOAR S TRLIEEBAN S 1000 mlc

*Tampdn B (Tris-Citrato pH 8.3):

Trls 0 6 0 96 0 Q0 3 2O P B R DB C O SO T BB S E N NE NS 6.200 g.
Acldo CTtrico anhldro ...ecvevneneoannnens 1.600 g.

Agua ® 0 0 Q4 9 P E LI N0 S P IN SIS BRCOIOLERNEOE O 1000 m'.

Una vez preparada la solucién correspondiente al sistema a anallzar/
se volcaba en una cubeta de vidrio con las sigulentes dimensiones: 5 cm. de
ancho por 17 cm. de largo y 0.2 cm. de espesor, Esta se cubrfa con una pla-
ca de vidrlo y se mantenTa el sistema a temperatura ambiente durante 20 mi-
nutos para permitir la polimerfzaclén. Luego de este tiempo se transferfa a

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

1) Preparacién de los geles de almidén

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

de 1a sigulente manera:

A]mid6n (connaought) ® ¢ 8 9 0 90 9600 NIRRT N s s 15.600 g!

Tampén L I B R S BN BN I B BCNE B B I B B R S S S SN I I IR R I ) 120 m]-

Los tampones utillzados varfan segiin el slstema Isoenzimdtico anali

zado:
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A) ALCOHOL DEHIDROGENASA (ADH)

*Tamp6n: Tris-Cltrico pH 7.(Shaw y Prasad, 1970)
Tris....................I..............‘.. 16'350 g.
ACIdo crtr‘co.......l.‘..'.-....'........' 9.0“0 g.

Aguattclt.ct!nu.'o!looc..ltoc-!tclltt.ntto 1000 m]t

Se diluye 66,7 ml. del tamp6n en 1000 ml, de agua (Shaw y Prassad,/
1970).

B) 6-FOSFOGLUCONATO DEHIDROGENASA (6-PGD)

#Tampén: Dehidrogenasa pH 9 (Schaal y Anderson, 1974)

Triseieeceiienanes verreee Cecaiiiieteabatas k2,160 g.
Acido BOrico ...cvevenenes Ceeecenernaanas 1.080 g.
10 PP 1.640 g,
AQUa L. iiiiiiiiii ittt it L 000 ml,

La preparaclén del gel se realiz6 de la siguiente manera: se coloca
ba el almidén en un erlemeyer de 500 § 1000 ml, mezclando vigorosa y conti-
nuamente sobre una llama fuerte, utilizando guantes de amianto para prote-/
ger las manos del calor. La soluclén se calentaba hasta que comenzaba a es-
trar en ebullicién (aparicién de burbujas). En ese Instante se retiraba el
erlemeyer del fuego y se sometlTa la solucidén a vaclo, utllizando para ello/

una bomba de vacfo. De esta manera se extrafa el aire que quedaba en la so-
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lucién, Inmedlatamente después se volcaba la misma en cubetas con las mis-/
mas caracterfsticas descriptas para los geles de la pollacrilamida y se de-
Jaba enfriar a temperatura ambiente, colocandolos luego en heladera. E1 ///
tiempo total de enfriamliento fue de aproximadamente una hora, luego de la /

cual los geles fueron utlllizados,

Preparacién de la muestra

Para el sistema de ADH se utllizaron semlllas con 24 horas de Inicla
da la germinaclén, momento en que el hipoc6tilo tlene aproximadamente 2 mm.
de longltud y el tegumento todavlfa no se ha caldo. Los demis 6rganos anali-
zados no presentaban para éste sistema clara resoluclién de las bandas o di-

rectamente no mostraban actlvidad ADH.

Para las PRX se utllizaron cotiledones, epic6tilos, hipocStilos y /
prlméra hoja adulta, no encontréndose actividad en semlllas de 24 hs, de ger

minacién.

En el resto de los slistemas se observé actividad enzimitics en to-/

dos los 6rganos y estadios anallzados. _

Dado el tamaiio considerablemente grande de los cotiledones de algu-
nas especles, en muchos casos sblo se utiliz6 uno de ellos, usando poste-//
riormente el otro para estudlar otro sistema o se permitid que la plantula/
continuara su desarrollo normal con un solo cotiledén, para estudiar aproxi

madamente 13 dfas m&s tarde la primera hoja adulta.

Los homogenatos de los diferentes tejidos fueron obtenidos por mace
raclén de los mismos en el correspondiente tampSn de extracclén segin el //
sistema a analizar., Este procedimlento fue reallzado a 0°C en placas de //

acrflico, con concavidades de 1 cm. de dismetro y 0.5 cm. de profundidad o/
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en '"placas de toque'',

En estas concavidades se colocaba 1z 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 /

slstemas [soenzimaticos.

La trituraci6n del material se realizé con una varilla de vidrio o/

plastico de extremc redondeado.

E! homogenato fue absorblido en papel Whatmann 3MM. de 2xh 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 /
reallzaron orificlos en el gel mediante un pelne de acero inoxldable con 20
dientes de 4 mm. (de ancho) x 2 mm. (de espesor). De esta forma se obtenfan/
hendlduras espaciadas regularmente y alIneadas, donde se colocaban las mues-
tras (papeles de 2 mm x 4 mm.).En los casos en que se necesltaban hendidu=-/
ras mis largas (papeles de 2mm. x 1 cm.) se las realizaba con una espdtula/
del ancho requerido, utfllzando una regla para que los orificios resultasen

al Ineados.

Como todas las bandas obtenidas para todos los sistemas eran de mi-
graclén anbdica, las muestras se sembraban aproximadamente a 4 cm. del ex-/

tremo correspondiente del c&todo,

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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Corrida electroforética

Los geles fueron sometidos a un campo eléctrico en cubas electrofo-

rétlcas de acrillco construfdas en nuestro laboratorfo, Cada cuba tenfa ca-

pacidad para dos geles. Las corrldas se efectuaban en una heladera a 4°C vy

los geles se cubrfan con un papel plastico autoadherente para evitar la eva

"poraclén por enclma del cual se colocaba una placa de vidrio y finalmente /

una bandeja con hlelo. La corrida electroforética era detenlda cuando el //

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

bra.

Tampones utllizados en las cubas electroforéticas.

A) ESTERASA, PEROXIDASA y SUPEROXIDO DISMUTASA,

*TampSn Borato de Sodio pH 8.7

ACIdo Bértcoll.ll.l.!lll.lllll..l!.lllll.ll
Hldr6x'do de Sodio.l.ll'l.."..'.“l.l.l..'

Agua.. ooooo €98 6001 90020 LI I VRGOS TTOTOE e e s s

B) AMINOPEPTIDASA

Se utiliz6 el tampSn A pH 7.4 (0.2M) descripto en la pagina 36 -

C) GLUTAMATO OXALACETATO TRANSAMINASA

Se utiliz6 el tampén A Scandallos (1969) pH 8.3 (0.2M) descripto

la paglna 36.

37.200
8.000
2 000

g.
g.

ml.

en
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D) ALCOHOL DEHIDROGENASA

T T S

Fue utilizado el tampdn Tris-Clftrico pH 7 des¢ripto en la pagina38

E) 6-FOSFOGLUCONATO DEHIDROGENASA

Se utlliz6 el mismo tampdn descripto para la preparacién de los ge-

les (P4g.38 ).

Revelado y flJaci6n de los geles

A) ESTERASA

Los geles fueron sumergidos en la sigufente solucién:

Tris CIH pH 6 (0.1M) tvvvivennennnrnnocsnosna 100 ml.
Fasta Blue RR Salt ....ceeeresenncasococannes 0,05 g,

Soluci6én de éster al 1 % en acetona ...... 2 m.

Los ésteres empleados fueron:

Acetato de wnaftilo (xNA)
Acetato de @naftilo (A3NA)
oNA + ANA (Mezcla)
Proplonato de o« naftllo ( & NP)
Estearato de o naftilo ( ot NS)
Butivato de o« naftilo ( o« NB)

Laurato de o¢naftilo ( oCNL)
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Menistato de o« naftllo ( o~ NM)

Oleato de Anaftilo ( B NO)

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

sustratos eran de color marrén,

E1 gel se fIJ6 luego en 5:5:1 (Agua:Metanol:Acldo Acético).

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

Agua ox[genada 0.022II.ll..l..l..lllllllll.t'll 3 mll

Soluc'6n de Bencid[na-clH % 0 0 00 0 0TS0 OS¢ NL O ee 3 ml.

La soluclén de Benzidina-ClH 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 fljaronenuna solucién de acético /
al 0,25 % pero debfan fotografiarse [nmediatamente porque las bandas comen-

zazban a desaparecer al poco tlempo.

C) SUPEROXIDO DISMUTASA

Los geles fueron incubados en la siguiente solucién:

Tampbn Tris=C1H 0. 4 pH: .5 (ieevevevonnnnns 100 ml.

Nitro Blue Tetrazolium ...veeveneersroennanses 0.020 q.



- 4L -

Nicotinamida dinucledtido....cvevveeeeennaneess. 0,025 g.

Metasulfato de fenazina.....cccviiieeercncnannas 0.005 g.

El gel se mantuvo aproximadamente 24 hs. bajo una luz Intensa. Esto
se logr6 iluminando el gel con dos 1&mparas de 4LOW rodeadas con papel alumi
nlo para concentrar la luz. Durante este tlempo de Incubacién el gel era //
mantenido cublerto con un papel pl&stlico autoadherente, para evitar la eva-

poracién de la mezcla de revelaclén.

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

fondo azul.

Los geles fueron fijados 1€ min. en &cldo acético al 2 %, luego se
enjuagaron en agua corrlente y se conservaron envueltos en papel pléstlco//

autoadherente.

D) AMINOPEPTIDASAS (Schaal y Anderson, 1974)

Luego de la corrida electroforética el gel fue Incubado en &cldo /
bérico 0.5 M porthora. Posteriormente se lo lavé con agua destlilada y se lo

sumergié en la slguiente solucién:

Solucién A .. iviiiiieiinennnes Ceeircrareterneaas 50 ml.
Solucidn B .. iiiiiiriienienantnnnans Cesecnesans 10 ml.
SUSEFAto uuiiererostsnsrcernonenrstossnsasasnnns 0.070 g
Fasta Black K Salt ...... Getecaenesernacssenrans 0.030 g

Soluclién A:

Hidréxido de Sodio....ccivviieriieneneannnennnns 8.000 g
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Acido Malelco anhldro ......ccvvvieennncnnnns 19.600 g.

Agua ® 0 9 60 0 880000 NCHIBIENNOgeL Rt IR Nt IRt D 1000 ml.

Solucién B:

H'dr6x'do de Sodio ® 8 4§ 80 0808880 ae 00 T 0 08 498 0 ¢t 0 12I800 g.

Agua..-.--..----cc-o.'.......--u.-o.-----.---c 1000 mlc

Sustr-a tos:

A) Clorhidrato de p-nitroanilida de N-o¢ ~benzol1-DL-arginlna.
B) Clorhldrato de B-naftilamida de L-metoxi-L-leucina.
C) Clorhidrato de 3 -naftilamida de N-a -benzoil-DL-arginina.

D) Clorhidrato de @ -naftflamida de L-leuclna.

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

te 45 minutos las bandas violetas.

E! gel se fiJ6 en 5:5:1 (Agua:metanol:8cido acético)

E) GLUTAMATO OXALACETATO TRANSAMINASA (Sugerencia de la Llc. S.Cavalll, Unl

versidad de Porto Alegre)

E1 gel fue sumerglido en una soluclén que presentaba los siguientes/

componentes:

TampSn fosfato ( - ., pH 50 ml.
Fast Blue BB Salt O..cvviveverneroeeccsacsnaanans 0.150 g.
Fast Violet

Piridoxal =5-fosfato ... iieeeeernorecenasnconsonnns 0.001 g.
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Ac[dOLaSpsrt[CO................-...-...n. 0.226 g.
Ac'do L cetoglutérico.........‘.‘.'..l...l‘ 0.037 g.

Polivinilpirrolidona ....cvvvvveneneneenses 0,125 g,

Tampdn Fosfato (0. A) pH ,.
Fosfato de sodio monobaslico 0 ' ml.

Fosfato de sodio dib8slco J 1 .ivivvvencens d m] .

El gel luego se Incubd en oscurldad a 37°C durante media hora, apa-
reclendo posteriormente las bandas de color violeta. El gel se fijo en ///

5:5:1 (Agua:metanol :8cldo acétlco).

F) ALCOHOL DEHIDROGENASA (Shaw y Prasad, 1970)

La solucién de revelado fue la sigulente:

Teis-C1H 0. 4, pH "~ cecrtesianstettacaans 15 ml.
T 77 ml.
T T 3 ml.
NaCN  (0.1M) ..iiieiiiirnnnenacncncsnnnnns 5 ml.

Nicotinamida-adenina-dinucleStido (NAD) ... 0,050 g.
Nitro blue tetrazolium (NBT) .........cvn.. 0.030 g.

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

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

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

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

Se prepard la sigulente solucldn:

Tris~CIH T < 1 15  ml.
Acido 6-fosfoglucénico...... Creevtanes veere.. 0.040 g.
Fosfato de nicotinamina-adenina-dinucleétido. 0.020 g.
(NADP)

MTT LI I B I R I B N I I T N B N R N DN BB I B RN N B BN BN I BB B B R BN BN B BN BN B AN 01025 g'

Metasulfato de fenaclna (BMS)......vvveveeses 0,002 g.
Se combiné esta soluclén con 15 ml. de agar al 2 %, se cubri6 el gel
y se Incubd a 37°C en oscuridad hasta que aparecieron las bandas de color /

azul. El gel se fIJ6 en 5:5:1 {Agua:metanol:Scido acétlco).

Métodos utlllzados para la determinacién de los poslbles loci y sus alelos.

El método experimental que permite determlnar el nimero de locl gér
nicos y el de los alelos por locus consiste en efectuar cruzamlentos a par-
tir de Indlviduos heterocigotas para cada locus y observar su transmisién y
segregacién. Esto es pr&cticamente Irreallzable en Prosopls deblido al largo
ciclo de vida de estas especies. Por lo tanto la determinacién esta basada/

en:

a) Comparacién de la velocidad de migracién.relativa: La misma velocidad de
migraclén relativa es un Indlclo de homologlTas entre bandas. Existe clerta/
l1Imitaclién 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 eséecles aqul estudiadas son diploides (Hunziker et
al., 1975, 1977) y tendrfan fecundacién cruzada (Simpson, 1977; Simpson y/
Solbrig, 1977), por lo tanto sélo existirfan dos alelos por cada~lgsg§ en/
un individuo y se pueden encontrar individuos homocigotas y heterocigotas,
c)La apariclén o desaparicién de bandas y variacién de sus intensidades a/
lo largo del desarrollo de un indivicuo, permiten postular los posibles oe
nes implicados en la producclén de ciertas Isoenzimas, ya que se espera //
que los 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-Cavalll, 1976; Zouros-etal,, 1982)

d)Reaccldn de ciertas isoenzimas ante diferentes sustratos In vitro; las /
Isoenzimas codlflicadas por alelos de un gen deben reaccionar de lgual for-
ma frente a cada sustrato (Zouros et al,, 1968; Scandallos y Espiritu,197%
Mac Donal y Brewbaker, 1972 b),

e) La lgualdad en la variaclén de la velocidad de migracidn relativa de //
las bandas al camblar la concentracién del soporte (cambio de tamafio del /
poro del gel) serfTa Indlcio de homolegTa, ya que podrfa estar indicando si
milltud en el tamafio molecular de las Isoenzimas,

f)El estudio de semlllas provenlentes de presuntos hibridos naturales per=
mlte observar segregantes en su descendencla, que a pesar de no provenir /
de cruzamlentos controlados, darfan Informacién referente a homologTas //
soenzimiticas comparable (con clertas limitaciones) a la que se obtiene /

de aquéllos,

Guantlficac16n~de\}aﬂvarlabllidadAgfpétlca y estimacién de la similitud en-

P T —————— R T T TTT TN~~~

- tre esEecles.

Una vez determinados los posibles loci y alelos se procedis a esqi

dlar las frecuencias génicas y genotipicas, anallzando sl estas (ltimas se



-5 =

ajustaban a los valores esperados para una poblacién en equilibrio segiin //

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):

o -
P = N® de loci polimbrficos x 100
N°® total de loci

2) Indice polimérfico (P1) (Hamrick, 1979) 6 frecyencia media esperada de /

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

donde m: nimero de loci analizados
n: ndmero de alelos del locus |

ij: frecuencia del alelo j del locus i

Pl es equivalente a la frecuencia media de heterocigotas esperados,

seglin la ley de Hardy-Weinberg, para todos los loci: examinados o H:

H =L
m
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La medida relativa del grado de similitud entre poblaciones utiliza
da fue la Identidad genética media (Nei, 1972), que estd dada por la féwmu-

la:

T« S T X Vi
=

donde xij e y'j son las frecuencias del alelo | correspondientes al locus j
en las poblaciones X e Y respectivamente, El valor T 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 minima de las diferencias 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 medias no ponderadas (UPGMA). Este método considera que el valor de simi
litud entre la UTO (Unidad Taxondmica Operativa) candidata a incorporarse/
y el grupo o nicleo, 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 .incorporzrse es un grupo o nicleo en sT mis-
mo, el valor de similitud serd un promedio de los valores de similitud ent/
tre los pares posible de UTOS provenientes uno de cada grupo o niicleo (ver:

Crisci y Armengol, 1983).
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Namero de clasiflicacl6n y designacién de las enzlmas.

Para cada sistema isoenzimatico se Indicaron los nimeros de clasifl
caclén de las enzimas segin IUPAC-IUB (Enzyme Nomenclature, 1979). Las ban-
das Isoenzimaticas en la mayorfa de los casos fueron denominadas segin las

recomendac lones de IUPAC-1UB (1971).
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" '‘RESULTADOS

Alcohol Dehidrogenasa E.C.1.1.1.1. (ADH)

Seleccldén de los giganos anallzados.

Se reallzaron diferentes pruebas para determinar si existfa varia-
cién en las dliversas partes de las plantulas con respecto a la presenclia e
Intensidad de las bandas activas y asl escoger el estadio Yy los Srganos //

que serfan analizados.

Seutilizaron: asemillas 24 hs, después de inlciada la germinacién, b)
cotiledones de 3, 7 o mds dfas y c) eplc6tilos e hipocStilos de 3, 7 o mis/

dTas después de Inlciada 1a germlnacién.

S61o0 se usaron para los estudios semlllas a las 24 hs, posterlores/
a la Infclaci6n de la germinaclén, pues en ellas se observaron bandas nfti-

das.

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

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

Seccion Algarbbia

Los Individuos de las poblaclones analizadas mostraron sin excep=//

clén un patrén de 3 bandas como mfnimo y 6 como mSxImo.

I)Psruscifolla y P.nigras

Todos los Individuos de estas especies exhibieron un patrén seme jan
te de tres bandas que fueron denominadas ADH-1, ADH-1-3 y ADH-3, Esta Glti-

ma fue la mids lenta y ADH-1-3 present§ una velocidad de migracién Interme-/



-53-

dla entre las otras dos- (Flg. 2A, muestras 1,2,11 y 14; 2B, muestra 14; 2D,

muestra 4; Flg. 3, fenotipo 1).

I1) P.hassler! y P.alba.

Estas especies tamblén presentaron Invarlablemente patrones de 3 ///
bandas que fueron denominadas ADH-2, ADH-2-3-y ADH-3, Esta dGltima es comin/
con las especies mencionadas previamente. ADH~2 es algo m8s lenta que la //

banda ADH-1 de P.ruscifolia y P.nigra.y ADH-2-3 tlene una movilldad 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 especles se observaron Indlviduos que presentaban pa-
trones de 3 y 6 bandas (Flg. 2 D, muestras 1,2,3, y 5; 2 E, 1-7). Entre los
primeros (3 bandas), algunos eran similares a los observados en P.ruscifo-/

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

sslerl (Fig. 3, fenotipo 2), y los restantes presentaron un patrén algo dl-
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 comin con las demis espe
cles. La ADH-23-3 tenfa movilldad intermedia entre ADH-23 y ADH-3 y ADH-23/
presentaba una velocidad de migraclén cercana a la de ADH-2-3 (de E;ELEE y/

P.hassleri) (Flg. 3, fenotipo 3).

Los individuos con patrones de 6 bandas (Flg. 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, slendo 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-
dla entre ADH-2 y ADH-23. Las bandas ADH-2-3 y ADH-23 migran tan cercanamen
te que muchas veces se ve una (nica banda ancha donde 'se supone que podrfan
estar superpuestas (Flg. 2 D, muestra 1). Flnalmente, algunos Individuos //
(fenotipo 5) sumaban alabanda ADH-3, las bandas ADH-1, ADH-1-23, ADH-23, //
ADH-1-3, ADH-23-3, slendo la banda ADH-1-23 de velocidad Intermedia entre /

ADH-1 y ADH-23.

IV) P.vinalillo.

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

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

La mayorTa de las semillas provenientes de drboles determinados como
P.vinalillo, mostraron los sigufentes patrones Isoenzimiticos: a)ADH-1, ADH

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

fenotipo 1), b) ADH-2, ADH-2-3, ADH-3, similares a los descriptos en P.alba
y P.hassleri, ¢) ADH-1, ADH-1-2, ADH-2, ADH-2-3, ADH-1-3- y ADH-3, seme]an-

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

P.caldenla (Flg. 3, fenotipo 4) y d) tres Individuos con el slguiente pa-/
trén: ADH-1, ADH-1-3, ADH-1-4, ADH-3, ADH-3-4, y ADH-4; donde ADH-L presen-
t6 menor veloclidad de migracién que ADH-3; ADH-3-4 y ADH-1-L, mostraron ve-
locidad Intermedia entre ADH-3 y ADH-4 y ADH-1 y ADH-U4 respectlvamente (Fig.

2 C; fig. 3, fanotipo 7).

V) Hfbridos Interespecfficos.

a) P.hassler! x P.ruscifolla
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Figura 2. Zimogramas de alcohol dehidrogenasa de individuos de especies
de la Seccidon Algarobia. A) 1, 2, 11 y 14, P. ruscifolia
577); 13, P. alba (330); 15, P. hassleri (h62), 3, 45y 6, P. ruscifolia

X P. hassleri ?5 79,
500, 497, 497, 483).

de A) c) Zumograma

479, 326, 326); 7, 8, 9, 10 y 12, P.

(571, 572, 576,

vinalillo (500,

B) Detalle de las muestras 6,

de P. vinalillo (483) presentando el alelo Adh 2

14 y 15 del zimog

Ea ma

D) 1y 2, P. flexuosa (129, 131); 3 y 5,
nigra (358). E) 1y 2, P. flexuosa (128, 132 K
2); 5-7, P. caldenia (119, 120, 124).

alpataco (111,

109) ;

, P. alpataco (152,



Figura 3. Esquema indicando los siete fenotipos observados para el sistema
isoenzimatico de alcohol dehidrogenasa en las especies de la Seccidn Algaro-
bia. Los nimeros a la izquierda de cada banda indican la relacién 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, L, 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
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Se encontraron Individuos con patrones de 3 bandas semejantes a ///

P.hasslerl y a P.ruscifolla, asl como Indlviduos 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; Flg. 3, feno

tipo 4).

b)p.hassleri x P,alba

€610 se observaron indivlduoscon las bardas ADH-2,ADH-2 3 y ADH-3, ca-
racterfsticas tanto de P.alba como de P.hassleri, descriptas anterformente

(Fig. 3, fenotipo 2).

c) P.flexuosa x P.alba.

S61o se estudlS un arbol con estas caracterfstlcas. Las bandas ob-/

servadas en sus semlllas fueron s6lo ADH-2, ADH-2-3 y ADH-2 (Flg.3, fenoti-

po 2).

d) P.flexuosa x P.alpataco.

Los Individuos anallzados mostraron los mismos 6 tipos de patrones/

descriptos para los supuestos progenltores.

Secci6én Strombocarpa

Todos los Individuos de las dos especles anallizadas P.strombulifera

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

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

po 3). ~

La banda de mayor velocidad de migracién (ADH-6) tiene movilidad In
termedfa entre las bandas ADH-1 y ADH-2, descriptas en algunas especias de
la seccién Algarobla y ADH-7 presenta una velocidad de migracién menor que
la banda ADH-3, comin a todas las especies estudladas en la secci6n ante-/

rlor (Fig. 4A, muestras 1-5; B, fenotlpo 3).

Determinacién de los probables locl y alelos.

Seccién Algarobia

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

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

na  (Gottlfeb, 1974 b), mafz (Schwartz, 1975) y otras especles.

El patrén de 3 bandas observado en P.rusclfolla y P.nlgra se explica

rfa considerando que la enzima estarfa codiflicada por dos locl monomSrficos
que fueron denominados Adh-1 y Adh-2, Las bandas ADH-1 y ADH-3 respectiva~-/
mente serfan los homodfmeros producidos por cada uno de estos loci y la //
banda ADH-1-3 serTa 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 filjado en P.ruscifolla y

P.nigra. Por este motivo se denominé al alelo de P.rusclfolia y P.nigra /

Adh=1' y al alelo de P.alba y P.hasslerl, Adh-12. La banda ADH-2 por lo tan

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

serfa el heterodfmero formado por los productos de Adh-l2 y Adh-2.

El estudio de semlllas de arboles Identificados como hfbrldos natura
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' Figura L. A) Zimograma de alcohol dehidrogenasa de individuos de especies .

de la Seccidén Strombocarpa. A): 1, 2 y 3, P. strombulifera (19, 19, 9563);
4y 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
relacion con los encontrados en P. alba (fenotipo 2) y P. ruscifolia (fe-
notipo 1). Los nimeros, a la izquierda de cada banda indican la relacidn de
intensidad esperada para cada una de ellas.
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les ha permitido conflrmar ésta hipStesis, Como estas semillas son el produc
to de cruzamientosno controlados, ellas pueder ser el resultado de a) retro
cruza con algunos de sus progenltores, b)cruzamlento con otro Individuo de
orfgen hfbrldo o c) cruzamlento con otro Indlviduo 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 kfbrido, de acuerdo a la hipdotesis plantea

da podrfan presentar en el caso de P.ruscifolla x P.alba o P.hassler!, has-

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

el locus Adh-1, como resultado de la Interaccién aléllca entre Adh-11 y //

Adh-12 (formando un grupo de 3 bandas: ADH-1, ADH-1-2 y ADH-2) e Interac-/
cién no aléllca entre Adh-l1 Y Adh-12 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 especles. Esto fue efectivamente obervado en se-

millas de presuntos hfbridos.

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

dos los de P,alba y P.hasslerl mostraron una Intenslidad de coloracién de /

sus bandas aproximadamente Igual a la esperada para una enzima dimérlica: //
1/4 (ADH-1): 1/2 (ADH-1-3): 1/4 (ADH-3) y 1/4 (ADH-2): 1/2 (ADH-2-3): 1/4 /
(ADH-3) respectivamente (Fig. 2A, muestras 13, 14, 15). SI la sfntesls po-
llpeptfdica, asocfacién y expresién Isoenzimadtica fueran equivalentes para/
los productos de estos genes la Intensidad relativa esperada para las 6 ban

das producldas en los Indlividuos de origen hfbrido P.ruscifolia x P.alba, /

P.ruscifolia x P.hasslerl 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): L/16 (ADH-2-3): " 4/16 (ADH-3) -(Fig.
3, fenotipo 4) y por 1o tanto se podrfa suponer que la regulacién de las //
Isoenzimas serfa la misma en las distintas especles que produjeron el Indl-

viduo hTbrido y que sus subunidades polipeptfTdicas tienen la misma afinldad
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(Gottlleb, 1974 b), SIn embargo alguscs Individuos de :'P.ruscifoliay ////

“P;nlgra mostraron una Intensidad de su banda ADH-1 menor que la esperada //
(Flg. 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 (Flg. 2 A, muestras 4,5 y 6). Esta varlaclén cuantitatl
va del producto del alelo Adh-11, podrfa ser causada por los sigulentes fe-
némenos: [) cambios en la secuencia de amino&cidos en las cadenas pol Ipeptl
dicas que no producen camblos en las movilidades electroforéticas de las mo
léculas pero causan alteraclones en sus actlvidades especlficas; ii) dife-/
rentes cantidades de moléculas enzim&ticas con la misma estructura; lll)Prg
ducclén de enzimas en la misma cantidad y con ifgual actividad catalftlca pe
ro factores diferentes en el medio celular de los Individuos causan una ac-
tlvidad diferenclal de las enzlmas. Discriminar entre éstas posibilidades /
va mas alld del alcance de este trabajo, sin embargo esta actividad diferen

clél deblda a cualquiera de los factores descriptos sugieren una divergen-/

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

al fljado en P.alba y P.hasslerl (Adh-lz) para el cual no se obervé tal va

riaclén cuantitativa.

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

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

P.nigra o P.ruscifolla y a los hfbridos entre estas especles.

La presencla de bandas ADH-3-4 y ADH-L en algunos Individuos sugle
ren la existencia de un nuevo alelo para el locus Adh-2, que se denomina-/
rfa Adh-2h, siendo Adh-Z3 el alelo encontrado en las especies ya descriptas.
Este nuevo alelo Indlicarfa la presencia de un polimorflsmo Incipiente en //
P.vinallllo o quizds provenga de la hibridaclién con zlguna otra especie no

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

ADH-1-3 y ADH-3, mostraron(al igual que algunos Individuos de P.ruscifolla/

Y P.nlgra) la banda ADH-1 m8s tenue que lo esperado para una enzima dimérl(-
ca (1/4: 1/2: 1/h) y es asfT que algunos de los Indlviduos con 6 bandas (fi-
gura 3, fenotipo &) mantuvlieron esta banda con menor Intensidad de ¢olora=/
cién que lo esperado (Fig. 2 A, muestras 7-9). Este hecho podrfa Indicar //
que P.vinalillo es una especle proveniente de la hibridacién de P.ruscifo-/

1fa o P.nigra con P.alba o P.hassler{. SIn embargo, P.vinalillo mostré ca-

racterfsticas no halladas en las poslbles especies parentales.Ellas fueron
la aparlcién de algunos Individuos donde la banda ADH-3 (Fig. 2 A, muestra/
10) y la banda ADH-4 (Fig, 2 C ) estaban menos tefiildas que lo esperado. Es
to Indicarfa un comlenzo de divergencla para ADH de esta especie con res-//
pecto a aquéllasque pudieron haberla orlginado, La hipb6tesis presentada pa-

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

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

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

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

suposicl6n surgen los 6 fenotipos antes descriptos, producidos: a)por inter

1

acci6n alélica entre Adh-1' y Adh-12 (Banda ADH-1-2); Adh-1' y Adh-123 (Ban

2 y Adh-123 (Banda ADH-2-23) y b) por Interacciones no/

alélicas entre Adh-1', Adh-12

da ADH-1-23) y Adh-1
Yy Adh-l23 con Adh-2, formando respectlvamente

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,rusclfolla, va que

difierenclas regulatorias dentro de una especie de fecundacidn cruzada ‘dg

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

das se debleran a problemas regulator{os.

Los patrones de 3 y 6 bandas provenlentes de semillas de origen hf-
brido entre estas entidades mostraron, al Igual que aquéllas provenientes /
de arboles sin Indiclo de hibridaci6én, una intensidad de coloracién que se
apartaba de lo esperado. En estas especles no se observé un patrén diferen-

clal tfplco que permita distinguirlas entre sT,

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

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

sl las frecuenclas genotTpicas se ajustaban a las esperadas para las condi-
ciones de la ley de Hardy-Weinberg (Tablas 2, 3, y 4). Los resultados de la
prueba de'X? Indlcaron que las frecuenclas observadas en estas tres espe-//
cles se ajustaban a los valores esperados (p»0.05). No se calcularon las //

frecuencias alélicas en P.vinallllo, debldo a que se conté con pocos Indl-

viduos.

Secclén Strombocarpa

Lado que no se conté con individuos de origen hibrido entre estas ¢
especles, se supuso por analogfa con 1o observado en las especies de la Sec
cl6n Algarobla, que las bandas ADH-6, ADH-6-7 y ADH-7 corresponderfan a en-
zlmas diméricas, productos de dos loci monomSrflcos (Adh-6 y Adh-7) que po-

drTan interactuar,

Para poder probar esta hipStesis se aplicé un método indlrecto. Co-
mo se explic6é anteriormente las 3 bandas se visuallzan perfectamente en se-

millas 24 hs. después de la germinacién y a medida que la planta crece las
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Tabla 2. Compara;ién de las frecuencias genotipicasabsolutas observadas y-
esperadas para el locus Adh-1 en P. flexuosa (Cura-Co).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Adh-11/1 39 40.96
Adh-12/2 5 6.25
Adh-123723 3 1.21
Adh-1172 37 32.00
Adh-12723 3 5.50
Adh-11/23 13 14.08

X§= 4.99; p= 0.17

Tabla 3. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas vy,
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 0.23—
Adh-'ll/2 23 25. 74

2/23 5.47

Adh-1 2 2,27
Adh-ll/23 5.27—

x§= 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-11/1 47 15.59

Adh-1272 2 1.02
Adh-123723 2 0.36 —f
Adh-1'72 13 13.67 1.58
Adh-12/23 1.22—
Adh-11/23 6 8.14

-x§= 1.69; p= 0.43
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bandas tienden a desaparecer, Si las bandas estuviesen codlflcadas 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 conflrmarfa la hipStesisdeque las dos
bandas corresponderfan a 16c! diferentes, y que la banda ADH-6-7 serfa el /

producto de 1a Interaccién no alélica entre los loci .Adh=-6 y Adh-7.



s
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GLUTAMATO OXALACETATO TRANSAMINASA E.C. 2.6.1.1. (GOT)

Selecci6én de los 6rganos anallzados

Para la elecci6n de los tejidos a utllizar en el andllisis se proba-
ron los mismo 6rganos y perfodos del desarrollo .que psra el alcohol dehldro
genasa. En todos ellos se obtuvo el mismo patrén de bandaspero en eplicétilo
e hipoc6Stilo la coloracién fue m&s tenue. Flnalmente se escoglé el estadio/
de semlllas 24 hs. después de la Iniclacién de la germlnacién a fin de acor
tar al mfnlmo posible el tiempo desde la siembra hasta la utflfizaclén del /

materlal.

Seccién Algarobla

) P.ruscifolla, P.alba, P.hasslerl, P.nigra, P.flexuosa, P.alpataco, P.cal

denla y P.vinallllo.

En todas las especias anallzadas de esta Seccién se pueden diferen-
clar 3 zonas con actividad GOT, Estas fueron numeradas en orden decreciente
de velocldad anddica GOT ), GOT Il y GOT 111 (Fig. 5). Cada Individuo /
presentS en cada zona una banda como minimo y 3 como m&xImo, observindose /

s6lo 3 combinaclones diferentes en cada reglén, a excepcldn de P.ruscifolia

del Dpto.de Avellaneda que mostré 6 combinaclones diferentes en la reglén /

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 Gltimo grupo/
de bandas (GOT I11) se tefifa muy tenuemente y en clertos indlviduos resulta-

ba diffcll su identlficacién.
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Bdemds de estas bandas exlstTa otra que se ublcaba [nmedlatamente /
por debajo del primer grupo (GOT 1), Como no presentaba un patrén constante
no fue inclulfda en el an8lisis (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 ané-/

dica. En la zona GOT I, P.alba, P.hassleri, P.ruscifolia, P.caldenlay P.vi-

nallllo presentaron las siguientes bandas: GOT I-1, GOT 1-1-2 y GOT -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 |-2, GOT I-2-3 y GOT I~

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

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

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

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

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

5A, B, C).

En Pycaldenia se encuentran presentes las bandas GOT !1-2, GOT |1-2

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

1laneda, GOT t1-1, GOT I!=-1-2, GOT I1-2, GOT II=-1-3, GOT I1=-2-3- y GOT [i=3.
Las bandas GOT 11-2 y GOT 11-1-3- 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 |1} las si
guientes bandas: GOT 111-1, GOT til-1-2 y GOT 111-2 (Fig. 5A, B, C, D, y /

E.) P.ruscifolla de la Pcia. de Formosa, P.caldenla y P.vinalillo sélo mos

traron la banda GOT ili-1. Las bandas GOT I1-3 y GOT I11-1 tlenen aproxima
damente la misma veloclidad de migracién, razén por la cual en la flgura 5//

E estdn dibujadas como una Gnlca banda (GOT 11-3~ GOT 111-1),
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Figura 5. A, B, C, y D) Zimogramas de glutamato oxalacetato transaminasa
de InleIdUOS de especies de la Seccidon Algarobia. A): 1-3, P. alpataco
(102 108, 109); 4-7, P. flexuosa (127, 128, 129, 131); 8-10, P. flexuosa
, X algataco (110 113, T14). B): 1y 3, P. alba (489, 329); 7, 8 y 9
]ﬁ P. ruscufolla (571, 572 573); 2 y 5, P. hassleri (327, 316); 4,

P. ruscifolia x P. hassleri (479); 6, P. alba x P. hassleri (469); 10 y
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 &rboles
muy proéximos entre si determinados como P. caldenla a4 y 3 (104, 115);
P. flexuosa: 2, 4, 8, 9 y10 (100, 103, 105, 106, 107); P ._alpataco: 5y
7 i, 172). En los zimogramas A, B, C vy D se lndican 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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11) P.ruscifolla xlP.alba?, P.ruscifolia x P hassleri, P.alba x P.hassleri y

P.alpataco x P.flexuosa.

S61o se observaron Individuos con las bandas caracterfsticas des-//
criptas para los posibles progenltores (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 s6lo se estudiaron individuos prove-/
nlentes de un dGnico &rbol, La banda encontrada en la regién GOT | fue GOT |
=2, en la zona GOT |1, la baids GOT (1-2 y en la regién GOT I!!l, las bandas

GOT 111-1, GOT !11-1-2 y GOT 111-2,

1V) P.caldenia, 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 comblincaciones diferentes
de bandas tanto para la regién GOT | como para la GOT I, Tres de ellas ///
eran nuevas, no observadas para estas dos especies en las localidades sin /
Indicios de hibridaci6én. El resto de tales comblinaciones eran similares a /
las ya descriptas para ellas y coincidfan con los patrones esperados para /
la especie a la cual perteneclfa la planta madre. En la regl6n GOT | las ban
das encontradas fueron las siguientes: GOT -1, GOT !-2, GOT 1-3, GOT I-1-
2, GOT 1-1-3, y GOY 1-2-3, En GOT || por su parte, se obervaron las bandas:
GOT 11-1, GOT 11-2, GOT JI-3, GOT Il-1-2, GOT lI-1-3 y GOT 1i-2-3,

Finalmente, para la reglén GOT Il!| los patrones encontrados en las/
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muestras provenientes de enjambreshfbridos no difirieron de aquellos ya dg_
criptos para muestras brovenlentes de zonas en donde las especies estaban //
aisladas y gque por lo tanto no se esperaba que hublera ocurrido hibridacién /
(Fig, 5 D, 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,alpataco 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),

Determinacidn de los probables locl y alelos,

En base a estos resultados podrTa 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 seria el resul=-
tado de la asoclaclidn al azar de los dlferentes monémeros producidos por cada
unc de los alelos que se encuentran en los indlividuos heteroclgotas,

La observacion de los patrones isoenziméticos de los,posibles hTbridos
y/o Introgresantes harfa suponer la existencla de los mismo locl en estas es~
pecles con los mismos o diferentes alelos presentes en cada una de ellas,

Para la zona GOT I exlstirfa un gen que se denomind Got-1 con tres ale
los codomipantes |lamados Got-l‘, Got-l2 Y Got-13 de acuerdo al oérden decre-/
clente de velocidad de migracidén de los correspondientes homodTmeros, El ale~
lo Got-12 es comin a todas las especles anallzadas de esta Seccién, mientras/

que el alelc Got-11 esté presente en P,alba, P, hassleri, P,ruscifolla, P,cal-

denfa y P,vipalillo y el alelo Got-l3 en P,flexuosa, P,alpataco y P,nigra.
JI[RT: r,nigra

Codificando para la zona GOT Il tamblén existirfa un gen con tres ale

los cedominantes, A este locys se lo denominé Got-2 y a sus alelos Got-Z‘,Got

2
-2 y Got-23, El alelo Got-22 se encuentra presente en todas las especies y

boblaclones aqﬁf estudladas de esta Secclén.Got-Z'se halla ausente en P,calde-
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‘Eig‘y Got-Z3 s61o se encuentra en'P,'caldenia y P, ‘rus¢ifolla del Dpto de/

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

criptas.

Con respecto a la zona GOT 11l exIstirfa otro gen al que se llamd/
Got-3 con dos alelos codominantes, Got-31 Y Got-32, siendo 1, el alelo que/
codifica la banda mis veloz y 2 la mds lenta. Ambos alelos estan presentes/

en P. nigra, P.alba, P.hasslerl, P.flexuosa, P.alpataco, y P.ruscifolia de/

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

P.caldenla y P.vinallllo sdlo se halla presente en el alelo Got-3'.

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

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

ZONA | GENOTIPOS PROPUESTOS | BANDAS
Got-11/! GOT 1-1
Got-12/2 GOT 1-2
Got-13/3 GOT 1-3

GOT | 12
Got-1 GOT 1-1, GOT 1-1-2, GOT 1-2

1

Got-1'/3 GOT I-1, GOT 1-1-3, GOT 1-3
Got-12/3 GOT 1-2, GOT I-2-3, GOT I-3
Got-2"/1 GOT 11-1 '
Got-22/2 GOT 11-2
Got-23/3 GOT 11-3

GOT 11 /2
Got-2 GOT I1-1, GOT I1-1-2, GOT I1-2
Got-21/3 GOT 11-1, @OT (1-1-3, GOT I1-3
Got-22/3 GOT 11-2, GOT 11-2-3, GOT 11-3
J . .




ZQNA ‘ GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS
Got-3'/ GOT 111-1
GOT 111 Got-31/2 GOT t11-1, GOT I!1=-1-2, GOT I11-2
Got-32/2 GOT 111-2
A excerclén del. locus GOT 11) en P.caldenia y P.rusclfolia de For-/

mosa, las especles fueron polimérficas para GOT I, GOT Il y GOT 1)) para un

criterfo del 1 %.

En base a las frecuenclas alélicas (Tabla 119) se calcularon las //
frecuencias esperadas para el equllibrio de Hardy-Weinberg y, cuando se pu-
do, por medio de una prueba de X? se comprobd estadlsticamente sl las fre=/
cuenclas observadas se apartaban significativamente de las esperadas (Ta-//

blas 5 a 32).

En todos los casos anal [zados, las frecuencias observadas no se //
apartaban signiflcativamente de las esperadas (p30.05). Dado que las semi-/
1las 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.rusclifolia,/

se reallzaron tablas de contingencia (Tablas 33 a 35) para determinar sf di
ferfan con respecto a las frecuencias genotfpicas de cada locus. Las pobla-
clones de Copo y Formosa para el locus Got-1 no difirferon signiflicativamen
te (p> 0.05). Las restantes comparaclones dleron diferencias altamente sig-

nificativas (p<0.01).
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Tabla 5. Frecuencias genotipicas . :absolutas observadas y esperadas para

el locus Got-1 en P. ruscifolia (Copo).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-1'/1 0 0.25
Got-l1/2 8 7.56
Got-12/2 56 56.19

Tabla 6. Comparacién 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-21/2 12 15 b4
Got-2272 3 1.29

¥2= 3.14; p= 0.08

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

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
got-3'/ 54 54.63
tot-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).

N°Esperados

Genotipos

Postulados N°Observados
Got-11/1 4
Got:-l]/2 29
Got-12/2 67

3.42
30.16
66. 42

1

X?= 0.147; p= 0.70

Tabla 9.Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. ruscifolia (Avellaneda).

N°Esperados

Genotipos

Postulados N°Observados
Got-ZI/I 0
Got-2'/2

Got-Zl/3

Got-22/2 60
Got-22/3 26
Got-23/3 0

0.49—
10.71
2.31 —
58.52
25.25
2.72—

5.52

Xf= 1.75; p= 0.19

Tabla 10. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas

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

N°Esperados

Genotipos

Postulados N°Observados
Got-3'/" 83
Got--31/2 16
Got'32/2 1

82.81
16.38
0.81

xf= 0.058; p= 0.81
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Tabla 11. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-1 en P.ruscifolia (Formosa).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-11/1 0.32
Got-117/2 6 7.36
Got-12/2 43 42.32

1€= 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°Observados N°Esperados
Got-2"/" 40 43. 14
Got-21/2 30 23.62
Got-22/2 0 3.24

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

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-12/2 37 35. 36
Got-12/3 27 30.18
Got-13/3 8 6.4k

x2= 0.79; p= 0.37
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Tabla 14. Comparacion 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-2'/1 25 26.88
1/2
Got-2 38 34,22
, sot-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°0Observades N°Esperados
got-3'/! 9 7.90
(3015‘3]/2 29 31.24
sot-32/2 32 %.86
2
X1= 0.3%; p= 0.55
Tabla 16. Comparacidén de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-1 en P. nigra (Sgo. del Estero).
Y Genotipos
Postulados N°Observados N°Esperados
Got-12/2 T 12, b1
Got-12/3 37 34.13
Got-13/3 22 23. 46

Xf= 0.49; p= 0.48
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Jabla 17. Comparacion 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
Got-2"/" b L.12
Got-2172 26 25.72
Got-22/2 140 40.16

xf= 0.007; p= 0.93

Tabla 18. Comparacidon 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
sot-3'7" 38 38. 38

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

'xf= 0.721; p= 0.40

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

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-1'71 0 0.03
GOt‘l]/2 3 3,01
Got-12/2 67 66.96
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Tabla 20. Comparacidon 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'/] A 2,10
Got-2'/2 ¥ 14.80
Got-22/2 28 26.10

x§= 2.83; p= 0.09.

Tabla 21. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas

y esperadas para el locus Got-3 en P. alba (Formosa).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got"31/1 L 1.92
Got-3'72 12 16.13
Got-32/2 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
toe-1171 0.17
Got-l”2 5.71
bot-12/2 49 49.12
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Jabla 23. Comparacion de las frecuencias genotfpicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. hassleri {(Formosa).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
got-2'/" 3 3. 40
Got-2172 24 23.16
Got-2272 39 39. 44

X$= 0.086; p= 0.77

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

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-317" b 1.92
Got-3'/2 12 16.13
Got-32/2 36 33.95

Xf= 3.41; p= 0.06

Tabla 25. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperads para el locus Got-1 en P. alpataco (ChacharramendiL

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-12/2 25 26.07
Got-12/3 23 20.79
Got-13/3 3 o1k

xf= 0.59; p= 0.4k
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TJabla 26. Comparacidén de las frecuencias genotTFicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. alpataco Chacharramendi),
Genotipos
Postulados N°Observados N°Esperados
Got-zl/] 1 0.73
Got-2"/2 1 11.75
_ Got-22/2 48 47.52
Xf= 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).
Genot ipos
Postulados N°Observados N°Esperados
Got-3'7" 13 10.84
Got-:‘ll/2 25 29.32
Got-32/2 22 19.84
X}= 1.3; p= 0.25
Tabla 28. Comparacién de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-1 en P. flexuosa (Cura-Cd).
p 8
Genotipos
Postulados N°Observados  N°Esperados
2/2 72
Got-1 1 11.
2/3 3 6
Got-1_,° 27 29.60
3/3
Got-1 =~ 20 18.63
¥2= 0.46; p= 0.50
P
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. Tabla 29. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. flexuosa (Cura-Cd).

Genotipos

Postulados N°Observados N°Esperados
Got-Zl/] 4 L1k
Got-2'/2 21 20.79
Got-22/2 26 26.07

X%= 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
cot-3 /1 6 7.84
sot-3'72 28 24.3)
Got-32/2 17 18.85

X$= 1.17; p= 0.28

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 0 0.11
Got-117/2 5 4.82
2/2

Got-1 55 55.07
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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'/" 56 56.10
Got-2'72 Y 3.83
Got-22/2 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.

Genotipos Propuestos

A)
Poblaciones Got-ll/1 Got-l”2 Got-12/2
Formosa 1 6 43
Copo 0 8 56
Avel laneda 4 29 67
X2= 12.83; p= 0.01

B) Genotipos Propuestos
Poblaciones Got-ll/1 Got*l”2 nGot-IZ/2
Formosa 1 6 43
Copo 0 8 56

xé; 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-Zl/l Got-Z]/2 Got-22/2
Formosa Lo 30 0
Copo 48 12 3

X§= 11.2; p= 0.004
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Tabla 35. Tabla de contingencia para comparar las frecuencias genotipicas
del locus Got-3 entre las diferentes poblaciones de P.ruscifolia

Genotipos Propuestos

Poblaciones Got-3I7T Got-31/2 Got-32/2
Formosa 37 27 8
Copo 54 13 0
Avellaneda 83 16 1

Xp= 30.30; p= 0



" ~Secc6n Strombocarpa

WP

Las especles de esta Seccldn mostraron 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 |, GOT Il y GOT II! de la Sec-
clén Algarobla porque las velocldades de migracién relativa de las bandas /

son muy dlferentes.

En ambas especles cada Indlviduo presenta en GOT A y GOT B, una ban
da como mfnimo y tres como m&xImo, observindose sélo tres combinaclones dI-
ferentes en cada reglén, En cada zona, cuando se presentaron las tres ban-/

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

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

los Individuos de ambas especles.

Las bandas de la zona GOT A fueron numeradas en orden decreciente /
de velocldad de migraclén anédica como GOT A-1, GOT A-1-2, GOT A-2. Las ban
das de la zona GOT B slguiendo el misno criterfo fueron denomlnadas GOT B

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

Determinacién de los probables locl y alelos.

No se conté con Indlviduos de orligen hTbrido que permitieran anall-
zar los probables lgsL y alelos, La determinaclén se basG princlpalmente en
la observacién de las bandas en geles al 5§ & y 7%. Las bandas numeradas de
igual forma en ambas especles varlaban de la mlsma manera su movilidad al /
capblar el poro del gel. Esto apoyarfa la hip6tesis de que habrTa homologla

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

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 numeros 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 Seccidn anterlor, es probable que las zonas GOT/
A y GOT B estén codlficadas 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 asoclaclién al azar de //
los mon6menos dlferentes codlficados por cada uno de los alelos que se en-/
cuentran en los Indlviduos 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 2zona GBT-B el gen fue denomlinado Got-B y sus alelos Got
-B1 Yy Got-Bz. Para ambos genes los alelos fueron numerados de acuerdo al 6r
den decreciente de velécldad de migracién del homodfmero correspondliente. /
Las zonas GOT C a GOT F presentaron una banda monomérflca cada una. Se supo
ne que cada banda podrTa estar asodiflcada por un gen distinto a los que se/
denomind respectivamente Got-C, Got-D, Got-E y Got-F y que por lo tanto es-/
tas dos especles no mostraron polimorfismo para los mismos,

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

dos corresponderfan a los diferentes genotlpos de acuerdo a la slguiente 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- A2/2 GOT A-2,
Got- /! 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- ¢ GOT ¢

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 procedié a calcular las frecuencias aléllcas/
(Tabla 120) en base a las frecuenclas fenotfpicas observadas (Tablas 36 a /
41). En ambos casos las especles fueron polimérficas para un nlvel del 1 %.
En base a lasfrecuenclas alélicas se calcularon las frecuenclas genotfpicas
esperadas para el equllibrlo de Hardy y Welnberg y por medio de una prueba/
de X} se comprobé estadisticamente sl las frecuenclas observadas se aparta-
ban slgnliflcativamente de las del equilibrio (Tabla 36 a 41). Como se puede

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

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

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

Dado que no hay evidenclas experimentales que indliquen que las espe
cles de Strombocarpa sean autoincompatibles, como en el caso de las espe-//
cles de la Seccién Algarobia, tal vez el exceso de homocigotas pueda expii-/
carse por autofecundacién si fueran al menos parcialmente autSgamas. Prue-~/

bas con cruzamlentos controlados deberfan reallzarse para probar esta hipé-

tesls.
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Jabla 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-a'/1 26 12.25

1/2
Got-A 18 45.50
Got-A2/2 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 4L8.49
Got-82/2 22 19.76
2
X;= 0.86; p= 0.35

1

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

Genotipos

Propuestos N°Observados N°Esperados
Got-A'"] 1 0.36
Got-A'/2 10 11.28
Got-A2/2 89 88.36

xf= 1.28; p= 0.26
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Tabla 39. Comparacidn de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-B en P.strombulifera (RTo Negro).

Genotipos

Propuestos N°Observados N°Esperados
Got-Bl/l 4 6.76
cot-8'/2 i 38.48
Got-8%/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
th-A'/1 0 0.20
Got-A'/2 9 8.60
Got-AZ/2 91 91.20

Tabla 41. Comparacidén 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-8'/! 17 7.56
Got-8'/2 21 39.88
Got-B2/2 62 52.56
X?= 22.42; p= 0

1
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“ESTERASA E.C.  3,1.1, (EST)

Selecc!én de ‘los élganOS‘anabfzados.

En este sistema IsoenzImitico se realizaron las mlsmas pruebas In-/
dicadas para los anterlores., La mejor resolucl6n de las bandas se obtuvo, /
en todas las especies, en cotlled6n de 7 dfas (cuando se cae el tegumento),
y con los datos provenlientes de los estudlos de este Srgano se realizaron /
los andlisls estadfsticos. Los demds Srganos (eplcStilo e hipocStilo) asf /
como diferentes perfodos del desarrollo fueron utillzados para determlnar /

los posibles locl y alelos en las poblaclones de P.ruscifolla, complementan

do estas pruebas con la utlllzaclén de diferentes sustratos. En el resto de
las especles, las pruebas de alelismo se reallizaron utillzando solamente //
distIntos sustratos, en cotlledones, epicétilo e hipocStilo de plantulas/

de 7 dfas.

En ambas secclomes, las esterasas presentaron patrones [soenzimdtli-/
cos muy complejos, sujetos a problemas de regulacién, que hlicieron en muchos

casos muy dIffcil su Interpretacién y andllisls,

Seccl6n Algarobla:

Semillas 24 hs. después de Inlciada la germinaciSn(Sustratos utllizados:

&NA y Y3NA).

Este estadlo solamente fue estudfado en las dIferentes poblaciones/

de P.rusclifolla . En la provinclia 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 velocldad de migraciénn losDptos, de Avellaneda y Copo de la provin-
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cla de Santlago del Estero, se observaron las sigulentes bandas, EST-2, EST
-3, EST-4, EST-5, EST-6 y EST~7, mlentras que en la provincia de Chaco, sé-

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

Plantulas con 7 y 13 dfas de.germinacién. (Cotlledones, epicStilo e hipocstli

lo. Sustrato wutllizado : ot NA)

A excepclén hecha de 1a banda EST-1 caracterfstica de la poblacién/

formosefia de P.rusclfolla que solamente se encuentra en semlllas de 24 hs./

de germlinaclén, los restantes estadlos y 6rganos en las poblaciones de ///

P.ruscifolla mantuvieron los mlsmos patrones isoenzImiticos descriptos en /

seml11a (Flg. 8 A, muestras1-4). Las bandas en epicStilo e hipocétilo, mos-
traron una Intensidad de coloraclén menor que la observada en los cotiledo-
nes (Fig. 7 B).

Los individuos de las demds especles de esta seccién mostraron en /
cotlleddn, epicétilo e hlpocétllo las sigulentes bandas: EST-2, EST-3,EST-4,
EST-5, EST-6 y EST-7 (Fig. 8 A, muestras 5-11; B). Al lgual que en P.rusci
folla, en cotiled6n la coloraclén fue mas Intensa que en los otros dos érga

nos.

Reaccidn de las esterasas frente a los diferentes sustratos.

En la mayorfa de las especles de esta Seccldén, se han Indlviduallza
do dos zonas con actlvidad esterdsica en base a su capacfidad de reacclonar/

frente a una mezcla de oLy /3 NA,

Las bandas de 1a zona I(EST-1 a EST-4) reacclonan preferentemente //
con /3 NA, produclendo bandas de color rojo., La zona JH(EST-5 a EST-7)fre_r_\_

te a esta misma mezcla de sustratos reacclona con eo¢ NA, produciendo bandas
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Figura 7.A y B)Zimograma de esterasas de individuos de P .ruscifolia.

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

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). Estan
ausentes las bandas 5 y 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,
epicétilo e hipocdtilo 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),1o hacen tenueniente de marrén.
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Figura 8. A) Zimograma de esterasas en cotiledones de 7 dias de indivi-
duos de especies de la Seccién 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 (12L4);
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 analizados.
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de color marrén,

La banda EST-1, s6lo fue observada en tres Individuos de P.rusclifo-
1la de Formosa, en los cuales se estudié el estadlo de semillas 24 hs, des-
pués de la germlnacién (Fig. 7 A, muestras! y 3). Las restantes bandas de /
1a zona |, pudlieron observarse en todos los 6rganos y perfodos del! desarro-
1o, pero los patrones variaban para distintos individuos. Para estas ban-/

das en P.ruscifolla de Formosahychaco ce observaren Individuos con tres tlpos de /

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

mds poblaciones de P.ruscifolia y las restantes especles presentaban tam-//

blén Individuos con patrones compuestos por 1 6§ 2 bandas, pero se observa-/
ron sels fenotipos postbles: EST-2, EST-3, EST-4, EST-2 y EST-3, EST-2 y //

EST-4 6 EST-3 y EST-4,

Las bandas de 1a zona || tamblén pudleron verse en todos los 6rga-/
nos y perfodos del desarrollo, Se detectS variaclén entre las especies y //
también entre indIviduos de 1a misma poblacién, En P.caldenla los patrones/
de los individuos podTan presentar una banda (EST-5, EST-6 & EST-7), dos /
bandas (EST-5 y EST-6, EST-5 y EST-7 &6 EST-6 y EST-7) o ninguna banda. En/
las dem8s especles de esta Seccién todos los Individuos presentaban la ban-

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

La variaclén de la Intensidad de las bandas en los dlferentes &rga-
nos y en distintos perlodos del desarrollo, utllizando los sustratos & y/

3 NA fue estudlada en P.rusclfolia (Tabla 42).

En la semilla 24 hs., después de la germlnacién la banda EST-1 reac-
clona con gran Intensldad con /3 NA., Las bandas EST-2, EST-3 y EST-4 se tlh
fien intensamente con & 6 /3 NA. La banda EST-6 se tifie tamblén con ambos
sustratos, aunque menos [ntensamente con /3 NA, y frente a una mezcla, como

se explicS anteriormente, reacciona preferentmente con o NA, tifiéndose de
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Tabla 42. Comparacion de la intensidad de tincidn de las bandas con actividad
de esterasas en distintos 6rganos y estadios del desarrollo, usando acetato
de «naftilo («NA)yacetato de Bnaftilo (BNA) en diferentes poblaciones de
P. ruscifolia. Intensidad de tincidn: +++= intensa, ++-= media, +--= tenue,
/--= tenue o ausente, ---= ausente.

ESTADIOS DEL DESARROLLO

24

h Siete dfias Trece o mas dfas
BANDAS ~ '°M@s

SEMILLA _ EPJCOTL HIPOCOTI EPICOTI]  HIPOCOTI

COMPLETA COTILEDON LO LO COTILEDON LO LO

«NA BNA «NA ANA «NA GONA «NA GNA «NA ANA «NA GNA oNA ANA
EST-1  —oo 44t mm= o mmm mme mmm mme e e mee cme e ee-
EST-2 e T = L o s T & S R & i v LR R
EST-3 R & = I S o o e L & i & IR & = 2 2 & SRR = S =
EST-4 e I S = = I RS iR = = A = = S S e &
EST-5 an R A - ol LI S L L e AL I L LA O
EST-6 e L = LY E L~ LY A S e L /- --- /- ---

EST-7 e o e & T e B R
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marrén, Las bandas EST-5 y EST-7 sSlo se tlfien con ol NA.

Al estudlar cotlledones de 13 o mis dfas después de la germinaclén,
las bandas 5, 6 y 7 tlenden a hacerse mis tenues hasta casi desaparecer.lLas
bandas 2, 3 y 4 en camblo se mantienen tefildas Intensamente. Lo mismo suce-
de en eplc6tilo e hipocStilo, a pesar de que slempre en estos 6rganos la [n
tensidad de las bandas es menor que en cotlledén (Tabla 42). La banda EST-1

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

En las demfs especies de esta Secclén, no ha sldo posible estudiar/
el comportamiento de las bandas a lo largo del desarrollo, debldo a que é&s-
te era extremadamente complejo y con pequefios camblos de tamafio de 1a plén-

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

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

especles de esta secciSn (Tabla 43 y Materfales y Métodos).

Las bandas EST-2, EST-3 y EST-4 ademds de reaccionar con oNAy /
3 NA, reaccionan Intensamente con otNB, O/ NS y ONP, y tenuemente /
con ANO y ocNM. La banda EST=5 reacciona Intensamente con O NA y OCNP, /
levemente con BNO y OCNM y no presenta reacclén con o NB, BNA ni «NS.
La banda EST-7 no reacciona con /3 NA nl con ®&NB, y lo hace tenuemente con
oCNS, /3 NO y &% NM e Intensamente con NA y O/NP. Finalmente la banda/
EST-6 reacclona Intensamente con o¢NA y oC NP y levemente con ABNA y o« NS,

muy levemente con ANO y O NM y no reacclona con & MB (Tabla 43).

Al estudiar las semillas provenlentes de posibles hfbridos o intro-
gresantes, se observaron los mismos patrones de bandas descriptas para sus
probables progenltores. Al ensayar todos los diferentes sustratos en estos/
Indlviduos las bandas reaccionaron frente a ellos de 1a misma manera des-//

cripta en plantulas provenientes de drboles que no mostraban indicios de /
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hibridacioén,

Determinacién de los probables locl 'y ‘alelos.

De acuerdo a los resultados 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 hipSteslis:

a) Existirfa una Isoenzima EST-1 que estarfa codlflcada por un gen que po-/

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

poblacién de Formosa y que dnicamente se manifiesta en los primeros dfas de
crecimiento de 1a pléntula. A este locus 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.rus¢ifollia de /

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

los Est-21, Est-22

y Est-23 (en orden decreciente de movilidad de sus co-//
rrespondientes bandas). La ausencia de bandas hfbridas (heteropolTmeros) in
dica que dichas alozlimas podrfan ser monoméricas. Sin embargo esto no puede
asegurarse dado que la ausencia de bandas hfbrldas no slempre Implica que /
las alozimas sean monoméricas (Ferrls y Whitt, 1978).

c¢) La banda EST-6 por presentar un comport;mlento diferencfal con respecto/
a las otras bandas de la zona |I!, en relacién con su afinldad por los dife-
rentes sustratos, estarfa codificada por un gen particular al que se denomi
né Est-4. Dado el patrén uniforme de aparicién de 'a banda EST-6 en la mayo
rfa de las especles estudiadas, &ste gen serfa monomérfico. Sin embargo en/

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

que carecfan de ella. En esta especie se supyso que Est-i presentarfa dos/
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alelos, uno de los cuales serfa nulo (Inactlivo), y que por lo tanto, en ho=
mocligosis producirfa ausencia de 1a banda y otro activo que darfa presencla
de la misma cuando estuviese en homocigosls o en heterocligosls. Los alelos/

del locus Est-4 en P.caldenia, fueron denominados Est-ho (Alelo nulo) y //

Est-4! (Alelo activo).
d) A pesar de las diferentes comblinaciones con que aparecen las bandas ///
EST-5 y EST-7 y su comportamiento tan semejante utilizando aNA y /3 NA en

las poblaclones de P.ruscifolla (Tabla 42), que podrfan sugerir que estas /

Isoenzimas estuviesen codiflcadas por un gen con 3 alelos, siendo uno de //
ellos nulo o inactivo, los resultados obtenldos al utfllzar los otros sus-/
tratos (Tabla 43), hicleron suponer que cada banda estarfa codlficada por /
un gen diferente Est-3 y Est-5 respectivamente, cada uno de ellos con:un //

alelo nulo o Inactlivo (Est-30 Y Est-5°) y otro actlvo (Est-31 y Est-Sl).

En el siguiente cuadro se dan los diferentes fenotlpos 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 3/3 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 11 /0

Est=-3 y Est-31 EST-5
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LOC! PROPUESTOS GENOT!POS PROPUESTOS . { BANDAS
Est-l&O/0 Ausenclia de bandas.
Est-4
Est-b1/1 y gse-41/0 EST-5
Est-So/0 Ausencia de bandas
Est-5
est-5"/ 1y Est-51/0 EST-7

En base a los nimeros observados (Tablas 4k -55, 59-80), se obtuvie
ron las frecuenclas génicas (Tabla 119) y genotfpicas de los loci Est-2, Est
-3, Est-4 y Est-5 para todas las especies. Para determinar si las frecuen-//
cias genotfpicas observadas del 12223 Est-2 se ajustaban a las esperadas pa-
ra un equillibrio de Hardy y Weinberg, se utllizé la prueba de'X? (Tablas 44,
L7, 5o, 53, 59, 62, 65, 68, 71, 75, 78). Como se puede apreclar, solamente en

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

significativas (p €0.05). En estos casos las frecuenclas de los homoclgotas/

fueron mayores que las esperadas.

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

bla de contingencia para ver sl existfan diferenclas significativas en las/
frecuenclas fenotlfpicas de los locl Est-2, Est-3 y Est-5 (Tablas 56, 57 y 58,
Como se puede apreclar, los resultados Indican que las diferenclas no son sig
nificativas para el locus Est-2 (p > 0.05)cuando se comparan las poblaciones/
de Avellaneda y Copo, asf 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 mis.

‘Al reallzar las comparaciones entre las 4 poblaciones de P.ruscifo-
vjié'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



- 104 -

~

Tabla 44. Comparacion de la frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P.ruscifolia (Copo).

Genotipos

Propuestos N’Observados N°Esperados
Est-21/l 0.35
Est-2]/2 6 5.89
Ese-21/3 3.34
Est-22/2 26 24 .62
Est-22/3 25 27.90
Est-23/3 10 £7.90

X2= 2.68; p= 0.4k

3

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

Genotipos

Propuestos N°Observados
Est-3]/l + Est-31/° 32

Est-30/0 |

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

Genotipos
Propuestos N°Observados
Est_51/1 + Est_51/0 64

Est-So/o 9
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Tabla 47. Comparacidn 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 L. 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 fenotTpicas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P.ruscifolia (Avellaneda).

Genotipos

Postulados N°Observados
Est-3]/l + Est-3]/0 36

ESt'30/0 L”

Tabla 49 Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-5 en P.ruscifolia (Avellaneda)

Genotipos .
Postulados N°Observados
Est—Sl/l + Est-SI/O 55
/0 24

Est-S0
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Tabla 50. Comparacidon 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-3]/l + Est-3]/° 18
Est-30/0 27

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

Genotipos
Propuestos N°Observados
Est-Sl/l + Est-Sl/o 39

Est-So/0 17
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-Tabla 53. Comparacidon 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

Xf= .56; p= 0.03

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

Genotipos.

Propuestos N°Observados
Est-3]/] + Est-3]/O 37
Est-3%7/0 23

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

Genotipos

Propuestos N°Observados
est-5'/1 + Ese-5'/0 k9

ESt‘So/O 10
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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-21/l Est-Zl/2 Est—2]/3 Est-ZZ/2 Est-22/3 Est-23/3
Avellaneda 2 25 22 12
Copo 1 2 26 25 10
2
X5= 0.93; p= 0.97
B) Genotipos Propuestos
Poblaciones Es!:-22/2 Est-22/3 Est-23/3
Formosa 20 7
Chaco 35 16 7

2

X2= 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-3]71 + Est-3]/0 Est-30/0
Avellaneda 36 i1
Copo 54 31
Formosa 18 27
Chaco 37 23
X?= 9.71; p= 0.02

3
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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 Est-51/1 + Est-Sl/0 Est-SO/0
Avellaneda 55 24
Copo 64 9
Formosa 39 17
Chaco L9 10
X§= 10.18; p= 0.02

B) Genotipos Propuestos
Poblaciones Est-5171 + Est-Sl/0 Est-SO/O
Avellaneda 55 24
Formosa 39 17
Chaco 4o 10

X§= 3.82; p= 0.15

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

Genot ipos
Propuestos N°Observados N°Esperados
Est-2'/] 0 0.35- \
1/2 . :[ 5.5
Est-2 5 5.19
Est-21/3 5 4.05
Est-22/2 20 19.07
Est-22/3 28 29. 74
Est-23/3 12 11.60

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

Genotipos

Propuestos N°Observados
est-3'/1 + gse-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/l + Est-51/0 39
Est-50/0 42

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

Genotipos

Propuestos N°Observados N°Esperados
Est-2'/" 3 1.43
Est-2'/2 14 12.29—
Ese-2'/3 0 y.87— 17-16
Esg-22/2 25 26.39

Est-22/3 22 20.89

Est'-23/3 6 L.13

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 Rfos).

Genotipos

Propuestos ) N°Observados
est-3'/1 + gse-3170 69

Est-3%70 10

Tabla 64. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus

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

Genotipos

Propuestos N°Observados
Est-SV1 + Est-S]/o 32
Est-50/0 Lo

Tabla 65. Comparacidn de las frecuencias genotipicas absolutas 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
Ese-2'/3 3 4. 47
Est-22/2 13 2447
Est-22/3 1" 26.87
Est-23/3 16 7.37

X3= 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-3]/1 + Est-3]/° 36

Est-30/0 i1

Tabla 67. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-5 en P. hassleri (Formosa).

Genotipos

Propuestos N20Observados
Est-5'/1 + Est-5'70 20
Est--ﬁ'»O/0 57

Tabla 68. Comparacién de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P. alba (Formosa).

Genotipos

Propuestos N20bservados N2Esperados
Est-2'/" 14 10,11
Est-2'/2 19 20.48
Est-2'/3 6 12.50
Est-22/2 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]/I + Est-3]/0 L3

Est-30/0 38

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

Genotipos

Propuestos N=0bservados
Est-5'/1 & gst-5170 14
Est-5°/0 68

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

Genotipos

Propuestos N20bservados N2Esperados
Ese-2'/! 7 5.88
Est-2]/2 20 22.28
Est-2'/3 1 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
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Jabla 72. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P. caldenia (Santa Rosa).

Genotipos

Propues tos : - N20Observados
Est-3'/1 & gse-3170 36

Est-3970 W

Tabla 73. Frecuencias fenotTpicas absolutas observadas para el locus
Est-4 en P. caldenia (Santa Rosa).

Genotipos

Propuestos . N20Observados
Est-41/1 4 gse-41/0 64

Est-40/0 13

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

Genotipos

Propuestos N20bservados
Est-5'/1 + Est-5'70 32
Est-SO/0 47
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.Jabla 75. Comparacidén de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P. flexuosa (Cura-Cd).

Genotipos

Propuestos  N20Observados N2Esperados
Est-2'/1 2 2.67
Est-21/2 19 16.51
Est-21/3 9 10.20
Est-22/2 25 25.46
Est-227/3 30 31.45
Est-2373 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 N2Observados
Est-3]/l + Est-3]/0 32
Est-3°70 50

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

Genotipos
Propuestos N20bservados
Est-Sl/l + Est-S]/o 38

Est-SO/0 49
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Tabla 78. Comparacidén de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P. alpataco (Chacharramendi).

Genotipos

Propuestos N20Observados N2Esperados
Est-2'/! 17 16.19
Est-2'7/2 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

X2= 0.53; p= 0.91

3

Tabla 79. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus

Est-3 en P. alpataco (Chacharramendi).

Genotipos

Propuestos N20bservados
Est-3l/l + Est-31/0 6

Est-32/0 72

Tabla B0. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus

Est-5 en P. alpataco (Chacharramendi)

Genotipos
Propuestos N20bservados
Est-Sl/l + Est-Sl/0 18

Est-SO/o 56




- 117 -
fue significativo (p> 0,05) (Tabla 58 B),
Las cuatro poblaclones mostraron diferenclas signiflcativas cuando///

se compararon sus frecuencias genotfblcas para el locus Est=-3 (p¢ 0,05) (Ta-

bla 57) ’

Seccf6n'5trombocarpa

En las poblaciones de las especlies estudiadas en esta Secclén 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 cotliledén, epicétilo e hipocdtilo de plantulas con slete dTas de germlna-
clén, Se utilizaron diferentes sustratos para observar la reaccidn de cada /
una de las lsoenzimas frente a los mismos y poder asi estimar los probables/

locl y alelos Impllcados y las homologTas entre estas poblaclones.,

La determinaclon de los probables loci y alelos Involucrados fue muy/
difTcll y en clertos casos s6lo se han podido Individualizar diferentes feno
tipos, Esta dificultad es producto de la gran varlacién de nimero e intensl-

ded de las bandas a lo largo del crecimlento de las plantulas,

Las bandas EST-1, EST-2, EST-3 y EST-4, no mostraron nlnguna variaclér
ya sea entre especles, Individuos u 6rganos, aunque en eplcotilo e hipocétilo
presentaban una tincién algo mas débil que en cotlledon, Las restantes bandas
mostraron, en los 3 érganos menclonados patrones complejos de aparicidn que/

seran descriptos més adelante,

Reaccidén de las diferentes Isoenzimas frente a los diferentes sustratos: pro-

bables locl y alelos,

Como se puede abreciar en la Tabla 81 las bandas EST-1, EST-2, //////
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Figura 9. A) Zimograma de esterasas de individuos de especies de la
Seccion 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
|izadas.
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EST-3, y EST-4 reacclonan con «NA, BNA, ol NP, ot NB, ot NS, y ot NM, La banda/
EST;I, sin embargo, tlene un comportamiento diferencial con respecto a las /
otras tres, puesto que reacclonan con &NS y o NM mucho més Intensamente que
aquéllas, Esto estarfa Indicando que la banda monomSrfica EST-1 estarTfa codl
ficada por un gen al cual se denominé Est-1, diferente al o a los que codlﬁl

carfan 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, reacclonan 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 podr{a deduclr que
la banda EST-2 estarTa codlficada por un gen diferente al de las bandas EST-

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

Las tandas EST-3 y EST-4 en cotlleddn, reacclionan frente a los dife
rentes sustratos de la mlsma manera en cuanto a presencla e intensldad; lo /
mismo sucede en hipoc6tilo a pesar de que en general en este 6rgano la tin=/
clén es leve. Cuando se analizaron estas bandas en eplcétilo usando como /
sustrato «NA & ANA, EST-4 siempre aparecfa mucho menos tefiida gue EST-3; ‘efs_
to tal vez indicarfa que cada una de estas Isoenzimas estd codlficada por </

dos genees distintos a los que se denominé Est-3 y Est-h,

Las restantes ocho bandas fueron agrupadas en tres zonas en base a/
su afinidad por los diferentes sustratos y por su movilidad, Dichas zonas //
fueron denominadas EST-l, EST-Il y EST-1l1, en orden decreciente de veloci-/
dad de migracién relativa., En estas zonas no pudo establecerse el nimero de/

genes y alelos Involucrados, debldo a que exlste mucha varlaci6én tanto en in

tensidad como en aparicién y desapariclén 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 diflculta el andllsis,
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La primera zona Incluirfa las bandas EST-5, EST-6 y EST-7,

Esta zona reacclona tenuemente con ¥NB y «NS, intensamente con///

olNA y NP y no 1o hace con /B NA ni con & NM,

La zona || comprende las bandas EST-8, EST-9 y EST-10 que reacclo-/
nan tntensamente con o&NA y‘ o NP, no hacléndolo con BMA, oNB, o<NS nl
oL NM. Finalmente la zona Il que Incluye las bandas EST-11 y EST-12, reac-
clona intensamente con ®NA y «NP, tenuemente con /3 NA y no reacciona ///

frente a los otros sustratos utilizados,

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

das,apareclendo muchas veces sblo rastros o estelas de las mlsmas,

De lo descripto se puede resumir que exIstirfan cuatro genes monomf-r_
flcos (bandas EST-1 a EST-4) para las dos especles estudiadas y que las odo ban
das restantes(las cuales no fueron Inclufdas en los cadlculos de distanclas e //
Identidad genética) agrupadas en tres zoras, presentaron una gran varlaclén/

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

s;]ecCién de los 6rganos analtzados

Para la interpretacién del sistema Isoenzimitico de las peroxidasas,
se realizaron diversas pruebas utillzando d!ferentes 6rganos y diferentes pe
rfodos del desarrollo, Tales ensayos permitieron elegir aquel estadlo y érgg

no de las pléntulas donde se obtenfTa mejor resoluclén de las bandas,

Con el tampdn utllizado (ver Materliales y Métodos), la actividad pe
roxId8slca no se observdé sino hasta 3 a 5 dTas después de Iniciada la germi-

nacién,

La mejor resoluci6én de las bandas fue obtenida en la primera hoja /
adulta. Usando este drgano no se forman los ''cometas'' que diflcultan la lden
tiflcacl6n de las bandas, Sin embargo, debido a que las plantulas no siempre
alcanzaban a desarrollar la primera hoja adulta, fue necesarlo utlllzar cotl
ledones de aproximadamente 7 dfas después del comienzo de la germinaclidn, El
patrén de bandas iscenzimaticas fue el mismo en cotiled6n, eplcotilo, hlpoqé

tilo y primera hoja adulta.

Seccién Algarobia,

Todas las especles de esta Seccidon mostraron tres bandas de migra</
cién anddica, denominadas en oraoen decreclente de movilidad PRX-1, PRX-2 y /
PRX-3 .S chsenaron adems algunas bandas que migraban muy préximas al frente de /
bromofenol y bandas catddicas que no fueron Incluldas en el andllsls debido/

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

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

770). B): 1y 2, P. ruscifolia (149,150); 3 y 4, P. nigra (141,358); 5 y
316); 9, P

6, P. alba (315, 323); 7 y 8, P. hassleri( 311, . caldenia (118);

10, P. flexuosa(132); 11-13, P. alpataco (109, III,‘IIZ). C) Esquema de
las bandas observadas en los individuos de las especies analizadas.
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pecies,

En la poblacidn de'P.rusclfolla de P,ruscifolla de Avellaneda, todos

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

PRX-1 se hallaba presente sdlo en algunos Indlviduos,

En P,ruscifolla de la provincla de Formosa, P,alba, P,hasslerl 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.caldenla y P.flexuosa, presentaron Indi

viduos de una, dos, tres o ninguna banda,

Cuando se anallzaron las semlllas provenlentes de Indlviduos de pos=
sible orTgen hfbrido, no aparecieron patrones de bandas diferentes de aque=/
Ilos encontrados en los posibles progenitores. Esto hace suponer la existen-

cia de los mlsmos genes en todas estas especles,

Ceterminacibn de los posibles loci y alelos

En especles diploldes, tales como las que fueron estudiadas en este
trabajo, no puede haberen unindividuo més 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 6 5 para tetraméricas, etc.

Los patrones observados no se ajustan a las predicclones para enzi-
mas poliméricas, y es mas factlble asoclar su comportamiento al de una (s) 7
enzlima (s) monomérica (s) con alelos nulos, que en homocligoslis producirfan /

ausencia de enzima, explicando asT la presencla de Indlividuos sin bandas,

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

no presentd varlacldn en ningin individuo, mientras que si se observé varia-

cidn en las bandas PRX-1 y PRX-2, por lo tanto PRX-3 no serTa alternativa //
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alélica de PRX-1 ni de PRX~2 y deberTa estar codlficada por un locus diferen
te al o a los que codifican para las bandas PRX-1 y PRX-2, Se denominé enton
ces Prx-3 al gen que codifica la isoenzima PRX=3, cuyo‘locus presentarfa dos

alelos, uno activo (Prx=3") y uno nulo (Prx-30), presente en P,nigra, P, fle-

xuosa y P.caldenla que en homoclgosis 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 varlacién, estando

presente en algunos Individuos y ausente en otros, Por lo tantose puede supo

ner que PRX-1 estaria codificada por un-locus diferente al que codiflca las

bandas PRX-2 y PRX-3, De esta manera se denominé Prx-1 al gen que codifica-/

rfa a la banda PRX-1 Yy Prx-2 al que codificaria para la banda PRX-2.
0

Cada uno de ellos tendrfa un alelo nulo (Prx-1", Prx-20 respectivamente)y '/

uno activo (Prx-ll Y Prx-Zl).

Los dos alelos del locus Prx-1 estan presentes en todas las pobla-
clones de las especles estudliadas de esta Seccidn, El alelo Prx-20 sblo estd

ausente en P.ruscifolia de Avellaneda.

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

servados (bandas) y los genotipos hipotéticos correspondientes:

LOCI PROPUESTOS GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS
171 _41/0 -
Pry-1 Prx=1 y Prx-1 PRX~-1
Prx-lo/0 Ausencla de banda,
A 1/1 _,1/0 N
Prx=2 Prx=2 y Prax-2 PRX-2
Prx-20/0 Ausencla de banda
1/0
Pre-3 prx=31/1 y prx-3!/ PRX~3

Prx-30/8 Ausencla de banda

LaR R e e o o - panan o o SN e o T
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En las tablas 82 a 102 se dan las frecuencias fenotTpicas de los //

tres locl para las diferentes especles y poblaclones,

Las frecuenclas aléllcas se estimaron a partir de la fenotfpicas su=

ponlendo que las poblaciones estaban en equillbrio (Tabla 119),

Secclon Strombocarpa

Las dos especles presentaron en comin una banda monomérflica denomi-
nada PRX-A, de velocidad de migracién anddica mucho mayor que la PRX-1 des-
cripta en la Seccion Algarobia (Fig, 11 A), Esta banda se colorea Inmediagi
mente al tratar el gel con bencidina. Una segunda banda (PRX-B) de menor ve
locldad de migracion que aparece luego de unos 10 mlnutos de iniclada la /

coloracidn, se observé en todos los individuos de P;s@zgmbu)ffgzg Yy en algu

nos de P.reEtans (Fig. 11 8 Y C). Finalmente una tercera banda PRX-C de mena
veloclidad de migracion que PRX=-B y que aparece simulté@neamente con esta Gl-
tima, se halla presente solamente en algunos indlviduos de P,regtans_(Fig./
11 C). En esta GltIma especle las bandas PRX-B y PRX-C presentaron los si-/
gulentes patrones de aparicién en los diferentes individuos: PRX-B, PRX-C,/

ambas bandas o ninguna.

Determinacion de los probables locl y alelos

La no aparicién simul tdnea durante la coloraclén de la banda PRX=-A/
con respecto a las bandas PRX-B y PRX-C sefialarTa 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 existlirfan dos loct, el pri
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Figura 11. Zimogramas de peroxidasas de individuos de especies de la
Seccidn Strombocarpa. A) Bandas peroxidisicas obtenidas inmediatamente
después de iniciada la tincidén, 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 tincidn; 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 N20bservados
Prx-1"1 4 prx-11/0 19

Prx-IO/o 81

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

Genotipos

Propuestos N2Observados
prx-2'"1 + prx-21/0 8L

Prx-Zo/0 12

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

Genotipos

Propuestos .~ _N20Observados
Prx-ll/l + Prx-ll/o 1

Prx-IO/0 21

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

Genotipos

Propuestos N20bservados
Prx-llll + Prx-l”o 13

Prx-lo/0 72

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

Genotipos

Propuestos N20bservados
prx-2"/1 4 prx!/0 79

Prx-ZO/0 9
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Tabla 87. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-3 en P. nigra (Sgo. del Estero).

Genotipos
Propuestos N20Observados
Prx-3]/] + Prx-3”0 48

Prx-30/0 35

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

Genotipos

Propuestos N20Observados
Pra-1/1 4 Prx-3]/0 28
Prx-IO/0 62

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

Genotipos

Propuestos N20Observados
prx-2'"1 4+ prx-21/0 43

prx-29/0 37

Tabla 90. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus

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

Genotipos
Propuestos N20bservados
Prx-3]/l + Prx”0 60

Prx--30/0 20

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

Genotipos

Propuestos N20bservados
prx-1"71 4 prx-11/0 60
Prx-lo/0 31
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- Tabla 92. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-2 en P. alba (Formosa).

‘Genotipos

Propuestos N20bservados
Prx-2]/l + Prx-ZI/o 60
prx-2270 21

Jabla 93. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-1 en P. hassleri (Formosa).

.Genotipos

Propuestos N20bservados
Prx-ll/] + Prx-l]/0 53
prx-1%/0 L7

-Tabla 94. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-2 en P. hassleri (Formosa).

‘Genotipos

Propuestos N20bservados
Prx-ZI/] + Prx-Zl/0 73
prx-22/0 16

Tabla 95. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-1 en P. alpataco (Chacharramendi).

Genotipos

Propuestos N2Observados
Prx--l”l + Prx-l]/o 77
Prx-lo/o 10

Tabla 96. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-2 en P. alpataco (Chacharramendi).

Genotipos

Propuestos N20bservados
Prx--21/1 + Prx-ZI/O 35

prx-2°70 45
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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-11/0 L2
prx-1270 ' 48

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

‘Genotipos

Propuestos N2Observados
Prx-Zl/l + Prx--2]/0 L3
prx-2270 55

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

‘Genotipos

Propuestos N20Observados
Prx-3]/] + Prx-3]/0 69
Prx"3o/o 27

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

‘Genotipos

Propuestos N2Observados
Prx-l]/] + Prx-l]/0 55
prx-19/0 33

5

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

‘Genotipos

Propuestos N20bservados
prx-2'/1 + prx-21/0 58
prx-2°/0 3
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Tabla 102. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Prx-3 en P. caldenia ( Santa Rosa).

Genotipos

Propuestos N20bservados
Prx-3"/1 4+ prx-3170 61

Prx-30/0 28

Tabla 103. Comparacidn de .las frecuéncias genotTpicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Prx-B en P. reptans ( Sgo. del Estero).

Genotipos

Propuestos N20bservados N2Esperados
Prx-B]/l + Prx-B]/0 28 27.97
Prx-BZ/2 + Prx-BZ/0 9 7.15
prx-8%70 10 10.01
Prx-8'/2 4 5.87

X%= 107 ; p= 0.30
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mero que codificarfa para la Isoenzima PRX-A (de réplda aparicién y el se-
gundo, de aparlclién retardada, que codificarfa para las dos isoenzimas, El [/
primer locus, monomérfico en ambas especies se denoniné Prx-A, El seoundo, Prx

-B, serfa monomérfico en P,strombulffera, produclendo la banda PRX-B y poli=/

mSrfico en P reptans, produciendo las bandas PRX-B,PRX-C ambas o ninguna, De
las comblnaciones otservadas para las alozimas PRX-B y PRX-C, el locus PRX-B/
presentarfa tres alelos, los que fueron denominados Prx—B‘, Prx-B2 Yy Prx-Bo./

Este Gltimo, en homoclgosls no producirfa banda,

Alternativamente podrfa suponerse que PRX-B y PRX-C estan codliflica-/
das por locl distintos, cada uno con un alelo activo y otro nulo. No obstante,
se optS por la primera hipStesis porque: 1) Considerando el punto (c) de Méto
dos utllizados para la determinacién de los probables locl y alelos, ambas //
bandas aparecen simultaneamente en todos lo; Srganos estudliados (cotiledén, /
eplcétilo e hipocétilo) a partir del tercer dfa después de Iniclada 1a germi=
nacién, Este hecho podrfa Indlcar que ambas isoenzimas (PRX-B y PRX-C) est&n/
sujetas al mismo sistema de requlacién y tal vez estén codificadas por alelos
de un locus, I1) Se calcularon las frecuenclas génicas (Tabla 120) para el 1o
cus PRX=-B con sus probables tres alelos, Prx-B‘. Prx-B2 Yy Prx-Bo y posterior-
mente por medio de una prueba'X? se determind que las frecuenclas genotfplcas
observadas no se apartaban de las esﬁeradas para un equilibrio de Hardy-

Weinberg (Tabla 103) (p»0.0%), Esto reforzarfa la hip6tesis de que las bandas /

PRX-B y PRX-C serfan productos de alelos de un gen.

De acuerdo con lo propuesto se Indlcan a contlnuaclén los diferentes

fenotipos observados (Bandas) y los correspondlentes genotipos postulados:

LOC! PROPUESTOS GENOT1POS PROPUESTOS BANDAS

Prx-A Prx-Al/] PRX-A
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LOCI PRCPUESTQS GENOTI'POS“PROPUESTOQS . BANDA
Prx-8'"! & prx-'/° PRX-B
prx-82/2 & prx-82/¢ PRX-C

Prx-B
Prxg/0 Ausencla de banda.
! )

Prx/2 PRX-C-B

X
B
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é:FOSFOGLUCONATO DEHIDROGENASA E,C, 1,1,1,43. (6~-PGD)

MR I e an e o o 0 o o o o Pty

Seleccién de los 6rganos anallzados,

Este sistema Isoenzim&tico present§ muchas diflicultades para poder//

Indlvidualilzar claramente las dlistintas bandas,

Fueron utlllizadas semillas a 24 hs, de la Iniclacién de la germina-/
cién, cotiled6n, epicétilo e hipocStilo con 4,7 y m8s dTas de crecimiento de
la plantula, asl como diferentes soportes y tampones, Flnalmente, el estudlo

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

Seccién Algarobla

Dentro de esta Secclén pudieron Identificarse cuatro bandas anédicas
denominadas 6PGD-1, 6PGD-2, 6PGD-3 y 6PGD-4, numeradas en orden decreclente

de velocldad de migracién electroforética.,

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

1a Gnlca en P,hasslerl 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 (Flg, 12 A, muestras11-16) y la banda 6PGD-2 de P.rus-
clfolla (Fig, 12 A, muestras 1 - 6), En la figura 13 se esquematizan los zi-

mogramas caracteristicosde las especles estudiadas,

Cuando se analizaron individuos provenientes de arboles hfbridos en-

tre P,alba x P,hassleri, s6lo se obtuvieron Indlviduos con la banda 6PGD-3,

En el caso de Indlviduos provenientes de &rboles de P ,hasslerl x//

P.ruscifolia se observaron las bandas 6PGD-2 y 6PGD-3 y a veces una banda -in

termedla 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, Pstrombulifera (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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lda en este andlisis, Al analizar semillas provenlentes de P,nigra x P.hassle

"Il se observaron las bandas €éPGD=1 y 6 PGD-3, siendo la primera muy tenue.

Estudiando individuos provenientes de &rboles hfbridos P,flexuosa x/
P.alpataco, se obtuvleron solamente individuos con las bandas caracterlsticas
de las especies puras o sea 6PDG-1 y 6PGD-3, Finalmente, semillas provenien=
tes de P,alpataco (171,172) y P.flexuosa (100, 103, 105, 106, 107) de enjam
bres hfbridos y muy cercanos a arboles de P,caldenla, mostraron las bandas /
6PGD-1, 6PGD-3 y € PGD-4 (Fig, 12 A,muestra 17) slendo 6PGD-1 y EPGD=4 muy te

nues.,

Determinacién de los probables locl y alelos

Debldo a que no fue observado un polimorfismo aparente en las bandas
descriptas para las diferentes especles, y que en los Individuos provenlen-/
tes de los posibles hfbridos o Introgresantes no se observé segregacién, si-
no solamente una adlcién de las bandas caracterlstlcas de los posibles proge
nitores, se supuso que estarfan Implicados genes diferentes en la produccién

de cada lsoenzima observada,

Esta hipStesis es apoyada por el hecho que cuando se analizaron las

seml1las provenientes de P,alpataco y P.flexuosa de enjambres hfbridos, que

muy probablemente sean resultado de hibridacién con P,caldenla, aparecen si-
multineamente indlviduos con las tres bandas (6PGD-1, 6PGD-3 y 6PGD-4). _.Da
do que las especles son dipléides Y no espera mas que dos alelos por 12223,
es de suponer que estas tres bandas estarfan codificadas por mds de un gen,/
En base a esto se denominé 6Pgd-1, 6Pgd-3 y 6Pgd-4 a los genes que codlflcan

para las bandas 6PGD-1, 6PGD-3 y 6PGD-4 respectivamente,

Cuando se analizaron las semillas provenientes de arboles hTbridos /

P.hassler! x P,ruscifolia, sdlo se observaron Individuos con dos bandas .Nue
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vamente, la no aparlclén 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 hipSteslis se dan a contlnuacién el nombre de los/

posibles loci vy bandas que éllos codiflcarian:

LOCI PROPUESTOS BANDAS
6Pgd-1 6PGD-1
6Pgd -2 fPGD-2
6Pgd-3 6PGD-3
6Pgd - 6PGD-4

Secclén_Strombocarpa

Todos los iIndividuos de las poblaciones de las diferentes.especlies /

anallzadas mostraron un {(nico patron de dos bandas.

Estas fueron denominadas en orden decreclente de velocidad de m!gng

cién electroforética, 6PGD-A y 6PGD-B, (Flg, 12 B, muestras 1 y 3; Fig ,13).

Dado que no se dispuso de Individuos de origen hfbrido para su ana
lisis, y el estudio de diferentes estadios del desarrollo y 6rganc no dio /
ninguna Informaclién adliclonal, se supuso un esquema para la producclén de /
las Isoenzimas semejante al encontrado en las especles de la Seccién Algaro
bla. Por lo tanto, se postulé§ que cada banda estarfa codificada por un gen/
diferente, los que fueron denomlnados 6Pgd-A y 6Pgd-B respectivamente para//

las isoenzimas 6PGD-A y 6PGD-B,
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*AMINOPEPTIDASA E,C, 3,4,1,2, (AMP)

Selecclén de los 6rganos analtlzados

Las mismas bandas fueron encontradas en semillas de 24 hs, de Inicia
da la germinacién, y cotlledones, epicétilo e hipocStilo de plantulas de ///
aproximadamente 7 dfas. La lnica diferenclia observada fue que la Intensidad/
de las bandas era menor en semillas de 24 hs, que en las plantulas de 7 ///
dfas, Para este estudlo Isoenzimdtico se escogleron plantulas de este Gltimo

estadlo,

Seccién Algarobia,

La especle que presentd maycr nimero de [soenzimas fue P,caldenia,que
mostrd 5 bandas an6dicas que fueron denominadas de mayor a menor velocldad /
de migracién electroforética AMP-1, AMP-2, AMP-3, AMP-4 y AMP-5 (Fig., 14 A y
C). Las poblaclones de las otras especles analizadas en esta secclén 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 Indivlduos de //
P.caldenia.Con respecto a las otras 3 tendas, los patrones observados en todas /
las especles podTan presentar s6lo 1 &6 2 de ellas por individuo: AMP-3, AMP-

L, AMP-5, AMP-3 y AMP-L, AMP-3 y AMP-§ & AMP-4 y AMP-5,

Al estudlar los Individuos de posible origen hTbrido (Ver Materiales
y Métodos) s6lo se pudo observar patrones semejantes a los de las especies /

puras,

En los casos en que los Individuos analizados provenTan de cruzamien-

tos en los cuales Intervenfa como un poslble progenitor P,caldenla, la banda



kY >

I AMP-1

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, 15 5, 3y &, nigra 139 358 5, P. alba
(329); 6, P. hassieri (311); 7, P. alpataco 112); 8, P. flexuosa (132).
C) Esquema de las bandas observadas en los |nd|V|duos de las especies ana-
lizadas.
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AMP-2 se hallaba presente con tntensidad de coloracién variable y en algunos

individuos précticamente no era boslb]e fdentiflcarla,

peterminacidén de los_posibles locl 'y alelos

Cormo en los patrones [soenzimdticos de los poslbles tn=-//
dividuos de origen hibrido se aprecia la ausencla de combinaciones diferen=/
tes a las encontradas en los presuntos padres, se supone que al menos exls
te homologia para las bandas AMP-1, AMP-3, AMP-4 y AMP-5 entre las diferen=/

tes especies,

Para 1a determinacién de locl y alelos se utllizaron diferentes sus-/

tratos, como fue explicado previamente en Materiales y Métodos.

En las tablas 104, 105 y 106 se observan los resultados obtenlidos/
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-benzol1-DL-arginina, con B, al clorhidrato de B-nafti]
amida L4 metoxi-L-leucina, con C, al clorkldrato de B -naftilamida de M- o< -
benzoil-DL= arginina, con D, al clorhidrato de 3-naftllamida de L-leucina,
Como se aprecla en las tablas 1¢h, 105 y 106 AMP-1 comprenderia en realidad/
al menos dos enzlmas con igual velocldad de migracién, Esto surge del hecho/

que dlicha banda en P,flexuosa, P.alpataco y P.caldenia (Tablas 104 y 105) //

reacciona con los 4 sustratos mientras que en el resto de 1as especies (Ta=/
bla 106) sélo lo hace con B y D, Como estos GltImos son sustratos para endo-
petidasas, mlentras que A y C los son para exopeptidasas, podrfa suponerse //
que todas las especles presentarfan un locus (AMP=1) que codiffcarfa una en

dopeptidasa que darfa la banda AMP-1, Por otra parte, P,alpataco, P.flexuosa

y P.caldenia poseerfan un segundo locus (AMP-2), que codiflcarfa para una //

exopeptidasa que reaccionarfa con A y C, cuya velocidad de migraclén serfa /
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tgual a la de AMP~1, Dlcha banda fue denominada AMP-A,

En resumen, con estos resultados se postulé la existencla de un gen/
monomérfico comin a todas las especles denominado Amp-1 que produce la 1soen
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 denominSé 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-

mSrflco al que se denominé Amp-3,

Las bandas AMP-3, AMP-4 y AMP-5, reacclionan de lgual forma en todas/
las especies, Con A y C lo hacen muy levemente, mientras que reaccionan in-/

tensamente con B y D (Tablas 104, 105 y 106),

De acuerdo a esto Gltimo, y dadas las comblnaciones con que aparecen
estas bandas, se postulé la existencia de un locus al que se denominé Amp-l/

con tres alelos codominantes denomfinados Amp-hl, Amp-h2 y Amp-h3.

En base a los resultados obtenidos y a los loci postulados en la pro
duccién de estas aminopeptidasas, se dan a contlnuacidn los diferentes feno-

tipos observados y los genotipos correspondientes:

LOC! PROPUESTOS GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS
Amp-1 Amp-11/" AMP-1
1”1
Amp-2 Amp-2 AMP-A
Amp-3 Agp-B” ' AMP -2
Amp=41/ AMP-3
Amp-12/2 AMP -1
Amp-4
Amp-llB'/3 AMP=5

1/2

Amp=-4 AMP=3 y 4
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Amp=h 173 AMP=3 y 5
Amp-4243 AMP=4 y §

- VT T T T > M g e om e o o a0

A partir de las frecuencias observadas de los genotipos postulados //
(Tablas 107-115) se calcularon las frecuencias:alélicas para el locus poli=/
mSrflco Amp-4 (Tabla 119), A partir de estas Gltimas se calcularon las fre-/
cuenclas genotfplicas esperadas para las condiclones de equllibrio segiin Hardy
-Welnberg, comparéndolas con las frecuenclas observadas mediante la prueba//
X? (Tablas 107 - 116), Solamente en P.caldenia el estadlstico fue slgnlflqg

tivo (0.01¢<p<¢0.05) (Tabla 115),

Secci6én Strombocarpa

En los Indlviduos analizados de P,reptans y P,strombul Tfera 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,strombulffera solamente mos-

tr6 las bandas AMP-A y AMP-C,

Las velocidades de migracién de todas estas bandas fueron superlores
& las encontradas en la Seccién Algarobla y por lo tanto no es posible homo-

logarlas.

La banda AMP-A est§ presente en todos los Indlviduos de las poblacio-
nes estudiadas de las 2 especies, AMP-B y AMP-C varlaban en P,reptans y ///

P.strombul Tfera de Catamarca encontrindose distintos patrones de 10 2 bandas:

AMP-B, AMP-C 6 AMP-B y AMP-C, La banda AMP-B estaba ausente en la , poblacién

de RTo Negro de P,strombul ifera, donde todos los indivlduos 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 N20bservados N2Esperados
Amp-h]/] 0 1.32— 4
1/2 7-5
Amp-4 21 16.22—
Amp—b1/3 2 L1k
Amp-42/2 45 49.70
Amp-42/3 30 25.38
Amp~lo3/3 2 3.24

X= 3.53; p= 0.17

Tabla 108. Comparacidn de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4 en P. ruscifolia (Avellaneda).

Genotipos
Propuestos N20Observados N2Esperados
Amp-4171 0 0.72—
Amp-41/2 17 12.16—16.28
Amp=-4'/3 0 3. ho—oI

2/2
Amp-4 46 51.12
Amp-42/3 34 28.60
X?= 1.81; p= 0.18

1
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Tabla 109. Comparacidon de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4 en P. nigra (Sgo. del Estero).

Genotipos

Propuestos N20Observados N2Esperados
Amp-li]/1 6 3.50
Amp--lol/2 10 13.50
Amp-q]/3 6 7.50
Amp-42/2 12 13.03
Amp-42/3 20 14. 47
Amp-4373 2 4.02

X§= 6.19; p= 0.10

Tabla 110. Comparacion de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4 en P. nigra (Entre Rios).

Genotipos

Propuestos N20bservados N2Esperados
Amp-4171 1 7.14
Amp-li]/2 13 15.51
Amp-4173 9 14.23

Amp- 4272 1 8.43
Amp-427/3 13 15.51
Amp--ll3/3 1 7.14

X§= 7.73; p= 0.05
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Tabla 111. Comparacidn de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4 en P. alba (Formosa).

Genotipos

Propuestos  N20bservados N2Esperados
Amp-4171 6 5. 45

1/2 .

Amp-4 24 23.82
AmP-l;1/3 1 2.33
Amp--llz/2 26 26.05
Amp-142/3 5 5.10
Amp-ll3/3 1 0.25

X§= 3.07; p= 0.38

Tabla 112. Comparacidon de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4 en P.hassleri (Formosa).

Genotipos

Propuestos N20bservados N2Esperados
Amp--l&]/1 4 3.70
Amp-41/2 23 23.64
Amp--ll]/3 4 3.99
Amp--lo?'/2 39 37.82
Amp-427/3 1 12.77
Amp-li3/3 2 1.08

x§= 1.11; p= 0.77
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Tabla 113. Comparacidon de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4 en P. flexuosa (Cura-Cd).

Genotipos
Propuestos N20Observados N2Esperados
Amp-h]/l 9 6. 46

1/2
Amp-4 25 29.74

1/3
Amp-4 9 9.43
Amp--llz/2 38 34,23
Amp-42/3 19 21.70
Amp-ll3/3 5 3.44

X§= 3.23; p= 0.36

Tabla 114. Comparacidon 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 6.42

1/2
Amp-b4 20 24 .56
Amp-‘l]/3 12 10.67
Amp- 4272 25 23.50
Amp-42/3 - 22 20.42
Amp-1373 3 L .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).

Genot ipos
Propuestos N=Observados N2Esperados
Amp-4 /1 9 5.10
Amp-41/2 15 23.15

1/3
Amp-1 12 11.59
Amp-’+2/2 33 26.26
Amp..hz/3 21 26. 31
Amp-h3/3 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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Determinacidn de los Erobables loc{-x alelos,
T o

Para la determinacién de loci y alelos se utlllzaron los mismos sus-/

tratos que para las especles de la Secclén Algarobia,

En la Tabla 116 se observan los resul tados obtenidos en cotileddn //

de plantulas con 7 dfas de crecimiento,

La Isoenzima AMP-A sélo reacclona 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 monomérffco, comin a todas las poblaciones y al cual se denomind ///
Amp-A.

Las diferentes combinaciones que presentan las bandas AMP-B y AMP-C/

en P,reptans y P,strombulifera de Catamarca y sus similltudes al reacclonar/

con los diferentes sustratos permiti§ postular, que ellas estarfan codifica~
das por un gen polimérfico con 2 alelos axominantes, Los mismos fueron deno-
minados Amp-B1 Yy Amp-Bz, y codificarfan respectivamente para las bandas ///

AMP-B y AMP-C,

El gen Amp-B serTa monomérfico en la poblacién de Rfo Negro de ////

P,strombul Tfera, encontrdndose solamente el alelo Amp-Bz.

En base a estas hipStesls se numeran a continuacién los diferentes /

fenotipos observados y su probable genotipo:

han andh e o ————- > >

LOCI PROPUESTOS GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS

g ¥ P P G- PP P T P Ty - —— ——— T
Amp-A Amp-a1/! AMP=A
Amp-'/1 AMP-B
Amp-B pmp-8'72 AMP-B y C.
2/2

Amp -8B AMP ~C



==/ ==/ ==/ === —=F e ekt eo- ok oo/ HHE oo D-dWY

R A S . A = T ey
cem mmm e o) mme mmm eme eof mem mme mee ek Y=dWY
(@) Q) (8 (v (@ (3) (8 (v) (@ (3) (8 (V)

07110204 IH 011100143 NOG31110) SYaNvE

SONVYVIYO:

- 155 -

. *sueldas g A eday|[nqwosls ‘g :s9193ds3 -euidna| -7 2p eplwe|iljeu-g/ ap 03

m%_.to_u =(qQ) ‘euiulbae -qq -|10zuaq -®-N 9p epjwe||3jeuffap oleupiyio|d =(J) ‘euranay -7 -1x033W -f 3p epiwe
|13jeufap oleupiylo|d =(g) ‘eujuibie -3q -|10Zusag-p -N Sp epl|iueolliu -d ap ole4pIYIO(d =(y) :sOle1lsng ‘33
uasne =--- ‘23uasne O INUI} =--/ ‘ONUI] =--+ ‘EjpPOW =-4++ ‘BSUIIU| =44+ :UOIDU|] 3p pPepIsualu| ‘eduedoquosls
uolddag e| 3p s3|d3dsad ap sauojde|qod ul ‘sojenlsns sIIUILIYIPp opuesn ‘seip [/ 3p O|13Qd0diy @ O|11021d3
-ugp3|( 1303 ua esepiidadoujwe pepiAjlde uUOD Sepueq SB( JP UQIdUI] Jp peplsuldIU) B| 3P uoldesedwo) °9g|| e(qel




- ]56 -
En 1a tabla 120 se dan las frecuenclas aléllicas, calculadas a partir
de los nimeros observados para los diferentes locl de AMP, Por medio de una//

prueba de Xz se comparé si las frecuenclas observadas del locus Amp=-B en ////

P.reptans y P.strombulifera de Catamarca se apartaban de las frecuencias espe

radas para un ecullibrio de Hardy e Welnberg (Tablas 117 y 118),

En ambas poblaciones las diferencias no son significativas (P>0,05),
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Jabla 117. Comparacidon de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-B en P. reptans (Sgo. del Estero).

Genotipos
Propuestos N20bservados N2Esperados
Amp-8'71 6 L. 49

172
Amp-B 26 28.94
Amp-82/2 48 46.57
X3= 0.85; p= 0.36

Tabla 118. Comparacidén de las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-B en P. strombulifera (Catamarca).

Genotipos
Propuestos N20Observados N2Esperados
Amp-B]/] 1 T 0.4
Amp-B]/2 8 9.14
Amp-BZ/z 51 50.45

2

X1= 0.99; p= 0.32
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SUPEROXIDO DISMUTASA E,C, 1,15,1,1. (SOD)

T

Seleccl6n de los érganos ‘utlllzados

S e an e o o o o O

Para el andlisis de este sistema se estudiaron semillas 24 hs, des~/
pus de iniciada la germinacién y cotlledones de pléntulas con aproximadamen-

te 3, 7 y 20 dlfas de crecimlento,

La mayor actividad enzim&tica fue detectada en semillas 24 hs, des--
pués de la germinacién, A medida que la pléntula crece las._bandas se hacen //

mis tenues, y se dificulta su identiflicaclion,

Los cotiledones de edades diferentes fueron utillzados para determ|

nar los posibles locl y alelos,

Secclones Algarobia y Strombocarpa

A pesar de que no es poslble homologar las bandas de una Seccldn 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 dnico /
patron [soenzimatlico, 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 S0D-1, SOD-2, SOD-3, SOD-4 y SOD-5 respecti-
vamente,

Al estudiar los iIndividuos provenientes de &rboles hTbridos dentro /
de la Seccidon Algarobia, se obtuvieron las mismas bandas descriptas, por lo /

cual se supuso que los mlsmos ‘loci estdn presentes en las diferentes especies,
Ggmp——
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Determinacion de los E;obables_lgcl y alglos.

Debido a que en este sistema no ha sido posible realizar pruebas quf -
micas que permitan saber si estas 5 enzlmas estdn 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 segregacién de las bandas, se to-
maron en cuenta otros criterios para determlnar los poslbles‘lg&l y alelos, /

Ellos han sido descriptos:en Matertales y Métodos.

En las diferentes especles 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 estarfa codi-

ficada por un locus monomérfico particular denominado Sod-5,

Las otras 4 bandas mlgran préximas entre si, pero la banda S0D-3 pre
senta 2 caracterfsticas que la diferencian de SOD-1, 2 y 4: a) tlene una in-/
tensldad mucho mayor que las otras bandas, y b) cuando se analizan cotlledo-/
nes con mas de 7 dfas de edad, solamente se encuentran presentes las bandas /
S0D-3 y SOD-5, mlentras que las dem8s bandas, practlicamente han desaparecido,
Estas dos caracterfsticas hicieron suponer que la banda SOD-3 estd codlficada

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)est§ bastante alejada de ellas y b) cuando el cotile-
don plerde 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 tienden a desaparecer, Este comportamiento distinto de la banda SOD-4,
con respecto a SOD-1 y 2, hizo suponer que aquélla estaria codificada por un/

gen monomérfico al cual se denominé Sod-h,

No se pudo decidir sl las bandas SOD-1 y SOD-2 est8n codificadas por
alelos de un gen o por genes distintos, SI fueran alelos de un gen, los Indi-
viduos deberian ser heterocigotas permanentes, ya que siempre estln presentes

ambas bandas y deberTa existir un mecanismo selectivo por el cual los homoci-
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gotas fueran elimipnados de la poblacién, Este hecho no parece ser probable ///
debldo a la carga segregacional que Implicarfa, En unos pocos Indlviduos S0D-1
parecerTa desaparecer antes que SOD-Z; a partir de aproximadamente 10 dTas de/
germinacién, pero esta observaclén no pudo ser confirmada en un mayor nimero /
de individuos, Por lo tanto, ante lo improbable de 1a hipbtesis de heterocigo-
tas permanentes, se asumié la hipdtesis mds sencllla de que las bandas 50D-1 y
SOD-2 estén codificadas por dos genes monomérflicos 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,

——— -
LOCI PROPUESTOS GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS
Sod~1 Sod=11/1 S0D-1
Sod=2 sod-2'/1 50D-2
Sod=3 Sod-3'/1 S0D-3
Sod=k Sod=41/1 SOD~k

Sod=5 sod-5!/! $S0D=5
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Varlabilidad tntrapoblacional e I|dentidad cenética Entre Poblaciones,

En base a las frecuencias alélicas (Tablas 119 y 120) se calculd pa=//
ra cada poblacién el porcentaje de locl polimérficos (P ) y la frecuencla me-/
dla esperada de heterocigotas por locus (o Tndice polimérfico tH=P.1,) (Tablas
121 y 122), Dentro de cadad Seccibén se calcularon ademés, para todos los pares
de poblaciones, los fndices de identidad genética medie y distanclagenétice //
(Nel, 1972) (Tablas 123 y 124), Finalmente, en base a la Identidad genética, /
utllizando el método de andlisis de agrupamiento de medias no ponderadas (UPG
MA) (ver Criscl y Armengol, 1983) se constfﬁyé el dendrograma correspondiente /

para las especles de la Seccidn Algarobla (Fig., 17),
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Tabla 120. Frecuencias alélicas en las diferentes poblaciones de las
especies de la Seccidon Strombocarpa.

P. reptans P. strombulifera B, strombulifera
Alelos Sgo.. del Estero Catamarca Rio :Negro
Est-1 1.000 1.000 1.900
Est-2 1.000 1.000 1.000
E¢t-3 1.000 1.000 1.000
Est-k 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
Amp- B2 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-B2 0.137 0.000 0.000
Prx-8° 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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P. reptans P, strombulifera P, strombulifera
Alelos Sqo.del Estero Catamarca RTo Negro
Sod-4 1.000 1.000 1.000
Sod-5 1.000 1.000 1.000



- ]67 -

Tabla 121. Porcentaje de loci polimdrficos (P) y frecuencia media espera-
da de heterocigotas por locus (H), en poblaciones de especies de Prosopis
de la Seccidn Algarobia. : Lo

ESPECIES vy
POBLAC |ONES H + E.S. 2P Ne de Loci

P. ruscifolia

Formosa 0.132 + 0.041 38 21
P. ruscifolia

Avel laneda 0.132 + 0.044 38 21
P. ruscifolia

Copo 0.119 + 0.046 38 16
P. ruscifolia

Chaco 0.103 + 0.055 23 13
P. nigra

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 4g 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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N\

Tabla 122. Porcentaje de loci polimérfico (P) y frecuencia media

esperada de heterocigotas por locus (H), en poblaciones de especies de

Prosopis de ta Seccién Strombocarpa.

EPECIES vy ° .

POBLAC | ONES HLE.s. %P N de Loci

P. strombulifera ]

Rio Nearo 0.022 + 0.017 9 23

P. strombulifera

Catamar ca 0.048 + 0.029 13 23

B . P. reptans

Sgo.: del Estero 0.063 + 0.034 17 23

Tabla 123. Indices de similitud y distancia genética (Nei , 1972) entre

poblaciones de especies de la Seccidén Strombocarpa.

ESPECIES vy P. strombulifera P. strombulifera P. reptans

POBLAC|IONES Rio Negro Catamarca Avel laneda
|

P. strombulifera

Rio Negro 0.333 0.983 g

P. strombulifera N

Catamarca 0.010 0.974 T
|

P. reptans 45417 0.026  eeee-

Sgo. del Estero 0.017 0.026 R
D

DISTANCII A
K
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DISCUSION

Las isoenzimas estin estrechamente relaclonadas con las diferentes //
funciones fisioldglicas del indlviduo, Es interesante entonces examinar su po-
sible papel funclonal dentro del organismo, ya que algunos autores consideran
que el mayor o menor polimorfismo Isoenzimdtico depende de la funcién que ///

ellas cumplen en las diferentes rutas metab6liicas,

Alcohol Dehidrogenasa

Es una enzima ampllamente distribuida en los reinos animal y vegetal,
En general reacciona con un gran nimero de alcoholes primarios y secundarlos,

de cadenas lineales y ramiflcadas, alif&ticos y aromaticos,

La reaccidon general de la enzima alcohol dehidrogenasa es la slgulen

te:

RCH,OH + NAD ADH RCHO + NADH
2 m

En el caso del alcohol etilico, R es el grupo metilo,

El primer estudio genético detallado de la varlacién electroforé-
tica en ADH fue realizado en Drosophila (Johnson y Denniston, 1964; Grell et/
21.,1965). Estudios posteriores de esta enzima en otros organismos demostra=-/
ron un considerable polimorfismo (Scandalios, 1969; Hart, 1970; Gottlieb, ///
1974 b; Shoji et al,, 1978; Hancock y Lansing, 1982; Ellstrand et al., 1983; /
etc,) y se observé en casl todos los casos que la estructura de la misma era/

dimérica.

Segin los reultados observados en el presente estudio para este siste

ma, dentro de la Seccién Algarobla esta enzima serfa dimérica y estarfa codl-
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flcada por dos genes, uro de ellos monomérflico y comin a todas las especies//
(Adh=2) y otro iocus (Adh-1}, con diferentes alelos fijades o no en dlstin-/

tas entlidades,

Los individuos presentaron patrones de 3 6 6 bandas, resultado de //

las Interacclones alélicas y no alélicas,

Este sistema Isoenzimitico permitié diferenciar entre sT grupos de//

especles (P.nigra-P,ruscifolla; P,alba-P,hassleri; P,flexuosa-P.alpataco-P.zl

denla; P,vinallllo), tanto por la fljacidn de alelos diferentes en las distin

tas entidades, asl como por diferenclas cuantitativas (de intenslidad de tin~/
cién) entre algunas de las especles, También permitl6 reconocer por su zimo-/

grama, individuos de origen hfbrido .

En la Secccién Strambocarpa, la enzima también se comportd como un dT
mero, y el patrén de 3 bandas, peeserte en todos los indlviduos de estas espe
cies serfTa el resultado de la Interaccidn no alélica de dos genes monomdrfl-

cos (Adh-6 y Adh-7).

El hecho que los productcs de dos genes separados mantengan su gran af_l_
nldad produciendo heteropolfmeros suglere que los dos_lgsl_corresponderfan a
genes pardlogos que surgieron de un gen comin original por duplicacién géni-/
ca, y que probablemente esta duplicaclién tenga un origen recliente, A medida/
que actian las diferentes fuerzas evolutivas se van desarrolliando mecanismos/
diferenciales de regutacion génlica , y los genes duplicados eventualmente se/
vuelven genes que codifican para enzimas diferentes con distintos sistemas /
requlatorios (Ohno, 1970), Tal vez las especles de la Seccidn Algarobia se en
cuentren en una etapa temprana de la diferencifacidon génica para este siste-

ma Isoenzimatico, dado que los dos loci Adh-1 y Adh-2 conservan adn una alta/
homologTa,

Los patrones de 3 bandas para este sistema que aparecenen los Indivi-
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duos anallizados,podrfan Indicar la seleccién de una estrategia adaptativa ba-
sada en la fljaclén de heterocigotas permanentes a nivel enzIim&tico /777
(Gottlieb 1974 b), Un patrén semejante se encontré en P,Juliflora (Solbrig/
y Bawa, 1975), especie que podrfa ser para ADH un heteroclgota permanente, La
mentablemente en el estudio antes mencionado no se determind el nlvel de plol
dfa de la raza estudiada, ya que en P,Juliflora existen razas diploldes y te-
traploldes (Hunziker et al.,1975,1977). De ser tetraplolde,la heterocigosis /
podrfa ser consecuencla de la poliploidfa; sl fuera asf, se esperarfa encon-/
trar numerosos ejemplos de heteroclgosidad fljada para otros locl enzimaticos
(Roose y Gottlieb, 1976; Gottlleb, 1982), No obstante, del trabajo reallzado/
por Solbrig y Bawa (loc, cit,) no se desprendié la existencla de alguna otra/
heterocigosls permanente a nivel enzimético, por lo cual parece mds probable
que se tratara de una raza diplolde, y que el sistema ADH tuviera las mismas/

caracterfsticas que las observadas en el presente trabajo,

Otros patrones semejantes a los descriptos fueron encontrados en dlis

tintas especies entre las que se puede citar a Sorghum bicolor (Ellstrand et/

al,, 1983), las especles diploides de Gossypium ramondil y G,herbaceum (Hanmek

y Lansing, 1982), Clakia franciscana (Gottlieb, 1974b) ,etc,

La heterocigosis permanente es considerada ventajosa porque permite/
la complementacién polipeptidica con ausencla de carga segregaclonal con la /
posibllidad de que la divergencla entre los polipéptidos codiflicados por ge-/
nes diferentes permita una especlalizacion diferenclal No obstante, esto tam-
bién puede ser restrictivo, dado que las frecuencla aléllicas no pueden respon
der a diferenciasen presiones selectivas originadas por cambios temporales en
el ambiente y la ausencia de diversldad alélica puede limitar }a adaptacidn a

heterogeneldades del ambiente (Fincham, 1972),
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Glutamato Oxalacetato Transaminasa.

Esta es una enzima ampliamente distributda en el relno vegetal, ha-/

blendo sido estudiada en Stephanomeria_exigua (Gottlleb, 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 mayorTa de los casos, esta enzlma presenta una estructura dimérlca,

La glutamato oxalacetato transamlinasa cataliza la reacclén:

oxalacetato + glutamato ...G.;.T_ aspartato + ot-cetoglutamato

que corresponde a una transamlnacién cltoplasmética, Esta enzima también in-/

terviene en el metabolismo mltocondrial,

Este sistema permitié diferenciar las especies de la seccidon Algaro-
bia, debido a la fijacidén de alelos alternativos en algunas de ellas, asl co-

mo por las diferencias a nivel de las frecuenclas génicas (Tabla 119).

.Un detalle Importante puesto de manifliesto al estudiar este sistema
fue que semlllas recogidas de &rboles provenientes de enjambres hfbridos y de

termlnados morfolégica y cromatograflicamente 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 estarfan Involucrados los

alelos comunes a P,alpataco y P,flexuosa, as7 como aquellos caracteristicos /

de P.caldenia. Esto implicarfa que el polen de P,caldenia podria fertllizar /

Individuos de P.alpataco y P,flexuosa. Sin embargo, al analizar semillas pro-

venientes del mismo lugar de &rboles determlnados como P,caldenia, s6lo se ob
servé el patrén tTpico de esta Gltima especie., Este hecho podrfa indicar que/
P,caldenia no.seffa fecundada por el polen de_P.flexuosa ni de P,alpatacc- //
lo que indicarTa la existencia de una barrera de aislamiento reproductivo In-

ciplente entre P.caldénia y las otras dos especles,
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Las especies de la Secclén Algarohla son slhpétrldas y se hibridan //
en ampllas regiones de la Argentina, Sin embargo, slguen mantenlendo sus dife
rencias génlcas para este sistema, lo que sugerir{a que las enzlmas ca
racterfstlcas de cada una de las entldades son altamente adaptatlvas para el/

nicho que la especie ocupa, y que son mantenidas por fuerzasselectivas,

En las poblaciones de la Secclén Strombocarpa las frecuencias aléllcas

para este sistema IsoenzImatico, fueron muy similares, Sin embargo, P,strombu

lifera de Catamarca se diferenclé de las otras poblaciones por las frecuenclas

alélicas de los loci Got-A y Got-B (Tabla 120),

Segln Johnson (1974), GOT es una enzima no regulatoria y presentarfa
una frecuencia media esperada de heterocigotas por locus muy baja., Este autor
observé que en 12 especles de roedores estudladas por otros autores la H fue
de 0,08, y en el hombre de 0, Sin embargo, en las especles de 1a 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, Dlscrepancias de este tipo han sido ob-/
servadas para otros sistemas Isoenzimaticos entre especies perteneclentes a//
distintos grupos (Zouros, 1975). La expllcacién de esto serfa que lo que de-/
termina la extensién del pollmorfismo serfa la estructura primarla mas que la
funcidn protelca y por consiqgulente las enzimas estructuralmente relacionadas
presentarfan un grado semejante de variacion, AsT, las enzimas con diferentes
funciones podrian estar estructuralmente mds cercanas entre si que con respec

to a enzimas con funclones simllares (Zouros, loc. cit,),

Esterasa
L e )

Son enzimas que se encuentran claslficadas segiin la "International //
Unidn of Blochemistry'' (1971) como Hidrolasas (3) porque catalizan la hidréli

sls 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 Esteres carbox{licos, comprende 41
clases, que estin relacionadas con el metabolismo de los l{pidos, dando ori-

gen a los &cldos grasos llbres y gllcéridos parciales,

Presentan una extrema heterogeneldad de formas isoenzim&ticas y una
gran especlficidad por sustratos artiflclales, lo que torna diffecil su clasi
flcacién, Son especificas en su acclén esterdsica, no catalizando otras reac

clones,

Las esterasas no actyan dlrectamente en la diferenciacién y organo-
génesis, pero sl reflejan diferentes sltuaciones metabdlicas en diferentes /
fases del desarrollo de los tejidos, Mo pertenecen al metabolismo energético
y pueden clasiflcarse como enzlmas de! metabolismo Intermedio. No se conoce/
la funcién especffica de estas enzIimas, Algunas actian dlrectamente sobre //

sustratos ex6genos y por eso estin sujetas a varlaclones ambientales (Johnsay

1974) .

A través de las reacciones an dlferentes Inhibidores y sustratos, se
han descripto 5 tlpos principales de esterasas: carboxilesterasas (E.C.3.1.1
1,); arilesterasas (£,C,3,1,1,2); acetilesterasas (E,C.3.1.1.6,);acetllcoll-
nesterasas (E.C.3.1.1.7.) y collinesterasas (E,C,3,1.1,8,) (Holmes y Masters,

1967) .

Estas enzimas se encuentran dictribuidas en los reinos anlmal y vege
tal y muchos han sido los grabajos realizados con relacién a sus especificlda
des, asT como su polimorfismo. Entre ellos se pueden citar los reallzados en
mafz (Schwartz, 1960, 1962 a, b, 1964 a, b, ¢, d, 1965 a, 1967; Mac Donald y
Brewbaker, 1972 b, ) avena (Williamson et al., 1968), Hordeum (Bassiri, 1976

Hvid y Nlelsen, 1977), Triticum y Aegilops (Nakal y Tsunewaki, 1971), Digi-~

taria (Hayward y Hacker, 1980); Gossypium thurberi (Cherry y Katterman,1971)

diferentes epecies de plantas diploides y autotetraploldes inducidos por col
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chicina (Nakal, 1977), Dacus oleae (Zouros et‘al,, 1968), Drosephila /////

Uohnson, et al,, 1968; Korochkln et al,, 1976), ratén (Pelzer, 1965), etc.

Como se Indicé en Resultados, las frecuencias genotfpicas del locus
Est-2 de la seccldn Algarobia se ajustaban a las esperadas en todas las po=/
blaciones a excepcién de las correspondlientes a P,hassleri(Tabla 65) y P.rus
clifolia de Chaco (Tabla 53) en las cuales las diferencias con las frecuan-//

clas esperadas fueron significativas (p < 0,0F),

En estas especies se observé una tendencia a presentar una frecuencia
de homocigotas mayor que la esperada., Una explicacién para estas desviacio=/

nes podrfa ser simplemente error de muestreo,

Otra causa de este exceso de homocigotas podria ser autofecundacién,
pero esto no concordarfa con clertos fenSmenos como: a)la existencia de pro
toginia (Burkart, 1952, 1976), b)la observaci6n reallzada durante este estu
dlo 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 alogamla y por Gltimo, c),experimentos reall
zados por Simpson (1977) y Simpson y Solbrig (1977), que demostraron la ////
ex!stencia de la autoincompatibilidad en otras especies de este género (t;!S

lutina, P.chilensis, P,flexuosa), Por lo tanto, y dado que las freceucnlas /

esperadas para algunos genotipos son menores que 5, la primera hip6tesis pa®

rece ser la mas plausible.

Solbrig y Bawa (1975) estudlaron la variaclén isoenzimitica en varlas
especies de Prosopls , incluyendo dos poblaciones de P,ruscifolia de Fermosa,
En la mayorfa 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 bandes de la zona | fueron mds gruesasy de mayor Intensldad de /

tinclon, La excepcién fue la banda 5 de la zona |1, la cual en algunas espe-
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cies se tliie tan intensamente como las de la zona |, Encontraron, ademas, /
que la zona Il era varlable en su expresifn durante el desarrollo y no habfa
una constancia en su patrén de esterasas, For este motivo los datos de la-zo
na Il no fueron usados en la comparacldn intra e Interespeclflca 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 | a las bandas EST-2
EST=-3 yEST-4, y la zona Il a las bandas EST-5, EST-6 y EST-7; finalmente, la

banda 5 de dichos autores serfa homS§loga a la EST-6 del presente estudlo.

Es Interesante destacar que, en el presente trabajo, se han podido/
determinar los patrones de variacién de la zona Il durante el desarrollo pa-
ra las tres poblaciones de Pruscifolla (Tabla 42), En base a esto y a la u-
tiltzacién de diferentes sustratos (Tablas 42 y 43) también pudleron postu-
larse los posibles locl y alelos que codiflcan para estas isoenzimas en Bspo
blaciones de Esta y las demés especies de la Secc, Algarobia, En el pre-//
sente estudio 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

k2) para postular que las diferentes formas de esterasas en P.ruscifolia es

tarian sujetas a distintos sistemas de regulaclén. Las distintas poblacio-
nes estudladas de esta especle no diferirfan en cuanto a este sistema de re

gulaclén,

Whitmore y Bragg (1979) en un estudio de diferenciaclén isoenzimiti-

ca entre P,glandulosa var. glandulosa y P.pallida, tamblién encontraron varia

clén en los patrones de esterasa durante el desarrollo,

En lasotras especies aqul estudiadas fue posible también proponer los/
posibles locl -y alelos Implicados en la producclén de las esterasas, pero en
este caso sGlo fueron utilizades diferentes sustratos.

En general, el polimorfismo aslT como ha H encontrada para este sis-
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tema en plantas y animales es alto, Por ejemplo,-Stepharomeria exigua ssp.//

carotlfera (Gottiieb, 1975), presenta el locus Est=2 con 7 alelos y Est=3 //
con 8 alelos; en mafz, Mac Donald y Brewbaker (1972 b), encontraron 38 ban-/
das correspondientes a 10‘1951;-dentro del complejo'Briza fueron encontra-/
das entre 10 a 26 bandas (Torres de Lemos, 1983);en Plcea ables (Lundkvist y
Rudin, 1977) observaron un locus con 6 alelos; Johnson (1974), encontrd en /
Drosophila una H para las esterasas de 0,43 y en 12 especies de roedores, //

0.3.

Hechos similares tamblén se dan en las especles de la Seccién Alga-
robia donde se encontraron un total de 7 bandas codlficadas por 5 locl y u-
na H de 0,334, En la Seccldn Strombocarpa no fue calculada la ¥ debido a la/
imposibilidad de establecer locl 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, estarfa relacionado segin Johnson (1974) con la gran capacidad de/
estas enzlmas de reaccionar con sustratos exégenos y endégenos, 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
cl mas conservadores estudlados, y recfprocamente, la esterasa A de la mosca
del olivo Bacus oleae, estd asocliada con el sistema nervioso y puede tener/
un sustrato interno especifico , es altamente pollmérfica (H = 0,72) con mis

de 15 alelos,

Peroxidg&g

Las peroxidasas son hemoprotelnas que cor.tienen una ferroprotopofﬁl
rina como grupo prostético. Son enzlmas cuya funci6n primaria es reducir el/

peroxido de hidrbgeno a costa de moléculas donantes de hidrogeno tales como/
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sustancias fenélicas, clitocreomo C, nltritos, &cldo ascérbico, indoles, ami

nas y clertos iones inorgéanicos,

Las peroxidasas catalizan la slguiente reaccién:

donante + HZOZ L o » donante oxldado + 2 HZO

Son InespecTficas con respecto al donante de hidrégeno, pero altamen-
te especlficas con respecto a su sutrato que es el per6xido de hidrégeno,Su
escasa especifidad para con los dadores es una indicacli6n de los diversos pa

peles funcionales de las varlas fcrmas peroxiaéslcas.

Algunas de las probables funciones de las peroxidasas en plantas son/
aquéllas ligadas a 1os agentes de polimerlzacién oxidativa de los precurso~/
res de la formacién del complejo de la lignina (Stafford, 1974); actdGan tam-
bién de alguna forma sobre las membranas, previniendo daiios en condiclones de
frfo excesivo (Mc Cown 55_21., 1969) , Las peroxidasas est&n relacionadas con
el metabollsmo de hormonas vegetales tales como las glberelinas, cltoqulnas,
et!leno y, particularmente, auxinas, principalmente el &clido Indolacétlico //
(1AA), muy importante para el crecimlento de la planta (Mc Cune, 1961; Scan-
dallos, 196k4; Gardiner y Cleland, 1974). También han mostrado tener relacién
con la formacién de la rafz (Gurumurt! y Nanda, 1974), asl como durante el /

metabollsmo del desarrollo (Simon et al,, 1974).

En Prosopis, se observé mayor actividad peroxidésica, tanto en nimero
de bandas como en la intensidad de las mlismas a medlda que la pléntula enve-
JecTa (en pléntulas de menos de 3 dfas no se observé actividad peroxidasica),
Estos resultados son, en clerta forma, concordantes con las principales acgl
vidades fislol6aicas de esta enzlma que son la llgniflcactén y la inhibicién
del crecimiento, Otros autores encontraron resul tados semejantes: en las ho-

jas del tabaco {De Jong, 1972), donde se observé que la actividad peroxldégi
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ca aumentaba durante la maduraclén de las mismas y a medida que ocurrfa el en
vejecimliento de la planta; las peroxldasas, en lugar de lnactivarse, aumentaban

su actiyidad, Casos semejantes han sido encontrads en otras especies como /

Datura (Conklin y Smlth, 1971), tabaco (Sheen y Rebagay, 1970), Zea mays ///

(Hamil y Brewbaker, 1969), etc,

La variabllidad Intra e interespecffica encontrada en este slstema pa-
ra Prosoplis no es tan alta como las halladas en especies de otros géneros,
como por ejemplo Micotiana, donde diferentes especlies mostraron 33 bandas dis
tintas, variando de 3 a 10 por especle (Smlth'sg.gl,,1970); 10 especies de /
Datura , donde se encontraban 19 bandas variando de 3 a 10 por especie-(Con-/
k1in y Smith, 1971); Relbunium, en el que se detectaron 35 bandas variando de
7 a 18 por especie (Smith-Cavalll, 1976); 250 variedades de malz en las que /

fueron detectadas cerca de 24 bandas (Mamill y Brewbaker, 1969), etc.

En las especies aqul estudliadas del género Prosopls, no se ha encontra
do para este sitema Isoenzimdtlco un gran polimorfismo, ni una gran variacién
cualltativa., Lo mismo sucedi§ en otras dos especies de este género P.alandule
sa y P.palllda, estudladas por Whitmore y Bragg (1979), quienes encontraron /
incluso actividad peroxid§sica en semillas (utilizando otras condiciones elec
troforéticas) y afirman que de todos los sistemas anallzados, es el menos va-
riable, Ellos encontraron un total de 7 bandas, mlentras que en las especies/
estudiadas en este trabajo s6lo puedieron ser interpretadas 3 bandas, y las /
restantes tenian muy poca actlvidad peroxidisica como para poder dlstinguir-/
las, Otros investigadores también han encontrado en algunas especies nimeros/
relativamente bajos de bandas peroxld&sicas, aunque Estos son casos poco comu
nes, Por otra parte, son raros los trabajos que hacen referencla al nimero de

ocl que controlan estas variantes enzimiticas en poblaclones de especles na

tivas, Gottlleb (1973 c) cita 3 locl peroxidislcos para Stephanomeria exiqua/

ssp. coronarla y la especle reclentemente formada a partir de la primera, de-
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nomlnada '"Malheurensis'', En la prilmera especie, un solO‘lggggles pol Imérflco/
con dos alelos, slendo los dem&s monom§rficos, En S,exlgua ssp, ‘carotifera //
(Gottlfeb 1975), sélo se cltan dos locl peroxidéslcos monomérficos. Estos Gl-
timos ejemplos de baja varlabilidad enzimtlca, son semejantes a los encontra

dos en las especies estudiadas de Prosopis,

Aminopeptidasa

Las aminopeptidasas, son claslflcadas como un grupo de enzimas que ca-
talizan la hidrélisls de varlos tlpos de uniones peptfdicas, Mo poseen sus-/
tratos especlfficos y la reaccién b&sica es la misma para todas las exopeptlda

sas y endopeptidasas,

La leuclna aminopeptidasa (LAP) es una enzima que hidroliza el sustra-
to artlificlal clorhlidrato de gnaftilamida de Efleuclna. Sin embargo, los tra-
bajos de Scandalios y Espiritu (1969) Sakai et al, (1969), Ott y Scandalios /
(1976), Laurie - Ahlberg (1982) y otros, mostraron que esta enzlma tlene una/
baja especifidad por el sustrato, e hidroliza una serie de derivados en los /
cuales la leucina es sustitufda por otros residuds de aminodcidos, Ademas, es
tas enzimas pueden ser distinquidas entre sl a través de diferentes propieda-
des como su estatilidad cinética, pH Sptimo, el efecto de lbnes metdlicos en/

su actividad (Patterson et al.,1963; Miller-Starck y Huttermann, 1981), etc,

En vista de esos resultados fue propuesta la sustitucién del nombre //
leucina-aminopeptidasa por el mds general de aminopeptldasa (Scandalios y Es=~
piritu, 1969). No obstante, el nombre leucina aminopeptidasa no es totalmente
Tnapropiado (Young et al., 1979) y, dado que existe una gran literatura donde
se lo utlliza, es comin que se 1o use en forma intercambiable con el de amino

peptidasa,

Se ha observado que estas enzlras Incrementan tanto cualitativamente /
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como cuantitativamente durante los perlodos de diferenclaclén y desarrollo en
animales y vegetales (Scandallos, 1965; Sakal 53;213, 1969; Laurtie-Ahlberg, /
1982; etc), A pesar de que el exacto mecanlsmo por el cual las aminopeptida-/
sas actlian en vivo no es conocido, probablemente jueguen un papel Importante/
en la degradacidn de las protefnas durante la diferenclacién , También se han
observado variaclones de esta enzima a lo largo de gradiente geograficos, /
Los pelecfpodos tienen su genotlpo dlferenclalmente adaptado a distintas con-

diclones de temperatura y salinidad del agua (Koehn y Mitton, 1972 ; Koehn et

ak, 1976, 1980 a, b, c,).

En general esta enzima es polimérifca en animales y begetales, obser-/
vandose valores moderados de H, Para 28 especies de Drosophila, la H fue ///
0.191; en cuatro especles de tres géneros de otros Insectos diploldes (Philae-

nus, Gryllus y Magicicada), H fue de 0,171 y en sels especles de cuatro géne-

ros de avispas haplodiploides (Meaachile, Nomia, Oplus y Polistes) fue de ///

0.101 (Selander, 1980).

En las especles de la Secclén Algarobia la H fue de 0.238 y en la Sec-
cién Strombocarpa 0,086, Por lo tanto, en Algarobia hdrfa mayor heterocigosis
para este siStema que en especies de otros géneros, mientras que en Strombo-/

carpa el valor hallado serfa mds bajo que en otros grupos.

La AMP es uno de los mds frecuentes sistemas utilizados como marcado=-/
res en estudios de genética forestal, En Plcea ables (Tigerstedt, 1974 /////
Lundkvist y Rudin, 1977), se observS para este sistema isoenzimdtico gran va-
riabilidad, encontréndose dos locl cada uno con bk alelos que permiten diferen
clar las poblaciones de esta especle,

La presencia de locl marcadores en algunas especies de la Seccién Alga

robia permitié diferenclar a'P,¢aldenla de todas las demis especies y a P.fle

xuosa-P,alpataco de P,nigra-P,alba~P hassleri-P,rusclfolia.Los loci polimérﬂl

cos en ambas Secciones no son buenos marcadores genétlcos, ya que dentro de /
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una misma Seccl6n las frecuencla aléllcas sonsemejantes, Este hecho tal vez//
esté indicando que estas variantes lsoenzImfticas no tengan un gran signifi-

cado en la adaptacién ecogenétlica (Koehn ‘et '_a_l_.,1980 a, b,),

SuEeréxldg_pi§mutasa

Estas enzimas han sido detectadas en una amplia serie de oroanismos y/
estin Implicadas en el sistema .de defensa esencial contra la toxicidad poten-
clal del oxTgeno molecular (Mc Cord 93_313,1971). Como el oxTgeno es téxico,/
todos los organismos, procariontes vy 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 oxigeno es reducido a radlcal superéxido ///
(02-) tanto en los procesos enzim&ticos como no enzimiticos y el descubrlmiqa
to de la superdxido dismutasa que catallticamente eliminarfa esos radicales,/
suglerer que la toxlcldad del oxfgeno se relaclona con su conversién a 02-.Un
examen de la actividad de la super6xido-dismutasa en organismos anaerSblicos /
obligatorios y aerotolerantes apoyarTan esta hlp&tesis. Se ha observado que /
los individuos anaerdbicos aerotolerantes que sobreviven expuestosal alre.y /
metabolizan el oxfTgeno, exhlben actlvidad superoxlido-dismutasa, mientras que/

no sucede lo mismo con los Individuos anaerdbicos obllgatorios (Mc Cord'gg gl”

1971; Welsiger y Fridovich, 1973),

Esta enzlma comprende una clase de metaloprotelna que cataliza la si-/
guiente reaccion:
+ SOD

0.  + 0, + 2H ewwewew—eps HO, + 0

2 2 272 2

Presumiblemente, el peréxido de hidrégeno generado por la reacclidn es suhse~/
cuentemente descompuesto por la catalasa, por la peroxidasa o por la pergkidg

sa dependiente de glutatién, dentro de la célula,
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La SOD fue descublerta en una varledad de organlsmos, como ser en el /

cltosol de las células de Neurospora crassa, trlgo, etc,, conteniendo &tomos/

de zlnc y cobre (Baum y Scandalios 1979); también en las mltocondrias de po-/

llos, en E.coli vy Streptococcus mutans, presentandd en estos casos &tomos de
r————y——

manganeso (Baum y Scandallios, 1979), La superdxido dismutasa encontrada en //

las mitocondrias de las células del hlgado de Gallus domésticus fue muy seme-

Jante a la hallada en E,coll y S,mutans, Esta sImllitud y la marcada diferen-

cia con la SOD descubierta en el citosol de los eucariontes apoyarfa la teo~/
rfa de que la mitocondria ha evoluclonado a partir de procariontes.aerSbicos,
los cuales formaron una simbiosls endocelular con un protoeucarionte 1117/
Welsiger y Fridovich, 1973).

Lumsden y Hall (1975) proponen una posible teorfa del orfgen evolutivo
de 1a SOD., Discuten la posibilidad de que los eventos evolutivos se hayan inl
clado por ta adquisicién de una bacteria fotosIntetlzante que presentaba un /
sistema enzimatico 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
drfa manganeso y cumplirfa un doble papel, ya que ademds de la funci6n descrip
ta (generaclén de oxfgeno), cumplirfa con la desintoxicacién de los radlcales
de oxTgeno, Sugieren ademds que los primeros eucarlontes tenTan SOD con lones

manganeso y durante la evoluclién habrfan surgido enzimas con cobre y zinc,

No existen muchos trabajos donde la SOD haya sido usada para estudios/
evolutivos y estlmativos de las variabilidades Intra e interespecificas, lo//
que se deberfa a que los Investigadores se incliraon por el andllsis de sus
propiedades qufmicas, ffsicas y catallticas (Mc Cord et al., 1971; VWelslger y

Fridovich, 1973; Edwards et al,, 1978; Baum y Scandallos, 1979; etc.).

En general esta enzima es conslderada muy conservadora y en

dlversos organismos presenté una heterocigosis media 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 poblaclones de Stephanomeria'exlgua ssp.carotife-

ra se encontré un locus con dos alelos (Gottlleb, 1975); en Drosophila, un //
locus (Ayala et al., 1974 b), en mafz 4 a 5 bandas (Baum y Scandallos, 1979),

etc,

En todas las especies de Prosopls de ambas secciones se observaron en/
el presente estudio 5 formas electroforéticas, Ellas fueron denomlnédas Sob-1i,
sob-2, SOD-3, SOD-4 y SOD-5; en ninguno de los tejidos analizados se detectd/
polimorfismo para nlnguna de estas 5 bandas y por lo tanto la H fue de cero./
Este dato concuerda con los obtenldos en otros organismos, donde tamblén la re

terocigosis fue muy baja,

La gran simlllitud entre las bandas de SOD en las dos Secciones, sugler
que estas enzimas serfan caracterfsticas del género y que se han mantenido sh

varlaclén desde antes de la separaclén de las dlversas entidades.

Dado que las SOD se pueden encontrar tanto en el citosol como en/
las mitocondrlas, seria de Interés estudiar en estas especles sus reacciones/
frente al CNH ya que se ha visto en otros eucariontes, entre ellos mafz (Baum
y Scandallos, 1979) que las superéxldo dismutasas ligadas a las mitocondrias/
son reslstentes a este &cldo, Esto Gltimo permitirfTa estimar el nimero de ge-

res mitocondriales y nucleares que codlflcan para esta enzima,

6-Fosfogluconato pehidrogenasa

Muchas células disponen, ademfs de la glucblisis y el ciclo del acldo/
tricarboxflico, de otra ruta de degradacién de la glucosa, Esta ruta tambiémn/
se 1lama ruta de los fosfatos de pentosa o desviacion del monofosfato de hexo
sa, La funcién principal de esta ruta es obtener capacidad de reduccién en el

cltoplasma extramitocondrial en forma de NADPH y particlpar en la formaclén de




- 187 -

la glucosa a partir de CO2 , en las reacclones oscuras de la fotosTntesls, Las
diversas etapas de esta ruta se reallzan en la porcién soluble del cltoplasma

extramitocondrial (ver Lehninger, 1972, pég. 377).

La reacc!dn general en que participa esta enzima es la slgulente:

NADPY + 6-fosfogluconato -JEiﬂELo-ribulosa-S-P+C02+NADPH

Esta enzima es considerada Importante debido a las diferentes rutas me
tab6licas en donde participa, Ella ha sido estudlada bajo diferentes aspectos
fTsicos, quimicos y biologicos. Referidos a este GltImo aspecto, se la ha uti
lizado para resolver problemas de regulaclén génica durante la ontogenia en /
embriones de Drosophila (Wright y Shaw, 1970), asf como en la varfacién de la
expresidn génica durante el desarrollo en hibridos Interespecificos en diferen
tes especles de aves y su relacidon con otra enzima Importante del ciclo de las
pentosas, la 6-fosfoglucosa dehidrogenasa (Leung y Haley, 1974),

Esta enzima es conslderada por Johnson (1974) como una enzima no regu-
latorla y por lo tanto con bajo polimorfismo, En el hombre, la H fue cero; en
diferentes especles de Drosophila , 0.06; y en pequefios vertebrados, 0.11 ///

(Johnson, 1974).

Esta enzima es monomdrflca en especies de la familia Mimldae (Avise et
al., 1981); en poblaciones de una especie del género D1podomys presenté s6lo/
un locus con dos alelos (Johnson y Selander, 1971); en mafz sGlo se detectaron

tres bandas(Endo, 1973).

En las especles del génerO‘ProsoEls también se encontraron pocas bandas
(una a dos por especie) y con una H Igual a cero, Esto coincidirfa con la obs
servaclén hecha por Gottlieb (1982) quien dice que la conservaclén del mismo/

nimero de enzlmas en diferentes grupos de plantas refleja una gran conservacich



de las actividades metab6licas en diferentes compartimientos subcelulares en//
los que se requlere la misma reaccldn catalltica; y los mejores ejemplos has-
ta el momento son aquellas enzimas relactondas con la glucélisis y el camino/

oxidativo de las pentosas,

Las bandas de 6-PGD son muy semejantes dentro de cada Seccién de Proso
ls, pero diferentes y diffclles de homologar entre Secclones, Esto Indlcarfa
que en una etapa temprana de la evoluclén de esas especles, esta enzima dlvir

glé notablemente en los dos grupos estudlados,
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Cuantificaclén de la variabllidad y diferenclas Interespecificas,

A) Loci Dlagnésticos

En las Tablas 119 y 120 se observan las frecuenclfas aléllicas de los 7/
sistemas isoenzimadticos anallzados en las diferentes poblaciones, El total /

de locl analizados oscilé entre 13:y 23, segln la poblacidon considerada,

Las especies de la Seccldon Algarobia presentan practicamente los mis-
mos locl variando o no sus frecuencias alélicas y habiéndose fijado en algu

nas de ellas alelos diferentes (Tabla 119),

Se deflne como loct dlagnésticos o divergentes a aquellos que: a)es-/
téan presentes en alguna especie y tlenen un fenotipo electroforético distin-
to de por lo menos otra, y b) que presentan poco o ningiin polimorfismo y que
son presumiblemente el producto de diferencias aléllcas o génicas que se han

fijJado en distintas entidades,

De los 25 locl estudlados en esta Seccidn, slete (28 %) presentaron /

alelos dlagnésticos: Amp-2, presente s6lo en P,alpataco, P.flexuosa y P.cal-

denia; Amp-3, caracterfstico de P,caldenla; Adh-11 ausente en P.alba y P, //

- 2 -
) H - "
hesder] ymonomérfico en P,nigra y P.ruscifolla; Adh-1°, monomérfico en P,alba/

y P._,hasslerl; 6-Pgd-1 presente s6lo en P,nigra, P.alpataco y P.flexuosa; /

6-Pgd-2 caracterfstico de P,ruscifolia; 6-Pgd-4, caracterTstico de P,calde-/

nla (Tabla 119),

Las especles de la Seccién Strombocarpa mostraron patrones isoenzimatl
cos muy semefantes, De los 23 loci analizados ninguno fue dlagnéstico, aun-/

que Prx-B permite diferenciar las poblaciones de P,strombul Ifera de P,reptars

(Tabla 12Q) por ser polimérfico en esta {iltima y monomérfico en la primera,

Dada la gran similitud de los patrones Isoenzimétlicos entre especles

de una misma Seccién, resulta dlffcll}u-ks zlmogramas electroforéticos, ////
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reconocer [nequfvocamente a las especles estudladas; no ast entre secciones /
diferentes, donde los locl (lsoenzimas) son muy distintos. Este hecho indlca-
rfa una gran afinldad entre las especles de una misma seccién y por lo tanto/

poca divergencla génica entre las mlsmas, y una marcada diferenclacién entre/

las dos Secclones.
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B) Estimacién de la varlahlilldad genétlca en las especies de _Prosopls

PP T T Tt T T T T C T T T T Ty T

B.1.1) Porcentaje de locl polimSrflcos: Seccidn Algarobla,

En la Tabla 121 se puede apreclar el porcentaje de locl polimérficos//
(P) para las especies de esta Secclén, El mismo osci1é entre 23 % en P.ruscl-
folia de Chaco y 50 % en P,flexuosa., Slendo el promedio (P) en esta Seccién /

de 42,4 %,

S1 se compara este valor con los obtenldos por otros autoresen drboles
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 apreclable diferenclia ya que &€stos osci-/
lan alrededor del 75,3 2 (Hamrick et al., 1979). Sin embargo, en otro grupo /
de drboles en los cuales el nimero de locl estudiado fue mas alto, los valo-/
res de P hallados fueron simllares o aln menores que los de la Seccién Algaro

bla de Prosopls. Asl, en Bulnesia arborea y B.carrapo, estudizndo 21 y 22 lo-

cl, Hunzlker y Sehaal (1983) obtuvleron un P de 28.6 % y 22.7 % respectivamen

te. En el octoploide Bulnesia bonariensis, estudiando 26 locl, se obtuvo, en

camblo, un P = 46,1 % (Hunziker y Schaal, 1983). En Pinus pungens P fue lgual

a b0 % (citado en Hamrick 1979).

El P obtenldo para las especies seflaladas por Hamrick (1979)ypor Hamrick

et al,,(1979)  fue obtenido en muchos casos estudiando pocos loci por espe-/

cle, Esto se observa en Fucalyptus obliqua, donde se estudiaron 3 genes; lo /

mismo sucedié con Picea ables y Plnus - sylvestris; cada uno de ellos con un P

de 100 %, Esto podrTa dar una sobreestimacion del porcentaJe real de locl po-
1imérficos en arboles, 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 Secciédn Algarobla.
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B.1.2)Porcentaje de locl polimérffcos: Secclén Strombocarpa,

Esta Seccién presentd mﬁy bajo porcentaje de locl polimérflcos (Tabla

122), ya que este valor oscilé entre 17 % en P,reptans y 9 % en P,strombulli-

fera de Catamarca slendo e! promedio P del 13 % (datos basados en 23 locl),

Este nlvel se encuentra mﬁy por debajo del P para cualqulera de las//
especles arbéreas presentadas por Hamrlick (1979) y Hamrick et al, (1979) y /
también por debajo de plantas herbéceas perennes (P=26,3 %) y bienales (P=//
22%), Algunas conslderaclénes podrTan explicar estas diferencias:a)el bajo /
valor de P fue obtenido sin considerar los loci polimérficos que controlaban
algunas esterasas. De lo.iobservado en resultados existen 3 zonas diferentes/
con gran polimorfismo isoenzimético, que no pudieron ser estudiadas en cuan-
to al nimero de genes que estén Implicados en la produccién de estas bandas,
Pero sl se estima como mfnimo que cada zona estéd codliflicada por un gen poli-
mérfico, el P aumentarfa 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 sequlirfan siendo bajJos, pero se acercarfan a
los hallados en otras especles arbéreas, como las del género Bulnesia /////
(Hunzlker y Schaal, 1983), b) Dado que estas especles pueden reproducirse //
por rizomas, la poblacién muestreada pudo haberse originado em uno o unos po
cos Indlviduos altamente homocligotas, Es diffci] aceptar ésta hipotesis, vya
que las poblaciones de las especles colecclonadas fueron recogidas en lugares
tan distantes uno de otro como Rio Megro, Catamarca y Stgo, cel Estero y en
todas ellas se encontré muy baJa variacién alozImlca y précticamente los mls
mos genotlpos homocigotas, c)Se podrfa suponer que en estas especies exista/
un limitado nimero de genotipos fldsticos de amplia respuestasque per-
mitan adaptarse a diferentes amblentes, d)Las especles de esta Seccién tal /
vez sean autocompatibles (contrariamente a 1o que ocurrirfa/

en Algarobtla), lo cual explicarfa el alto porcentaje de ho
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mocigotas. En un futuro pr6ximo con experimentos de pollnizacién controlada y

de autofecundaclén se podrfa comprobar esta prediccién.

8,2) Frecuencla medla esperada de heterocigotas por locus (H):

Secciones Algarobla y Strombocarpa:

En general, las especles estudladas del género Prosopls, no mostra=/

ron una gran heterocigosis, comparadas con otros arboles,

En la Tabla 121 se observan los H de la Secci6n Algarobla, Estos oscl

laron entre 0,103 en P.rusclfolla de Chaco y 0.230 en'P.flexuosa, siendo el //

promedio para la Seccién 0,168, Estos valores colnclden con los recopllados /
por Selander (1980) para plantas exog&micas (0.17 + 0,031); sin embargo, se /
aleja mucho del valor encontrado por (Hamrick, 1979) para las especles arbs-/
reas (0.354), valor &ste que tal vez constituya una sobreestimaclén basada /

en casos en que se estudliaron pocos locl.

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 Rfo Neqro,/
slendo la media de 0.04l4, Fstos valores estdn muy por debajo de los obtenldos

tanto por Selander (1980) como por Hamrick (1979).

Las causas de la baja heterociaosis pueden ser variadas, pero tal vez
esta falta de colncidencla sea deblda a los pocos estudlios de variabilidad ge
nétlica en arboles tropicales, y por lo tanto los valores obtenidos hasta el /
momento podrfan ser sobreestimaciones del grado real de variabillidad enzimitl
ca en estas especies, Ademds, es necesario tamblén considerar que dentro de /
cada grupo, las estrategias adaptativas pueden ser diferentes, lo que Implica

rfa diferenclas en el grado de heterocigoslis,
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B.3) Varlabilidad genética en P.rusclifolia

‘P,ruscifolia es una especle que presenta caracterfsticas partlculares

Es una lefiosa que colonlza a) ecosistemas marglinales orfalnados por el proce
so natural de rellenamiento de esteros; b) ecoslistemas ablertos creados por /
el hombre, desde banquinas hasta pastizales sobrepastoreados, pasando por cul
tivos abandonados; c¢) past |zales y pajonales donde han dejado de actuar el /
fuego y las Inundaciones como pulsadores periédlcos. Por otra parte invade //
ecoslstemas ublcados en posicién topogréflca de cumbre, que son 1lamados satu
rados, es decir, los ma3s ricos en especles de alta diversldad con tramas tré-

ficas complicadas (Morello et al., 1971).

La diseminaci6én de las semillas se produce por flotaci6n en el agua y
por via endozolca (Morello et al., 1971; Morello y Adamoll, 197h4; Solbrigy /
Cantino, 1975), sistemas que le permlten recorrer grandes distanclas antes de
germinar, Asl, es probable que cada nueva poblacién Iniclada por esta especle
sea pooducida por un nimero relatlivamente bajo de semillas que tlienen la po-/
tenclalidad, a) de adaptarse a un rango amplio de amblentes flsicos, b)de cre
cer r&pidamente y c) de presentar un gran potenclal reproductivo, elaborado /

sobre la base de Individuos con una muy alta produccién de semillas fértlles,

De esta manera, cuando se inicla la nueva poblacién, sus Individuos /
atraviesan un estrecho 'cuello de botella" (Nel et al., 1975), donde la varla
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 princlpalmente porque los fundadores de la nueva poblacién/
constituyen una muestra pequefia, con poca varlacién genética y porque la deri

va genética elimina muchos alelos aue tlenen baja frecuencia (Mel 25.31" //

1975) .

Este hecho ha sido tambiénobservado en otras especies colonlzadoras,/
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en las cuales existe una gran deplecién de varlacién genética, causada en par

te por el efecto del fundador (Brown y Marshall, 1981),

A pesar de la baja varlabllidad genética en poblaclones jévenes de es
pecies colonizadoras, se ha descublerto que generalmente la evolucién subse-/
cuente a esta etapa inicial tiende a que se alcance nuevamente niveles mds al
tos de diversidad genética y una forma de obtenerlo es por medio de la hibri-
dacién con especles relaclonadas (Mc Nelll, 1976). Las dos poblaclones m&s am
pliamente estudiadas (Formosa y Avellaneda), separadas por clentos de k!16me-
tros, no mostraron d!ferlr mayormente en sus freruenclas alélicas (tabla ///
119) . AdemSs, sus P y H fueron muy simlilares y sus valores fueron mds bajos /

que los de las demds especles estudladas de la Seccién Algarobia.

La poca divergencia entre las poblaclones indicarTa que el efecto del/
fundador y 1a deriva genética no serfan los inlcos responsables de la baja va
riabllldad. Es probable que en esta especle colonlzadora, la estrategla adap
tativa no sea la de poseer numerosos genotipos sino, unos pocos que, fenotlpl
camente, serfan lo suficientemente pl&sticos como para que puedan adaptarse a

los maltiples y diferentes ambientes que Invade.

Indlces de similitud y distancias genéticas.

En las Tablas 123 y 124 se pueden observar las distancias qenéticas /
(D) y los Tndices de Identidad genética media de Mel (1). Pmbos muestran la /
existencia de una gran similitud entre las especies, encontrandose casos como

P.hasslerl-P,alba y P,alpataco-P.flexuosa que tlenen una similltud casi tan /

alta como la esperada para poblaclones de una especle (Avise, 1976), En base/
a los resultados obtenidos por Ayala et al. (1974 a, b y ¢) dentro del grupo/

de Drosophllia willlstonl as? 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 coincldirfan con

aquellos propuestos para seml y subespecles,

En el fenograma para las especles de la Seccidn Algarobla (Fig,17)se
visuallzan graficamente las sImllitudes genétlcas, Hay que seflalar que desde
el punto de vista isoenzimético las afinidades entre las especles dlscrepan/
en algunos aspectos con la clasificacion basada en caracteres morfolégicos /
propuesta por Burkart (1976), En particular, P depnlia, que morfoldglcamen-

te se agrupa con P,flexuosa, P,alpataco, P,nigra y P,alba, en el dendrograma

basado en los datos Isoenzimaticos parece alslada del resto de las especles/
de la Seccidén, Sin embargo, estos resultados son coherentes con el hecho que/
E;;aldenla es la (nlca especle del grupo que parece mostrar un incipiente //
sistema de alslamiento reproductlivo, ya que aparentemente no podrfa ser fe-/

cundada bor polen de P,flexuosa ni P,slpataco y que, desde el punto de vista

ecoléglco, a diferencla de aquellas; su crecimiento estd restringldo a sue-/
los arenosos y no tolera suelos salinos,

Por otra parte P,alba y P,hasslerl presentaron un Tndice de simili-/

tud tan alto (0,99), que se reiinen en un solo grupo aunque por su morfologla
estén ﬁblcadas en Serles distintas, Sin embargo, datos aportados por 1171/
Burghardt y Palacfos (1981) estudlando electroforéticamente protefnas semina
les, Palaclos y Bravo (1981) estudlando compuestos fendllcos por cromatogra=
fla y trabajos reallzaedos en el campo donde se observé un alto grado de hi-/
bridacién entre estas dos especies (Palaclos, com, pers), apoyarTan los re-/
sultados obtenidos en el presente estudio lsoenzimatico donde el, grado de /
similitud entre f;glgg y P,hassler! fuemuy superior al esperado para especies

bien diferenciadas,

A pesar de las evidentes diferencias morfolégicas descriptas por ///
Burkart..(1976) entre las especies de la Secclén Algarobia, no se ha podido /

demostrar una gran diferenclfa molecular entre las mismas,Ademés sus caracte-
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rfsticas cromosbémicas (2 n = 28) tampoco permiten diferenciarlas (Hunziker et
al., 1975, 1977) . Bstas observaclones, junto con la capacidad de hlbrlidarse /
en zonas de simpatrfa sugieree un grado de similltud genética que resulta di-
ffcil de conclliar con la gran diferencla morfolégica, Esta falta de congruen
cla entre datos morfoléglcos y bloqufmicos ha sldo tamblén observada en otras
especies de diferentes grupos de anlmales y vegetales (Turner, 1974; Avise et
al., 1975; Kornfleld y Koehn, 1975; King y Wilson, 1975; Mastenbrock et al, /

1981; Doebley y Goodman, 1984; etc).

Los estudlos cromatogr&§ficos reallzados por Palacios y Rravo (1981),/
Naranjo et al. (1984) y Naranjo y Enus Zelger (1983), asl como de electrofor
resls de protefnas seminales (Burgardt y Palaclos, 1981, 1984; Burgardt , //
1982) mostraron, al Igual que la evidencia aqul presentada, una gran afinidad
bloquimica entre estas esbecles. Esta gran similitud molecular podrfa, por lo
tanto, tener un significado real desde el punto de vista blioléglco y evoluti-

VO.

Como se indicS prevlamente, las especles de esta Seccién presentaron/
una ldentidad genética equlivalente a la que se esperaba para seml o subespe-/
cles. Para explicar esta alta afinldad podrTar considerarse varias hipStesls:

HipStesis 1: La estrecha simllitud puede ser deblda a errores de muestreo: po

drfa plantearse que el nimero de loc! utlllzados para estimar las dlstanclas/
o identldades genétlcas sea poco elevado. No obstante, no hay razones blol6gl
cas para suponer que todas las especles de un grupo hayan alcanzado por azar/

un grado similar de diferenclacl!én genétlca,

Las simllitudes bloquimlicas observadas entre un gran nimero de varlie-
dades de especies de plantas, vertebrados e Invertebrados no parece estar dls
tribulda al azarsinoque Invariablemente est& correlaclonada con postulados de/
parentescos Independientes derivados de datos morfolégtcos, fisioléglcos, /

ecolbgicos y zoogeograficos (Avise y Smith, 1974 a, b).
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La evoluclén es un proceso gradual que envuelve cambios en las frecuen
cias génlcas mediados por la selecclén natural, y el grado de diferenclacltén/
genética entre un par de especles no necesita converger al mlsmo valer medlo,
pero sl lo logra es debido a una varledad de factores, Incluyendo el tlempo /
de divergencia genética, el tamafio poblacional y parametros ambientales, Por/
estas razones deberfa descartarse la poslbilidad de que los valores de lden-/

tidad obtenidos sean debidos a errores de muestreo,

Hip6tesis 2: La gran similitud deriva . en parte de la incapacldad de descubrir

diferenclas reales; Esto serTa deblda: a) degeneraclidn del cédigo genétlico,lo

que Impllica que muchas sustituclones no alteran las secuenclas de amlnoaci-/
dos de los polipéptidos; b)muchas sustituciones no alteran la carga neta y //
por lo tanto no son detectadas electroforéticamente; c) exlste un limitado nd
mero de bandas distingulbles en el gel y muchas de ellas podrfan mostrar una/
aparente homologia en las distintas especles por tener lgual movilldad, cuan-
do realmente son isoenzimas diferentes.Tedos estos hechos tenderfan a exagerar
el grado de similitud entre los taxones. No obstante, las mismas bases son apll
cadas a todos los estudios de sIimilitud genética basados en datos electrofo-
réticos. A pesar de esto, generalmente las comparaclones InterespecTficas, AL{
muestran menores Tndices de sImilitud genética que los observados en este tra

bajo.

HipStesis 3: La estrecha simllitud puede ser debida a presiones de seleccidn/

convergentes: esta hipStesis postula que la seleccibn natural causa conver-/

gencia, produciendo las mismas frecuenclas alélicas en muchos loci de linajes
separados. Esto parece bastante Improbable, porque las dlferentes especies //
han mostrado diferencias morfolégicas y ecoldgicas, y probablemente han esta-
do bajo diferentes presion de selecclén,

HipStesis L: La estrecha similltud genética es consecuencla de barreras re-//

productivas débiles: esta hiptesls se basarfa en que: a) exlste una extensa
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hibridaclén en zonas de solapamlento, En estas regiones podrfa haber una ten-
dencia a la '""homogenetzacién'' de las frecuenclas aléllicas, pero Esta no serfa
suficlente como para que las especles plerdan su Identldad, Esta hlbrldacién/
puede haber sido provocada por modificaciones en el terreno donde ellas convi
ven, causadas por la introduccién de cultlvares, creacién de diques, tala /
de bosques, Introducclén del ganado, grandes sequlas, desborde de rfos, etc./
Estos nuevos hdbltat ablertos (Anderson, 1948, 1949), con grandes superficiles
de amblentes Inestables y presencla de &reas superpuestas de diferentes espe
cles relacionadas, permlten que se produzcan hfbrldos y que ellos prosperen,/
porque el ambiente se ha ''"hibridado' y exlsten nuevos nichos posibles de ser/
ocupados. Esta sltuacién ha slido observado por Morello et al. (1971). Estos /
autores encontraron sobre la ruta Nacional 95 entre los arroyos Monte Lindo y

Tatd Piré (interfluvio Formosefio) abundantes morfohlbrldos entre P.ruscifolla

y P.hasslerl, en cultivos abandonados hacla aproximadamente 7 a 9 afios. El //

80 % de toda esa regién estaba practlicamente Invadida por P,ruscifolia, Sin /

embargo,en una pequefia zona ocupada por sistemas homeostaticos (Morello‘si‘gl,
1971), es declr, sistemas donde no hay dIisturbios y la Invasién por colonlza

doras es resistlida, P,hassler! crecfa pura sin hibridarse con P,ruscifolia./

b) Hasta el momento se han obtenldo pocos Indlclos de que existan mecanismos/
de aislamiento reproductivo entre especles de esta Seccldn: i) por los datos/
obtenldos en el presente estudio para el sistema GOT y también por eresultados
de estudios morfolSglicos (Naranjo y Enus 2elger, 198&3), P.caldenla parecerfa/

no hibridarse con P,flexuosa ni P.alpataco, 11} Se ha demostrado una disminue/

cién de la viabilidad del polen en Individuos de orTgen hfbrido entre P.nl-/

gra x P.affinls debido tal vez a hibridez estructural crfptica (Naranjo et al,

1984) . 111) Las variacliones de las relaciones de Intensidades observadas en-/
tre las especies e hfbridos naturales para el sistema isoenzimdtico de ADH //

previamente descriptas, sugerirfan una Inclplente divergencia en los slstemas
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de regulacibn génlca, que podrlan llevar con el tlempo a la inviabilidad de /
los hTbridos, Sin embargo, hasta el presente no hay evidencias flrmes de la/
existencia de una verdadera y eficaz barrera reproductiva entre tales entida-

des,

Dada la elta tasa de hibrlidacién observada, esta hip&6tesls entonces /

no puede ser descartada.

HipStesis 5: El genoma de las especles de la Seccién Algarobla serfa esenciale

. mente dicotémico con respecto a la evolucién,

La situaclién en estas especles, con grandes dlscrepancias entre los re
sultados obtenldos con diferentes técnlcas(moleculares morfoldglcas)pueden com
pararse a la observada por Turner (1974) en peces del género Cyprinodon y //

Avise et al. (1975) en Hesperoleucus y Lavinla, en los cuales también se en-/

contrd una considerable diferenciaclién ecolégica y morfolégica con poco cambio
génico entre las especles, Turner (1974) propuso .que en Cyprinodon el genoma
serTa esenclalmente dicotémico con respecto a su evolucién, Es declr, un grupo
de genes e¢volucionarfa més rapido que el otro, respondiendo tanto a factores/
de seleccién como estocdsticos y que serfan provocados por diferenclas ecolé-
gicas y de hibitat. Este grupo, tanto en Cyprinodon (Turner, 1974) como en //
Prosopls,inclulrfa aquellos genes que medlan la expresi6n morfoléglca junto /
con ciertos sistemas Isoenzimatlicos que fijaron alelos o genes dlstintos en//
diferentes especles (locl dlagnésticos). F1 segundo grupo incluirfa a la mayo
rfa de los locl Isoenzimiticos estudiados en estos trabajos. Estos cenes co-/
rresponderfan a grupos fuertemente coadaptados que responden a distlintas con-
dicfones ambientales eficlentemente y cuya modiflicacién no resultarfa adapta-
tiva, Turner (1974) propone ademis que la adaptacidn da amplias y frecuentes/
fluctuaclones en pardmetros amblientales crfticos serfa el factor gque demanda-

rfa esta muy fuerte coadaptaci6n entre las enzimas de importantes procesos fl
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slolégicos, Estas fluctuaclones tamblén son comunes en Prosopls sometldos con

regularldad a inundaclones, sequfas, lncendlos,etc.

Como corolarlo de esta hipStesls se desprenderfa que la especlaclén/
dentro de la Secclidén Algarobia no habrfa Impllicado camblos a nivel del genoma

completo,sino & sélo una proporclén del mismo,

A este respecto, Hubby y Throckmorton (1968), Selander y Johnson ///
(1973), Ayala et al. (1974 b.), Cordelro (1974), Smith-Cavalll (197€) y otros
autores han concluldo que la especlaclén no reqerirfa arandes cambios gené-
ticos. Esto estarfa de acuerdo con Templeton (1979) quien propone que la espe
clacion via principfo del fundador no requerirfa necesariamente la ocurrencia
de una "'revolucidn genética'" (Mayr, 1954, 1970) sino que podrfa Implicar s6lo
una proporcldén relativamente pequefia del genoma, por lo que propuso el término

"trensillencia genética',

Fstas dos dltimas hipStesis (4 y 5) podrfan explicar la falta de dife
renclacién genética detectable electroforéticamente entre estas especles, aun
que se mantienen aln las incoégnitas con respecto al nivel de la barrera de //
aislamiento entre las mismas y la Importancia relativa de tos procesos postu-

ladospor tales hipdtesis.

Con respecto a las especles de la Secclidén Strombocarpa, los Indices /
de ldentidad genética Indicarfan una estrecha similitud (Tabla 123), y,dado //
que estas entlidades son alopatridas, que exlste hibridacion en algunas zonas/
de contacto y que morfolégicamente son muy semecjantes (Burkart, 1976) tal vez
serTa mds correcto denominar a estas entidades como subespecles ¢ razas geo-/

gréficas,

A nlvel de Seccién, en este género, se observaron arandes diferenclas
moleculares, en coincldencia con las notables diferenclas morfoléglicas encon-
tradas por Burkart (1976); esto, sumado al hecho de no haberse encontrado hi-

bridos Intersecclonales, Indlcarfa una Importante dlvergencia evolutlva‘qg
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tre las especles de amtas secclones,

Por otra parte, los estudlos de los aceltes de Prosopis (Madrifan ///
Polo et al, 1976), mostraron una gran uniformldad en el contenido de &cidos /
grasos entre las diferentes especies de la Seccién Algarobla y Strombocarpa,/

por lo cual estos autores sostienen que ambas secclones deben mantenerse den-
tro del género Prosopis.

Por lo tanto, podrTa pensarse que tal vez serla mds aproplado elevar/

las secclones a la categorTa de subgénero (Hunziker, com. pers.).

Dentro de las secclones, no se pudo establecer a través de este estu-
dio, una correspondencia entre los datos morfolégicos y moleculares, puesto /
que las relaclones de parentesco bloquimico se apartan en varlos aspectos de/

las propuestas por Rurkart (1976),

En las especlies de las diferentes secclones , como ya se discutlid, no pa
rece que haya habido muchos cambios del genotipo en térmlnos de genes estruc-

turales,

Es importante recordar que las [soenzimas anallizadas representan una/
pequeiifsima parte del genoma y que este tlpo de comparacldn de gepes estructu
rales no toma|$1dn§derac|6n los posibles, y tal vez més Importantes, cambios
en los mecanismos regulatorios (Soulé, 1980). La Importancia de tales mecanls
mos fue obervada por Cordeiro (1974) en Drosthlla , cuyos resultados Indlca-
ron que la divergencia evolutiva entre especles muy relacionadas estd determl

nada en gran parte por la evolucién de sus sktemas Integrados de requlacién,/

slendo pocos los cambios a nivel de aenes estructurales,

Finalmente, los datos moleculares presentados en este trabajo apoya-//
rfan la hipStesis de Palaciosy Bravo (1981) de que estas entlidades, bloléglica
mente,equiva]drTan a semi o subespecles, y la comunidad de estas semlespecles

sImp&tridas 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 llgadas frecuentemente u ocasfonalmente por hlbridaciones naturales,El
singameén es la unidad mas amplia que Incluye individuos Interfértiles de un/
grupo de especies que se hlibridan, Generalmente, los hdbltat que ocupan estas/
semlespecies son contlgquos permltiendo contactos marginales y simp&tridos y /
ademas, las barreras ecoldéalcas normalmente son rotas en muchos lugares deblad
a perturbaciones ambientales productdas por el hombre, Los componentesdel S[E
gamedn son tratados aencralmente como especles en la sistemdtlica formal y por

lo tanto los componentes son, usualmente, buenas especies taxondmicas'',

Esta definicidn se ajusta muy estrechamente a la situacidén observada/
en las especies de 1a Seccidn Algarobia y el término ha sido utilizado para /
otros grupos que presentan un comportamiento similar a Prosopis. Grant (1957)
describld en el género Elllfﬂ cuatro especles, las cuales son en muchos luga~
res simpitrldas, se hibridan y sus 1 hfbridos son fértiles, Estos hechos al -
gual que en Prosopis hacen diffcil reconocer a estas entidades como especies
bloldgicas, Este autor propone para Gllia la slguiente hipétesis: G.latliflo=

ra, G.cana y G.tenuiflora habrian alcanzado a completar escasamente la espe-

clacién primaria (divergencia), sequlda de hlbridacién extensiva en varias //
combinaciones, La hibridacidon habrTa alcanzado a evitar que las poblaciones’//
originales extremas persistan como especfes netamente definidas, asT, no ha-/
brfan completado el preceso de especlacién secundaria (alslamlento reproducti
vo). Los constituyentes principales poseen entonces algunas de las caracter(s
ticas de subespecies de modo que ellas pueden mutuamente reemplazarse geogra-
ficamente, presentar intergradaclén en zonas de contaco y retener clerto gra-
do de interfertilidad. También poseen algunas caracteristicas de especles, co-
mo lo manlfiestan en las &reas de contactos simpatridos marginales y en un /
grado de divergencla genétlica y morfoldgica, comparable a los de cualquier //

otra especle, En la Secclién Algarobia el singamedén ha desarrollado una vasta



- 204 -
red de semlespecies compuesta de numerosas especles taxonémlicas y que se ex-/
tlenden en grandes &reas geogréflicas, A pesar de que las Interacciones repro-
ductlvas de este sincamebn, lo hacen comportarse como una especle bloléglca,/
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 Seccion Algarobla serfa lo sufl-
cientemente estable como para mantenerse en tal estado a pesar de la simpa-//
trfa, hecho que no serTa de esperar en el @so de subespecles de una especlie//

biolégica normal.
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" “RESUMEN

En este trabajo se estudi6 la varlacl6n alozTmica de slete siste //
mas Isoenzimaticos en poblaclones de especies pertenecientes a dos Secclones
del género Prosoels. Estas son: Secc,Algarobia, Serie Ruscifoliae: P,ruscifo

11a, P.hasslerl, P.vinalillo; Serie Chilensis: P, nigra, P,alba, P, flexuosa,/

P.caldenla, P,alpataco. y de la Seccidn Strombocarpa, Serie Strombocarpae: /

P.strombulifera y P.reptans,

Se estudiaron también presuntos hfbridos interespecificos o deriva-/
dos hfbridos de la Secc, Algarobla, con el objeto de i)utilizar los marcado-
res alozfmicos propios de cada especle en la ldentificacion certera de los /
mlsnos;ll) determinar la hlpdtesls més probable del mecanlsmo genétlco/

Involucrado en la producclon de las [soenzimas.,

Se compard el grado de polimorflismo de cada sistema Isoenzimatico en
Prosopls con aquéllos hallados por otros autores en otros organismos, tratan
do de aportar datos que permitan ampllar el conocimiento que se tlene acer-
ca de las relaclones entre el grado de pollmorfismo que presentan las enzl=/
mas segin la funclén que cumplen en las diferentes rutas metabélicas y la es

trategia adaptativa de las especles.

Se analizaron por medlo de la técnica de electroforesis horizontal /
en geles de poliacrilamida y almidén los sigulentes sistemas isoenzimaticos:
Alcohol Dehldrogenasa, Glutamato Oxalacetato Transamlnasa, Esterasa, Peroxi-
dasa, Aminopeptidasa, 6-Fosfogluconato Deh[drogenasa y Superdxido Dismutasa.
Se determinS el nimero de alelos y se calcularon las frecuencias alélicas //
(Tablas 119 y 120), para determinar si las frecuencias genotfplicas de dichos
loci se ajustaban a un eqilibrio de Hardy-Welnberg (Tablas 2-118), Dentro

de cada seccidn se calcularon ademas para todos los pares de poblaciones,los
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fndices de identidad genétlca media y dlIstancla genética (Nel, 1972) (Ta=/
blas 123, 124), Finalmente en base a la identidad genétlca, utillzando el/
método de anSllsis de agrupamiento de medlas no ponderadas (UPGMA) se cons

truyé el dendograma correspondiente para la Secc, Algarobia (Fig, 17),

Las entidades estudiadas pertenecientes a la Secc. Algarobla, pre-
sentan diferéncfas morfoléglcas que permiten considerarlas especles (Bur-~
kart, 197€). En el presente trabajo se encontré que el grado de simllltud/
molecular entre ellas es tan alto como lo que se esperarfa para seml o In-
cluso subespecies (Tablas 123 y 12k), Ademis las afinidades relativas en-/
tre especles obtenldas a partlr de los datos enzimitlicos presentan discor-
dancias con la clasificacldn basada en datos morfoldgicos. Tales discrepan
clas podrian deberse a una tasa de evolucldén diferencial entre los loci _re
lacionados con caracteres exofenotfpicos y los que codiflcan para diferen-

tes enzimas.

La alta similitud genética revela que los taxones se han diferen-/
ctado poco genéilcamente, lo cual coinclde con la aparente debilidad de //
las barréras de alslamiento reproductivo, Las Gnlcas evidenclas enzimati-/
cas sobre la exisfencia de posibles mecanismos de aislamiento se refleren/

a que: 1) en algunos individuos de'P.nlgra y P.ruscifolla, las Intenslida~/

des de coloracidn relativa de las bandas de ADH se apartaban de las espera
das, hecho que sugerirfa una Inclipiente divergencla génica entre estas es-

pecles y P.alba y P.hassler! (Figura 2 A, D). 2)La observacién de que sl//

bien en zonas de simpatria el polen de P.caldenia podrfa fecundar a P.alpa-
taco y P.flexuosa dando semlllas hfbridas (Fig, 5 D), no se encontraron se-
millas provenientes de P,caldenla con patrones enzimaticos hibrldos, Esto/
golncide con la péslcién alslada de P,caldenia en el fenograma donde se ‘en
cuentra relativamente mds alejada de las demis especles 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 especle m3s in

vasora, P,ruscifolia,resulté ser la menos variable, lo que Indicarfa que su

estrategla Implicarfa poca varlabliliidad genética, pero una gran plasticli-/
dad que le permitirfa adaptarse eficlentemente a los amblentes que coloni-

za,

La elevada afinldad enzimitica y la falta de barreras reproducti-/
vas eficlentes entre estas especies taxonémicas simpStridas, apoyarfa la /
hipotesis de que ellas serfan desde el punto de vista blolégico semiespe-’
cles y que el conjunto de las mismas constituirfa un singamedn, Este, a di
ferencia de una especie corriente, poseeria una estructura interna lo suﬂL
clentemente estable para mantenerse en tal estado a pesar de la simpatria/

y de la hibridacién.

Las especles de la Sec, Strombocarpa son alopétridas y muy seme-/ -

Jantes morfoldgicamente (Burkart, 1976), e lsoenzimaticamente también pree

centaron una estrecha similitud (Tabla 124), Por estas razones tal vez se-
rfa mds adecuado consliderar a estas entldades como subespecles, Los valo-/
res de P y H fueron bastante mis bajos que los observados en otras lefio-
sas (Tabla 122) (P=13%, H=0,044), Incluyendo a las perteneclentes a la Sec,
Algarobia, Esto indicarfa aue los sistemas reproductivos y/o las estrate-/

glas adaptativas podrian ser diferentes en las dos Secclones,

Las diferencias electroforéticas entre las especies perteneclentes
a las dos Secciones son de tal magnitud que no existe similitud entre las
enzlmas estudiadas (excepcién hecha de SOD), Esto, sumado al hecho de que/
no se producirfan hTbridos interseccionales (Hunz tker 55.313 , 1977) y a /
las grandes diferencias morfolégicas (Burkart, 1976), sugleren que tal vez

sea mas adecuado elevar a la categorfa de subgéreros a las dos Secclones/

estudladas en el presente trabajo,
% N



- 208 -

REFERENCIAS

Allard,R,W.;G.R. Babbel;M.T. Clegg; A.L. Kahler. 1972. Evidence for coadapt

ation in Ayena barbata. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 69: 3043-3048
Anderson, E. 1948. Hybridyzation of the habitat. Eyolution 2: 1-9
Andersan, E. 1949, Introgressive Hybridization. John Wiley and Sons, Inc.

New York. Chapman and Hall,Limited, London.

Avery,D.T.;C.M. Maclead; M.McCarty. 1944, Studies on the chemical nature
of the substance inducing transformation of pneumococcal .types.
Inductiaon of transformation by a deoxyribonucleic acid fraction
isolated from pneumococcus type Il). Jour. Exp. Med. 79:137-158.

Avise,J. C, 1976, Diferenciacidn genética durante la especiacién,En;Ayala!
J.F, (ed.). Evolucién Molecular. Ediciones Omega: 110-127

Avise,J.C.; M. H, Smith. 197hka. Biochemical genetics of sunfish.| geographic
variation and subespecific intergradation in the blue gill,

Lepomis macrochirus. Evolution, 28:42-56

Avise,J. C.; M. H. Smith. 1974b. Biochemical genetics of sunfish, || genetic
similarity between hybridizing species. Amer. Natur. 108: 458-478

Avise J. C.; J. J. Smith; F. J. Ayala. 1975. Adaptative differentiation
with little genic change between two native california minnows.
Evolution,29: 411-426.

Avise,C.J.; Ch.F. Aquadro; J. C. Patton. 1981. Evolutionary genetics of

birds. V genetic distances within Mimidae (Mimic thrushes) and

Vireonidae (Vireos). Biochem. Genet.,20: 95-104.
Ayala, F.J.; M. L. Tracey; L. G. Barr; J. G. Ehrenfeld. 19744. Genetic

and reproductive differentiation of the subspecies Drosophila equinoxialis

caribbensis. Evolution, 28: 24-41

Ayala,F. J.; M. L. Tracey; L. G. Barr; J. F. Mc.Donald; S. Perez-Salas.1974b.



- 209 -

Genetic variation in natural poblations of five Drosophila species
and the hypothesis of the selective neutrality of protein polymorphisms.
Genetics, 77: 343-384,

Ayala,F.J.; M.L. Tracey; D. Hedgecock; R. C. Richmond. 197k¢, Genetic
differentiation during the speciation process in Drosophila. Evolution,
28: 576-592. |

Babbel,G. R.; R. K. Selander. 1974. Genetic variability in edaphically
restricted and widespread plant species. Evolution, 28: 619-630.

Bassiri, A, 1976, Barley cultivar identification by use of isozyme
electrophoretic patterns. Canad. J. Plant Sci., 56: 16

Baum,J. A.; J. G. Scandalios. 1979. Developmental expression and intracellulal
localization of superoxide dismutases in maize. Differentiation, 13
133-140

Beadle,G. W.; E. L. Tatum. 1941.. Genetic:.control of biochemical
reactions in Neurospora. Proc. Nat. Acad. Sci., 27: 499-506'

Bentham, G, 1875, Revision of the suborder Mimoseae. citado en Johnston M.
C. 1962, The North American Mesquites Prosopis Sect. Algarobia
(Leguminosae). Brittonia,l4: 72-90.

Benzer, S. 1955. Fine structure of a genetic region in bacteriophage.
Proc.Nat. Acad. Sci. USA., 41; 344-354,

Benzer, S. 1959. On the topology of the genetic fine structure. Proc.
Nat. Acad. Sci..USA., 45: 1607-1620.

Benzer, S. 1961. On the topology of.the genetic fine structure. Proc.
Nat., Acad. Sci., USA., 47: 403-415,

Berger, E. 1971. A temporal survey of allelic variation in natural and

laboratory populations of Drosophila melanogaster . Genetics, 67

121-136.

Bernstein, S. C.; L. H. Throckmorton; J. L. Hubby. 1973. Still more



- 210 -
genetic variability in natural populations. Proc. Natl. Acad. USA.,

70: 3928-3931,

Bosbach, K.; H. H. Mﬁnster. 1981. Biosystematic studies on Capsella bursa-
pastoris (Brassicaceae). Enzyme polimorphism in natural populations
P1.Syst. Evol., 137: 73-94

Boyer, S. H.; A. N. Noyes; C. F. Timmons; R. A. Young. 1972. Primate
hemoglobins polymorphisms and evolutionary patterns. J. Human Evol.,
1: 515-543

Brewer,G. R.; Ch. Sing. 1970. An introduction to isozyme technique . Academic
Press-New York and London.

Brown, A. H. D.; D. R. Marshall. 1981. Evolutionary changes accompanying
colopization in plants. en Scudder,G.C.E.; Reveal,J.L.. Evolution
today . Proceeding of the second international congress of systematic
and evolutionary biology: 351-363

Burdon, J.J.; D. R. Marshall; R. H. Groves. 1980. Isozyme variation in

Chondrilla juncea L. in Australia. Aust. J. Bot., 28: 193-198.

Burghardt, A. D. 1982. Estudios electroforéticos en el género Prosopis
(Leguminosae), X!lI. Congr. Arg. de Genética : 74

Burghardt, A. D.; R. A. Palacios. 1981. Caracterizaci6n electroforética de
algunas especies de Prosopis (Leguminosae). XI| Congr. Arg. de
Genética: 11

Burghardt, A. D.; R.A. Palacios. 1984. Variabilidad electroforética en
cuatro especies de Prosopis (Leguminosae). XV Congr. Arg. de Geneti
ca: 65

Burkart, A. 1937. Estudios morfol6gicos y etoldgicos en el género Prosopis
Darwiniana,3: 27-47

Burkart, A. 1940. Una monografia del género Prosopis (Leguminosae)
Darwiniana, bL: 27-47

Burkart, A. 1952. Las leguminosas argentinas, silvestres y cultivadas.



- 211 -

Acme. Agency, (2°ed.) Bs. As. 126-143

Burkart. A. 1976. A monograph of the genus Prosopis (Leguminosae subfam.
Mimosoideae ). Journal of the Arnold Arboretum., 57 (3): 219-249;
(4): 450-525.

Campbell, R. S. 1929. Vegetative Succession in the Prosopis sand dunes of
Southern New Mexico. Ecology,10: 392-398.

Carman, N. J. 1973. Systematlc and ecological investigations in the genus
Prosopis (Mimosaceae), emphasing the natural products chemistry.
Diss. Fac. Univ. Texas, Austin,

Clegg, M. T.; R. W. Allard, 1972. Patterns of genetic differentiation in

the slender wild oat species,Avéna barbata. Proc. Natl. Acad. USA.,

69: 1820-1824.

Conklin,M. E.; H. H. Smith. 1971. Peroxidase isozymes: A mesure of molecular
variation in ten herbaceous specie§ of Datura. Amer.J. Bot.,58:688-
696

Cordeiro, A. R. 1974, Variabilidade e regulaggb genética nos processos
evolutivos. Tese para concurso ) professor titular. Departamento de
genética,Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre.

Crick, F. H. C. 1958. On protein synthesis. Symp. Soc. Exp. Biol.,12 :
138-163.

Crick, F. H. C.; L. Barnett; S. Brenner;R. J. Watts Tobin, 1961. General
nature of the genetic code for proteins. Nature, 192: 1227-1232.

Crisci,J. V.; M. F. L6pez Armengol . 1983. Introduccidén a la teorfa y
practica de la taxonomia numérica. Org. Est. Amer. Whashington D.C.

Chao, S. E.; J. E. Scandalios. 1972. Developmentally dependent expression
of tissue specific amylases in maize. Molec. Gen. Genetics.,115:1-9

Chapman, V. M.; F. H. Ruddle. 1972. Glutamate oxalacetate transaminase
(GOT) genetics in the mouse: Polymorphisms of Got-1. Genetics,70:

299-305



- 212 -

Cherry,J. P.; F. R. H. Katterman. 1971. Nonspecific esterase isozyme

polymorphism in natural populations of Gossypium thurberi.

Phytochemistry, 10: 141-145

Darwin, Ch, 1859. On the origin of species. A facsimile of the first edition
with an introduction by Ernest Mayr. Harvard University Press,
Cambridge, Massachuse;ts. 1966.

Davidson, R. G.; J.A. Cortner; M. C. Rattazzi; F. H. Ruddle; H. A. Lubs.
1970. Genetic polymorphisms of human mitochondrial glutamate
oxalacetate transaminase. Science,169:391-392

De Jong, D. W. 1972. Detergent extraction of enzymes from tabacco leaves
varying in maturity. Plant Physiol.,50: 733-737.

Dobzhansky, Th. 1951. Genetics and the origin of species. (..3%ed. ).
Columbia University Press. New York.

Dobzhansky, Th.; F. J. Ayala. 1973. Temporal frequency changes of enzymes
and chromosomal polymorphisms in natural populations of Drosophila
Proc. Nat. Acad. Sci. USA., 70: 680-683.

Doebley,J.F.; M.M. Goodman. 1984. Isoenzymatic variation in lea
(Gramineae). Syst. Bot., 9:203-218.

Edwards, Y. H.; D. A. Hopkinson; H. Harris. 1978. Dissociation of 'hybrid"
isozymes on electrophoresis. Nature, 271: 84-87

Ellstrand,N. C.; J. M. Lee; K. W. Foster.1983. Alcohol dehydrogenase isozymes

in grain sorghum (Sorghum bicolor). Evidence for a gene duplication

Biochem. Genet., 21: 147-1564,

Endo Toru . 1973. Isozyme loci and strategy of differentiation in plants
( A review ). Seiken Ziho, 24: 89-104.

Felker, P. 1983. Methods for acquisition, storage and evaluation of leguminous
tree germplasm Prociencia, 6: 105-110.

Felker,P.; R. Bandurski, 1977. Protein and amino acid composition of the::

legume seeds. J. Sci. Fd. Agric.,28:791-797



- 213 -

Felker, P.; R. Bandurski. 1979. Uses and potential uses of leguminous trees
for minimal energy input agriculture. Economic Botany, 33:172-184,

Ferris, S. D.; G. S. Whitt. 1978. Genetic and molecular analysis of
nonrandom dimer assembly of the creatine kinase isozymes of fishes.
Biochem. Genet.,16: 811-829 .

Fincham, J. R. S. 1972. Heterozygous advantage as:a likely general basis for
enzyme polymorphisms. Heredity, 28: 387-391.

Gardiner, M. G.; R. Cleland. 1974. Peroxidase isoenzymes of the Avena
coleoptile. Phytochem. 13: 1707-1711.

Gillespie, J. H.; K. Kojima. 1968. The degree of polymorphisms in enzymes
involved in energy productfon compared to that in nonspecific

enzymes in two Drosophila ananassae populations. Proc. Nat. Acad.

Sci. USA., 61: 582-585,

Gillespie, J. H.; C. H. Langley. 1974. A general model to account for
enzyme variation in natural populations, Genetics, 76: 837-884.

Gémez,|.; |. Malvarez; J. Morello; G. Albertella; G. Goldstein. 1973.
Caracterizacion estructural de poblaciones del vinal (ProsoEis
ruscifolia Gris) Serie 2, Biologia y produccién vegetal, INTA 10:
143-150.

Gottlieb, L. D. 1973a. Enzyme differentiation and phylogeny in Clarkia

franciscang, C. rubicunda and C. amoena. Evolution,27: 205-214.

Gottlieb, L. D. 1973b. Genetic control of glutamate oxalacetate trans-

aminase isozymes in the diploid plant Stephanomeria exigua and its

allotetraploid derivate. Biochem. Genet., 9: 97-107.
Gottlieb, L. D. 1973c. Enzyme differentiation, sympatric speciation, and

the origin of a diploid species of Stephanomeria. Amer. J. Bot., 6Q

545-553.

Gottlieb, L. D. 1974a. Genetic confirmation of the origin of Clarckia



-

- 214 -
lingulata. Evolution, 28: 244-250.

Gottlieb, L. D, 1974b. Gene duplication and fixed heterozygosity for

alcohol dehydrogenase. in the diploid plant Clarckia franciscana.

Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 71: 1816-1818.
Gottlieb, L. D. 1975. Allelic diversity in the outcrossing annual plant

Stephanomeria exigua ssp. carotifera (Compositae). Evolution, 29:

213-225,

Gottlieb, L. D. 1977. Electrophoretic evidence and plant systematics.
Ann. Missouri Bot. Gard., 64: 161-180.

Gottlieb, L. D. 1982. Conservation and duplication of isozymes in plants.
Science, 216: 373-380.

Grant, V. 1957. The plant species in theory and practice. En: Mayr, E.
(ed.). The species problem. American Association for the Advancement
of Science. Publ. N2 50: 39-80. Washington D. C.

Grant, V. 1977. Organismic Evolution. W. H. Freeman & Co. San Francisco.

Grant, V. 1981. Plant Speciation. Columbia University Press. New York.

Grell, E. H.; K. B. Jacobson; J. B. Murphry 1965. Alcohol dehydrogenase

in D. melanogaster isozymesand genetic variants. Science, 149: 80-

82.
Gurumurti, K.; K. K. Nanda 1974. Changes in'peroxidase Lsoenzymes-of_Phaseo-
lus mungo hypocotyl cuttings during rooting. Phytochem., 13: 1089-

1093.

Habit, M. A.; D. T. Contreras; R. H. Gonzdlez. 1981. Prosopis tamarugo:

arbusto forrajero para zonas aridas. Estudio FAO: Produccidn y Pro-
teccion Vegetal.,25: 1-133, Org. Nac. Unidas para la Agric. y la
Alimentacion. Roma.

Hadacova',V. 1974. Glucose- 6- phosphate dehydragenase isoenzymes in

root growth zones of Vicia faba. Biologia Plantarum, 16:199-203.

" Hall, B. D. and S. Spiegelman. 1961. Sequence complementary of T2 DNA and



- 215 -

T2 specific RNA. Proc. Nat. Acad. Sci., 47: 137-146.

Hall, W. P.; R. K., Selander. 1973. Hybridization of karyotypically

differentiated populations in the Sceloporus grammicus complex

(lguanidae). Evolution, 27: 226-242.

Hami11,D. E.;Brewbaker,J.L.19694soenzyme polymorphism in flowering plants
IV The peroxidase isoenzymes of maize (ZEE.EEZE)' Physiol.Plant,,
22: 945-958,

Hamrick, J. L.1979. Genetic variation and longetivy . En: Solbrig,0. T.;
Jain, S.; Johnson, G. B.; Raven, P.H. (eds.). Topics in Plant
Population Biology. Columbia University Press, New York, 85-113

Hamrick,J. L.; R. W. Allard. 1972. Microgeographical variation in allozyme

frequencies in Avena barbata . Proc. Nat. Acad. Sci. USA., 69: 2100-

2104,

Hamrick,J. L.; Y. B. Linhart; J. B. Mitton. 1979. Relationships between
life history characteristics and electrophoretically detectable
genetic variation in plants. Ann. Rev. Ecol. Syst.,10: 173-200

Hancock,J. F.; E. Lansing. 1982. Alcohol dehydrogenase isozymes in

Gossypium hirsutum and its putative:. diploid progenitors: The

biochemical consequences of enzyme multiplicity. Pl. Syst. Evol.,140:
141-149,

Hardy, G. H. 1908. Mendelian proportions in a mixed population. Science.,
28: L49-50.

Hart, G. 1970. Evidence for triplicate genes for alcohol dehydrogenase in
hexaploid wheat. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 66: 1136-1141.

Hauman,L..1947a. Parque chaqueifo. En: Hauman,L.; Burkart, A.;Parodi.L. R.
Cabrera, A. L. (eds.). Geografia de la Repiblica Argentina. Tomo 8.

'"La vegetacidn argentina'. Sociedad Argentina de Estudios Geograficos




- 216 -

(GAEA): 69-86

Hauman, L. 1947b. Provincia del 'Monte' ( o del espinal ). En: Hauman, L;
Burkart, A; Parodi, L. R., Cabrera, A. L., (eds.). 'La vegetacidn
argentina''. Sociedad Argentina de Estudios Geograficos (GAEA): 208-
244,

Hayward, M. D.; J. B. Hacker. 1980. Genetic control of some esterase isozymes
of Digitaria species and their utility in the identification of
hybrids. Euphytica, 29: 347-356.

Holmes, R. S.; C. J..Masters. 1967. The developmental multiplicity and
isoenzyme status of cavian esterases. Biochem. Biophys. Acta, 132:
379-399.

Hubby,J. L.; R. C. Lewontin. 1966. A molecular approach to the study of
genic heterozigosity in natural populations.|.The number of alleles

at different loci in Drosophila pseudoobscura. Genetics, 54: 577-594.

Hubby, J. L.; L. H. Throckmorton. 1968. Protein differences in Drosophila .
IV, A study of sibling species. Amer. Natur.,102: 193-205.

Humphrey, R. R. 1958. The desert grassland. Botan. Rev., 24: 193-252,

Hunt, W. G.; R. K. Selander. 1973. Biochemical genetics of hybridization in
european house mice. Heredity, 31: 11-33,

Hunter, L.; C. L. Markert. 1957. Histochemical demonstration of enzymes
separated by zone electrophoresis in starch gels. Science, 125: 1294~
1295.

Hunziker, J. H.; L. Poggio; C. A. Naranjo; R. A. Palacios; A. B. Andrada.
1975. Cytogenetics of some species énd natural hybrids in Prosopis
(Leguminosae). Can. J. Genet. Cytol., 17: 253-262.

Hunziker, J. H.; €. A. Naranjo; R. A. Palacios; L. Poggio. 1977.

Chromosomal cytology and hybridization. En: Simpson, B.B. (ed.).



-

- 217 -

Mesquite. lts biology in two desert ecosystems. US/IBP. Series b
Ch. 3. " Patterns of variation ' Dowden, Hutchinson and Ross,
Inc. : 56-59.

Hunziker, J. H. ; “B. A. Schaal. 1983. Isozymes variation in diploid
tropical and octoplold subtropical temperate species of Bulnesia
J. Heredity, 74: 358-360.

Huxley, P. A. 1983. The role or trees in agroforestry: Some comments. En:
Huxley, P. A. (ed.). Plant research and agroforestry. Internatl.
Council for Research in Agroforestry (ICRAF). Nairobi. Kenia.

Hvid, S.; G. Nielsen. 1977. Esterase isoenzyme variants in barley.
Heriditas, 87: 155-162.

IUPAC- |UB. 1971. Commission on biological nomenclature 1971. The nomenclature
of multiple molecular forms of -enzymes recommendationsArch. Biochem,
Biophys., 147: 1-3,

IUPAC-I1UB. 1979. Enzyme nomenclature.Recommendations (1978) of the
nomenclature committee of the international union of biochemistry.

New York. International Union of Biochemistry. Academic Press, Inc.

Johnson, F. M.; C.Denniston. 1964. Genetic variation of alcohol dehydrogenase

in D. melanogaster. Nature, 204: 906-907.

Johnson, F. M.; R. H. Richardson; M. P. Kambysellis 1968. Isozyme variab-:
ility in species of the genus Drosophila. Ill.Qualitative comparison
of the esterases of D. aldrichi and D. mulleri. Biochem. Genet., 1:
239-247.

Johnson, G. B. 197k4. Enzyme polymorphi;m and metabolism..Science, 184: .28-37.

Johnson, G. B. 1976. Hidden alleles at the alpha-glycerophosphate dehydro-

genase locus in Colias butterflies. Genetics, 83: 149-167.



- 218 -

Johnson, G. B. 1979. Enzyme polymorphism: Genetic variation in the
physiological phenotype. En: Solbrfg, 0.; Jaim, S.; Johnson, G.;
Raven,P. (eds.). Topics in plant population biology. Columbia
University Press, New York.

Johnson, W.; R. K. Selander 11971. Kangaroo rats (Genus DiEodomxs).
Syst. Zool., 20: 377-412,

Johnston, M. C. 1962. The North American mesquite Prosopis , Sect.

Algarobia (Leguminosae). Brittonia, 14: 72-90

Kimura, M. 1979. Thé neutral theory of molecular evolution. Scientific
American, 241: 94-104.

Kimura, M. 1983. The neutral theory of molecular evolution. En: Nei, M.;
Koehn, R. K. (eds.). Evolution of genes and proteins.Massachusetts,
Sinauer Associates, Inc.: 208-233.

Kimura, M.; T. Otha 1971. Protein polymorphism as a phase of molecular
evolution. Nature, 229: 467-469.

King, J. L.; T. H. Jukes 1969. Non- Darwinian evolution. Science, 164: '788-
797.

King, M. C.; A. C. Wilson 1975. Evolution at two levels. Molecular
similarities and biological differences between humans and
chimpazees. Science, 188: 107-116.

Koehn, R. K.; D. |. Rasmussen. 1967. Polymorphic and monomorphic serum
esterase heterogeneity in catostomid fish.ipopulations. Biochem.
Genet., 1: 131-144,

Koehn, R. K.; J. B. Mitton 1972. Population genetics of marine pelecypods.,
I. Ecological heterogeneity and evolutionary strategy at an
enzyme locus. Amer. Natur., 106: 47-56.

Koehn, R. K.; R. Milkman; J. B. Mitton. 1976. Population genetics of marine



- 219 -

pelecypods. |V. Selection, migration and genetic differentiation in

in the blue mussel, Mytilus edulis. Evolution, 30: 2-32.

Koehn, R. K.; B. L. Bayne; M. N. Moore; J. F. Siebenaller .1980a. Salinity
related physiological and genetic differences between populations

of Mytilus edulis. Biol. J. Linnean Soc., 14: 319-334,

Koehn, R. K.; J. G. Halland; A. J. Zera 1980b. Parallel variation of

genotype dependent aminopeptidase. |. Activity between Mytilus edulis

and Mercenaria mercenaria- Marine Biol. Letters, ]: 245'253.

Koehn, R. K.; R. I. E. Newell; F. Immermann 1980c. Maintenance of an
aminopeptidase allele frequency cline by natural selection. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 77: 5385-5389,

Kornfield, 1. L.; R. K. Koehn 1975. Genetic variation and speciation in new
world cichlids. Evolution, 29: L4L27-437

Korochkim, L. I.; E. S. Belyaeva; N.° M. Matveeva; B. A. Kuzin; 0. L. Serov
1976. Genetics of esterases in Drosophila. IV. Slow migrating S-
esterase in Drosophila of the virilis group.Biochem.,Genet.,l14:161-182.

Laurie-Ahlberg, C. C. 1982. Genetic)ontogenetic and tissue-specific variation

of dipeptidases in Drosophila melanogaster. Biochem. Genet., 20:

Lo7-424,

Leakey, R. B.; F. T. Last 1980. Biology and potential of Prosopis species
in arid environments, with particular reference to P. cineraria.
Journ.of Arid Environments, 3: 9-24.

Lehninger, A. L. 1972. Bioquimica. Ediciones Omega. Barcelona.

Leung, E. S.; L. E. Haley 1974, The ontogeny of phosphogluconate dehydro-
genase and glucose 6- phosphate dehydrogenase in japanese quails

and chicken quail hybrids. Biochem. Genet., 11: 221-230.



- 220 -

Levy, M.; D. A. Levin 1975. Genetic heterozygosity and variation in permanent

translocation heterozygotes of the Oenothera biennis complex

Bochem. Genet., 13: 487-500.

Lewontin, R. C. 1974. The genetic basis of evolutionary change. Columbia
Univ. Press, New York.

Lewontin, R. C.; J. L. Hubby 1966. A molecular approach to the study

of genic heterozygesity in natural populations. |l.Amount

4

of variation and degree of heterozygosity in natural

populations of Drosophila pseudoobscura, Gemetics,:54 -~

595-609

Lumsden, J.; D. 0. Hall 1975. Superoxide dismutase in photosynthetic
organisms provides an evolutionary hypothests. Nature, 257: 670-
672.

Lundkvist, K.; D. Rudin 1977. Genetic variation in eleven populations of

Picea abies as determined by isozyme analysis. Hereditas, 85: 67-74

MacDonald, T.; J. L. Brewbaker 1972a. l|soenzyme polymorphism in flowering
plants.V1ll. Genetic control and dimeric nature of transaminase
hybrid maize isoenzymes. J. Hered., 63: 11-14.,.

MacDonald, T.; J. L. Brewbaker 1972b. lsozyme polymorphism in flowering
plants. V..The isoesterases of maize: tissue and substrate
specificities, and responses to chemical inhibitors. Hawaii Agr.
Expt. Station Technical Bull. N°89.

Madrifan Polo, C.; J. H. Hunziker; P. Cattaneo 1976. Aceites de semilla de

especies de Prosopis y Prosopidastrum (Leguminosae). Anales Asoc.

Quim. Argentina, 6L4: 127-138.

Markert, C. L.; F. Moller 1959. Multiple formsof enzymes tissue ontogenetic



- 221 -
and species patterns. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 45: 753-763.

Marshall, D. R.; H. D. Brown 1975. The charge state model of protein
polymorphism in natural populations. J. Mol. Evol., 6: 149-163.

Mastenbrock,!.; Ch. E. Cohen; M. de West 1981. Seed protein and seedling
isozyme patterns of Zea mays and its closest relatives. B[ochem.
Syst. and Ecol., 9: 179-183.

Mayr, E. 1954. Change of genetic environment and evolution. En: Huxley, J.;
Hardy, A. C.; Ford, E. B. (eds.). Evolution as a process. Allen
and Unwin 1td. London: 157-180.

Mayr, E. 1970. Populations, species, and evolution. The Belknap Press of
Harvard University. Cambridge. Massachusetts.

McCord, J. M.; B.B. Keele, Jr.; |. Fridovich. 1971. An enzyme based theory
of obligate anaerobiosis: The physiological function of superoxide
dismutase. Proc. Nat. Acad. Sci. USA., 68: 1024-1027.

McCown, B. H.; T. C. Hall; G. E. Beck 1969. Plant leaf and stem proteins.
Il. Isozymes and environmental change. Plant Physiol .., 44: 210-
216 '

McCune, D. C. 1961. Multiple peroxidases in corn. Ann. N. Y. Acad. Sci., 9k:
723-730.

McNeill, J. 1976. The taxonomy and evolution of weeds. Weed Res.,16: 399-
413.

Mendel, G. 1865. Versuche uber planzenhybriden. Verh. des naturf. Vereines
in Brum (Abhandlungen), 4: 3-47.

Meyerhof, P. G.; L. E. Haley 1975. Ontogeny of lactate dehydrogenase
isozymes in chieken-quail hybrid embryos. Biochem. Genet., 13: 7-

18.



- 222 -

Morello, J. 1951. El bosque de algarrobo y la estepa de jarilla en el
valle de Santa Maria (Provincia de Tucuman). Darwiniana, 9: 315-
347.

Morello, J. 1970. Modelo de relaciones éntre pastizalesy lefiosas coloniza-
doras en el Chaco Argentino (Plan ecologia, difusién y control del
vinal). IDIA, 276: 31-51.

Morello, J.; J. Adamoli 1974. Las grandes unidades de vegetacidén y ambiente
del Chaco Argentino, 2°parte: Vege;acién y ambiente de la provincia
del Chaco. Serie Fitogeografica 13. INTA.

Morello, J.; N. Crudeli; M. Saraceno. 1971. Los vinalares de Formosa (Rep.

Arg.). La colonizadora lefiosa Prosopis ruscifolia Gris. Serie Fi-

togeografica 11. INTA.

Morgan, T. H. 1911. An attempt to analyze the constitution of the
chromosomes on the basis of sex-limited inheritance in Drosophila.
J. Exptl. Zool., 11: 365-413,

Morton, N.; J. Crow; H. J. Miller 1956. An estimate of the mutational
damage in man from data on consanguineous marriages. Proc. Nat. Acad.
Sci. USA., L42: 855-863. '

Miller, H. J. 1950. Our load of mutations. Amer. J. Hum. Genet., 2: 111-
176. (citado en Lewontin, 1974)

Miiller-Starck, G.; A. -Huttermann 1981. Aminopeptidases in seeds of Picea
32133:(L) Karst: Characterization of leucine-aminopeptidase by
molecular properties and inhibitors. Biochem. Genet., 19: 1247-1259

Nakai, Y.; K. Tsunewaki 1971. Isozyme variations in Aegilops and Triticum..
I. Esterase isozymes in Aegilops studies using the gel u
isoelectrofocusing method. Jap. J. Genet., 46: 321-336.

Nakai, Y. 1977. Variations of esterases isozymes and some soluble proteins in

diploids and their induced autotetraploids in plants.Jap.J.Genet.,52:171



- 223 -
181.

Naranjo, C. A.; S. Enus Zeiger 1983. Cromatografia de fenoles y morfolo-
gia en especies e hibridos de Prosopis de La Pampa. Xi1X Jornadas
Arg. de Botanica: 32.

Naranjo, C. A.; L. Poggio; S. Enus Zeiger 1984. Phenol chromatography,
morphology and cytogenitcs in three species and natural hybrids of
Prosopis (Leguminosae, Mimosoideae).Pl. Syst. Evol., 144: 257-

276.

Nei, M. 1972. Gentic distance between populations. Amer. Natur., 106: 283-
292.

Nei, M. 1975. Molecular population genetics and evolution . North-Holland/
American. Elsevier. Amsterdam, Oxford New York.

Nei, M.; T. Maruyama; R. Chakraborty 1975. The bottleneck effect and genetic
variability in populations. Evolution, 29: 1-10.

Nirenberg, M. W.; J. H. Matthei 1961. The dependence of cell free protein
synthesis in the E. coli upon naturally occurring or synthetic
polyribonucleotides. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 47: 1588-1602.

Ohno, S. 1970. Evolution by gene duplication. Springer-Verlag New York.
Heidelberg Berlin.

Ott, L. A.; J. Scandalios 1976. Genetically defined peptidases of maize,.
I. Biochemical characterization of allelic and nonallelic forms.
Biochem. Genet., 14: 619-634.

Palacios, R. A.; L. D. Bravo 1974. Estudios morfologicos de las semillas de
algunos 'Prosopis'' del nordeste Argentino. Darwiniana, 18: 437-452.

Palacios, R. A.; L. D. Bravo 1981. Hibridacién natural en Prosopis

(Leguminosae) en la regidén chaquefia argentina. Evidencias morfolbgicas

y cromatograficas. Darwiniana, 23: 3-35.



- 224 -

Pardue, M. L.; J. G. Gall 1970. Chromosomal localization of mouse satellite
DNA. Science, 168: 1356-1358.

Patterson, E. K.; S. H. Hsiao; A. Keppel 1963. Studies on dipetidases and
aminopeptidases and enzymes that hydrolyze L-leucyl-g-naphthylamide.
J. Biological Chem.,238: 3611-3620.

Peacock, J. T.; C. McMillan 1965. Ecotypic differentiation in Prosopis
(Mesquite). Ecology. 46: 35-51.

Pelzer, Ch. F. 1965. Genetic control of erythrocytic esterase forms in
Mus musculus. Genetics, 52: 819-828.

Poulik, M. D. 1957. Starch gel electrophoresis in a discontinuous system of
buffers. Nature, 180: 1477-1479. .

Prakash, S.; R. C. Lewontin; J. L. Hubby 1969. A molecular approach to the
study of genic heterozygosity in natural populations. (V. Patterns of
genic variation in central, marginal and isolated populations of

Drosophila pseudoobscura. Genetics, 61: 841-858.

Quail, P. H.; J. G. Scandalios 1971. Turnover of genetically defined catalase

isozymes in maize. Proc. Nat. Acad. Sci. USA., 68: 1402-1406.

Randerson, S. H. 1965. Erythrocyte esterase forms controlled by multiple
alleles in the deer mouse. Genetics, 52: 999-1005.

Raymond, S.; L. Weintraub 1959. Acrilamide gel as supporting medium for zone
electrophoresis. Science, 130: 711,

Rick, Ch. M.; J. M. Fobes 1975. Allozymes of Galapagos tomatoes polymorphism,
geographic distribution and affinities. Evolution, 29: L443-457.

Rick, Ch.M.; S. D. Tanksley 1981. Genetic variation in Solanum pennellii :

Comparisons with two other sympatric tomato species. Pl. Syst. Evol.,

139: 11-45,



_225—

Rodriguez Rebollar, J. 1947. La plaga de! vinal en Formosa. Economia Rural
Boletin del Museo Social Argentino. Afo XXXV. Entregas, 295-296:
30-36:

Roose, M. L.; L. D. Gottlieb 1976. Genetic and biochemical consequences of
porliploidy in Tragopogon. Evolution, 30: 818-830.

Saidman, B. 0. 1981. Estudio isoenzimatico de alcohol dehidrogenasa y
glutamato oxalacetato transaminasa en cuatro especies de Prosopis
e hibridos naturales. XI| Congr. Arg. de Genética: 1.

Saidman, B. 0. 1983. Variacidén alozimica en cuatro especies del género
Prosopis. XIV Congr. Arg. de Genética: 56.

Saidman, B. 0. 1984, Estudio isoenzimitico en especies de Prosopis
(Leguminosae). XV. Congr. Arg. de Genética: 66.

Saifdman, B. 0.; C. A. Naranjo 1982. Variaciones de esterasas en poblaciones

de Prosopis ruscifolia (Leguminosae). Mendeliana, 5: 61-70.

Sakai, R. K.; D. A. Tung; J. G. Scandalios 1969. Developmental genetic

studies of aminopeptidases in Drosophila melanogaster. Molec.

Gen. Genetics, 105: 24-29.

Scandalios, J. G. 1964. Tissue-specific isozyme variations in maize. J.
Hered., 55: 281-285.

Scandalios, J. G. 1965. Leucine aminopeptidase isozymes in maize development.
J. Hered, 56: 177-180.

Scandalios, J. G. 1969. Genetic control of multiple molecular forms of
enzymes in plants: a review. Biochem. Genet., 3: 37-79.

Scandalios, J. G. 1974. Isozymes in development and differentiation. Ann.
Rev. Plant Physiol., 25: 228-258.

Scandalios, J. G. 1979. Control of gene expression and enzyme differentiation



-

- 226 -

En: Scandalios, J. G. (ed.). Physiological genetics. Academic
Press, New York: 64-105.

Scandalios, J. G.; L. G. Espiritu. 1969. Mutant aminopeptidase of Pisum
sativum. |. Developmental genetics and chemical characteristics.
Molec. Gen. Genetics, 105: 101-102.

Scandalios, J. G.; E. H. Liu; M. A, Campeau 1972. The effects of intragenic
and intergenic complementation on catalase structure and function
in maize: A molecular approach to heterosis. Arch. Biochem and
Biophysics, 153: 695-705.

Scandalios, J. G.; A. Baum. 1982. Regulatory gene variation in higher plants.
Adv. Genetics, 21: 347-370.

Schwartz, D. 1960. Genetic studies on mutant enzymes in maize: Synthesis
of hybrid enzymes by heterozigotes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 46:
1210~-1215.

Schwartz, D. 1962a. Genetic studies on mutant enzymes in maize.l: On the
mode of synthesis of the hybrid enzyme. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.,
48: 750-756.

Schwartz, D. 1962b. Genetic studies on mutant enzyme in maize. Ill. Control
of gene action in the synthesis of pH: 7.5 esterases. Genetics, 47:
1609-1615.

Schwartz, D. 196kha. Regulation of gene action on maize. Genetics, 2: 131-
135.

Schwartz, D. 1964b. A second hybrid enzyme in maize. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA., 51: 602-605.

Schwartz, D. 1964c. Genetic studies on mutant enzymes in maize. IV,

Comparison of pH: 7.5 esterases synthesized in seedling and



- 227 -

endosperm. Genetics, 49: 373-377.

Schwartz, D. 196L4d. Genetic studies on mutant enzymes in maize. V_In vitro
interconversion of allelic isozymes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 52:
222-226.

Schwartz, D. 1965.. Genetic studies on mutant enzymes in maize. VI.

Elimination of allelic isozyme variation by glyceraldhyde treatment.

Genetics, 52: 1295-1302.

Schwartz, D. 1967. E] esterase isozyme in maize: On the nature of the
gene controlled variation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.,58: 568-575.

Schwartz, D. 1975. The molecular basis for allelic complementation of
alcohol dehydrogenase mutants of maize. Genetics, 79: 207-212.

Schwartz, D.; L. Fuchsman; K. McGrath.1965. Allelic isozymes of the pH: 7.5
esterase in maize. Genetics, 52: 1265-1268.

Selander, R. K. 1980. Variacidén genética en las poblaciones naturales . En:
Ayala, J. F. (ed.). Evolucién molecular. Ediciones Omega, Barcelona:
21-46.

Selander, R. K.; M. H. Smith; S. Yang; W. E. Johnson; J. B. Gentry 1971,
IV. Biochemical polymorphism and systematics in the genus Peromyscus.

I. Variation in the old-field mouse (Peromyscus polionotus)

Studies in Genetics VI: 49-90.

Selander, R. K.; W. E. Johnson 1973. Genetic variation among vertebrate
species. Ann. Rev. Ecol. Syst., 4: 75-91.

Schaal, B. A.; W. W. Anderson 1974. An outline of techniques for starch gel
electrophoresis of enzymes from the american oyster. Crassostrea
virginica Gmelin. Tech. Report Ser. Georgia Marine Sci.

Shaw, C. R. 1965. Electrophoretic variation in enzymes. Science, 149: 936-

943.



- 228 -

Shaw, Ch. R.; R. Prasad. 1970. Starch gel electrophoresis of enzymes. A

Sheen,

Shoji,

Simon,

compilation of recipes. Biochem. Genet., 4: 297-320.
S. J.; G. R. Rebagay 1970. On the ' localization and tissue difference

of peroxidases in Nicotiana tabacum and its progenitor species.

Bot. Gaz., 131: 297-304.

H.; D. P. Agarwal; H. W. Goedde 1978. Human liver alcohol dehydro- :
genase isozymes variations. Improved separation methods using
prolonged high voltage starch-gel _electrophoresis and isoelectric
focusing. Hum. Genet., 40: 215-220.

L. M.; Z. Fatrai; D. E. Jonas; B. Matkovics 1974. Study of peroxidase

metabolism enzymes during the development of Phaseolus vulgaris.

Biochem. Physiol. Pflanzen (BPP), 166: 387-392. )

Simpson, B, B, 1977. Breeding systems of dominant perennial plants of two

disjunct warn desert ecosystems. Oecologia (Berl.), 27: 203-226.

Simpson, B. B.; 0. T. Solbrig 1977. Introduction. Chap 1. En: Simpson,

Singh,

Smith,

B. B. ( ed. ). Mesquite. Its biology in two desert ecosystems.
US/IBP synthesis. Ser. L. Dowden, Hutchinson and Ross Inc.
Pennsylvania: 1-15,

R. S.; R. C. Lewontin; A. A. Felton 1976. Genetic heterogeneity
within electrophoretic ''alleles' of xanthine dehydrogenase in

Drosophila pseudoobscura. Genetics, 84: 609-629.

H. H.; D. E. Hamill; E. A. Weaver; K. H. Thompson 1970. Multiple
molecular forms of peroxidases and esterases among Nicotiana

species and amphiploids. J. Hered., 61: 203-212,

Smith-Cavalli, S. 1976. Divergencia isozimica e relagbes evolutivas entre

especies do genero Relbunium (Rubiaceae). Dissertagdo apresentada



- 229 -

ao curso de pos-graduacao em genetica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul para obtencao do grau de Mestre em Genetica.

Smithies, 0. 1955. Zone electrophoresis in starch gels: Group variation in
the serum proteins of normal human adults. Biochem. J., 61: 629-640

Smithies, 0; M. D. Poulik 1956. Two dimensional electrophoresis of proteins.,
Nature, 177: 1033,

Solbrig, 0. T.; P. D. Cantino 1975. Reproductive adaptations in Prosopis
(Leguminosae, Mimosoideae). Journal of the Arnold Arboretum, 56: 185-
210,

Solbrig, 0. T.; K. S. Bawa 1975. Isozyme variation in species of Prosopis
(Leguminosae). Journal of the Arnold Arboretum, 56: 398-412.

Soulé, M. 1980. Variacion aloenzimdtica: Sus determinantes en el espacio y
en el tiempo. En: Ayala, J. A. (ed.). Evolucidn Molecular. Ediciones
Omega: 61-79.

Souto, J.; B. A. Eilberg 1972. Efectos de extractos de hojas de vinal

(Prosopis ruscifolia Griseb) sobre la germinacién y el crecimiento

de plantulas de varias especies cultivadas. Rev. de Inv. Agrop. INTA
Bs.As.. Ser. 2. Biologia y Produccion Vegetal, 9: 19-27.
Stafford, H. A. 1974. The metabolism of aromatic compounds. Ann. Rev.
Plant Physiol., 25: L459-486.
Stebbins, G. L. 1958. The inviability weakness and sterility of
interspecific hybrids. Adv. Genet., 9: 147-215,
Suzuki, D. T.; A. J. F. Griffiths; R. C. Lewontin 1981. An introduction
to genetic analysis (2°ed.). W. H. Freeman and Co.. San Francisco.
Tabachnick, W. J.; D. J. Howard 1982. Genetic control of hexokinase (

variation in insects. Biochem. Genet., 20: 47-58.



-230-
Tang, K. S.; G. E. Hart 1975. Use of isozymes as chromosome markers in

wheat-rye addition lines and in triticale. Genet. Res. Camb., 26:
187-201.

Templeton, A. R. 1979. The theory of speciation via the founder principle.
Genetics, 94: 1Q011-1038,

Tigerstedt, P. M. A. 1974. Genetic structure of Picea abies populations as
determined by the isozyme approach. Proceeding Joint IUFRO Meeting,
$.02.04, Stockholm, Session V: 1-3,

Tiselius, A. 1937. A new apparatus for electrophoretic analysis of colloidal
mixtures. Trans. Farady Soc., 33: 524-531,

Torreé, M. A.; G. E. Hart 1976. Developmental specificity and evolution of

the acid phosphatase isozymes of Triticum aestivum and its progenitor

species. Biochem. Genet.,14: 595-609.

“Torres de Lemos, C. 1983. Relagdes feneticas entre as spécies do complexo
Briza (Gramineae): Isoesterasas. Disserta¢3o apresentadaao Curso
de pés-graduagﬁo em genetica da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, para obten;éb do grau de Mestre em Genética.

Turner, B. . J. 1974, Genetic divergence of death valley pupfish species:
Biochemical versus morphological evidence. Evolution, 28: 281-294,

Vello Jaaska, T. 1981. Aspartate aminotransferase and alcohol dehydrogenase

isoenzymes intraspecific differentiation in Aegilops tauschii and

the origin of the D genome polyploids in the wheat group. Pl. Syst.
Evol., 137: 259-273.

Wallace, B. 1958. The role of heterozygosity in Drosophila populations.
Proc. Int. Congr. Genet. lOth, 1: 408-419.

Weinberg, W. 1908. Uber den nachweis der wererbung bein menschen, jahreshefte



- 231 -

verein, Naturkunde Wurttemberg, 64: 368-382.

Weisiger, R. A.; |. Fridovich 1973. Superoxide dismutase organelle
specificity. J. Biol. Chem.,248: 3582-3592.

Williamson, J. A.; R. A. Kleese; J. R. Snyder 1968. Electrophoretic

variation in esterases of three varieties of oats (Avena sativa)

! Nature, 220: 1134-1136.
F’/ Whitmore, D. H.; L. H. Bragg 1979. Isozymal differentiation between two
species of Prosopis. Biochem. Syst., Ecol., 7: 299-302.

Wright, D. A.; Ch. Shaw 1970. Time of expression of genes controlling specific
enzymes in Drosophila embryos. Biochem. Genet., 4: 385-394.

Yanofsky, C.; G. R. Drapeau; J. R. Guest; B. C. Carlton. 1967. The complete
amino-acid sequence of the tryptophan synthetase a protein (& -
subunit) and its colinear relationship with the genetic map of the

gene. Proc. Nat). Acad. Sci. USA., 57: 296-298.

Young, J. P. W.; R. K. Koehn; N. Arnheim 1979. Biochemical characterization
of '"LAP' a polymorphic aminopeptidase from the blue mussel, Mytilus
edulis. Biochem. Genet.,17: 305-323. oo

Zera, A. J. 1981. Extensive variation at the d&-glycerophosphate dehydro-

' genase locus in species of waterstriders (Gerridae, Hemiptera).

' Biochem. Genet., 19: 797-812.

Zouros, E. 1975. Electrophoretic variation in allozymes related to function
or structure? Nature, 254: 446-L448.

Zouros, E.; S. Tsakas; C. B. Krimbas. 1968. The genetics of Dacus oleae. I
The Genetics of two adult esterases. Genet. Res. Camb.,12: 1-9,

Zouros, E.; W. VanDelden; R. Odense; H. Van Dijk 1982. An esterase I
duplication in Drosophila: Differences in expression of duplicate

loci within and among related species. Biochem. Genet., 20: 929-942,






