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iNTRODUCClON

El concepto más ampliamente aceptado actualmente de la evolución,/

propone que ésta consistiría en la modificación del acervo genético de las

poblaciones (Dobzhansky, 1951).

En sus comienzos, la revolucionaria idea de la “evolución por se-/

lección natural" (Darwin, 1859) no pudo ser totalmente comprendida debido/

a que la genética aün no se habia desarrollado. Hendel (1866) estableció /

las bases de la herencia, pero debieron pasar muchosaños para que éstas//

fueran reconocidas. Posteriormente Morgan (1911), estudiando ia mosca de /

la fruta (Brosophila), pudo establecer el concepto de gen y demostrar por

pruebas genéticas de entrecruzamiento y recombinaclón que los genes se dis

ponian linealmente en los cromosomas. Por esa misma época Hardy (1908) y /

Welnberg (1908) establecieron las bases de la genética de poblaciones.

Asi, debieron pasar más de cincuenta años para que la Genética pu­

diera aportar las bases lógicas y la evidencia experimental para la teoria

de Darwln de la evolución por selección natural, que segün Suzuki gtrgl: /

(1981) podria resumirse en lineas generales en tres principios: l)El prin­

cipio de la variación: entre individuos de una población existe variación/

en morfologia, fisloiogia y comportamiento, 2) El principio de la herencia

la descendencia es más parecida a sus progenitores que a individuos no em­

parentados y 3) El principio de ia selección: Algunas formas son más exiql

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

te.

Unade las mayores dificultades para el estudio del proceso evolu­

tivo es la valoración de la variación genética oculta en las poblaciones /

naturales. El desarrollo de métodospara analizar dicha variación a nivel/



de locí precisos debió esperar ei avance de la biologia molecular.

Beadle y Tatum (1941), trabajando con'NeurosEora propusieron la hi­

pótesis de que un gen codificaba una enzima. Posteriormente la misma fue /

modificada estableciéndose que un cistrón codifica un poiipéptido (Benzer,

1955.1961). Con la introducción de éstos y otros conceptos nuevos, se com­

prendió que la evolución biológica consistiria en cambios de la información

genética de las poblaciones, la cual es llevada en la mayoria de los orga­

nismos por el ácido desoxirribonucleico (DNA)(Avery gt_ El, 19h4).

En 1958, Crick enunció la hipótesis de que el DNAdetermina la se­

cuencia de aminoácidos de un polipéptido y que dicha secuencia establece /

la estructura tnidimensional de la proteina. De esto se desprenden dos im­

portantes consecuencias: 1) Una secuencia lineal de nucleótidos (DNA)de-/

terminaría una secuencia de aminoácidos especifica. Esta relación está es­

pecificada en el código genético (Crick gt 31:, 1961; Nirenberg y Matthei,

1961). 2) Dadoque las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos serian /

colineales, un cambio mutacional_en una posición determinada de la secuen­

cia de nucleótidos daria lugar a un cambio en la correspondiente posición

de ia secuencia de aminoácidos.

Los experimentos de Yanofsky gt_al. (1967) realizados con la cade­

na polipeptidíca A_de la enzima triptofano sintetasa de E. coli fueron una

prueba contundente de la existencia de esta colinealidad. Este trabajo Jun

to a otros, principalmente los de Benzer (1955, 1959, 1961) que trabajó //

con el fago Th y una cepa K lisogénica de E. coli, permitieron comprender/

ia naturaleza del gen. Este seria una sección de DNAque contiene la info¿_

mación para la sintesis de una proteina. La unidad funcional que contiene/

la información para la sintesis de un polipéptido, corresponderia al cis-/

trón (Benzer, 1959. 1961).

Determinada la naturaleza del gen y establecida ia coiineaiidad en



tre las bases nucleotidicas del DNAy los aminoácidos de los polipéptidos,

se ldearon métodosde análisis indirectos que permiten analizar la varia-/

ción genética en las poblaciones, y estimar las divergencias evolutivas en

tre diferentes organismos a partir de las homologiasentre sus genes.

Evidentemente, dos Individuos presentarán mayor homologia entre //

sus genes cuanto más estrechamente relacionados se encuentren. Si bien es

muydificil poder estimar en forma directa la variación de los genes den-/

tro de ias poblaciones y ias homologias entre los genes de distintos orga­

nismos, usando el concepto de colinealldad entre las bases nucleotidicas y

los aminoácidos de los polipéptidos, se pueden estudiar las secuencias de

estos últimos en distintos individuos de una mismaespecie para ver si va­

rfan, estimando de esta forma las diferencias nucleotidicas existentes en­

tre los mismos. Este tipo de análisis, asi comola hibridación 1g vitïg_ /

(Hall y Spiegelman, i961) e in_sltg_ (Pardue y Gall, 1970) de ácidos nu-//

cieicos extraídos de distintos individuos y la electroforesis de isoenzl-/

mas (Hunter y Markert, 1957), han permitido realizar importantes estudios/

en el campode la genética de poblaciones, la evolución y la taxonomía, ya

que pueden utilizarse comocriterio de valoración de las homologfas a ni­

vel molecular.

El presente estudio se basó en una de estas técnicas, la electrofg

resis de isoenzimas, cuyas caracteristicas y alcances más importantes se /

discutirán ampliamentemás adelante.

Con el surgimiento de las técnicas mencionadas se puso de manifies

to la gran diversidad genética de las poblaciones, quedandoasi invalidado

el modelo clásico de Müller (1950) y Morton gt_al¿(1956), quienes conside­

raban que todos los individuos de una misma especie o raza serian homociqg

tas para la mayoria de sus ¿gil génicosy que una minoria de los ¿BELse-//

rian heterocigotas para aieios deletéreos que habrian surgido por mutación
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y que la selección normalizadora tenderia a eliminar o bien a mantener en/

frecuencias lo más bajas posible.

En contraposición con el modeloclásico de la estructura poblacio­

nal, se formuló entonces el modelo equilibrado (Wallace, 1958: ver Lewon-l

tin, 197ü, pág. 25) que propondria que ios individuos de una especie de rs

producción sexual y fecundación cruzada serian heterocigotas para una pro­

porción considerable de lggl_génicos. Parte de dicha variabilidad seria gg

nerada por mutación, que produce generalmente mutantes deletéreos a ios //

que se contrapone la selección natural. Sin embargo este modelo implica a­

demás que la mayor parte de ia variabilidad genética seria mantenida por /

diversas formas de selección equilibradora. Esta hipótesis, sin embargo, /

presentaba dificultades muyserias para explicar el hecho de que, sl los /

polimorfismos se mantienen por fuerzas selectivas muyfuertes, una gran //

proporción de ios individuos de las poblaciones eüarfamal adaptada y coní

tltuiria una lastre genético muydiffcil de tolerar.

Para salvar este problema, varios autores (King y Jukes, 1969; Ki­

mura, 1979, 1983; Kimura y Ohta, 1971; Nel, 1975; etc.) Propusieron que //

los cambios mutacionales a nivel molecular y una gran mayoria de los poll­

morfísmos encontrados en las poblaciones naturales serian neutros desde el

punto de vista adaptativo. Su destino en las poblaciones estaria determina

do por el azar y, por lo tanto, las poblaciones podrian acumular sin res-/

trlcción alguna, cantidades muyimportantes de variabilidad genética.

A partir de entonces, las teorias que consideran a la selección cg_

moel ünico proceso que rige ia evolución (Clásica y Equilibrada) suelen /

ser denominadasEanseleccionistas y la teoria que supone ia neutralidad de

ia mayoriade las variantes' genéticas, panneutraiista.

En la actualidad, la discusión entre los sotenedores de las teorias
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seleccionista y neutrallsta continüa Kimura (1983) propone una nueva ver

sión de la teoria neutralista en la que defiende la idea de que la selec-/

ción a nivel molecular actüa eliminando las variantes nuevas que surgen /

por mutación y que perjudican la funcionalidad de la molécula, pero, afeg

tando las regiones de la proteinas menossujetas a restricciones funciona­

les, se podrian fijar mutaciones neutras por deriva genética. Los polimor­

fismos proteicos, de acuerdo a esta hipótesis serian una fase de transi-//

ción de la evolución molecular, pero habiendo modificaciones ambientales,/

parte de los alelos antes neutros, podrian ser seleccionados.

ELECTROFORESIS DE ISOENZIMAS

Para poder estimar las divergencias evolutivas entre diferentes or

ganismos se deberia estudiar las homologias de sus genes, ya que es de su­

poner que dos individuos estarán más estrechamente relacionados cuanto ma­

yor homologia exista entre sus 1221. Debido a la imposibilidad de realizar

este tipo de estudios se han ideado otros métodos de análisis que, en for­

ma indirecta, permiten estudiar las divergencias entre poblaciones y espe­

cies. Dado que la expresión primaria de un gen es la formación de un poli­

péptido (Beadle y Tatum, 19h1; Benzer, 1955, 1961), el estudio de las enzl

mas daria una primera aproximación al estudio del gen.

Existen diferentes y variadas técnicas que posibilitan el análisis

de las proteinas, sean éstas enzimáticas o no. Una de las técnicas de más/

rápida y fácil aplicación, que permite poner en evidencia variaciones pro­

teicas individuales, es la electroforesis en un medio que actüa comosopo¿_

te y filtro comoser geles de almidón, poliacrilamida, etc.

En términos generales la electroforesis es la migración diferen-l/

cial de las proteinas en un campoeléctrico, donde la velocidad de despla­



zamiento de las particulas depende de la carga eléctrica neta, y de su ta­

maño y forma.

Un precursor de esta técnica ha sido Tíselius (1937), al cual le /

sucedieron muchosotros investigadores que mejoraron el método, desarro-//

llando la electroforesis de zona en gel de almidón (Smithies, 1955; Smi-//

thíes y Poulik, 1956; Poullk 1957) y en poliacrilamida (Raymondy Heintram

1959), utilizando posteriormente métodos de reacción histoquimlcos para lg

calizar las zonas de actividad enzimática directamente en el medio de so-/

porte (para una revisión más amplia ver Brewer y Sing,1970).

La combinaciónde la electroforesis y de la tinción especifica ha­

ce posible distinguir una enzima particular entre cientos que pueden estar

presentes en un estracto crudo. Asi se han podido detectar diferentes for­

mas moleculares de una enzima, derivadas de un mismo organismo y que cata­

lizan la misma reacción. A ellas se las ha denominado ISOENZIMAS,Markert/

y Müller (1959) y se dió el nombre de ALOZIMASa aquellas variantes isoen­

zimáticas especificadas por aledos del mismolocus (Prakash sï_gl., 1969).

Las diferentes bandas que aparecen en el gel luego de la tinción por méto­

dos histoquimicos recibieron el nombre de zimograma (Hunter y Markert, //

1957).

Ventajas ygdesventajas de la utilización de las isoenzimas para estudios /

poblacionalesJ taxonómicos y evolutivos.

Hubby y Lewontin (1966) y Lewontin y Hubby (1966) propusieron que/

el estudio de las movilidades electroforéticas de las enzimas y proteinas/

permitirfa profundizar en ciertos problemas evolutivos que, con las técni­

cas convencionales de análisis genéticos, resultaban muydificiles. Entre

ellos se pueden citar: a) reconocimiento y estimaciones directas de homocl
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gotas para diferentes aleios, asi comoios heterocigotas, sin recurrir a /

experimentos genéticos; b) detección de diferencias fenotfpicas causadas /

pOr sustitución alélica de un ünico iocus; c)distinción entre las sustitu­

ciones aiélicas de un lggg¿_y ia sustitución en otro 12325; d) estimación/

del polimorfismo y la variabilidad genética en poblaciones naturales. Con

estas informaciones se puedenrealizar estudios evolutivos y sistemáticos/

en diferentes taxones basados en ei análisis de diferencias génicas indivl

duales.

Otra ventaja importante de esta técnica es que ai detectar cambios/

mutacionaies que son acompañados por cambios en el estado de carga de la /

proteina, permite establecer una correlación entre la distancia mutacional

(o evolutiva) entre dos alelos y ia diferencia entre las velocidades de mL'

gración en el gel de las proteinas que ellos codifican (Marshall y Brown,/

1975).

Esta técnica además puede ser utilizada para determinar si ha ocu­

rrido variación en las frecuencias aiélicas a lo largo del tiempo de exis­

tencia de una especie en particular (Bergen 1971; Dobzhansky y Ayala 1973;

etc.), comotambién a lo largo de un gradiente geográfico y/o ambiental //

(Aliard st_gl¿1972; Ciegg y Aliard, 1972; Hamrick y Aliard, 19723 Koehn y/

Rasmussen, 1967; Koehn y Hitton, 1972; Koehngt_gl¿, 1980, a, b y c; Rick/

y Tamksiey, 1981; etc.). Asimismopermite realizar discriminaciones taxonó_

micas entre diferentes especies (Seiander Et_gl¿,197l; Bosbachy Hunster,/

1981; etc.) y entre especies gemelas (Ayalast_íl.,197k a, b.; etc.). Se /

utiliza esta técnica en análisis de variabilidad genética (Burdons¿_gl¿,/

1980; Tabachnick gt_¿l, 1982; Vello Jaaska, 1981; Zera, 1981; etc.) y tam­

bién en estudios ontogenétlcos y de regulación génica (Chao y Scandal ios,

1972; Hadacova, 197h; Meyerhof y Haley, 1975; Quail y Scandaiios, 1971; //

Scandaiios, 196h, 1965, 1969, 197h, 1979; Scandaiios y Espiritu, 1969; //
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Scandalios st_al:J972; Scandalios y Baum,1982; Torres y Hart, 1976; etc.).

A pesar de las grandes ventajas que parece presentar este método,/

existen fuentes de error inherentes a la técnica que deben ser tomados en/

cuenta en el análisis de los distintos problemas: a)La carga de una protel

na es sólo alterada cuando uno de sus aminoácidos es sustituido por otro /

de carga diferente. Comoya se sabe, 16 aminoácidos son neutros y solamen­

te cuatro están cargados, dos positivamente: arginlna y lisina, y dos negí

tivamente: ácido aspartico y ácido glutámico. Conociendo estos datos Shaw/

(1965) y Marshall y Brown (1975) estimaron que sólo 25 a 27 Z de los casos

de sustituciones elélicas de aminoácidosserán detectados electroforética­

mente. b)Por otra parte, el hecho que dos enzimas tengan la mismamovili­

dad electroforética no necesariamente implica que sean idénticas. En efec­

to, estudios que han permitido determinar ias secuencias de aminoácidos de

las proteinas (Boyergt_al¿, 1972), análisis mediante desnaturaiizacíón //

por calor de las mismas (Bernstein gt_gl¿, 1973; Singh gt_gl¿, 1976) y //

electroforesis en gel de poro variable (Johnson, 1976)sugleren que una sha

ple banda en un gel puede estar formada por más de una enzima. Por lo tan­

to, pruebas bioqufmicas adicionales son necesarias para determinar si alo­

zlmas con ia mismamovilidad, tienen diferente o igual secuencia de amino­

ácidos. Asi, la electroforesis en general, provee una subestimación de la

cantidad de diferencias genéticas.

Tambiénes importante recordar que ias “evidencias eiectroforéti-l

cas no dan ninguna información acerca del número de diferencias de aminoá­

cidos o etapas mutacionales que causan las diferencias en la movilidad de/

las .lSOenzimas. Unadiferencia en ia movilidad puede reflejar una simple/

sustitución nucleotfdica o numerososcambios en la secuencia nucleotidica.

Asi la electroforesis puede demostrar que dos taxones tienen distintas [qa

enzimas, pero no provee información acerca de la cantidad de diferencias.
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Por otra parte, dado que las enzimas participan intensamente en el

metabolismo de los Individuos y varian de acuerdo a sus necesidades, al //

realizar estudks hoenzlmátlcos,dlrigidos a resolver problemas evolutivos y

sistemáticos es muyimportante tomar ciertas precauciones para evitar dis­

torsiones en los resultados obtenidos. Durante el análisis es necesario en

tonces, tomar en cuenta ciertos factores comoser: a) la edad del indiviuo,

b) tejidos y órganos analizados y c) el ambiente en el cual el organismo /

se desarrolla,ya que se ha visto que todos estos factores alteran los pa-/

trones isoenzimáticos (Scandalios, 1969, 197h, 1979; McCowngt_gl.,l969; /

etc.).

Tambiénes necesario considerar el tamaño de la muestra a estudiar.

Dadoque existe un gran polimorfismo en poblaciones, tanto de animales co­

mo de plantas (Seiander __e__t__a.l_.,1971;Gottlieb.1977; Hamrlck.1579lmaráns¡s de

las isoenzimaspara el estudio de variaciones interespecificas requeriria/

de una muestra que abarque tanto cuanto sea posible la variabilidad exis-/

tente dentro de cada especie, a fin de no obtener una super o subestima-l

ción de las diferencias interespecificas. Sin embargo, se ha visto que en/

general ias poblaciones coespecificas son extremadamentesimilares genéti­

camente (Clegg y Ailard, 1972; Gottlieb, 1973 a,197ha; Babbel y Seiander,/

l97h; Rick y Fobber, 1975; Levy y Levin, 1975; etc.). Esto sugiere que las

evidencias electroforétlcas de una o unas pocas poblaciones muyfrecuente­

mente constituyen una muestra adecuada de las especies a comparar (Gottlkb,

1977). Comose puede apreciar, existen discrepancias con respecto al nümg

ro de poblacionesque hay que utilizar para obtener una muestra que sea re­

presentativa de la especie. En ültima instancia ésto dependerá de cada ca­

so particular, según la variabilidad lntraespecifica y el politipismo que

se observe.

Para no obtener una süper o subestimaclón de la variabilidad genétl
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ca en las poblaciones, hay que tener precaución en la elección de los sis­

temas ¡soenzímáticos. Gillespie y Kojíma (1968), tomando como base el tra­

bajo realizado con Drosophila, sugirieron que el grado de polimorfismo en

las enzimas varia según la función, siendo generalmente menor en las enzi­

mas que metabolizan la glucosa (Grupo I) que en las enzimas no especificas

(Grupo ii). Posteriormente Johnson (197h, 1979), estudiando en Drosophila/

la variación enzimática en términos de la utilización de los sustratos ¡n­

ternos frente a los externos, encontró un mayor nümero de alelos en los 151

El que codifican las enzimas del grupo ll.

Gillespie y Langley (197h), asi comoJohnson (197ü), definieron //

las enzimas del grupo I como“caracterizadas por un sustrato fisiológico /

singular que generalmente es generado y utilizado intracelularmente“, y //

las enzimas del grupo iI comoaquéllas “con sustratos fisiológicos múlti-/

pies que reflejan la diversidad ambiental". Estos autores sólo se limita-/

ron a estudiar las proteinas enzimáticas y clasificaron dentro del grupo i

a las proteinas estructurales, ribosómicas y reguladoras, junto con la ma­

yor parte de las enzimas implicadas en la biosintesis, el metabolismo in-/

termedio, la glucóiisis y el ciclo de ácido citrico. Estos autores creen /

' que la proporción real de genes en el genoma que codifican las enzimas del

grupo Il es pequeña y está desproporcionadamente representada en los estu­

dios de la variación proteica.

A partir de estos hechos, cuando se emprende un estudio de variabl

lidad genética, es necesario utilizar diferentes sistemas ¡soenzimáticos/

que cubran en gran medida el espectro metabólico.

Hace unos años la técnica electroforética fue usada ampliamente pa

ra resolver problemas sistemáticos y evolutivos en animales (Randerson, //

1965; Johnson y Selander, 1971; Selander gt_gl¿,197i; Lewontin, |97h; etc)
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En la actualidad esos estudios se han extendido al reino vegetal y hasurgi

do una gran cantidad de Interesantes publicaciones (Ver revisiones en: Go¿_

tiieb, 1977; Hamrickïfl, 1979 y Hamrick, 1979).

A pesar de las limitaciones aqui presentadas, la electroforesis de

enzimas asociadas a métodos histhlsfmicos constituye uno de los mejores /

instrumentos para estudios sobre la variación intra e ínterespecifíca, asi

comode las divergencias surgidas entre especies de un grupo a lo largo de

la evolución.

GENERO PROSOPIS

El género ProsoEis , pertenece a la familia Leguminosae, subfami-/

iia Mimosoideae y comprende alrededor de kh especies (Burkart, 1976). Su /

distribución abarca el 5.0. Asiático, Africa y, predominantemente, desde/

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

La mayoria de las especies del género son árboles o arbustos que//

presentan fecundación cruzada obligada (Simpson, 1977; Simpson y Solbrig,/

1977) y protoginia (Burkart,1976).

La polinización de las mismas se realizaria principalmente por mee

dio de insectos y el polen no se desplazaria grandes distancias. Asï, se /

ha observado que árboles aislados unos cientos de metros (500-600 m.) pre

sentan poca o ninguna fructificación (com. pers. R. A. Palacios).

Las vainas de ProsoEis han demostrado ser uno de los alimentos más

antiguos utilizados por el hombre prenhïórico en el Nuevo Mundoya que re­

PreSGntanuna fuente de carbohidratos y de proteinas en los desiertos de /

Norte y Sud América.

Con las vainas recogidas de ProsoEis en Hawaii, Argentina, Perü y
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Chile se puede mantener ganado, pues es posible almacenarla;para utilizar­

lascon posterioridad, Se ha visto que estas vainas presentan un valor ali­

menticio semejante al de la cebada o el maiz (Habít gt_gl¿,1981), poseyen­

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

Su madera se utiliza comoleña o carbón, sus frutos para la alimql

tación humanay sus primeros brotes como sustancias medícamentosas, siendo

minimo el insumo energético necesario para su explotación (Felker y BanduL

Sk'. 1979).

P. nígra exuda una sustancia que podria usarse en reemplazo de la

gomaarábiga (Habit gt_gl¿, 1981). Las raices de los algarrobos son tam-//

bién utilizadas para obtener tinturas para teñir lana, algodón y seda (Ha­

bit ¿11, 1981).

Las distintas especies de Prosopis se encuentran en lugares muy/

secos, donde dificilmente pueden sobrevivir otras plantas (250 mm.a 75 mm

anuales de lluvia); pueden tolerar y afin crecer con rapidez en suelos are­

nosos o salinos. Soportan fácilmente largos periodos de sequia, producien­

do igualmente gran cantidad de vainas. Ecológicamente las vainas son impo:_

tantes para la propagación endozoica, ya que las semillas germinan libre-/

mente después de pasar por el tracto digestivo de los animales, que comen/

ávidamente dichos frutos. Otro hecho importante es que el pasaje por el //

tracto digestivo también beneficia la germinación de las semillas, ya que/

mata las larvas de Brucnidae (Insecta, Coleóptera) que destruyen las semi­

llas y que siempre están presentes en los frutos de ProsoEis. Estas legum­

bres nutritívas con semillas que son resistentes a los Jugos gástricos de/

los animales herviboros representan una gran adaptación para su sobrev¡-/

vencia y dispersión (Hauman, 19h7 a, b; Morello, 1951; Humphrey, 1958). /

Las especies de Prosopis han comenzadoa ser usadas en muchas partes del/

mundoen planes de agroforestación (Huxley, 1983), asi como para recuperar
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zonas áridas ( Campbell, 1929; Leakey y Last, 1980) pues permiten: contro­

lar el viento; estabilizar dunas impidiendo sus progresos hacia áreas de /

agricultura; controlar la erosión por el agua; incrementar el suministro /

de agua, permitiendo una mejor percolaclón de la misma; etc. En nuestro //

pais, hasta el momento, Se han usado en la mayoria de los casos otras espe

cies, muchas de ellas introducidas, para lograr los mismofines. Sin embaL

go las especies de ProsoEls tienen un gran potencial económico y ecológi­

co y su mayor conocimiento tal vez permita que en poco tiempo sean recuL

so aprovechable.

La taxonomia del género Prosopis presenta un problemaharto difi-/

cil. Desde el año 1875, Benthamy otros autores ( Burkart, 1937, lShO, //

1952, 1976; Johnston, 1362; etc) han vertido opiniones controvertidas acer

ca de las subdivislones realizadas en este complejo. Recién en el año 1976

Burkart publicó su monografia sobre éste género, realizando un estudio prg

fundo de las diferencias morfológicas de las especies y proponiendo una //

nueva clasificación para el mismo.

La principal causa de discrepancias en la clasificación basada en/

la morfologia reside en que algunas especies diploides, pertenecientes a /

la Sección Algarobia, son simpátridas en la región fitogeográfica Chaqueña

(Nordeste de Argentina y Paraguay) y es frecuente entre ellas la hibrida-/

ción e ¡ntrogresl6n, creándose asi nuevos fenotipos que dificultan la de-/

terminación morfológica. Estos hibridos, en su mayoria fértiles, podrian /

ser una posible fuente de variación genética ya que permitirían producir /

nuevos genotipos que podrian capacitar a las especies para ocupar diferen­

tes hábltats. Además,se han descripto ecotipos morfológicos en P. ruscifo

lla (Morello si al¿J1971; Morello y Adamoli, 197h; Palacios y Bravo, 197“)

P.glandulosa, P.laevigata y P.¡uliflora (Peacock y McMíllan, 1965). De es­

tas especies, P.glandulosa y P.ruscifol¡a son colonizadores e invasoras en
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terrenos modificados por el hombre. La última de elias tiene una amplia dis-l/

tribución en nuestro pais y causa estragos en la zona fitogeográflca chaqueña/

(Rodriguez Rebollar, 19ü7; Morello, 1970; Gómezgt_gl., 1973). EStO se debe a

que sus hojas contienen sustancias que, de acuerdo cm la concentración son ca­

paces de inhibir o retardar la germinación de semillas de otras plantas tales/

como lechuga, alfalfa, tomate y alpiste (Souto y Eilberg, 1972) y que sus es­

pinas, de gran tamaño, producen daños al ganado.

Existen, dentro de esta Sección, especies muycontrovertidas como

P.vlnailllo que se considera originada a partir de la hibridación entra E¿Elgi

var. 23229 y P.ruscïfoiia (Burkart, 1976). Su morfologia es generalmente inteL

media entre la de sus posibles progenitores, y los estudios meióticos no mos-/

traron diferencias significativas en el númerode bivaientes por célula y de /

quiasmas por bivalente entre las especies parantales y el presunto hibrido ///

(Hunzlkergt 31., 1975), siendo la fertilidad de éste casi normal.

A pesar de existir una gran variación morfológica intra e interespeci­

fica debida a la gran cantidad de formas Intermedias, dentro de la Sección Al­

garobia se encuentra una considerable uniformidad para otros caracteres. Por /

ejemplo, el número cromosómlcoen las especies diploides es 2n=28 (Hunzlker.g¿

31., 1975, i977), Burghardt y Palacios (198i, 198hlyBurghardt 0982) encontra-/

ron una gran similitud proteica al estudiar mediante electroforesis ias semi-l

llas de especies de Prosopi . Estos autores también compararon dos resultados/

de estudios basados en un gran muestreo de árboles, con otros basados en semi

llas de unos 5 a 10 árboles por especie, siendo los resultados obtenidos nota­

.blemente semejantes. Estudios cromatográflcos (Palacios y Bravo, 198i; Naranjo

ES El., 198h), mostraron similitudes más altas que las esperadas para especies

diferentes. Hechossemejantes se encontraronal estudiar los aceites de /

semillas de especies de este género. (Madrlñan Polo t al. /
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1976).

No se han encontrado por lo tanto marcadores quimicos que no sean /

compartidos por dos o más especies y que permitan reconocer inequivocamente

a una entidad de otra.

En la Sección Strombocarpa, también existen problemas taxonómicos./

Las especies P.reptans y P.strombulifera pertenecientes a la mismadifieren

de las de la Secc. Algarobia por ser alopátridas (la primera se encuentra /

en el centro y la segunda en el Oeste Argentino) y ser muy semejantes morfg

lógicamente. Entre estas especies existen algunos individuos hibridos en zg

nas de contacto. En base a observaciones morfológicas (Burkart, 1976) y cro_

matográflcas (Carman, 1973) se sugiere que tal vez estas entidades sean “ví

riedades” de una misma especie.

'El género es considerado. bastante primitivo dentro de las Mimosoí­

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

P.africana , que es una de las especies menosespecializadas(Burkart, 1976i

De acuerdo con la teoria de la deriva continental, Africa y América/

estaban unidas hasta el periodo Cretácico-comienzos del Terciario, época en

la cual estas especies podrian haberse originado a partir de un antecesor/

común. Por otra parte, debido a la distribución actual de Prosopis, no se /

puede excluir la posibilidad de una flora desértica primitiva comüna ambas

Américas la cual posteriormente se dividió en dos centros: el Mejicano-Teia

no y el Argentino-Paraguayo-Chileno, donde se encuentra la mayoria de las /

especies (Burkart, 1976). En la Argentina se encuentra un centro de polimoL

fismo morfológico y existe un importante nümerode especies, una528 en to-/

tal, de las cuales 13 son endémicas.

A pesar de toda la información ya obtenida sobre las eSpecies dei //

complejo ProsoEis, su sistemática continúa siendo discutida, y existen es-/
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casos estudios que cuantifiquen el grado de divergencia evolutiva y varia

bilidad genética de las mismas. En los últimos años, el surgimiento de nue­

vas técnicas moleculares ha abierto grandes posibilidades para el estudio/

de dichos aspectos. Unade estas técnicas, la electroforesis de isoenzimas,

ha sido ya aplicada a algunas especies del género Prosopls (Solbrig y Bawa,

1975; Whitmore y Bragg, 1979; Saidman, 1981, 1983, 198h; Saidman y Naranjo,

1982) y está constituyendo un valioso instrumento de trabajo en la resolu-/

ción de problemas taxonómicos y evolutivos.
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OBJETlVOS DEL TRABAJO

Dadas las particulares cualidades que presentan las especies de 2:2

sopla, seria de gran interés desarrollar un programade cruzamientcscontro­

ladoscon el objeto de explotar eficientemente caracteres heredables benefi­

ciosos. Noobstante, esto constituye un proyecto a largo plazo. En la ac-/

tualidad se podrianobtener resultados considerablemente positivos mediante/

una mayor examinación y uso de la variación ya existente en las poblaciones

naturales de las distintas especies. Para poder analizar y caracterizar es­

ta variación es necesario entender la biologia de las especies de este géng

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

Con el objeto de ampliar los conocimientos que hasta el momentose/

tienen sobre éste género y aportar información acerca de la variabilidad /

genética y las cuestionadas relaciones filogenétlcas de sus especies, se es

tudió la variación alozimlca de siete sistemas isoenzimáticos: Alcohol Beni

drogenasa, Glutamato Oxalacetato Transaminasa, 6- Fosfogluconato Dehidrogs

nasa, Aminopeptidasa, Superóxido Dismutasa, Peroxidasa y Esterasa, en pobií

ciones de especies pertenecientes a dos Secciones:

Sección Algarobia, Serie Rusclfoliae: P.ruscifolía.

P.hassleri.

1

Serie Chilensls: f¿gjg:g¿

P.caldenia.

P.flexuosa.

P.alEataco.

Sección Strombocarpa, Serie Strombocarpae: P.reptans.

P.strombulifera
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En elias se analizó: a)El númeroy frecuencia de aielos de cada [2:

Egg. b)Ei grado de polimorfismo en las poblaciones c)Las difa rencias y /{

similitudes existentes entre especies, cuantificadas mediante la estimación

de las distancias e identidades genéticas. En base a estos resultados se //

discutió el grado de diferenciación y la variabilidad genética de dichas en

tidades. Se estudiaron también presuntos hibridos interespecificos o deriyg

dos hibridos de la Secc. Alqarobia, con el objeto de: i)utilizar los marca­

dores, aiozfmicos propios de cada especie en la identificación certera de /

los mismos; ii)observar los diferentes fenotipos iscenzimáticos correspon-/

dientes a segregantes para determinar la hipótesis más probable del mecanií

no genético involucrado en la producción de lsoenzimas. Se comparó además /

el grado de polimorflsmo de cada sistema isoenzímático en Prosopis con aquÉ

llos hallados por otros autores en otros organismos, tratando de aportar dí

tos que permitan ampliar el conocimiento que se tiene acerca de la relación

entre el grado de polimorflsmo que presentan las enzimas segün ia función /

que cumplenlas diferentes rutas metabólicas y la estrategia adaptativa de/

las especies.
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MATERIALES Y METODOS

En ia Tabla l, se registran las especies estudiadas, el nümerode /

coleccción, las iniciales del colector de la muestra, localidad, cantidad /

de semillas estudiadas y sistemas enzimáticos analizados en ias diferentes/

muestras poblacionales. En la Fig. l se indican los sitios de colección de/

los materiales.

El Ing. Agr. R.A. Palacios y la Dra. L. Bravo (1981), determinaron/

por caracteristicas morfológicas y cromatográficas el material de P.rusclfo

lia de Chaco y Formosa y Departamento de Copo (Santiago del Estero), P.alba

(Formosa), P.hassieri (Formosa) y P.v¡nalillo (Chaco y Formosa). Los ejem-/

plares de P.n¡gra de Sgo. del Estero y P.ruscifolia dei-Dpto. de Avellaneda

(Sga. del Estero) fueron identificados morfológicamente por el Ing. R.A. FE

lacios.

El Lic. C.A. Naranjo, ia Dra. L. Poggio y la Lic. S. Enus Zeiger //

(198h), realizaron la determinación sistemática, utilizando datos morfológl

cos y cromatográficos de los ejemplares de P.nígra de la población de En-l

tre Rios.

Ei material coleccionado en La Pampa (P.flexuosaJ P.alpataco y P.cá

denJa), fue determinado en el campo por ios IngenierOS» P.Steibel y H.Troi

ani, y posteriormente, la identificación de estos individuos fue confirmada

utilizando datos morfológicos y cromatográficos por el Lic. C.A.Naranjo y /

.úa Lic. S.Enus Zeiger (1983).

Los ejemplares de P.Strombulifera de Catamarca, P.strombulífera de/

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

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

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



Tabla1:Procedenciadelosejemplares,nümerodesemillasestudiadasysistemasenzimátícosanaliiadosen ESPECIE

cadamuestra.

COLECTOR‘N2COLECC.

P.ruscifoZia Grisebach

0.0.0.0.0.0.0.0.
< < <:<:<5<:< <«10:11:11::

D-D..D.O:D.D.O.D.
< <'<«< <'< <:<
0110511110:

J­

307 313 321 332 335 #78 550 55h 526 527 530 531 533 534 536 538

7‘:

LOCALIDAD

;*_.,..

Cant.deSistemasenznmaticosanalizados semillas

Formosa: Depto.Patiño (EstanciaLaPrimavera)
Chaco: Depto.Güemes. RutaNacionalN°95 SantíaodelEstero Depto.Copo,Monte Quemado

encadamuestra

J.n

EST-GOT-ÁDH-AHP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-ó-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AHP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-ADH-6-PGD-SOD EST-ADH-G-PGD-SOD EST-ADH-6-PGD-SOD EST-ADH-ó-PGD-SOD EST-ADH-6-PGD-SOD EST-ADH-6-PGD-SOD EST-ADH-6-PGD-SOD EST"ADH-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-G-PGD-SOD EST-GOT-ADH-ó-PGD-SOD EST-GOT-ADH-ó-PGD-SOD EST-GOT-ADH-G-PGD-SOD EST-GOT-ADH-6-PGD-SOD

(CONTINUA)
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Tabla1.CONTINUACION

á nCant.dékSistemasenzímátícosanalízados*

ESPECIECOLECTORN°COLECC.LOCALIDADsemillasencadamuestra p_pusc¿fb1¿aDpto.Avellaneda

Herrera

1h617EST-GOT-ADH-AMP-PRX-ó-PGD-SOD1u717EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD1h8¡7EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SODlh917EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD¡so17EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD15117EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD15217EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD15317EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SODISA17EST-GOT-ADH-AMP-PRx-6-PGD-SOD155¡7EST-GOT-ADH-AMP-PRX-ó-PGD-SOD15618EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD157¡8EST-GOT-ADH—AMP-PRX-6-PGD-SOD¡5818EST-GOT-ADH-AMP-PRx-ó-PGD-SOO15918EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD16018EST-GOT-ADH-AMP-PRX-ó-PGD-SOD16118EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6—PGD-SOD16218EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD16318EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD—SOD16h18EST-GOT-ADH-AHP-PRX-G-PGD-SOD165¡8EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD

J.

OOOCOOOOOOOOOOOOOOOO
mmmmmmwwmmmmwmmmmmmm

.mmmmcnmmmcnmmcn'mcnmmmmmm

P.aZba GrísebachFormosa:

Dpto.Patiño (EstanciaLaPrimavera)

RAP.315 .soEST-GOT-ADH-AMP-PRX-ó-PGD-SODRAP.31743EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SODR.A.P.323#2EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SODRAP.329Q3EST-GOT‘ADH-AMP-PRX-G-PGD-SODRAP.33osoEST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD(CONTINUA)
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TablaI.CONTINUACION
J_—_-—

¿¿Cant.de*.Sístemasenzimáticosanalizados*

ESPECIE_COLECTOR"N°COLECCÏLOCALIDADSemillasencadamuestra P.aZba

RP.#8829EST-GOT-ADH-AMP-PRx-ó-PGD-SODR..P.hóh#3EST-GOT-ADH-AMP-PRx-6-PGD-SOD

P.hassZeriFormosa: HarmsDpto.Patiño,

(EstanciaLaPrimavera)

311khEST-GOT-ADH-AMP-PRX-ó-PGD-SOD316khEST-GOT-ADH-AHP-PRX-6-PGD-SOD320#3EST-GOT-ADH-AMP-PRX-G-PGD-SOD32250EST-GOT-ADH-AMP-PRXaó-PGD—SOD32550EST-GOT-ADH-AMPHPRX-6-PGD-SOD327#7EST-GOT-ADH-AMPHPRXLG-PGD-SODA6211EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD48011EST-GOT-ADH-AMP-PRX46-PGD-SOD

m a a.nZa.a.m a<<<<<<<<
o

o

m m x m:aíau¿ é

P.nigraSantíaodelEstero:GrisebachDpto.LaBanda.

DiqueLosQuiroga

.139#2EST-GOT-ADH—AMP-PRXv6-PGD_SOD.1hoA3EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD.1h}50EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD

IhZ50EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD—SOD

.1h330EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD

lhh33EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD

.1h532EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD

EntreRïos: Dpto.Paraná ParqueSan‘Martín

c.A.N.353E3EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD

(CONTINUA)

mmmmmmm
OOCOOCC
montadame
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.Tabla1.CONTINUACION

¿fiCant.de*'Sístemasenzímátícosanalízadosú

.ESPECIECOLECTOR"N°COLECCZLOCALIDADsemillas'encadamuestra
P.nigraC.A.N.359A3EST-GOT-ADH-AMP-PRX-ó-PGD-SOD

C.A.N.#3120EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SODC.A.N.#3227EST-GOT-ADH-AMP-PRX-ó-PGD-SODC.A.N.43h56EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SODC.A.N.A3555EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SODC.A.N.M38S6EST-GOT-ADH-AMP-PRX-G-PGD-SOD

P.caldeniaLaPamEa:BurkartSantaRosa.Escue­

laAgrotécníca

SEZ-BOS‘11830EST-GOT-ADH-AMP-PRx-ó-PGD-SOD
SEZ-BOS11928EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SODSEZ-BOS12025EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SODSEZ-BOS12129EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SODSEZ-BOS12329EST-GOT-ADH-AMP-PRX-ó-PGD-SODSEZ-BOS12%27EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SODSEZ-BOS12532EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SODSEZ-BOS12620EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD

Dpto.Utracan Chacharramendí

SEZ-BOS10h29GOT SEZ-BOS11529GOT SEZ-BOS11629GOT SEZ-BOS117#3GOT

P.flemuosaDeCandolleSEZ-BOS10029GOT

SEZ-BOS10335GOT SEZ-BOS10532GOT SEZ-BOS1061hGOT SEZ-BOS1071hGOT

(CONTTHUA)
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Tabla1.CONTINUACION
J—_ _ESPECIE P.fZezuosa P.aZpatacoPhilippí

P.vinaZiZZoStuckert

úá

.COLECTOR.N°COLECC.

SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS

127 128 129 131 132 133 135 136 101 102 108 109 111 112 170 171 172 #93 500 #83

LOCALIDAD
Dpto.Cura-C6 SalarLaAmarga Dpto.Utracán Chacharramendí

Chaco: DptgafiüemesRutaNacionalN°95 Formosa: Depto.Pátiño (EstanciaLaPrimavera)

Cant.de" semillas

y:

.Sistemasenzímáticosanalizados

encadamuestra

EST-GOT-ADH-AMP-PRX-G-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AHP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-ó-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-ó-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-G-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-ó-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-G-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGDfSOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-64PGD-SOD

GOT. GOT GOT-ADH GOT-ADH GOT-ADH

(CONTINUA)

L
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Tabla1.Continuación ESPEC|E
P.reptansBentham

B.0.S.

P.strombuliféra
Bentham

afina P.alba

8.0.5.

COLECTORn'N°COLECCÏ

166

(represen tativode c.a.100
individuos)

19

(representativod; c.a.30
individuos)

9563

(represen tativode variosin dividuosÏ

167

‘LOCALlDAD

SantiaodelEstero: Dpto.Avellaneda Herrera.

RioNegro:Dpto.Conesa Gral.Conesa
Catamarca: Dpto.deTinogasta3km.alS.deCopacabana SantiaodelEstero: Dpto.LaBanda DiqueLosQuiroga

'Semilias

i“l.

u

Cant.de"Sistemasenzimátícosanalizados;

éncadamuestra

ZHOEST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD

2k0EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD

ZHOEST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD

20EST-GOT-ADH-AMP-PRX-G-PGD-SOD

(CONTINUA)
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Jablal.Continuación ESPECIECOLECTOR*
afína P.alba

.o.s. .o.s.

P.aZbax P.f1exuosa P.fZexuosax P.alpataco

SEZ-BOS SEZ-BOS SEZ-BOS

afïna P.hassleri

R.A.P.

P.ruscifbliax P.hassZeri P.hasslerix P.aZba

N°c0LEccï

168 169
#219

110 113 11h 316 326 A73 311

LOCALIDAD
Catamarca Dpto.Andalgalá Andalgalá ME:Dpto.Utracán Chacharramendi Formosa: Dpto.Patiño RutaNacionalN°95

ú...,..

Cant.deSIstemasenznmatlcosanalnzados* 'semíllas

20 20 50 20 20 20 20 20 20

encadamuestra

EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGDSOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-G-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD

(CONTINUA)
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'Tablal.Continuación

Ja

fi*Cant.de"Sistemasenzimáticosanalizados*

.ESPECIECOLECTOR-N°COLECC.tOCALIDADsemillasencadamuestra

P.haésZerix Palba­

' EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD

EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD EST-GOT-ADH-AMP-PRX-6-PGD-SOD

RAP.312—20R.A.P.31820 RAP.sinN?20

P.nigrax P.hassleri

R.A.P.31920EST-GOT'AMP?RX'PRX*6'PGD'SOD

*Referencias:J.H.H.:JuanH.Hunziker;C.A.N.:CarlosA.Naranjo;R.A.P.:RamónA.Palacios;S.E.Z.:Silvia

E.Zeiger;ADE:AliciaD.Burghardt;0.T.S.:OttoT.Solbríg;B.0.S.:Beatriz0.Saidman.EST:Esterasa;GOT:Glutamatooxalacetabotransaminasa;ADH:Alcoholdehidrogenasa;AMP:Ami­ nopeptídasa;PRX:Peroxidasa;6-PGD:6-Fosfogluconatodehidrogenasa;SOD:Superóxidodísmutasa N°Colecc.:Númerodecolección Cant.desemillas:Cantidaddesemillasestudiadas.

NOTA:Alolargodeltextoyenlastablascorrespondientes,laslocalidadesdecolecciónindicadasenlafigura l sedenominarondelasiguientemanera:EspeciesdelaSecciónAlgarobia:A)Copo;B)Avellaneda;C)Santiago delEstero;D)SantaRosa;E)Chacharramendi;F)Cura-C6;G)Formosa;H)EntreRios;I)Chaco. ParalasespeciesdelaSecciónStrombocarpalosnombresusadosfueron:B)SantiagodelEstero;J)Catamarcay L)RioNegro.

- 29 ­
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Figura l. Localidades donde se coleccionaron las poblaciones de especies
de Prosopis.
A) Santiago del Estero: Dpto. Copo, Monte Quemado.
B) Santiago del Estero: Dpto. Avellaneda, Herrera.
C) Santiago del Estero: Dpto. La Banda, Dique Los Quiroga.
D) La Pampa: Santa Rosa, Escuela Agrotécníca.
E) La Pampa: Dpto. Utracán, Chacharramendi.
F) La Pampa: Dpto. Cura-C6, Salar La Amarga.
G) Formosa: Dpto Patiño, Estancia La Primavera.
H) Entre Rios: Dpto. Paraná, Parque San Martin.
I) Chaco: Dpto. Guemes, Ruta Nacional N2 95.
J) Catamarca: Dpto.Tinogasta, 3 km. al sur de Copacabana.
K) Catamarca: Dpto. Andalgalá, Andalgalá.
L) Rio Negro: Dpto. Conesa, Gral. Conesa.
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la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Buenos Aires (BAFC),a excep-/

ción del N° 4219 que se encuentra en el Gray Herbarium (GH), Harvard UniveL

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

Colección y conservación del material.

Los arbustos se encuentran en las diferentes localidades formando/

en muchos casos montes impenetrables que se extienden cientos de kilómetros.

Dado que el polen no se desplaza grandes distancias y que se cree que la mi

yoria de las especies de la Secc. Algarobía son de fecundación cruzada obll

gada (Ver Página ¡3 ), los frutos fueron coleccionados de árboles seleccig

nados dentro de áreas de por lo menos 100 ha. y separados unos de otros //

unos 500 a 600 m. de modoque pudieran considerarse aislados entre si. Los/

árboles de origen hibrido fueron coleccionados en zonas periféricas, donde/

las especies puras se solapaban, y suficientemente alejadas de donde fueron

coleccionados los árboles que no mostraban indicios de hibridación.

Por lo tanto, a pesar de que el númerode árboles de algunas pobla­

ciones muestreadas no es abundante, dadas las caracteristicas reproductiva

y de distribución se considera que las muestras obtenidas son representati­

vas de las poblaciones estudiadas.

Se coleccionaron SOa 100 vainas de cada árbol. Ellas fueron puestas

en el congelador (-20°C) durante 72 horas para matar asi 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 cámara //

fria a h°C o a temperatura ambiente con naftalina para evitar el ataque por

polillas (modificado de Felker, 1983).

La conservación de las semillas en la cámara fria tiene la ventaja /

de evitar la pérdida de viabilidad de las mismas por muchos años.
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\w0btenclón de lasxsemillasgy¡métodosde germinación

Las vainas fueron trituradas en una licuadora regulando manualmente/l

la velocidad y el tiempo; para evitar que este tratamiento pudiera dañar las

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

Los artejos fueron pasados por un slstema de 3 cribas con diferente//

malla para separarlos de los restos delas vainas. Finalmente aquéllos se guaLi,
daron en sobresde papel a h°C en frascos con sillca gel.

Las semillas fueron extraidas de los artejos en el momentode su uso,

partiendo los mismomediante un alicate.

Para que se produzca la germinación es necesario efectuar un desgaste

de la cuticula para facilitar asï el intercambio de gases y la penetración /

de agua. Esto se realizó por dos métodos: cuando las semillas eran grandes,/

simplemente se las escarificaba liJándolas, pero cuando eran muypequeñas se

las colocaba 1 1/2 minutos en ácido sulfúrico, lavándolas luego profusamente/

con agua corriente.

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

fueron colocadas en cajas de Petri que contenían una capa de algodón muy fina

.embebido en agua y por encima de la misma un papel de filtro. Se las dejaba /

luego con luz continua durante un minimo de 16 hs., a 30°C. Luego de ese pe-/

riodo se verificó la aparición del hipocótilo.

k«8leooión'dexlos-sistemas lsoenzlmáticos

Cuandose realizó el plan de investigación, se consideró estudiar di­

ferentes sistemas isoenzimátlcos. Ellos fueron: fosfoglucomutasa, fosfogluco­

isomerasa, malato dehidrogenasa, fosfatasas ácida y alcalina, catalasa, 6-foi

‘T' fogluconatodehidrogenasa,peroxidasa, esterasa, alcohol dehl-l/
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drogenasa, superóxido dismutasa, aminopeptidasa y glutamato oxalacetato ///

transaminasa. Para todos estos sistemas se utilizó una gran diversidad de /

condiciones tratando de lograr una buena nitidez de las bandas. Se usaron/l

diferentes tamponespara la obtención de los extractos, para la preparación

de los geles y para las cubas de corrida electroforética; diferentes siste­

mas de reyelado para ias diferentes isoenzlmas, e inclusive se efectuaron /

prelncubacíones para cambiar el pHdel sistema del revelado. Asi, se esco-/

gieron los métodos que dieron los mejores resultados, y se descartaron aquÉ

llos que daban bandas difusas.

Luegode las pruebas iniciales se decidió no utilizar los sistemas/

fosfogiucomutasa, fosfoglucoisomerasa, malato dehidrogenasa, catalasa y fos

fatasas ácida y alcalina. Las tres primeras por ser excesivamente costosas/

y las tres últimas por no obtener bandas con buena resolución.

La elección de los tampones se realizó siempre usando P.ruscifolia/

(Formosa), y generalmente se obtenia el mismopoder de resolución de las //

bandas en las demás especies. Solamente las peroxidasas presentaban varia-/

ción en su nitidez ai analizar distintas especies.

Electroforesís

Se estudió un total de alrededor de k.900 individuos. En todas las /

especies se analizaron las semillas 2h hs. después de iniciada la germina­

ción y ios cotiiedones epicótilos e hipocótiios de plántulas de distintas /

edades. En algunos casos se analizaron también las primeras hojas adultas./

Dadoque para diferentes sistemas isoenzimáticos era necesario utilizar dis

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

no podia ser usado para más de un sistema isoenzimátíco.

La técnica utilizada fue electroforesis horizontal en geles de almi­
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dón y de políacrllamida.

I)Preparacíón de losggeleS'de poliacrtlamida.

Se utilizaron geles al 5 2 y a1 7 Z. Los primeros fueron preparados

de la siguiente manera:

Tampón . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .... . . . . . . . . . . . . . . . .. 105 m1.

Cyanogum#1 . . . . . . . . . . . ............. . . . . . . . . . . .. 5.35 9.

UEMED)dIamIna de N,N,N,N'­

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

(AP)Persulfato de amonío(102) ................ 0.8 m1.

Los geles al 7 Z se prepararon usando:

Tampón........... . . . . . . ......................... 105 ml.
Cyanogum#1..................................... 7.35 9­

(TEHED)dlamina de N,N,N,N'­

Tetrametíletlleno ............... . . . . ... . . . . . . . .. 0.1h ml.

(AP) Perdulfato de Amonío . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .- 0.90 ml.

Los tampones utilizados varlaron segün el sistema Isoenzlmátlco ana

llzado:

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

TampónTrís-Cltrato pH 7.h:
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O||l|l‘il\\l||\\||l|¡|l|i|li.|
TrIs(Hídroxímetll)aam¡nometano.............

‘OOÍÍCÍCIC.ICOCU.l.‘l0..!..|.|l‘.0ll9...

B) AMINOPEPTIDASA (AMP)

1.537 g.

3.683 g.

Z 000 ml.

Tampones A y B (Scandallo; 1969 modificado) pH 7.k (0.2 M) en una /

proporción 1Az98(S.Cava|lI, com. pers.).

*TampónA (Borato de thío pH 7.4):

Hidróxídode thlo .....

Acido Bórlco anhidro ... .0...lllll'0.l0l|00
ono-lucioInc-oooloutinlouoloalu

*Tamp6nB (TrIs-Cltrato pH 7.h):

Acido Cftrlco anhidro .... . . . . . . . . . . . . . . . ..

Agua .....' . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..

C) GLUTAHATO OXALACETATO TRANSAHINASA (GOT)

0.h79 9.

13.602 g

1 000 ml.

5.510 g.

2.593 9o

1 000 m1.

¿Tampones A y B Scandallos (1969) pH 8.3 (0.2M) en una proporciónl/

1A:SB.

*Tamp6nA (Borato de Litio pH 8.3):
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HídróXidode .¡ggg¡qq.¡q|¡0|i|¡|\€i g‘
AcidoBóricoAnhidro.................... 11.390 9o

Clo..00...¡Ileana-¡outsounlicnino... m].

*TampónB (Tris-Citrato pH 8.3):

OOICOOlOCIÍ.0...IIOIIOCÍÜOOQIIUCCCOI. g.

AcidoCitrlco anhidro.................... 1.600 g.

OIIOIIIUOICOCIIOOIIIIlllillúlitlllina

Unavez preparada la solución correspondiente al sistema a analizar/

se volcaba en una cubeta de vidrio con las siguientes dimensiones: 5 cm. de

ancho por 17 cm. de largo y 0.2 cm. de espesor. Esta se cubrfa con una pla­

ca de vidrio y se mantenia el sistema a temperatura ambiente durante 20 mí­

nutos para permitir la polimerización. Luegode este tiempo se transferia a

una heladera a h°C y se la mantenia en ella durante 2 hs.

ll) Preparación de los geles de almidón

Se utiiízaron geles de almidón al 13 2. Los geles fueron preparados

de la siguiente manera:

Almidón(Connaought)........................ 15.600 g.

coloco.¡con¡o¡coohonulooooolOvinooolcn m1.

Los tampones utilizados varían segün el sistema isoenzimático anaLL

zado:
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A) ALCOHOL DEHIDROGENASA (ADH)

*Tampón: Trís-Cftrico pH 7.(Shaw y Prasad, i910)

Triste.¡ouooocoonooooollucnloooccoooooooll g!

cftrlcoloooo¡lla-oloo-ooalilnoctoooo go

Aguaonnunaouoooloooconoloolol¡looiatoolloo m1.

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

1970).

B) 6-FOSFOGLUCONATO DEHIDROGENASA (6-PGD)

*Tampón: Dehidrogenasa pH 9 (Schaal y Anderson, 197h)

Trís.......illll.OCOOOIIUQÍOOOÍOCOOCOIIIO gl

AcidoBórico............................ 1.080 g.

.ÍOICICCÍÓOUÜII.ICCÍOIOIOÍOU[0.00.0. g.

00oIouoooolocoalllnoocOOIcotoco-ooo. ml.

La preparación del gel se realizó de la siguiente manera: se coloca_

ba el almidón en un erlemeyer de 500 ó 1000 mi. mezclando vigorosa y conti­

nuamente sobre una llama fuerte, utilizando guantes de amianto para prote-/

ger las manos del calor. La solución se calentaba hasta que comenzaba a es­

trar en ebullición (aparición de burbujas). En ese instante se retiraba el

erlemeyer del fuego y se sometfa la solución a vacio, utilizando para ello/

una bombade vacio. De esta manera se extraia el aire que quedaba en la so­
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lución. Inmediatamente después se volcaba la misma en cubetas con las mis-/

mas caracteristicas descriptas para los geles de la poliacrilamlda y se de­

Jaba enfriar a temperatura ambiente, coiocándolos luego en heladera. El ///

tiempo total de enfriamiento fue de aproximadamente una hora, luego de la /

cual los geles fueron utilizados.

Preparación de la muestra

Para el sistema de ADHse utilizaron semillas con 2h horas de inicia

da la germinación, momentoen que el hipocótilo tiene aproximadamente 2 mm.

de longitud y el tegumento todavia no se ha caido. Los demás órganos analí­

zados no presentaban para éste sistema clara resolución de las bandas o di­

rectamente no mostraban actividad ADH.

Para las PRXse utilizaron cotiledones, epicótilos, hipocótlios y /

primera hoja adulta, no encontrándose actividad en semillas de 2h hs. de geL

minación.

En el resto de los sistemas se observó actividad enzimática en to-/

dos los órganos y estadios analizados. _

Dadoel tamaño considerablemente grande de los cotiledones de algu­

nas especies, en muchoscasos sólo se utilizó uno de ellos, usando poste-//

riormente el otro para estudiar otro sistema o se permitió que la plántula/

continuara su desarrollo normal con un solo cotiledón, para estudiar aproxl

madamente 13 dias más tarde la primera hoja adulta.

Los homogenatosde los diferentes tejidos fueron obtenidos por macg

ración de los mismosen el correspondiente tampón de extracción según el //

sistema a analizar. Este procedimiento fue realizado a 0°C en placas de //

acrilico, con concavidades de 1 cm. de diámetro y 0.5 cm. de profundidad o/
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en “placas de toque”.

En estas concavidades se colocaba la muestra en 0.5 ml. de tampón /

del gel, para ADH,6 0.5 ml. Tris-ClH pH 7.1 (0.1M), para el resto de los /

sistemas isoenzimátlcos.

La trituraclón del material se realizó con una varilla de vidrio o/

plástico de extreme redondeado.

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

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

Siembra del material en los geles

Para insertar los papeles de filtro embebldos en el homogenatose /

realizaron orificios en el gel mediante un peine de acero inoxidable con 20

dientes de h 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 mmx h mm.).En los casos en que se necesitaban hendldu-l

ras más largas (papeles de 2mm.x 1 cm.) se las realizaba con una espátula/

del ancho requerido, utilizando una regla para que los orificios resultasen

alineados.

Comotodas las bandas obtenidas para todos los sistemas eran de mi­

gración anódlca, las muestras se sembraban aproximadamente a H cm. del ex-/

tremo correspondiente del cátodo.

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

(710), y un papel embebldo en una solución de bromo fenol, que presenta un/

intenso color azul, y provee un punto de referencia para estimar la posició

aproximadade las enzimas durante la corrida electroforética.
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Corrida electroforética

Los geles fueron sometidos a un campoeléctrico en cubas electrofo­

rétlcas de acrílico construidas en nuestro laboratorio. Cadacuba tenia ca­

pacidad para dos geles. Las corridas se efectuaban en una heladera a h°C y

ios geles se cubrfan con un papel plástico autoadherente para evitar ia eya

_‘¿‘ "poración por encima del cuai se colocaba una placa de vidrio y finalmente /

una bandeja con hielo. La corrida eiectroforética era detenida cuando el //

frente de bromo fenoi migraba aproximadamente 6 cm. desde ei punto de siem­

bra.

Tamponesutilizados en las cubas eiectroforétlcas.

A) ESTERASA, PEROXIDASA y SUPEROXIDO DISMUTASA.

*Tampón Borato de Sodio pH 8.7

Bóríco“......lCIIÍICCÍOCICUÍOÍIICOlI g.
Sodio...‘.¡'...'.‘lll.l0.0|... g‘

Agua.0...0'...IOIICCODIUCOOI'IIOIO000...... m].

\ B) AMINOPEPTIDASA

Se utilizó ei tampón A pH 7.h (0.2M) descripto en ia página 36 .

C) fiLQIAflATO OXALACETATO TRANSAMINASA

Se utilizó ei tampón A Scandaiios (1969 pH 8.3 (0.2M) descripto en

7 ia página 36.
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D) ALCOHOL DEHiDROGENASA

Fue utilizado ei tampónTris-Citrico pH7 descripto en ia página38

E) 6-FOSFOGLUCONATO DEHIDROGENASA

Se utilizó el mismotampóndescripto para la preparación de los ge­

ies (Pág.38 ).

Revelado z filación de los geles

A) ESTERASA

Los geles fueron sumergidos en la siguiente solución:

ononeooveonoocoloclllole
OIIOIICIOI¡COI-0.00.000...

Solución de éster al 1 2 en acetona . . . . . . . .. 2 mi.

Los ésteres empleados fueron:

Acetato de unaftiio (OLNA)

Acetato de Bnaftilo (/3NA)

o6NA + aNA (Mezcla)

Propionato de ac naftilo ( otNP)

Estearato de ac naftiio ( oLNS)

Butivato de ccnaftíio ( oCNB)

Laurato de Ocnaftiio ( aCNL)
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Menistato de ocnaftiio ( O‘NH)

Oleato de {3naftilo ( {3 N0)

Posteriormente se colocó el gel en una estufa a 37°C y en aproxima­

damente 30 min. aparecían las bandas. Si estas ültlmas reaccionaban con¡3NA

presentaban color rojo, mientras que si reaccionaban con el resto de los //

sustratos eran de color marrón.

El gel se fijó luego en 5:5:1 (Agua:Metanol:Acido Acétíco).

B) PEROXIDASA

Los geles fueron pinceladas con la siguiente solución:

0.022‘OIOOOOOIOI¡OOOOOOOOOIOOl‘l3 ml.

QOUIOOCQIOOICOUOÍICOÍI.3 ml.

La solución de Benzidina-ClH se preparaba de la siguiente manera: /

1 g. de benzidina-CiH disuelto en 9 mi. de Acido Acético a 50°C y posteriog

mente se agregaban 36 mi. de Agua.

Luegodel revelado, los geles se fijaronentma solución de acético /

al 0,25 Z pero debian fotografíarse inmediatamente porque las bandas comen­

zaban a desaparecer al poco tiempo.

C) SUPEROXIDO DISMUTASA

Los geles fueron ¡ncubados en la siguiente solución:

TampónTris-ClH O. 14pH: .5 ................ 100 ml.

Nitro BlueTetrazollum....................... 0.020g.



-qq­

Nicotinamidadinucieótido....................... 0.025 g.

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

El gel se mantuvo aproximadamente 24 hs. bajo una luz intensa. Esto

se logró iluminando el gel con dos lámparas de how rodeadas con papel aiumL

nio para concentrar ia luz. Durante este tiempo de incubación el gel era //

mantenido cubierto con un papel piástico autoadherente, para evitar ia eva­

poración de la mezcla de revelación.

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

fondo azul.

Los geles fueron fijados 15 min. en ácido acético ai 2 Z, luego se

enjuagaron en agua corriente y se conservaron envueltos en papel plástico//

autoadherente.

D) AMINOPEPTIDASAS(Schaai y Anderson, 197h)

Luegode la corrida eiectroforétlca .el gel fue incubado en ácido /

bórico 0.5 Mporihora. Posteriormente se io iavó con agua destilada y se lo

sumergió en ia siguiente solución:

SoluciónA..................................... 50 mi.
SoluciónB..................................... 10 ml.
Sustrato....................................... 0.070g
FastaBlackKSalt ............................. 0.030g

Solución A:

Hidróxidode Sodío. . . . . . . . ...................... 8.000 g
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AcidoMaleicoanhidro........................ 19.600 g.

Agua......................................... 1000mi.

Solución B:

occ¡Coconut-Innolitvclonlll g!
Agua...¡octncllccctcocIonnlolclonnoIQOIlcioinn m].

Sustr-atos:

A) Ciorhidrato de p-nitroaniiida de N-°¿-benzoil-2Lfarglnina.

B) Ciorhidrato de B-naftliamlda dé h-metoxi-Lfleucina.

C) Ciorhidrato de {J-naftiiamlda de N-a-benzoii-ï-arginina.

D) Clorhidrato de fi-naftliamida de L-ieucina.

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

te #5 minutos las bandas violetas.

Ei gel se fijó en 5:5:1 (Aguazmetanoizácido acético)

E) GLUTAMATOOXALACETATOTRANSAMINASA(Sugerencia de ia Lic. S.Cavalii, Uni

versidad de Porto Alegre)

El gel fue sumergido en una solución que presentaba ios siguientes/

componentes:

Tampón fosfato ( 1.) pH SO mi.

Fast Blue BB Salt o . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ... . . . . . . .. 0.150 g.

Fast Violet

Pirídoxai-S-fosfato........... . . . . . .............. 0.001 g.
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ACIdOLaspártíco"0'.¡'0‘l|0|||vcntlcnooolo g.

LCetoglutárico...lICQQCCIO||ÜOI.I‘Í. g.
ue..l0000¡oosoouocqleu gl

Tampón Fosfato (0. M) pH ¡.

Fosfato de sodio monobásico 0 . mi.

Fosfato de sodio dibásico J 1 . . . . ... ... J mi.

Ei gel luego se incubó en oscuridad a 37°C durante media

reciendo posteriormente ias bandas de color violeta. Ei gel se fijó en

5:5:1 (Aguazmetanolzácldoacético).

F) ALCOHOLDEHIDROGENASA(Shaw y Prasad, 1970)

La solución de revelado fue la siguiente:

Tris-CIH0. A, pH' ..................... 15 mi.

Agua...................................... 77 mi.
Etanol.............. ... . .. ... ... 3 ml.

NaCN(0.1M).............................. 5 mi.

Nicotinamida-adenina-dinucleótido (NAD)... 0,050 g.

Nitro blue tetrazolium (NBT).. . . . . . . ...... 0.030 g.

Metasuifato de fenacina (PMS) . . . . . . . . . . . .. 0.002 g.

hora, apa­

///

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

aparecra" ‘35 bandas azules. El gel se fijó en 5:5:1 (Aguazmetanoizácido //

acético).
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G) 6*FOSFOGLUCONATO'DEHiDROGENASA(Schaaly Anderson, 197h)

Se preparó ia siguiente solución:

Tris-QIH M,pH ......................... 15 ml.

Acido6-fosfoglucónico....................... 0.0k0 9­

Fosfato de nicotinamina-adenina-dinucieótido. 0.020 g.

(NADP)

MTT......................................... 0.025 g.
Metasuifatode fenacina (PMS)................ 0.002 g.

Se combinó esta solución con 15 mi. de agar al 2 2, se cubrió el gel

y se incubó a 37°C en oscuridad hasta que aparecieron las bandas de color /

azul. El gel se fijó en 5:5:1 (Agua:metanol:ácido acético).

Métodosutilizados para la determinación de ios posibles loci y sus aleios.

El método experimental que permite determinar el número de lgsl_gée

nicos y el de los aleios por 12523 consiste en efectuar cruzamientos a par­

tir de Individuos heterocigotas para cada lgsgg_y observar su transmisión y

segregación. Esto es prácticamente irreaiizable en ProsoEis debido al largo

ciclo de vida de estas especies. Por lo tanto la determinación está basada/

en:

a) Comparación de la velocidad de migración.relativa: La misma velocidad de

migración relativa es un indicio de homologias entre bandas. Existe cierta/

limitación en este criterio ya que pueden haber diferentes isoenzimas con /

ia misma velocidad de migración.

b) Comparaciónde los patrones de diferentes individuos de cada población y
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entre poblaciones. Las especies aqui estudiadas son diploldes (Hunziker EL

31.; 1975. 1977) y tendrian fecundación cruzada (Simpson, 1977; Simpson y/

Soibrig, 1977), por lo tanto sólo existirian dos aieios por cadavlgsuï en/

un individuo y se pueden encontrar individuos homocigotas y heterocigotas.

c)La aparición o desaparición de bandas y variación de sus intensidades a/

io largo del desarrollo de un individuo, permiten postular los posibles gs_

nes implicados en ia producción de ciertas isoenzimas, ya que se espera //

que los aieios estén sujetos ai mismosistema de regulación y, por lo tan­

to, sufran las mismasmodificaciones a io largo del desarrollo (Ohno,1970;

Smith-Cavalli, 1976;Zouros‘üï” 1982)

d)Reacción de ciertas isoenzimas ante diferentes sustratos Ln_vltïg¡ ias /

isoenzimas codificadas por aieios de un gen deben reaccionar de iguai for­

ma frente a cada sustrato (Zouros g¿_gj., 1968; Scandalios y Espiritu,197&

Mac Donal y Brewbaker, 1972 b).

e) La igualdad en la variación de la velocidad de migración relativa de //

las bandas ai cambiar ia concentración del soporte (cambio de tamaño del /

poro del gel) seria indicio de homologia, ya que podria estar indicando si

milltud en ei tamaño molecular de las isoenzimas.

f)El estudio de semillas provenientes de presuntos hibridos naturales pere

mite observar segregantes en su descendencia, que a pesar de no provenir /

de cruzamientos controlados, darian información referente a homologias //

isoenzimáticas comparable (con ciertas limitaciones) a la que se obtiene /

de aquéllos.

Cuantificaciónwde\la\variabii¡dad genética y estimación de la similitud en­

‘-tre especies.

Una vez determinados los posibles loci y aieios se procedió a está

diar las frecuencias génicas y genotïpicas, analizando si estas últimas se
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ajustaban a los valores esperados para una población en equilibrio segün //

la ley de Hardy-Weinberg, mediante la prueba de X2.

La variación intrapobiacional fue analizada ufilizando Índices difs

rentes:

1) Porcentaje de loci polimórfícos (P):

P = N° de loci polímfirficos

N° total de l'ci
x 100

2) Indice poiimórfico (PI) (Hamrick, 1979) 6 frecuencia media esperada de /

heterocígotas por locus (Ñ) (Nei, 1975):

donde m: nümero de loci analizados

n: número de aielos del iocus l
p

ij: frecuencia del aleio j del locus i

Pl es equivalente a la frecuencia media de heterocigotas esperados,

según la ley de Hardy-Weinberg, para todos los locis examinados o Ñ:

a4 ._ {1-42)};m l- J-l IJ



- 50 ­

La medida relativa del grado de similitud entre poblaciones utiliaí

da fue la identidad genética media (Nei, i972), que está dada por la fónmu­

la:

x.. ..
ï = _l_ 2; l IJ le

m J

donde x¡j e y¡j

en las Poblaciones X e Y respectivamente. El valor Ï varia desde D a 1, con

son las frecuencias del aielo i correspondientes al locus j

i=1 cuando las frecuencias alélicas son iguales en las dos poblaciones e //

l-O cuando las dos poblaciones no presentan nigün alelo en comün;

Las relaciones entre poblaciones pueden también expresarse comodis

tancias genéticas aplicando la fórmula:

Esta distancia es una estimación minimade las diferencias entre cg

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

Los datos de identidad media se volcaron en una matriz de similitud,

para realizar con los mismoun análisis de agrupamiento (análisis de “clus­

ters“). Para calcular las distancias entre los grupos se aplicó la técnica/

de medias no ponderadas (UPGMA).Este método considera que el valor de simL

litud entre la UTO(Unidad TaxonómicaOperativa) candidata a incorporarse/

y el grupo o nücleo, es igual a una similitud promedio resultante de los ya

iores de similitud entre el candidato y cada uno de los integrantes delgru­

po o nücieo.:5i ei candidato a.incorporarse es un grupo o núcleo en si mis­

mo; el valor de similitud será un promedio de los valores de similitud ent/

tre los pares posible de UTOSprovenientes uno de cada grupo o núcleo (ver:

Crisci y Armengol, 1983).
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Númerode clasificación y designación de ias enzimas.

Para cada sistema isoenzimático se Indlcaron los números de claslfiL

cación de las enzimas segün IUPAC-iUB(Enzyme Nomenciature, 1979). Las ban­

das isoenzimáticas en la mayoria de los casos fueron denominadas segün ias

recomendaciones de IUPAC-iUB(197i).
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"RESUtTADOS

Alcohol Dehi'drogenasa E.C.l.l.l.l. (AD_H)

Selección de los órganos analizados.

Se realizaron diferentes pruebas para determinar si existia varía­

cíón en las diversas partes de las plántulas con respecto a la presencia e

intensidad de las bandas activas y asi escoger el estadio y los órganos //

que serian analizados.

Seutlearon:a)semillas 24 hs. después de iniciada ia germinación, b)

cotiledones de 3, 7 o más dias y c) eplcótilos e hipocótilos de 3, 7 o más/

dias después de iniciada la germinación.

Sólo se usaron para los estudios semillas a las 2h hs. posteriores/

a ia iniciación de la germinación, pues en ellas se observaron bandas niti­

das.

En estadios posteriores a ese lapso, las bandas se hacen cada vez /

más tenues y cuando la plántula tiene aproximadamente cuatro dias no se ob­

serva, para el tampón utilizado en este trabajo, actividad de ADH.

Sección Algarboia

Los individuos de las poblaciones analizadas mostraron sin excep-//

ción un patrón de 3 bandas como minimo y 6 como máximo.

l)P:ruscifolia y P.nigra3

Todos ios individuos de estas especies exhibieron un patrón semejan

te de tres bandas que fueron denominadas ADH-l, ADH-l-3 y ADH-3. Esta ültí­

ma fue la más lenta y ADH-l-3 presentó una velocidad de migración interme-l
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dia entre las otras dos-(Fig. 2A, muestras 1,2,11 y lb; 28, muestra 1h; 2D,

muestra h; Fig. 3, fenotipo l).

ll) P.hassleri y P.alba.

Estas especies también presentaroninvariablemente patrones de 3 ///

bandas que fueron denominadas ADH-Z, ADH-2-3 y ADH-3. Esta ültíma es comün/

con las especies mencionadas previamente. ADH-Zes algo más lenta que la //

banda ADH-lde P.ruscifolia y P.nigra.y ADH-2-3tiene una movilidad intermí

dia entre ADH-Zy ADH-3y presenta una intensidad de coloración mayor que /

esas dos bandas (Fig. 2 A, muestrasl3 y 15; ZB, muestra 15; fig. 3, fenotl_

po 2).

lll) P.caldenla, P.alpataco y P.flexuosa

En estas tres especies se observaron individuos que presentaban pa­

trones de 3 y 6 bandas (Fig. 2 D, muestras 1,2,3, y S; 2 E, 1-7). Entre los

primeros (3 bandas), algunos eran similares a los observados en P.ruscifo-/

llg_ y P.nlgra (Fig. 3, fenotipo l), otros similares a los de P.alba y P.h¿

¿31221 (Fig. 3, fenotipo 2), y los restantes presentaron un patrón algo di­

ferente cuyas bandas fueron denominadas ADH-23, ADH-Z3-3 y ADH-3 (Fig. 2 E,

muestra 7; fig. 3, fenotipo 3). La banda ADH-3era comün con las demás espe

cies. La ADH-23-3 tenia movilidad intermedia entre ADH-23y ADH-3y ADH-23/

presentaba una velocidad de migración cercana a la de ADH-2-3 (de B¿3122_y/

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

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

fenotipos h,5, y 6), presentaron todos la banda comünADH-3a la cual algu­

« nos (fenotipo ü) sumaban las bandas ADH-l, ADH-l-Z , ADH-Z, ADH-1-3 y ADH-Z

-3, siendo ADH-l-Z intermedia entre ADH-ly ADH-Z;otros (fgnotipo 6) las /
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bandas ADH-2, ADH-2-23, ADH-23, ADH-2-3, ADH-23-3, siendo ADH-2-23 interme­

dia entre ADH-2y ADH-23. Las bandas ADH-2-3 y ADH-23migran tan cercanameg

te que muchas veces se ve una única banda ancha donde‘se supOne que podrian

estar superpuestas (Flg. 2 D, muestra l). Finalmente, algunos individuos //

(fenotipo 5) sumebanala banda ADH-3, las bandas ADH-1, ADH-1-23, ADH-23, //

ADH-1-3, ADH-23-3, siendo ia banda ADH-1-23de velocidad intermedia entre /

ADH-1 y ADH-23.

IV) P.v¡nalillo.

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

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

La mayoria de ias semillas provenientes de árboles determinados como

P.vinalilio, mostraron los siguientes patrones isoenzimáticos: a)ADH-1,ADH

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

fenotipo l), b) ADH-2,ADH-2-3, ADH¿3,similares a los descriptos en f¿glgg

y P.hassieri, c) ADH-l, ADH-l-Z, ADH-2, ADH-2-3, ADH-1-3- y ADH-3, semejan­

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

P.caldenia (Fig. 3, fenotipo k) y d) tres individuos con el siguiente pa-/

trón: ADH-l, ADH-l-3, ADH-l-h, ADH-3, ADH-3-h, y ADH-h; donde ADH-h presen­

tó menor velocidad de migración que ADH-3; ADH-3-h y ADH-l-ü, mostraron ve­

locidad intermedia entre ADH-3y ADH-hy ADH-1y ADH-hrespectivamente (Flg.

2 C; fig. 3, fenotipo 7).

V) Híbridos interespecificos.

a) P.hassieri x P.ruscifolia
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Figura 2. Zímogramasde alcohol dehídrogenasa de índívíduos de especies
K de la Sección Algarobia. A) l, 2, ll y lll, P. ruscífolía (571, 572, 576,

y S77); 13, P. alba (330); 15, P. hassleri (h 2 ; 3, ,5 y 6, P. ruscífolia
l x P. hasslerí ¡579, #79, 326, 3235; 7, É, 9, lO y 12, P. vínalíllo ¡500,

L 500, 597, 597, #83). B) Detalle de las muestras 6, 1h y 15 del zímogEama

i D12345 00131234567

l

l

de A). C) Zímogramade P. vínalillo (#83) presentando el alelo Adh-Z
D) l y 2, P. flexuosa (129, 1315; 3 y 5, P. al ataco (lll, 109); ü, f:
ní ra (3585. El l y 2, P. flexuosa (128, 132 ; 3 y , P. alEataco (¡02,
112 ; 5-7, P. caldenía ¡119, 120, 12h).
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Figura 3. Esquemaindicando los siete fenotipos observados para el sistema
isoenzimático de alcohol dehidrogenasa en las especies de la Sección Algaro­
bia. Los números a la izquierda de cada banda indican la relación de ínten
sidad esperada para cada una de ellas. Los fenotipos observados en cada _
especie fueron: P. nigrayP. ruscifolia: l; P. alba y P. hassleri: 2;
P. caldenia, P.alpataco y P. flexuosa: 1, 2, 3, h, 5 y 6; semillas de hibrl
dos P. fuscifolia x P. hassleri: 1, 2 y h; semillas de híbridos P. alba x
P. hassleri: 2; P. vinalillo: l, 2, h y 7
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Se encontraron individuos con patrones de 3 bandas semejantes a ///

P.hassleri y a P.ruscifolial asi como individuos de 6 bandas: ADH-l, ADH­

1-2, ADH-2, ADH-1-3, ADH-2-3 y ADH‘3 (Flg. 2 A y B, muestra 6; Fig. 3, feng

tipo h).

b)p hassleri x P.alba

Sólo se observaron individuosconlasbatlas ADH'2.ADH'23 Y ADH‘3. ca'

racterfsticas tanto de P.alba comode P.hassleri, descriptas anteriormente

(Fig. 3, fenotipo 2).

c) P.flexuosa Lg P.alba.

Sólo se estudió un árbol con estas caracteristicas. Las bandas ob-/

servadas en sus semillas fueron sólo ADH-Z,ADH-2-3y ADN-3(Fig.3, fenoti­

poZ).

d) P.flexuosa x P.alpataco.

Los individuos analizados mostraron los mismos6 tipos de patrones/

descriptos para los supuestos progenitores.

Sección Strombocarpa

Todos los individuos de las dos especies analizadas P.strombullfera

y P.reEtans, mostraron el mismo patrón de 3 bandas de migración anódica las

cuales fueron denominadas ADH-6, ADH-6-7 y ADH-7, siendo la última banda la

de menor velocidad de migración y la ADH-6-7de velocidad intermedia entre/
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ADH-6y ADH-7. Esta banda de velocidad intermedia mostró una intensidad de/

coloración mayor que la de las otras dos (Fig. h A, muestras 1-5; B, fenotl

po 3). x

La banda de mayor velocidad de migración (ADH-6) tiene movilidad in

termedia entre las bandas ADH-ly ADH-2,descriptas en algunas especias de

la sección Algarobia y ADH-7presenta una velocidad de migración menor que

la banda ADH-3,comüna todas las especies estudiadas en la sección ante-/

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

Determinación de losgprobables loci y alelos.

Sección Algarobla

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

estas especies seria dimérica comoen trigo (Hart, 1970), Clarkla francisca

n (Gottlieb, 197h b), maiz (Sghwartz, 1975) y otsas especies.

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

ria considerando que la enzima estaria codificada por dos lgsl_monomórflcos

que fueron denominados Adh-l y Adh-2. Las bandas ADH-l y ADH-3respectiva-/

mente serian los homodimerosproducidos por cada uno de estos lgsl_ y la //

banda ADH-1-3seria el heterodimero, producto de la interacción no aléiica/

entre dicho genes. La situación seria similar en fhglga_y P.hassleri, pero/

el ¿giga Adh-l presentarfa un aleio diferente del fijado en P.ruscifolia y

P.nlgra. Por este motivo se denominóal aleio de P.ruscifoiia y P.nlgra /

Adh-l1 y al alelo de P.alba y P.hassleri, Adh-lz. La banda ADH-2por lo tan

to seria el homodimerocorrespondiente al gen Adh-l2 mientras que ADH-2-3,/

seria el heterodimero formado por los productos de Adh-l2 y Adh-2.

El estudio de semillas de árboles identificados comohibridos natura
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. Figura ü. A) Zimogramade aicohoi dehidrogenasa de individuos de especies ,
de ia Sección Strombocarpa. A): 1, 2 y 3, P. strombuiifera (19, 19, 9563);
h y 5, P. re tans (166). Individuos de referencia: É, P. alba (315); 7,

i710). Los números 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. strombuiífera (fenotipo 3) en
relación con los encontrados en P. aiba (fenotipo 2) y P. ruscifoiia (fe­
notipo 1). Los números, a ia izquierda de cada banda indican ia relación de
intensidad esperada para cada una de elias.
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les ha permitido confirmar ésta hipótesis. Comoestas semillas son el produí

to de cruzamientOsnocontrolados, ellas pueden ser el resultado de a) retrg

cruza con alguno& de sus progenitores, b)cruzamiento con otro individuo de

origen hibrido o c) cruzamiento con otro individuo de otra especie. Por lo

tanto de un mismoárbol, se pueden obtener individuos que presentan caracts

risticas de un hibrido o patrones semejantes a los de los padres.

Los individuos de origqn hibrido, de acuerdo a la hipótesis plantea

da podrian presentar en el caso de f¿¿uscifolia x P.aiba o P.hassieri, has­

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

el 12225 Adh-l, comoresultado de la interacción aléllca entre Adh-i1 y //

Adh-i2 (fornando un grupo de 3 bandas: ADH-i, ADH-l-Z y ADH-Z)e interac-/

1 y Adh-l2 con Adh-Z, respectivamente (formando/ción no alélica entre Adh-l

otro grupo de 2 bandas: ADH-1-3 y ADH-Z-B) y finalmente la banda ADH-3mo­

nomórfica comüna las tres especies. Esto fue efectivamente obervado en se­

millas de presuntos hibridos.

La mayoria de los individuos de P.nígra y P.rusclfol¡a, asi comotg

dos los de E¿algg_y P.hassieri mostraron una intensidad de coloración de /

sus bandas aproximadamente igual a la esperada para una enzima dimérica: //

1/h (ADH-i): 1/2 (ADH-1-3): i/h (ADH-3) Y i/h (ADH-Z): 1/2 (ADH-2-3): l/h /

(ADH-3)respectivamente (Fig. 2A, muestras 13, 1h, 15). Si la sintesis po­

lipeptidica, asociación y expresión isoenzímátíca fueran equivalentes para/

los productos de estos genes la intensidad relativa esperada para las 6 ban

das producidas en los individuos de origen hibrido P.ruscifoi¡a x P.aiba, /

P.ruscifol¡a x P.hassieri y P.nlgra x P.hassieri seria de 1/16 (ADH-l):2/16

(ADH-I-2):1/16 (ADH-Z): h/16 (ADH-1-3): 4/16 (ADH-2-3): :h/16 (ADH-3)-(Fíg.

3, fenotipo h) y por lo tanto se podria suponer que la regulación de las //

isoenzimas seria la mismaen las distintas especies que produjeron el indi­

viduo hibrido y que sus subunídades polipeptidicas tienen la mismaafinidad
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(Gottlieb, i97h b). Sin embargoalgunos Individuos de K'Pgruscifolia y ////

“P¿nigra mostraron una intensidad de su banda ADH-lmenor que la esperada //

(Fig. 2 A muestras1 y 2; D muestra h) hecho que se mantiene en algunos indl

viduos de origen hibrido, donde probablemente ellos hayan actuado como uno

de los progenitores (Fig. 2 A, muestras h,5 y 6). Esta variación cuantitatL

va del producto del aleio Adh-i‘, podria ser causada por los siguientes fe­

nómenos: i) cambios en ia secuencia de aminoácidos en las Cadenas polipeptl

dicas que no producen cambios en las movilidades electroforéticas de las mg

léculas pero causan alteraciones en sus actividades especificas; ii) dife-/

rentes cantidades de moléculas enzimáticas con la mismaestructura; iii)Prg

ducción de enzimas en la mismacantidad y con igual actividad catalitica ps

ro factores diferentes en el medio celular de los individuos causan una ac­

tividad diferencial de las enzimas. Discriminar entre éstas posibilidades /

va mas allá del alcance de este trabajo, sin embargoesta actividad diferen

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

cia entre el aleio fijado en P.nigra y P.ruscifolia (Adh-lï) con respecto /

al fijado en P.aiba y P.hassleri (Adh-lz) para el cual no se obervó tal v3

riación cuantitativa.

Los patrones observados en P.vinalillo sugeririan que esta especie

seria poiimórfica para Adh-i, presentando los alelos Adh-i1 y Adh-iz, pues/

se encontraron individuos con patrones semejantes a P.aiba o P.hasslerl, //

P.nigra o P.ruscifoiia y a los hibridos entre estas especies.

La presencia de bandas ADH-3-h y ADH-hen algunos individuos sugis

ren la existencia de un nuevo aleio para el locus Adh-Z; que se denomina-/

ria Adh-Zk, siendo Adh-23el aleio encontrado en las especies ya descriptas.

Este nuevo aleio indicaria la presencia de un polimorfismo incipiente en //

P.vinalillo o quizás provenga de la hibridación con alguna otra especie no

estudiada en este trabajo.
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Algunos individuos de*P:vinaliiio que presentaron el fenotipo ADH-i

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

y P.nigra) la banda ADH-lmás tenue que lo esperado para una enzima diméri­

ca (1/h: 1/2: l/h) y es asi que algunos de ios individuos con 6 bandas (fi­

gura 3, fenotipo h) mantuvieron esta banda con menor intensidad de-colorae/

ción que lo esperado (Fig. 2 A, muestras 7-9). Este hecho podria indicar //

que P.vinalillo es una especie proveniente de la hibridación de P.ruscifo-/

li¿_o P.nigra con P.alba o P.hassleri. Sin embargo, P.vinaiiiio mostró ca­

racteristicas no halladas en ias posibles especies parentales.Eilas fueron

la aparición de aigunos individuos donde la banda ADH-3(Fig. 2 A, muestra/

10) y la banda ADH-h(Fig, 2 C ) estaban menos teñidas que io esperado. Ei

to lndicaria un comienzo de divergencia para ADHde esta especie con res-//

pecto a aquéllasque pudieron haberla originado. La hipótesis presentada pa­

ra explicar los patrones isoenzimáticos descriptos en P.alba, P.ruscifoiia

P.nigra y P.hassieri, pueden adaptarse para aquéllos encontrados en P.caide

gli, P.flexuosa y P.aipataco considerando que éstas son polimórficas para /

Adh-l, presentando este iocus 3 alelos:Adh-l1, Adh-lz, y Adh-123. De esta /

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

acción aléiica entre Adh-11 y Adh-12 (Banda ADH-i-Z); Adh-I1 y Adh-123 (Ban

2 y Adh-l23 (Banda ADH-2-23) y b) por interacciones no/
2

da ADH-I-zz) y Adh-1

alélicas entre Adh-i‘, Adh-l y Adh-l23 con Adh-2, formando respectivamente

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

Las intensidades de las bandas en los zimogramas de aigunos indivi-/

duos de estas tres especies no cumplen con las relaciones de intensidad es­

peradasdescriptas anteriormente (Fig. 3, fenotiposl,2,3,h,5,6). Las causas/

pueden ser las mismas que las supuestas para Pgnigra y‘PJruscifoiia, Ya que

diferencias regulatorias dentro de una especie de fecundación cruzada ‘ds

berian producir barreras reproductivas (Stebbins, 1958; Ohno, 1970; Cordei­
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ro, 197h), no seria de esperar que las variaciones de intensidades observa­

das se debieran a problemas regulatorios.

Los patrones de 3 y 6 bandas provenientes de semillas de origen hi­

brido entre estas entidades mostraron, al igual que aquéllas provenientes /

de árboles sin Indicio de hibridación, una intensidad de coloración que se

apartaba de lo esperado. En estas especies no se observó un patrón diferen­

cial tipico que permita distinguirias entre si.

En base a ia hipótesis de un gen con tres alelos para Adh-i, se cal

cularon las frecuencias alélicas en las especies que mostraron polimorfismo

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

si las frecuencias genotipicas se ajustaban a las esperadas para las condi­

ciones de la ley de Hardy-Weinberg (Tablas 2, 3, y h). Los resultados de la

prueba de'X? indicaron que las frecuencias observadas en estas tres espe-//

cies se ajustaban a los valores esperados (p>0.05). No se calcularon las //

frecuencias alélicas en P.vinalilloI debido a que se contó con pocos indi­

viduos.

Sección Strombocarpa

Dadoque no se contó con individuos de origen hibrido entre estas t

especies, se supuso por analogia con lo observado en las especies de la Ses

ción Algarobla, que las bandas ADH-6, ADH-6-7y ADH-7corresponderian a en­

zimas diméricas, productos de dos lgsl_monomórficos (Adh-6 y Adh-7) Que po­

drian interactuar.

Para poder probar esta hipótesis se aplicó un método indirecto. Co­

mo se explicó anteriormente las 3 bandas se visualizan perfectamente en se­

millas 2h hs. después de la germinación y a medida que la planta crece las
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Tabla 2. Comparapíónde las frecuencias genotïpicasabsolutas observadas y­
espéradas para e] locus AdhLTen P. flexuosa (Cura-66).

N°Esperados
Genotípos
Postulados N°0bservados

Adh-I”1 39
Adh-IZ/Z 5

Adh-123/23 3

Adh-¡V2 37

Adh-12/23 3

Adh-11/23 13

#0.96
6.25
1.21

32.00

5.50
lh.08

ïá= “.99; P‘ 0.17

Iggbg_í. Comparaciónde Ias_frecuencias genotïpícas absolutas observadas y
esperadas para el locus Adh-1 en P. caldenía (Santa Rosa).

Genotipos
Pgsgulados N°Observados

1/1
Adh-l 31

Adh-IZ/2 7

Adh-123/23 o

Adh-I”2 23
Adh-12/23 2

Adh-11/23 6

N°Esperados

29.96

5.53
0.23-­

25.7h s'h7
2.27
5.2

Xá= 0.80; p= 0.67
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Tabla A. Compaqacíónde las frecuencias genotïpícas=absolutas.obsenvadas y
esperadas para el 1ocus Adh-l en P. alEataco (Chacharramendí .

Genotipos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Adh'ïl/I A7 “5.59
Adh-IZ/z 2 1.02

Adh-123/23 2 0.36

Adh-I”2 13 13.67] "58Adh-12/23 o 1.22

Adh-11/23 6 3,14

-Xá= 1.69; p= 0.43
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bandas tienden a desaparecer. Sí las bandas estuviesen codificadas por ale­

Ios de un gen es de esperar que ellas se comporten de la misma manera a lo

largo del desarroïlo. Sln embargo, en este caso la banda ADH-7tiende a de­

saparecer antes que la ADH-6.Esto conflrmarfa la hípótesísdeque las dos

bandas corresponderfan a ¿921_dlferentes, y que la banda ADH-6-7sería el /

producto de la Interacción no aléllca entre los loc¡.Adh-6 y Adh-7.
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GLUTAMATO'OXALACETATO‘TRANSAMINASAE.C. 2.6.1.1. (GOT)

Selección de los órganos anali2ados

Para la elección de los tejidos a utilizar en el análisis se proba­

ron los mismoórganos y periodos del desarrollo que para el alcohol dehidrg

genasa. En todos ellos se obtuvo el mismo patrón de bandaspero en epicótilo

e hipocótilo la coloración fue más tenue. Finalmente se escogió el estadio/

de semillas 24 hs. después de la iniciación de la germinación a fin de aco¿_

tar al minimoposible el tiempo desde la siembra hasta la utilización del /

material.

Sección Algarobia

i) P.ruscifolia, P.alba) P.hassleri, P.nigraLP.flexuosaJ P.alpataco, P.cal

denia y P.vinalillo.

En todas las especias analizadas de esta Sección se pueden diferen­

ciar 3 zonas con actividad GOT.Estas fueron numeradas en orden decreciente

de velocidad anódica GOT l, GOT ll y GOT Ill (Fig. 5). Cada individuo /

presentó en cada zona una banda como minimo y 3 como máximo, observándose /

sólo 3 combinaciones diferentes en cada región, a excepción de P.ruscífolia

del Dpto.de Avellaneda que mostró 6 combinaciones diferentes en la región /

GOT li.

En cada una de las regiones, cuando se presentaron las 3 bandas, la //

del medio se teñia con mayor intensidad que las otras dos. El último grupo/

de bandas (GOTlll) se teñia muy tenuemente y en ciertOSIndividuos resulta­

ba dificil su identificación.
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Ademásde estas bandas existia otra que se ubicaba Inmediatamente /

por debajo del primer grupo (GOTl). Comono presentaba un patrón constante

no fue incluida en el análisis (Flg. S B, banda que aparece por debajo de /

la I-Z, en las muestras 1,2,3,5,6,7,8.9 ).

Las bandas fueron numeradas en orden decreciente de velocidad an6-/

dica. En la zona GOTI, La_l_b_a_,mssieri, P.ruscifolia, P.caldeiíay Lil:

nalillo presentaron las siguientes bandas: GOTl-i, GOTI-1-2 y GOTI-2 //

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

P.aipataco y P.nigra se encontraron las bandas GOTI-2, GOTI-2-3 y GOTi­

3 (Fig. S A, muestras 1-7; C). La banda GOTl-2 tiene aproximadamente la //

misma Velocidad de migración que la GOTI-1-3 por esa razón en la fig. 5 E/

están dibujadas como una ünica banda (GOTI-2-GOT I-1-3).

En la zona GOTIi se obervanenlasespecíes P.flexuosa , E¿albaj 3;!l

nalillo, P.alpataco, P.nigra, P.hassieri y P.rusclfolia (Poblaciones de Co­

po y Formosa) las siguientes bandas: GOTll-i, GOTll-1-2 y GOTli-2 (Fig./

5 A, B, C).

En Fscnldenia se encuentran presentes las bandas GOTll-2, GOTIi-2

-3 y GOTll-3 (Flg. S D, muestras i y 3) y en P.ruscifolia del Dpto. de Avg

llaneda, GOTiI-i, GOT|l-1-2, GOTIl-2, GOTll-i-3, GOTlI-2-3- y GOTiI-l

Las bandas GOT|i-2 y GOTIl-1-3- presentan una velocidad de migración muy

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

La mayoria de las especies analizadas presentaron en GOTiii las si

guientes bandas: GOTlll-i, GOTlil-i-Z y GOTlll-2 (Fig. 5 A, B, C, D, y /

E.) F.ruscifolia de la Pcia. de Formosa, P.caldenia y P.vinaiillo sólo moi

traron la banda GOTlll-1. Las bandas GOTII-3 y GOTiii-i tienen aproxima

damente la misma velocidad de migración, razón por la cual en la figura 5//

E están dibujadas como una ünica banda (GOTII-3v GOTlll-1).
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Figura 5. A, B, C, y D) Zímogramas de glutamato oxalacetato transaminasa
de individuos de especies de la Sección Algarobia. A): 1-3, P. alpataoo
(102, 108, 109); 4-7, P. flexuosa (127, 128, 129, 131); 8-10, P. flexuosa

' x P. alpataco (llO,Íll3, llEl. B5: l y 3, P. alba (#89, 329); 7, 8 y 9
Ü‘ P.ruscifolia (571, 572, 573); 2 y 5, P. hassleri (327, 316); 4,

P. ruscifolia x P. hassleri (479); 6, P. alba x P. hassleri (#69); lO y
ll, P. vinalíllo (#97, 5057, C): 1-8, P. nigra (139, lhO, lh2, 358, 359,
#31, E325. Dl: 5, P. caldenía (ll9). Semillas provenientes de árboles
muy próximos entre si determinados como P. caldenía : l y 3 (10h, llS);
P. flexuosa: 2, h, 8, 9 le (lOO, l03, 105, 105, 107); P. alpataco: 5 y
7 ¡171, 172). En los Zímogramas A, B, C y D. se indican los números de
las bandas siguiendo la nomenclatura esquematízada en E. E) Esquema de
las bandas observadas en los individuos analizados.
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ll) P.ruscifolia le.alba?,P.ruscifolla'x‘P;hassleriJ'P.alba x P.hassleri y

P.alpataco x P.flexuosa.

Sólo se observaron individuos con las bandas caracteristicas des-//

criptas para ios posibles progenitores (Fig. S A, muestras 8-10; B, mues-//

tras h y 6).

lll) P.alba x P.flexuosa y4P.nigra x P.hassleri.

De cada uno de estos hibridos sólo se estudiaron individuos prove-l

nientes de un ünico árbol. La banda encontrada en la región GOTl fue GOT|

-2, en la zona GOTll, la banda GOTil-2 y en la región GOTlll, las bandas

GOTlll-1, GOTlll-l-Z y GOTlll-2.

IV) P.caldenlaj P.flexuosa y P.aipataco,4provenientgí;de un enjambre hibri­

gg;

Cuandose analizaron las semillas de P.alpataco (171, l72ly P.jlsj/

¿Eg¿¿_(100, 103, 105, 106, 107 ) se encontraron 6 combincaciones diferentes

de bandas tanto para la región GOTl como para la GOTIl. Tres de ellas ///

eran nuevas, no observadas para estas dos especies en las localidades sin /

indicios de hibridación. El resto de tales combinaciones eran similares a /

las ya descriptas para ellas y coincidian con los patrones esperados para /

la especie a la cual pertenecia la planta madre. En la región GOTl las ban

das encontradas fueron las siguientes: GOTl-i, GOTl-2, GOTI-3, GOTl-l­

2, GOTl-i-3, y GOYl-2-3. En GOTll por su parte, se obervaron las bandas:

GOTll-l, GOTlI-2, GOTll-3, GOTII-i-Z, GOTlI-1-3 y GOTll-2-3.

Finalmente, para la región GOTlll los patrones encontrados en las/
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muestras ¡nrovenientes de enjambreshíbrldos no difirieron de aquellos ya dei

criptos para muestras provenientes de zonas en donde las especies estaban //

aisladas y que por lo tanto no se esperaba que hubiera ocurrido hibridación /

(Fig, 5 D, muestras 2, h, 5, 7, 8, 9, y 10).

Las plantas de P.caidenia (10h, 115, 116, 117) se encontraban muy pró­

ximas en el campoa las de P.alpataco y P.flexuosa, sin embargo sus semillas/

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

regiones en la cual se encuentra aislada (Flg. 5 D, muestras i y 3).

Determinación de los probables loci y aieios.

En base a estos resultados podría postularse que cada zona estaría cg

diflcada por un gen con 2 o 3 aieios, los cuales producirían enzimas con es-/

tructura dimérica. La banda híbrida que se forma en cada zona sería ei resul­

tado de la asociación al azar de los diferentes monómerosproducidos por cada

uno de los aieios que se encuentran en los individuos heterocigotas.

La observación de los patrones isoenzimátlcos de los,poslbies híbridos

y/o introgresantes haría suponer la existencia de los mismo1951 en estas es­

pecies con los mismoso diferentes alelos presentes en cada una de ellas.

Para la zona GOTI existiría un gen que se denominó Got-1 con tres als

los codominantes llamados Got-11 , Got-12 y Got-i3 de acuerdo ai órden decre-/

ciente de velocidad de migración de los correspondientes homodímeros. El ale­

io Got-12 es comúna todas las especies analizadas de esta Sección, mientras/

que el alelc Got-i1 está presente en P.alba, P.hassleri, P,ruscifoÏla, P,cal­

denia y P,vina|illg y el alelo Got-i3 en P,flexuosa, P,alpataco y fignigr .

Codificando para la zona GOTIl también existiría un gen con tres als

los codominantes. A este locgs se lo denominó Got-2 y a sus aieios Got-21,Got
2

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

poblaciones aqui estudiadas de esta Sección.Got-21se halla ausente en iñcaide­



_73­

*nia y Got-23 sólo se encuentra en‘P:‘Caidenla y‘P;*ruscifolla dei Dpto de/

Avellaneda. En esta üitima población, por io tanto, se encuentran ios tres

aieios y se pueden asi observar las seis combinaciones de bandas antes dei

criptas.

Con respecto a Ja zona GOT lll existiría otro gen ai que se iiamó/

Got-3 con dos áleios codominantes, Got-31 y Got-32, siendo i, ei aielo que/

codifica la banda más veioz y 2 ia más ienta. Ambosaieios están presentes/

en P. nigra, P.aiba, P.hassieri, P.fiexuosa, P.aipataco, y P.ruscifolia de/

ios Dptos. de Avellaneda y Copo, mientras que en P.ruscifoiia de Formosa,//

P.caidenia y P.vinaiiiio sólo se halla presente en ei aielo Got-31.

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

ponderfan a los diferentes genotipos de acuerdo a ia siguiente tabia:

ZONA GENOTIPOS PROPUESTÓS BANDAS

Got-I'ÏÏ GOTi-1

Got-12/2 GOT i-2

Got-13/3 GOT 1-3

GOT l 1/2
Got-1 GOT I-1, GOT 1-1-2, GOT 1-2

1

Got-1 ¡3 GOT I-1, GOT I-i-3. GOT I-3

Go 42/3t GOT l-2, GOT 1-2-3, GOT I-3

Got-2”1 GOT ¡1-1 ‘

Got-22/2 GOTII-2

Got-23/3 GOTli-3
GOT il 1/2

Got-2 GOTIl-i, GOT¡1-1-2, GOTll-2

Got-21/3 GOTll-i, GOTil-1-3, GOTil-3

Got-22/3 cOT Ii-Z, GOT¡1-2-3. GOT ¡1-3
J . . \_.
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ZQNA ‘ GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS

Got-3”1 GOTlil-1

GOTlll Got-3”2 GOTlll-l, GOTlll-l-Z, GOTlll-2

Got-32/2 GOTIII-2

A excepción deL locus GOTlll en P.caldenia y P.ruscifolla de For-/

mosa, las especies fueron polimórficas para GOTl, GOTll y GOTlll para un

criterio del l Z.

En base a las frecuencias alélicas (Tabla 119) se calcularon las //

frecuencias esperadas para el equilibrio de Hardy-Weinbergy, cuando se pu­

do, por medio de una prueba de X3 se comprobóestadisticamente si las fre-/

cuencias observadas se apartaban significativamente de las esperadas (Ta-l/

blas 5 a 32).

En todos los casos analizados, las frecuencias observadas no se //

apartaban significativamente de las esperadas (p>0.05). Dadoque las semi-/

llas analizadas de P.v¡nalillo provienen solamente de tres árboles madres,/

las frecuencias aiélicas no fueron calculadas por considerarse la muestra /

demasiado pequeña.

Para las poblaciones de Avellaneda, Copoy Formosade P.rusclfolía,/

se realizaron tablas de contingencia (Tablas 33 a 35) para determinar si dl

ferian con respecto a las frecuencias genotipicas de cada 12223. Las pobla­

clones de Copoy Formosapara el uïGot-i no diflrleron significativamen

te (p>’0.05). Las restantes comparacionesdieron diferencias altamente sig­

nificativas (p<0.01) .
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Tabla 5. Frecuencias genotïplcas—=ábsdlutas dbSErvadas y esperadas para
el locus Got-1 ean. rusoífolía (Copol

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-1”1 o 0.25
Got-11/2 8 7.56

Got-Iz/2 56 56.19r

Tabla 6. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y eSperadas para el locus Got-2 en P.ruscífolía (Copo).

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-2‘/‘ 48 u6.27

Got-2”2 12 15.4h

Got-22/2 3 1.29

'XÏ= 3.1h; p= 0.08

Iahla 7. Frecuencias genotïpícas absolutas observadas ' 1
y esperadas para el Iocus Got-3 en P.ruscifolía (Copo). ‘“

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

‘j* Got-3'/' 54 5h.63
Got-3“2 13 11.7h
Got-32/2 o 0.63.

«ó
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genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-l en P. ruscífolia-(Avellaneda).

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-l”1 h 3.h2
Got-1”2 29 30.16
Got-IU2 67 66.h2

l
x?= 0.147; p= 0.70

Tabla 9.Comparací6n de las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. ruscífolia (Avellaneda)

Genotipos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-Zl/I o 0.a

Got-21/2 7 10.71

Got-2'/3 7 2.31 5'52

Got-ZZ/z 60 58.52

Gotv-ZZ/3 26 25.25

Got-23/3 o 2.72

x?= 1.75; p= 0.19
l

Tabla lO. Comparaciónde las frecuencias genotïpicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-3 en P. ruscífolia (Avellaneda).

Genotipos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-3‘/‘ 33 82.81
Got-3'/2 16 16.38
Got-32/2 l 0.81

xÏ= 0.058; p= 0.81

¿a
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Tabla ll. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-l en P.ruscífolía (Formosa).

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-1“1 1 0.32
Got-ll/z 6 7.36
Got-IN2 #3 #2.32

XÏ= 1.71; p= 0.19

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

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

cot-z‘/' no h3.1u
1/2Got-2 30 23.62

Got-22/2 o 3.2u

-Tabla 13. Comparaciónde las frecuencias genotïpicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-l en P. nígra (Entre Rïos).

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-IZ/Z’ 37 35.36
Got-12/3 27 30.18
Got-13/3 8 6.A4

xñ= 0.79; p= 0.37
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Tabla 1h. Comparaciónde las frecuencias genotïpicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. nígra (Entre Rïos).

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-ZI/l 25 26.88
1/2

Got-2 38 3h.22

Got-22/2 9 10.903,

XÏ= 0.87; p= 0.35

Tabla 15. Comparaciónde las frecuencias genotïpicas absolutas observadas
y esperadas para el Iocus Got-3 en P. nígra (Entre Ríos).

Genotípos
Postulados N30bservades N°Esperados

Got-31/Ï 9 7.90
(3°t'31/2 29 31.2%

Got-32/2 32 30.86

2
X1= 0.36; p= 0.55

Tabla ¡6. Comparaciónde las frecuencias genotïpicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-l en P. nígra (Sgo. de] Estero).

Genot¡pos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-IZ/2 ll 12.h1

Got-12/3 37 3u.13
Got-13/3 22 23.h6

xÏ= 0.49; p= 0.h8
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,Tabla ¡7. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. nigra (Sgo. del Estero).

Genotipos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-2”1 h h.12

Got-2”2 26 25.72
Got-22/2 no no.16

2
x1= 0.007; p= 0.93

Tabla 18. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-3 en P. nígra (Sgo. del Esterol

Genotipos
Postulados N°0bservados N°Esgerados

cor-3”1 38 38.38
1/2Got-3 29 26.25

Got-32/2 3 h.37

'XÏ= 0.721; p= o.ho

Tabla 19. Frecuencias genotïpicas_abso]utas observadas
y esperadas para el locus Got-l en P. alba (Formosa).

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-ll/l o 0.03
Got-ll/Z 3 3.01
Got-12/2 67 66.96
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Tabla 20. Comparaciónde.las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. alba (Formosa .

Genotípos
P05tulados N°0bservados N°Esperados

Got-Zl/l h 2.10
Got-2”2 11 1h.80

¡r Got-ZZ/Z 28 26.10

xfi= 2.83; p= 0.09.

Tabla 21. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-3 en P. alba (Formosa .

Genotipos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-31/1 4 1.92

Got-31/2 12 16.13
2 2

Got-3 / 36 33.95

xÏ= 3.u1; p= 0.06

Tabla 22. Frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-1 P. hasslerí (Formosa).

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Gót'lï/1 0 0.17
Got-1”2 6 5.71
Got-IZ/2 k9 h9.12
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Iabla 23. Comparaciónde las frecuencias genotïpicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. hasslerí (Formosal

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-2”1 3 3.ho
Got-2”2 24 23.16
Got-2”2 39 39.uu

XÏ= 0.086; p= 0.77

Tabla 2h. Comparaciónde las frecuencias genotípícas absolutas observadas
y esperadas para e] locus Got-3 en P. hasslerí (Formosa),

Genotípos
Postulaggs N°0bservados N°Esperados

Got-3”1 h 1.92
Got-31/2 12 16.13

Got-32/2 36 33.95

XÏ= 3.ü1; p= 0.06

Tabla 25. Comparaciónde las frecuencias genotïpicas absolutas observadas
y esperads para el Iocus Got-1 en P. alpataco (Chacharramendi),

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-1“2 25 26.07
Got-12/3 23 20.79
Got-I3/3 3 4.1u

xf: 0.59; p= 0.44
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Iabla 26. Cómparacíónde las frecuencias genotïficas absolutas observadasy esperadas para el locus Got-2 en P. alEataco .ChaCharrámendix

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-2"‘ 1 0.73
Got-2”2 11 11.75

,, Got-ZZ/Z ha 47.52
2

'x¡= 0.15; p= 0.70

Tabla 27. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-3 en P. alEataco (chacharramendíx

Genotípos
BQ¿¿21É995 N°0bservados N°Esperados

soc-3'/' ¡3 10.8h
Got-3V2 25 29.32

Got-32/2 22 19.84

XÏ= 1.3; p= 0.25

Tabla 28. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el Iocus Got-l en P. flexuosa '(cuEa-cój_

1
Genotípos
Postulados N°Observados N°Esperados_

2/2 72Got-1 1 Il.

2/3 3 6Got-1 ‘ 27 29. 03/3
Got-l " 20 18.68

XÏ= 0.h6; p= 0.50

r,
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. Tabla 29. Comparaciónde las frecuencias genotipícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-2 en P. flexuosa (Cura-C6).

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-2'/‘ u u.1u
Got-2”2 21 20.79 “

V,, Got-ZZ/z 26 26.07

Nfi= 0.007; p= 0.93

Tabla 30. Comparaciónde las frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-3 en P. flexuosa (Cura-CóL

Genotipos
Postulados N°0bservados NÏgggerados

Got-3V1 6 7.8h
con-3”2 28 2n.31

Got-32/2 17 18.85

XÏ=1.17; p= 0.28

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

“i Genotipos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-l1/‘ 0 0.ll
Got-lï/Z 5 h.82
Got-lZ/Z 55 55.07

l,
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Tabla 32. Frecuencias genotïpícas absolutas observadas y esperadas para
el locus Got-2 en P. caldenía (Santa Rosa).

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Got-2”1 56 55.1o

Got-2”2 h 3.83
Got-22/2 o 0.07
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Tabla de contingencia para comparar las frecuencias genotïpicas
del locus Got-l entre las diferentes poblaciones de P.ruscífolía.

A)

B)

Genotipos Propuestos
Poblaciones Got-l”1 Got-l“2 Got-lZ/2
Formosa l l 6 #3

Copo 0 8 56

Avellaneda h 29 67

Xi: 12.83; p= 0.01

Genotipos Propggstos
Poblaciones Got-l”1 Gotill/2 nGot-lz/2
Formosa l 6 #3

Copo 0 8 56

Xi; 1.29; p- 0.52

Tabla 3h. Tabla de contingencia para comparar las frecuencias genotïpícas
del locus Got-2 entre las diferentes poblaciones de P.rusc¡folia

Genotipos Propuestos
Poblaciones Got-Zl/l Got-2“2 Got-ZZ/2

Formosa #0 30 0

Copo #8 12 3

XÉ= 11.2; p= 0.00h
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Tabla 35. Tabla de contingencia para comparar las frecuencias genotïpicas
del locus Got-3 entre las diferentes poblaciones de P.ruscífolía

Genotípos Pro uestos
77’ 5 /2Poblaciones Got-31 1 Got-31 2 Got-32

Formosa 37 27 8

Copo 54 13 0

Avellaneda 83 16 l

xfi= 30.30; pE 0
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“Secci6n‘Stromboca[pa

Las especies de esta Sección mostraron seis zonas con actividad GOT/

a las que se denominó GOT A, GOT B, GOT C, GOT D, GOT E, y GOT F (Fig. 6)./

Estas no pueden homologarse en las zonas GOTl, GOT Il y GOT III de la Sec­

ción Algarobia porque las velocidades de migración relativa de las bandas /

son muydiferentes.

En ambas especies cada individuo presenta en GOTA y GOTB, una ban

da como minimo y tres como máximo, observándose sólo tres combinaciones di­

ferentes en cada región. En cada zona, cuando se presentaron las tres ban-/

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

En cada una de las restantes cuatro zonas (GOTC a GOTF), solamen­

te se observó una banda por zona, que no presentó ninguna variación entre /

los individuos de ambas especies.

Las bandas de la zona GOTA fueron numeradas en orden decreciente /

de velocidad de migración anódica como GOTA-1, GOTA-1-2, GOTA-2. Las ban

das de la zona GOTB siguiendo el misno criterio fueron denominadas GOTH

-1, GOT 3-1-2 y GOT 3-2.

Determinación de los probables loci y alelos.

No se contó con individuos de origen hibrido que permitieran anali­

zar los probables ¿SELy alelos. La determinación se basó principalmente en

la observación de las bandas en geles al 5 2 y 72. Las bandas numeradas de

igual forma en ambas especies variaban de la misma manera su movilidad al /

cambiar el poro del gel. Esto apoyaria la hipótesis de que habria homologfa

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

De acuerdo al patrón descripto, que es semejante al encontrado en /
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- GOTA-1
- GOTA-1-2
_ GOTA-2

Figura 6. A) Zimogramade giutamato oxaiacetato transaminasa de individuos
de especies de ia Sección Strombocarpa.: 1 y 2, PL strombulifera (9563);
3-5, P. strombulífera (19); 6-8; P. reptans (1665. En e] zimograma A) se
indican los números de las bandas siguiendo ia nomenclatura esquematizada
en B. B) Esquema de las bandas observadas en los individuos analizados.
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las diferentes zonas de la Sección anterior, es probable que las zonas GOT/

A y GOTB estén codificadas por un gen con dos aielos codominantes que pro­

ducirian enzimas con estructura dimérica. La banda de velocidad intermedia/

que se forma en cada zona seria el resultado de la asociación al azar de //

los monómenosdiferentes codificados por cada uno de los alelos que se en-/

cuentran en los individuos heterocigotas. Se denominó Got-A al ¿asus respon

sable de la formación de las bandas de ia región Got-A y Got-A1 y Got-A2 /

a sus alelos. En la zona GBT-Bel gen fue denominado Got-B y sus alelos Got

-B‘ y Got-BZ. Para ambos genes los alelos fueron numerados de acuerdo al 6L

den decreciente de velocidad de migración del homodimerocorrespondiente. /

Las zonas GOTC a GOTF presentaron una banda monomórfica cada una. Se supg

ne que cada banda podria estar codificada por un gen distinto a ios que se/

denominó respectivamente Got-C, Got-D, Got-E y Got-F y que por lo tanto es-/

tas dos especies no mostraron polimorfismo para los mismos.

En base a esta hipótesis, ios diferentes fenotipos (bandas) observa

dos corresponderian a los diferentes genotipos de acuerdo a la siguiente tg

bla:

ZONAS GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS

Got-m”1 GOTA-l

GOT-A Got- A1/2 GOT A-1, GOT A-1-2, GOT A-2

Got- AZ/2 GOTA-2,

Got- 31/1 GOT3-1.

GOT-B Got- 31/2 GOT 3-1, GOT 3-1-2, GOT B-2

Got- 32/2 GOT9-2

GOT-c Got- c GOT c

GOT-O Got- D GOT D

GOT-E Got- E GOT E

GOT-F Got- F cor r
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Para GOT-Ay GOTeBse procedió a calcular las frecuencias alélicas/

(Tabla 120) en base a las frecuencias fenotipicas observadas (Tablas 36 a /

hl). En ambos casos las especies fueron polimórficas para un nivel del l Z.

En base a lasfrecuenclas aiélicas se calcularon las frecuencias genotipicas

esperadas para el equilibrIO'de Hardy y Nelnberg y por medio de una prueba/

de X3 se comprobóestadísticamente si las frecuencias observadas se aparta­

ban significativamente de las del equilibrio (Tabla 36 a hl). ComoSe puede

apreciar en las tablas, la población de Pcstrombulifera de Catamarca para /

GOT-Ase aparta significativamente del equilibrio (P<.0.0l). Lo mismosucE

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

Dado que no hay evidencias experimentales que indiquen que las espe

cies de Strombocarpa sean autoincompatibles, comoen el caso de las espe-//

cies de la Sección Algarobia, tal vez el exceso de homocígotaspueda expli-/

carse por autofecundación si fueran al menos parcialmente autógamas. Prue-/

bas con cruzamlentos controlados deberian realizarse para probar esta hipó­

tesis.
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¡Tabla 36. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-A en P.strombulífera (Catamarca)

Genotípos
ProEuestos NPObservados N°Esperados

Got-AI/I 26 12.25
1/2

Got-A 18 45.50

Got-AZ/Z 56 hz.2s

XÏ= 36.52; p? 0

Tabla 37. Comparaciónde las frecuencias genotipïcas absolutas observadas
y esperadas para el lócus Got-B en P.strombulífera (CatamarcaX

Genotípos
ProEuestos N°0bservados N°Esperados

Got-BI/ï 32 29.75
Got-Bl/z ha h8.h9

Got-BZ/Z 22 19.76

XÏ= 0.86; p= 0.35

Tabla 38. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-A en P.strombulífera (Río NegroX

Genotípos
Propuestos N°0bservados N°Esperados

Got-Al/l 1 0.36
Got-A”2 10 11.28

Got-AZ/z 89 88.36

2
X.= 1.28; p= 0.26

1
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Tabla 39. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Got-B en P.strombulífera (Río Negro).

Genotipos
Propuestos N°0bservados N°Egperados

Got-B”1 u 6.76
Got-BI/z un 38.h8

Got-82/2 52 5A.76

Xi: 2.05; p= 0.15

Tabla 40. Frecuencias genotïpícas absolutas observadas y esperadas para el
Iocus Got-A en P.reEtans (Sgo. del Estero).

Genotípoa
Propuestos N°0bservados N°Esperados

Gpt-Al/l o 0.20
Got-AV2 9 8.60

Got-A2/2 91 91.2o

Tabla h]. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el Iocus Got-B en P. reEtans (Sgo. del EsteroL

Genotípos
Propuestos N°0bservados N°Esperados

Got-Bl/l 17 7.56
Got-Bl/z 21 39.88

Got-Bz/z 62 52.56

2
X1= 22.h2; pÉ 0



-93­

‘*EBTERASA_E.C. 3.1.1. (EST)

Selección de los órganos anaiizados.

En este sistema isoenzimático se realizaron las mismas pruebas in-/

dicadas para los anteriores. La mejor resolución de las bandas se obtuvo, /

en todas las especies, en cotiledón de 7 dias (cuando se cae el tegumento),

y con los datos provenientes de los estudios de este órgano se realizaron /

los análisis estadisticos. Los demásórganos (epicótiio e hipocótilo) asi /

comodiferentes periodos del desarrollo fueron utilizados para determinar /

los posibles 1251 y aleios en las poblaciones de P.ruscifolia, complementan

do estas pruebas con la utilización de diferentes sustratos. En el resto de

las especies, las pruebas de alelismo se realizaron utilizando solamente //

distintos sustratos, en cotiledones, epicótllo e hipocótilo de plántulas/

de 7 dias.

En ambassecciones, las esterasas presentaron patrones isoenzimáti-/

cos muy complejos, sujetos aixobkmas de regulación, que hicieron en muchos

casos muydificil su Interpretación y análisis.

Sección Algarobia:

semillas 2h hs. después de Iniciada la germinaci6n(5ustratos utilizados:

OLNA y Z3NA).

Este estadio solamente fue estudiado en las diferentes poblaciones/

de P.ruscifolia . En la provincia de Formosaesta especie presentó las ban­

das EST-1, EST-3, EST-h, EST-5, EST-6yEST-7, numeradas en orden decrecien­

te de velocidad de migraciónjh losttos de Avellaneda y Copo de la provin­
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cia de Santiago del Estero, se observaron las siguientes bandas, EST-2, EST

-3, EST-h, EST-5, EST-6 y EST-7, mientras que en la provincia de Chaco, só­

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

Plántuias con 7 y 13 dias de germinación.(Cotiiedones, epicótiio e hipocótL

lo. Sustrato utilizado :ooNA)

A excepción hecha de la banda EST-l caracteristica de la población/

formoseña de P.ruscifolia que solamente se encuentra en semillas de 2h hs./

de germinación, los restantes estadios y órganos en las poblaciones de ///

P.rusc¡folia mantuvieron los mismospatrones isoenzimáticos descriptos en /

semilla (Fig. 8 A, muestrasl-h). Las bandas en epicótiio e hipocótllo, mos­

traron una intensidad de coloración menor que la observada en los cotiledo­

nes (Fig. 7 B).

Los individuos de las demás especies de esta sección mostraron en /

cotiledón, epicótiio e hipocótilo las siguientes bandas: EST-2, EST-3.EST-m

EST-S, EST-6 y EST-7 (Fig. 8 A, muestras 5-11; B). Ai igual que en 2:523cl

59112) en cotiledón la coloración fue más intensa que en los otros dos órgg

nos.

Reacciónde las esterasas frente a los diferentes sustratos.

En la mayoria de las especies de esta Sección, se han individualizí

do dos zonas con actividad esteráslca en base a su capacidad de reaccionar/

frente a una mezcla de 0€y BNA.

Las bandas de la zonal(EST-1 a EST-h) reaccionan preferentemente //

con GNA, produciendo bandas de color rojo. La zona “(EST-S a EST-7)fre_rl

te a esta mismamezcla de sustratos reacciona con atNA, produciendo bandas
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cotüedon epncotllocotüedón eplcótilo hipocotiloA

Fi ura ZcAy B)Zímogramade.esterasas de individuos de B.ruscífolia.
Al Esterasas en semillas con 2h hs después de iniciada la germinación
en diferentes poblaciones, reveladas con ANA. Las bandas aparecen de co­
lor rojo. Se observan las bandas l (EST-l) (presente sólo en los indivi­
duos de Formosa) y las 2, 3, h y 6 (EST-2, EST-3, EST-4 y EST-6). Están
ausentes las bandas 5 y 7 (EST-5 y EST-7), que no reaccionan con este
sustrato. 1-6,,poblacíón de Formosa (307, 313, 321, 332, 33h, 478); 7-11,
población de Chaco (526, 527, S30, 531, 533). B) Esterasas en cotíledones,
epicótilo e hípocótilo en plántulas de trece dias, reveladas con ¿NAy
¡QNA¿se observa la banda 3 (EST-3)qualsewtíñezde¿TQJO'intensamente:miantras

que,5 y36 (EST-5 y EST36Ó,lo hacen tenuemence'de marrón.
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oa¡un¿A

1 — EST-2
¡ _ EST-3; _ EST-4
’ - EST-5

- EST-6
llllllllllllESTï7

Figura 8. A) Zimogramade esterasas en cotiledones de 7 dïas de indivi­
duos de especies de la Sección Aigarobía: i-ü, P. ruscifolia (307, S31,
571, 149); 5 y 6, P. nigra (lhi, #38); 7, P. alba ¡3155; 8, P. hassierí
(311); 9, P. alpataco (112); 10, P.fiexuosa ¡1325; 11, P. caidenia i125);
En e] zimograma A se indican los números de ias bandas siguiendo la
nomenclatura esquematizada en B. B) Esquema de las bandas observadas en los
individuos analizados.
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de coior marrón.

La banda EST-i, sólo fue observada en tres individuos de P.ruscifo­

_lg_de Formosa, en los cuales se estudió el estadio de semiiias 24 hs. des­

pués de ia germinación'(Fig. 7 A, muestrasi Y 3). Las restantes bandas de /

ia zona I, pudieron observarSe en todos ios órganos y periodos del desarro­

iio, pero ios patrones variaban para distintos individuos. Para estas ban-l

das en P.ruscifoiia de FormosaAychagoseobservarm Individuosmn tres tipos de /

patrones diferentes: EST-3, EST-h o simultáneamente EST-3 y EST-h. Las de-/

más poblaciones de P.ruscifoiia y ias restantes especies presentaban tam-//

bién individuos con patrones compuestos por 1 6 2 bandas, pero se observa-l

ron seis fenotipos posibies: EST-2, EST-3, EST-h, EST-2 y EST-3, EST-2 y //

EST-li 6 EST-3 y EST-1+.

Las bandas de ia zona li también pudieron verse en todos ios órga-/

nos y periodos dei desarrollo. Se detectó variación entre ias especies y //

también entre individuos de ia mismapoblación. En P.caidenia ios patrones/

de ios individuos podian presentar una banda (EST-S, EST-6 6 EST-7), dos /

bandas (EST-5 y EST-6, EST-S y EST-7 6 EST-6 y EST-7) o ninguna banda. EH/

ias demás especies de esta Sección todos ios Individuos presentaban ia ban­

da EST-6, a ia cuai se podian sumar: ia banda EST-5, EST-7, ambas o ninguna

La variación de ia intensidad de ias bandas en los diferentes órga­

nos y en distintos periodos dei desarroiio, utilizando ios sustratos oc y/

[3 NAfue estudiada en P.ruscifoiia (Tabia #2).

En ia semiiia 2h hs. después de ia germinación ia banda EST-1 reac­

ciona con gran intensidad con ÑNA. Las bandas EST-2, EST-3 y EST-¡4se ti

ñen intensamente con OL 6 [3 NA. La banda EST-6 se tiñe también con ambos

sustratos, aunque menos intensamente con {3 NA, y frente a una mezcla, cono

se expiicó anteriormente, reacciona preferentmente con CCNA,tiñéndose de
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Tabla #2. Comparación de la intensidad de tinción de las bandas con actívídad
de esterasas en distintos órganos y estadios del desarrollo, usando acetato
de unaftilo (uNA)yacetato de finaftilo LGNA)en diferentes poblaciones de
P. ruscifolía. Intensidad de tinción: +++= intensa, ++-= media, +--= tenue,
;"= tenue O ausente, “‘= ausente.

ESTADIOS DEL DESARROLLO

' 21+ . . , .
h ' Siete dlas Trece o mas dIas

_BANDAS mas

ÉEMlLLA _ ÉPJCOT1_ HIPOCOÏL EP|COT1_ HIPOCOÏL
COMPLETA COTILEDON L0 L0 COTILEDON L0 L0

¿NA oÑA «NA ¡SNA ¿NA B'NA ¿NA BNA ¿NA ¡sNA a-NA BNA «NA /3NA

EST-l --- +++ --— -—- --- --_ __- --- --_ -_- -_- —-- --— -—­

EST-2 +++ +++ +++ +++ ++— ++— ++— ++— +++ +++ ++— ++— ++— ++­

EST'3 +++ +++ +++ +++ ++— ++— ++— ++— +++ +++ ++— ++— ++— ++­

EST-h +++ +++ +++ +++ ++- ++— ++- ++— +++ +++ ++— ++— ++— ++­

EST-S +++ --- +++ --- ++- --- ++— -—- +-- --- /-- --— /-- --­

EST-6 +++ ++— +++ +-- ++— /-- ++— /-- +-- --- /-- --- /-- --­

EST-7 +++ --- +++ --- ++— --- ++— --- +-- --- /-- --- /-- --­
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marrón. Las bandas EST-5 y EST-7 sólo se tiñen con ot NA.

Al estudiar cotiledones de 13 o más dias después de la germinación,

las bandas 5, 6 y 7 tienden a hacerse más tenues hasta casi desaparecer.Las

bandas 2, 3 y h en cambio se mantienen teñidas intensamente. Lo mismo suce­

de en epicótilo e hipocótiio, a pesar de que siempre en estos órganos la in

tensidad de las bandas es menor que en cotiledón (Tabla #2). La banda EST-l

comoya se indicó, está ausente en estos periodos del desarrollo.

En las demás especies de esta Sección, no ha sido posible estudiar/

el comportamiento de las bandas a lo largo del desarrollo, debido a que és­

te era extremadamente complejo y con pequeños cambios de tamaño de la plán­

tula, intensidad de luz, humedad,etc., varíaban muchosu expresión.

Ademásde ot y f3 NA, se utilizaron otros sustratos que fueron ensí

yados en cotiledones de 7 dias, en todas las poblaciones de las diferentes/

especies de esta sección (Tabla #3 y Materiales y Métodos).

Las bandas EST-2, EST-3 y EST-h además de reaccionar con ctNA y /

{.3 NA, reaccionan intensamente con oLNB, O‘NS y OCNP, y tenuemente /

con {3N0 y oCNM.La banda EST-5 reacciona intensamente con otNA y' 04NP, /

levemente con BNO y OCNHy no presenta reacción con aLNB, BNA nl (NS.

La banda EST-7 no reacciona con /3NA ni con otNB, y io hace tenuemente con

oCNS, {3 NO y O‘NMe intensamente con o‘NA y otNP. Finalmente la banda/

EST-6 reacciona intensamente con “NA y oc NP y levemente con fiNA y «NS,

muy levemente con f5 N0 y Oi NMy no reacciona con OLNB (Tabla l03).

Al estudiar las semillas provenientes de posibles hibridos o intro­

gresantes, se observaron los mismospatrones de bandas descriptas para sus

probables progenitores. Al ensayar todos los diferentes sustratos en estos/

individuos las bandas reaccionaron frente a ellos de la mismamanera des-//

cripta en plántulas provenientes de árboles que no mostraban indicios de /



Tabla#3:Comparacióndeiaintensidaddetincióndelasbandasconactividaddeesterasasencotiledones,epi­ cótiloehipocótilode7dias,usandodiferentesustratos,enpoblacionesdeespeciesdelaSecciónAlgarobia.Intensidaddetinción:+++=intensa,++-=media,+-=tenue,/--=tenueoausente,--=ausente.Sustratos:
dNA=acetatodewnaftilo,BNA=acetatodeBnaftilo,dNP=propíonatodezbnaftílo,niNB=butiratodenaftilo, dNS=estearatodemnaftilo,fiN0=oieatode/Snaftiio,uNM=meristatodeMnaftiio.Especies:P.ruscifolía,P.nF gli,P.alba,P.hassieri,P.flexuosa,P.alpatacoyP.caidenia.
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hibridación.

Determinación de los probableS‘loci'Y‘alelos.

De acuerdo a los resultados observados y a los criterios menciona-/

dos en el método de determinación de geles y alelos (Ver Materiales y Méto­

dos), se postuló la siguiente hipótesis:

a) Existiria una isoenzima EST-l que estaria codificada por un gen que po-/

see un solo alelo ectivo en algunos de los individuos de P.rusclfolia de la

población de Formosa y que únicamente se manifiesta en los primeros dias de

crecimiento de la plántula. A este 12523 se lo denominóEst-l.

b) Dadas las diferentes combinaciones con que aparecen las bandas EST-2, //

EST-3y EST-hy las reacciones frente a los diferentes sustratos podrian es

tar codificadas con un gen por dos elelos codominantes en P;rusclfolla_de /

Formosa y Chaco o tres aieios codominantes en todas las demás poblaciones /

de las especies de esta Sección. Este locus fue denominadoEst-2 y sus ale­

2 y Est-23 (en orden decreciente de movilidad de sus co-//los Est-21, Est-2

rrespondientes bandas). La ausencia de bandas hibridas (heteropolimeros) in

dica que dichas alozimas podrian ser monoméricas. Sin embargo esto no puede

asegurarse dado que la ausencia de bandas hibridas.no siempre implica que /

las alozimas sean monomérlcas (Ferris y Whitt, 1978).

c) La banda EST-6 por presentar un comportamiento diferencial con respecto/

a las otras bandas de la zona Il, en relación con su afinidad por los dife­

rentes sustratos, estarfa codificada por un gen particular al que se denoml

nó Est-h. Dado el patrón uniforme de aparición de la banda EST-6 en la mayo

ria de las especies estudiadas, éste gen seria monomórfico. Sin embargo en/

P.caidenia se encontraron individuos que presentaban la banda EST-6y otns

que carecian de ella. En esta especie se supuso que Est-# presentarla dos/
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aielos, uno de los cuales seria nulo (inactivo), y que por lo tanto, en ho­

mocigosis produciria ausencia de la banda y otro activo que daria presencia

de la mismacuando estuviese en homocigosis o en heterocigosls. Los alelos/

del 12523_Est-h en P.caldenia, fueron denominados Est-lio (Aielo nulo) y //

Est-ll1 (Aielo activo).

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

EST-5 y EST-7 y su comportamiento tan semejante utilizando “NA y fiNA en

las poblaciones de P.ruscifoiia (Tabla kz), que podrian sugerir que estas /

isoenzimas estuviesen codificadas por un gen con 3 alelos, siendo uno de //

ellos nulo o inactivo, los resultados obtenidos al utilizar los otros sus-/

tratos (Tabla #3), hicieron suponer que cada banda estaria codificada por /

un gen diferente Est-3 y Est-5 respectivamente, cada uno de ellos coneun //

alelo nulo o inactivo (Est-3o y Est-5°) y otro activo (Est-31 y Est-51).

En el siguiente cuadro se dan los diferentes fenotipos observados /

(Bandas), correspondientes a los distintos genotipos postulados.

LOCI PROPUESTOS GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS

Est-1 Est-l 1/1 EST-1

Est-2 1/1 EST-2

Est-2 2/2 551-3

Est-2 3/3 EST-h
Est-2

Est-2 “2 EST-2-‘y ¡sr-3

Est-2 1/3 ‘ EST-Z- y EST-h

Est-2 2/3 EST-3- y EST-h

Est-3 0/0 Ausencia de bandas
Est-3

- Est-3 '/‘ y Est-31/0 EST-5
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LOCI PROPUESTOS GENOTiPOS PROPUESTOS . BANDAS

Est-¡lol0 Ausencia de bandas.
Est-A

Est-A1/1 y Est-hl/o EST-6

Est-So/0 Ausencia de bandas
Est-S

Est-51/1 y Est-s'/° EST-7

En base a los números observados (Tablas Ak.-55, 59-80), se obtuvig

ron las frecuencias génicas (Tabla 119) y genotipicas de los 1951 Est-2, Est

-3, Est-h y Est-5 para todas ias especies. Para determinar si las frecuen-//

cias genotfpicas observadas del 12222 Est-2 se ajustaban a ias esperadas pa­

ra un equilibrio de Hardy y Welnberg, se utilizó la prueba de‘ïf (Tablas kh,

A7, 50, S3, 59, 62, 65, 68, 71, 75, 78). Comose puede aprecian solamente en

P.ruscifoiia de Chacoy Plhassleri (Tablas 53 y 65) las desviaciones fueron/

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

fueron mayores que las esperadas.

Las poblaciones de P.ruscifoiia fueron comparadasmediante una ta-/

bla de contingencia para ver si existian diferencias significativas en ias/

frecuencias fenotipicas de los ioci Est-2, Est-3 y Est-5 (Tablas 56, S7 y 55.

Comose puede aprecian los resultados indican que ias diferencias no son sig

nificativas para el iocus Est-2 U>>0.05)cuando se comparan las pobiaciones/

de Avellaneda y Copo, asi como las poblaciones de Formosa y Chaco (Tabla 56,

A y B). Por otra parte, las poblaciones de Stgo. del Estero (Avellaneda y C2

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

-Al realizar las comparaciones entre las A poblaciones de P.ruscifo­

iocus Est-5 (p<.0.05) /

(Tabla 58 A);sln embargo, cuando se analizaron en conjunto para este mismo/l

iocus sólo las poblaciones de Avellaneda, Formosay Chaco, el estadistico no
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Tabla hn. Comparaciónde la frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el Iocus Est-2 en P.ruscífolía (Copo).

Genotípos
Propuestos NÏObservados N°Esperados

Est-2V1 1 0.35

Est-ZI/z 6 5.89
, Est-2”3 2 3.3L.

Est-22/2 26 2h¡62

Est-22/3 25 27.9o
Est-23/3 ¡o '7.90

xg= 2.68; p= o.un

Tabla #5. Frequencías fenotïpícas absolútas obsecvadas para el locus
Est-3 en P. ruscífolía (CopoL

Genotípos
ProEuestos N°0bservaégí

Est-3‘/‘ + Est-3‘/° 32
Est-3Mo h]

Tabla #6. Frequencjas fenotïpícas absolutas_observadas para el locus
H Est-S en P.ruscifolía (Copo).t

Genotípos
Propuestos N°0bservados

Est_51/1 + Est_51/0 6h

Est-So/0 9
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Tabla #7. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P. ruscífolía (Avellaneda)

Genotípos
Postulados N°0bservados N°Esperados

Est-Zl/I 2 0.61

Est-2”2 6 7.25
Est-21/3 3 h.56

Est-ZZ/z 25 21.72

Est-22/3 22 27.29
Est-23/3 12 8.57

'x;= 6,81; p= 0.08

Tabla #8. Frecuencias fenotïpicas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P.ruscífolía (Avellaneda).

Genotipos
Postulados N°0bservados

Est-3‘/' + Est-3'/° 36

Tabla #9 Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para el locus
Est-5 en P.ruscífol¡a (Avellaneda)

Genotipos _
Postulados N°0bservados

Est-SI/l + Est-5Vo 55
24Est_50/0
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Tabla 50. Comparaciónde las frecuencias genotïpicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P.ruscifolia (Formosa)

Genotípos
Propuestos NÏObservados N°gsperados

Est-ZZ/Z 20 18.39

Est-22/3 7 10.2o

‘JD' Est-23/3 3 1.h1

XÏ= 2.94; p= 0.09

Tabla Si. Frecuencias fenotïpicas absolutas observadas para el iocus
Est-3 en P. ruscifolia (Formosa).

Genotipos
ProEuestos N°Observados

Est-31/l + Est-3V0 18
Est-3O/0 27

Tabla 52. Frecuencias fenotïpicas absolutas observadas para el locus
Est-S en P. ruscifolía (Formosa).

3 Genotípos
Propuestos N°Observados

Est-5V1 + Est-SV0 39
Est-SO/0 17
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.Tabla S3. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P. ruscífolía (Chaco).

Genotípos ­
Proguestos N°0bservados N°Esperados

Est-ZZ/z 35 31.85
Est-22/3 16 22.26

Est-23V3 7 3.89

'XÏ= h.56; p= 0.03

Tabla 5h. Frecuencias fenotïpicas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P.ruscífolía (Chaco).

Genotípos
ProEuestos N°0bservados

Est-3”1 + Est-3Vo 37
Est-30/o 23

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

Genotípos
Propuestos N°0bservados

Est-5V1 + Est-5”o #9
Est-SO/0 10
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Tabla-56" . Tabla de contingencia para comparar las frecuencias genotïpícas
absolutas del locus Est-2 en las diferentes poblaciones de P. ruscífolia.

A) Genotípos Propuestos
Poblaciones Est-21/1 Est-2V2 Est-2V3 Est-22/2 Est-22/3 Est-23/3

Avellaneda 2 6 I 3 25 22 12

Copo 1 6 2 26 25 10

2

X5= 0-93; P: 0-97

B) Genotipos Propuestos
Poblaciones Est-ZZ/z Est-22/3 Est-23/3

Formosa 20 7 3

Chaco 35 16 7

x5: 0.34; p= 0.81.

Tabla 57. Tabla de contingencia para comparar las frecuencias fenotïpicas
absolutas del locus Est-3 en las diferentes poblaciones de P. ruscífolia.

Genotipos Propuestos
Poblaciones Est-3171 + Est-31/0 Est-30/o

Avellaneda 36 hl

Copo 5h 31

Formosa 18 27

Chaco 37 23

Xg= 9.7i; p= 0.02
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tabla 58 ..Tabla de contingencia para comparar las frecuencias fenotipicas
absolutas del

A)

B)

locus Est-5 én las diferentes poblaciones de P. ruscífolia.

Genotípos Propuestos
Poblaciones Est-S”1 + Est-S”0 Est-SO/0

Avellaneda 55 2h

Copo 64 9

Formosa 39 ¡7

Chaco 49 10

X3: 10.18; p= 0.02

Genotípos Propuestos
Poblaciones Est-5171 + Est-5“o Est-So/o

Avellaneda SS 2h

Formosa 39 17

Chaco #9 10

XÉ= 3.82; p= 0.15

Tabla 59. Comparaciónde las frecuencias genotïpicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P. nígra (Sgo. del Estero).

Genotípos
Propuestos N°0bservados N°Esperados

Est-2‘/' o 0.35“ h
1/2 . 5-5Est-2 5 5.19

Est-21/3 5 u.os
Est-ZZ/z 20 19.07"

Est-22/3 28 29.7h
Est-23/3 12 11.60

x3: 0.hh; p= 0.81
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Tabla 60. Frecuencias fenotïpicas absolutas observadas para el locus
'Est-3 en P. nígra (Sgo. del Estero) .

Genotípos
Propuestos N°0bservados

Est-31/1 + Est'3l/o 53
Est-30m 31

Tabla 61. Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para el locus
Est-S en P. nígra (Sgo. del Estero).

Genotípos
Propuestos N°0bservados

Est-Sl/I + Est-51/o 39
Est-So/o #2

Tabla 62. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P. nígra (Entre Rïos).

Genotípos
Propuestos N°0bservados N°Esperados

Est-2”1 1.h3
Est-2”2 1h 12.29-——

Est-21/3 o lo.87--—I 17'16

Est-22/2 25 26.39
Est-22/3 22 20.89

Est-23/3 6 h.13

Xá= 3.28; p= 0.19
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Tabla 63. Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P. nígra (Entre Ríos)

Genotípos
Progpestos A N°0bservados

Est-3”1 + Est-3'/° 69
Est-3o/0 ¡d

Tabla 6h. Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para el locus
Est-5 en P. nígra (Entre Ríos).

Genotípos
ProEuestos N°0bservados

Est-Sl/l + Est-5V0 32
Est-SWo no

Tabla 65. Comparaciónde las frecuencias genotïpícaSIabsolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P. hassleri (Formosa).

Genotípos
Propuestos N°0bservados N°E5perados¿

Est-Zl/l 2 0:68
Est-2”21 7 8.1h
ESt-ZI/3 3 h.h7

Est-22/2 33 2h.u7
Est-22/3 11 26.87
Est-Z3/3 ¡6 7.37

X2: 22.62; pz o
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Iabla 66. Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P. hassleri (Formosa).

Genotípos
Proguestos . N90bservados

Est-31/1 + Est-3”0 36
Est-3M0 h]

2‘;

Tabla 67. Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para el Iocus
Est-5 en P. hasslerí (Formosa).

Genotipos
Propuestos N30bservados

Est-SI/I + Est-Sl/o 20
Est-SO/o 57

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

Genotipos
Prqpuestos N30bservados N2Esperados

Est-2”1 14 10.11
e.
‘* Est-2”2 19 20.h8

Est-21/3 6 ¡2.50
Est-ZZ/2 10 10.38

Est-22/3 ¡5 12.66
Est-23/3 6 3.87

XÉ= 6.60; p= 0.09

I
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.Tabla 69. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P. aiba (Formosa).

Genotípos
Propuestos - N20bservados

Est-3V1 + Est-3V0 43

¿i Est-3o/0 38ï'

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

Genotípos
ProEuestos N30bservados

Est-Sl/l + Est-51/0 1h
Est-SO/o 68

-Tabia 71. Comparaciónde ias frecuencias genotipicas absolutas observadas
y esperadas para el iocus Est-2 en P.caldenía (Santa Rosa).

Genotípos
Prgpuestos N90bservados N2Esperados

Est-Zl/I 7 5.88
3L Est-2”2 20 22.28

Est-2‘/3 1h 13.97
Est'zz/2 22 21.10

Est-22/3 27 26.47
Est-23/3 8 8.30

Xá= 0.6i; p= 0.89

I,
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Iabia 72. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P. caldenia (Santa Rosa).

Genotípos
ProEuestos ' -N30bservados

Est-3'/' + Est-3‘/° 36
Est-3o/o 41

Tabla 73. Frecuencias fenotipicas absolutas obServadas para el locus
Est-E en P. caldenia (Santa Rosa).

Genotípos
Proguestos ' N90bservados

Est-u‘/‘ + Est-u‘/° su
Est-ho/o 13

Tabla 7h. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el locus
Est-5 en P. caldenia (Santa Rosa).

Genotípos
Propuestos N20bservados

Est-Sl/I + Est-SI/O 32

Est-SO/o 47
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.Tabla 75. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Est-2 en P. flexuosa (Cura-C6).

Genotípos
Propuestos N30bservados NEEgEerados

Est-2‘/‘ 2 2.67
Est-2”2 19 ¡6.51

e, Est-2”3 9 10.20
Est-ZZ/z 25 25.h6
Est-22/3 3o 31.h5

Est-23/3 11 9.71

'Xá= 0.9%; p= 0.82

Tabla 76. Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P. flexuosa (Cura-C6).

Genotipos
Propuestos N20bservados

Est-31/l + Est-3V0 32
Est-30/0 50

Tabla 77. Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para e] locus
Est-5 en P. flexuosa (Cura-C6)

Genotípos
ProEuestos N90bservados

Est-SV1 + Est-51/0 38

Est-So/0 #9
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Tabla 78. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el Iocus Est-2 en P. alEataco (Chacharramendí).

Genotípos
ProEuestos N90bservados NgEsperados

Est-Zl/I 17 16.19
Est-Zl/z 3o 32.33

1/3Est-2 1h 13.26

Est-ZZ/z 17 16.19

Est-22/3 14 13.26

Est-23M3 2 2.72

x2= 0.53; p= 0.91
3

Tabla 79. Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para el locus
Est-3 en P. alEataco (Chacharramendí).

Genotípos
ProEuestos N20bservados

Est-3l/1 + Est-3V0 6
Est-Bo/o 72

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

Genotípos
Propuestos N90bservados

Est-Sl/I + Est-S”0 18
Est-So/o 56
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fue significativo (p) 0.05) (Tabla 58 B).

Las cuatro poblaciones mostraron diferencias significativas cuando///

se compararon sus frecuencias genotipicas para el locus Est-3 (p( 0.05) (Ta­

bla o

Sección'Strombocarpa

En las poblaciones de las especies estudiadas en esta Sección se deteg

tó un total de 12 bandas anódicas EST-1 a EST-12, numeradas en orden decreciqL

te de velocidad de migración anódlca (Fig. 9 A y B). Estas fueron observadas

en cotiledón, epicótllo e hipocótllo de plántulas con siete dias de germina­

ción. Se utilizaron diferentes sustratos para observar ia reacción de cada /

una de las isoenzimas frente a los mismosy poder asï estimar los probables/

loci y aleios impiicados y las homologias entre estas poblaciones.

La determinación de los probables loci y alelos lnvolucrados fue muy/

dificil y en ciertos casos sólo se han podido lndividuallzar diferentes feng

tipos. Esta dificultad es producto de la gran variación de númeroe intensi­

dad de las bandas a io largo dei crecimiento de las plántulas.

Las bandas EST-i, EST-2, EST-3 y EST-h, no mostraron ninguna variación

ya sea entre especies, individuos u órganos, aunque en epicótilo e hipocótiio

presentaban una tinción algo más débil que en cotiiedón. Las restantes bandas

mostraron, en los 3 órganos mencionados patrones complejos de aparición que/

serán descriptos más adelante.

Reacciónde las diferentes isoenzimas frente a los diferentes sustratos: pro­

bables loci y aielos.

Comose puede apreciar en la Tabla 81 las bandas EST-1, EST-2, //////
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.Fígura 9. A) Zímogramade esterasas de individuos de especies de ia
Sección Strombocarpa: 1 y 2, P. strombuiifera (9563); 3-5, P. strombuii­
fera (19); 6-10, P. reptans (i . En ei zimograma A), se indican ios'7- "—-'—._-. .
numeros de las bandas sngunendo ia nomenclatura esquematlzada en B).
B) Esquema de ias bandas observadas en ios individuos de las especies ana
iizadas.
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EST-3, y EST-¿I reaccionan con aLNA,fiNA, OLNP, oCNB, uNS, y OLNH. La banda/

EST;1, sin embargo, tiene un comportamiento diferencial con respecto a las /

otras tres, puesto que reaccionan con aLNSy “NM mucho más Intensamente que

aquéllas. Esto estaria indicando que la banda monomórflcaEST-1 estaria codl

ficada por un gen al cual se denominó Est-1, diferente al o a los que codifl

carian las bandas EST-2, EST-3 y EST-h.

Las bandas EST-1 y EST-2, ante una mezcla de OKNAy fiNA dan un co­

ior marrón, mientras que las bandas EST-3 y EST-h, reaccionan dando una fuer

te coloración roja. Esto demostraria mayor afinidad de EST-3 y EST-k poriBNA

que la demostrada por las bandas EST-l y EST-2. De esto se podria deducirque

la banda EST-2estaria codificada por un gen diferente ai de ias bandas EST­

3 y EST-h, y el iocus correspondiente fue denominado Est-2.

Las bandas EST-3 y EST-h en cotiledón, reaccionan frente a los dlfs

rentes sustratos de la mismamanera en cuanto a presencia e intensidad; io l

mismosucede en hipocótilo a pesar de que en general en este órgano ia tin-l

ción es leve. Cuandose analizaron estas bandas en epicótilo usando como/

sustratOthA ó BNA, EST-h siempre aparecia mucho menos teñida que EST-3;‘eá

to tal vez indicaria que cada una de estas isoenzimas está codificada por 4/

dos genees distintos a ios que se denominó ESt-B y Est-h.

Las restantes ocho bandas fueron agrupadas en tres zonas en base a/

su afinidad por ios diferentes sustratos y por su movilidad. Dichas zonas //

fueron denominadas EST-l, EST-II y EST-III, en orden decreciente de veioci-/

dad de migración relativa. En estas zonas no pudo establecerse el número de/

genes y alelos involucrados, debido a que existe muchavariación tanto en ¡2

te“5¡dad comoen aparición y desaparición de las bandas, entre individuos de

una misma población. Esto hace suponer que tal vez estén sujetos a complica

dos sistemas de regulación, io que dificulta el análisis.
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La primera zona incluiría las bandas EST-5, EST-6 y ESTv7.

Esta zona reacciona tenuemente con O‘NBy MNS, intensamente con///

ofiNA y OCNPy no io hace con /3NA ni con thM.

La zona II comprende ias bandas EST-8, EST-9 y EST-iO que reaccio-/

nan intensamente con otNA y. oúNP, no haciéndolo con /3NA, otNB, MNS ni

d,NM. Finalmente ia zona HI que Incluye ias bandas EST-ii y EST-12, reac­

ciona intensamente con “NA y “NP, tenuemente con fi NAy-no reacciona ///

frente a los otros sustratos utiiizados.

En ias zonas I y ii se pueden ver patrones que comprenden una a trs

bandas, mientras que en ia zona Ill se observan patrones de cero a dos ban-/

das,apareciendo muchasveces sóio rastros o estelas de ias mismas.

De io descripto se puede resumir que existirian cuatro genes mononfit

ficos (bandas EST-i a EST-h) para ias dos especies estudiadas y qteiasod'oim­

daS|ESünteálas cuales no fueron incluidas en ios cálcuios de distancias e //

identidad genética) agrupadas en tros zonas, presentaron una gran variación/

que no fue posibie hasta ei momentoidentificar con certeza.
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PEROXI-DASA E.C. 1.11.1.7. (PRX)

se1ecci6n de los órganos anafizados

Para la interpretación del sistema isoenzimático de las peroxidasag

se realizaron diversas pruebas utilizando diferentes órganos y diferentes pe

riodos del desarrollo. Tales ensayos permitieron elegir aquel estadio y órgí

no de las plántulas donde se obtenia mejor resolución de las bandas.

Con el tampónutilizado (ver Materiales y Métodos), la actividad ps

roxldásica no se observó sino hasta 3 a 5 dias después de iniciada la germi­

nación.

La mejor resolución de las bandas fue obtenida en la primera hoja /

adulta. Usandoeste órgano no se forman los “cometas” que dificultan la idea

tificación de las bandas. Sin embargo, debido a que las plántulas no siempre

alcanzaban a desarrollar la primera hoja adulta, fue necesario utilizar cogí

ledones de aproximadamente 7 dias después del comienzo de la germinación. El

patrón de bandas isoenzimáticas fue el mismoen cotiledón, epicótllo, hipocé

tílo y primera hoja adulta.

Sección Aigarobïa.

Todas las especies de esta Sección mostraron tres bandas de migra-/

ción anódica, denominadas en Oroen decreciente de movilidad PRX-i, PRX-Zy /

PRX-3.S=dnsenaron ademásalgunas bandas que migraban muy próximas al frente de /

bromofenol y bandas catódïcas que no fueron incluidas en el análisis debido/

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

Los patrones observados variaron entre individuos, poblaciones y es
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Figura 10. A y B) Zímogramasde peroxídasas de individuos de especies de 1a
Sección Algarobia. A): 1-5, P. nigra (ihz, 1u3, h3h, #35, A38); 6,
P. caldenia (12h); 7, P. flexuosa 1133); 8-10, E¿_ruscifoiia (332, 33h,
7705. Bi: 1 y 2, P. ruscifolia i1h9,150); 3 y 4, P. nigra i1h1,358); 5 y
6, P. alba (315, 3235; 7 y 3, P. hass]eri( 311, 3151; 9, P; caldenia (118);
10, P. fiexuosa(132); 11-13, P. alpataco (109, 111, 112). C5 Esquema de
las bandas observadas en los individuos de las especies analizadas.
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pecies.

En la población de‘P,rusclfo]¡a de P.ruscifolia de Avellaneda, todos

ios individuos presentaban ias bandas PRX-Zy PRX-3, mientras que la banda//

PRX-l se hallaba presente sólo en algunos individuos.

En P.ruscifoiia de la provincia de Formosa, P.alba, P.hassleri y /

P.aipata_cgJ PRX-3pudo ser observada en todos ios Individuos, mientras que /

PRX-i y PRX-Z'podianestar presentes o ausentes. Finalmente P.nl9ra de Entre/

Rios, P.n¡9ra de Stgo. del Estero, P.caideñia y P.fiexuosa, presentaron ¡ndl

viduos de una, dos, tres o ninguna banda.

Cuandose analizaron las semillas provenientes de individuos de por

sible origen hibrido, no aparecieron patrones de bandas diferentes de aque-/

llos encontrados en los posibles progenitores. Esto hace suponer la existen­

cia de los mismosgenes en todas estas especies.

Determinación de los posibles loci y aleios

En especies dïpioides, tales comolas que fueron estudiadas en este

trabajo, no puede haberen u1hdividuo más de dos aleios por iocus. Por lo tan

to se esperarian patrones de i 6 2 bandas para enzimas monoméricas, l 6 3 pg

ra enzimas dimérlcas, i 6 S para tetraméricas, etc.

Los patrones observados no se ajustan a las predicciones para enzi­

mas polimérlcas, y es más factible asociar su comportamiento al de una (s) /

enzima (s) monomérica (s) con aleios nulos, que en homocigosis producirian /

ausencia de enzima, explicando asi ia presencia de individuos sin bandas.

En“P¡ruscifong de Formosa,;f. iba, P.hassleri y P.alBataco, PRX-3/

no presentó variación en ningún individuo, mientras que si se observó varia­

ción en las bandas PRX-i y PRX-Z, por lo tanto PRX-3no seria alternativa l!
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aiéiica de PRX-ini de PRX-Zy deberia estar codificada por un‘lgsuí diferen

te a] o a ios que codifican para las bandas PRX-i y PRX-2. Se denominó entqn

ces Prx-3 ai gen que codifica ia isoenzima PRX-3, cuyO‘lgsuí presentarïa dos

aieios, uno activo (Prx-31) y uno nuio (Prx-30), presente en P¡nigra¡ P.Fie­

¿uosa y P.caidenia que en homocigosis determinarïa ausencia de banda.

Todos ios individuos de P.ruscifoi¿2_de Avellaneda, presentaron ias

bandas PRX-Zy PRX-3, mientras que ia banda PRX-i mostró variación, estando

presente en aigunos individuos y ausente en otros. Por io tantose.puedesupg

ner que PRX-iestaria codificada por un 12223 diferente ai que codifica ias

bandas PRX-Zy PRX-3. De esta manera se denominó Prx-i ai gen que codifica-/

ria a ia banda PRX-i y Prx-2 ai que codificaria para ia banda PRX-2.

Cada uno de eiios tendria un aieio nuio (Prx-io, Prx-2o respectivamente)y '/

uno activo (Prx-i1 y Prx-21).

Los dos aieios dei iocus Prx-1 están presentes en todas ias pobia­

ciones de ias especies estudiadas de esta Sección. Ei aieio Prx-2o sólo está

ausente en P.rusc¡foiia de Avellaneda.

En base a esta hipótesis de tres genes cada uno de eiios con un als

io activo y otro nulo, se numerana continuación los diferentes fenotipos og

servados (bandas) y ios genotipos hipotéticos correspondientes:

LOCI PROPUESTOS GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS

_ 1/1 _ 1/0 ­
Prx-1 Prx 1 y Prx 1 PRX 1

Prx-io/0 Ausencia de banda.

_ 1/1 _ 1/0 _
Prx_2 Prx 2 y Prlx 2 PRX 2

Prx-ZO/o Ausencia de banda

1 o'
Prx_3 Prx-3V1 y Prx-3 / PRX-3

Prx-30/a Ausencia de bandañ vrvv-v-vrr r<‘m
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En las tablas 82 a 102 se dan las frecuencias fenotipicas de los //

tres ioci para ias diferentes especies y poblaciones.

Las frecuencias aiélicas se estimaron a partir de las fenotipicas sua.­

ponlendo que las poblaciones estaban en qqullibrio (Tabla 119).

Sección Strombocarpa

Las dos especies presentaron en comün una banda monomórfica denomi­

nada PRX-A, de velocidad de migración anódlca mucho mayor que ia PRX-l des­

cripta en la Sección Aigarobia (Fig. 11 A). Esta banda se coiorea inmediata

mente al tratar el gel con bencldina. Una segunda banda (PRX-B)de menor vs

iocidad de migración que aparece luego de unos 10, minutos de iniciada la /

coloración, se observó en todos los Individuos de Pgstrombuiifera y en alqu

nos de P.reptans (Fig. ll B y C). Finalmente una tercera banda PRX-Cde mena

velocidad de migración que PRX-By que aparece simultáneamente con esta ül­

tima, se halla presente solamente en algunos individuos de P¡reptans_(Fig./

li C). En esta ültima especie las bandas PRX-By PRX-Cpresentaron ios si-/

guientes patrones de aparición en los diferentes individuos: PRx-B, PRX-C,/

ambas bandas o ninguna.

Determinación de los probables locl y aleios

La no aparición simultánea durante la coloración de la banda PRX-A/

con respecto a las bandas PRX-By PRX-Cseñalaria que estas enzimas tendrian

diferente afinidad por el sustrato y, por lo tanto, es probable que PRX-A/

no sea un alozlma de PRX-B y PRX-C.

Deestos resultados puede suponerse que existirian dos loci, el pri
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Figura 11. Zimogramas de peroxídasas de individuos de especies de 1a
Sección Strombocarpa. A) Bandas peroxidásicas obtenidas inmediatamente
después de iniciada ia tinción, solamente se observa la banda PRX-A:
1-5, P.strombulifera (19); 6-10, P. strombulífera (9563); 11-17, E,
reEtans I . P.ru= P.ruscifoiia i7105. Bi Bandas peroxidásícas ob­
tenidas luego de 10 minutos de íncíada 1a tinción; aparece la banda
PRX-B:1-7, P. strombulífera (9563); 8-1h, P. strombulífera (19). P.ru=
P.ruscifoiia i710). Ci Bandas peroxidásicas obtenidas luego de 10 mi­
nutos de inciada la tinción; aparecen las bandas PRX-By PRX-C: 1-17,
P.reptans (166); P.ru= P.ruscifoiia (710). D) Esquemade las bandas
observadas en los individuos de las especies analizadas.
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Tabla 82. Frecuencias fenotïpicas absolutas observadas para el locus
Prx-I en P. ruscífolía (Formósa)i*‘

Genotípos ­
Propuestos N90bservados

Prx-il/I + Prx-iI/o 19
Prx-lo/o 81

‘ Tabla 83. Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para el locus
Prx-Z en P. ruscífolía (Formósa)J '

Genotípos
ProEuestos N20bservados

Prx-Zï/ï + Prx-Zl/o 8h
Prx-Zo/0 T2

Tabla 8h. Frecuencias enotïpícas absolutas observadas para el iocus
Prx-I en P. ruscífolía (Aveibanedal

Genotípos
ProEuestos a N30bservados

Prx-l”1 + Prx-Il/o 1
Prx-IO/O 21

Tabla 85. Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para el locus
Prx-i en P. nígra (Sgo. del Estero).

Genotípos
ProEuestos N90bservados

Prx-ll/1 + Prx-i”o 13
‘J' 0/0Prx-l 72

Tabla 86. Frecuencias fenotïpícas absosoiutas observadas para e] Iocus
Prx-Z en P. nígra (Sgo. del Estero).

Genotípos
Propuestos N20bservados

Prx-ZI/l + Prxl/o 79
Prx-Zo/0 9
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Tabla 87. Frecuencias fenotipicas absolutas observadas para el iocus
Prx-3 en P. nígra (Sgo. del Estero).

Genotípos
Propuestos N20bservados

Prx-3l/1 + Prx-31/o k8

Prx-30/o - 35

Tabla 88. Frecuencias fenotïpicas absolutas observadas para el locus
Prx-i en P. nigra (Entre Ríos).

Genotípos
ProEuestos N90bservados

Prx-ll/1 + Prx-BI/0 28
Prx-io/o 62

Tabla 89. Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para el locus
Prx-Z en P. nígra (Entre Ríos).

Genotípos
Prgguestos N90bservados

Prx-Zl/l + Prx-Zl/0 #3
Prx-ZO/O 37

Tabla 90. Frecuencias fenotïpicas absolutas observadas para ei Iocus
Prx-3 en P. nigra (Entre Rïos).

Genotípos
ProEuestos N30bservados

Prx-31/l + Prx”0 60

Pr)I(-'30/0 20

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

Genotípos
Prgpuestos N20bservados

Prx-II/1 + Prx-ll/o 60
Prx-lo/0 31
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-Tabia 92. Frecuencias fenotïpicas absolutas observadas para el locus
Prx-Z en P. alba (Formosa).

'Genotípos
ProEuestos N20bservados

Prx-Zl/1 + Prx-Zl/o 60
Prx-Zo/o 21

¡Tabla 93. Frecuencias Fenotïpicas absolutas observadas para el locus
Prx-i en P. hassierí (Formosa).

,Genotipos
fïggggstos N20bservados

Prx-11/1 + Prx-Il/o 53
Prx-io/o M7

-Tabla 9h. Frecuencias fenotïpicas absolutas observadas para el locus
Prx-Z en P. hassleri (Formosa).

'Genotípos
Propuestos N20bservados

Prx-ZI/l + Prx-ZI/o 73
Prx-Zo/o 16

Tabla 95. Frecuencias fenotïpicas absolutas observadas para el locus
Prx-i en P. alEataco (Chacharramendi).

Genotipos
Prqpuestos N90bservados

Prx-ll/l + Prx-il/o 77
Prx-io/0 iO

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

Genotipos
Propuestos N20bservados

Prx-21/1 + Prx-Zl/o 35
Prx-zo/O hs
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'Tabla 97. Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para el locus
Prx-l en P. flexuosa (Cura-C6).

Genotípos
ProEuestos NEObservados

Prx-ll/1 + Prx-II/o #2
Prx-IO/0 l 48

Tabla 98. Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para el locus
Prx-2 en P. flexuosa (Cura-C6).

-Genot¡pos
Propuestos N20bservados

Prx-Zl/1 + Prx-Zl/o #3

Prx-ZO/0 55

'Tabla 99. Frecuencias fenotïpicas absolutas observadas para el locus
Prx-3 en P. flexuosa (Cura-C6).

'Genotipos
ProEuestos N20bservados

Prx-31/1 + Por-3”0 69
Prx--3o/0 27

'Tabla 100. Frecuencias fenotïpicas absolutas observadas para el locus
Prx-I en P. caldenía (Santa Rosa).

'Genotípos
Propuestos NEObservados

Prx-I”1 + Prx-ll/o 55

Prx-lo/0 ‘33

-Tabla 101. Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para el Iocus
Prx-2 en P. caldenía (Santa Rosa).

"Genotípos
Propuestos N90bservados

Prx-21/1 + Prx-ZI/o 58

Prx-ZO/o 31
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.Tabla 102. Frecuencias fenotïpícas absolutas observadas para eltlocus
Prx-3 en P. caldenia ( Santa Rosa).

Genotípos
Proguestos N20bservados

Prx-3'/' + Prx-3V0 61
Prx-BO/0 28

Tabla 103. Comparacióndewlas frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Prx-B en P. reEtans ( Sgo. del Estero).

Genotípos
Propuestos N30bservados NgEsEerados

Prx-BI/l + Prx-Bl/o 28 27.97

F’rx-BZ/2 + Prx-BZ/0 9 7-15

Prx-Bo/0 10 10.01

Prx-Bl/2 h 5'87

Xi: 197; p= 0.30
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mero que codificaria para la isoenzima PRX-A(de rápida aparición y el se­

gundo, de aparición retardada, que codificaria para las dos isoenzimas. El l/

primer 19222, monomórfico en ambas especies se denominó Prva. El segundo,Prx

-B, seria monomórfico en P.strombuiifera, produciendo la banda PRX-By poii-/

mórfico en Plreptans, produciendo las bandas PRX-B,PRX-Cambas o ninguna. De

las combinaciones observadas para las aiozimas PRX-By PRX-C, ei 12223 PRX-B/
2

presentaria tres aleios, los que fueron denominadosPrx-B‘, Prx-B y Prx-BO./

Este último, en homocigosis no produciria banda.

Alternatixamente podria suponerse que PRX-By PRx-Cestán codifica-l

das por 1221 distintos, cada uno con un aieio activo y otro nulo. Noobstante,

se optó por ia primera hipótesis porque: i) Considerando el punto (c) de Métg

dos utilizados para la determinación de los probables 1221 y aielos, ambas//

bandas aparecen simultáneamente en todos los órganos estudiados (cotiledón, /

epicótilo e hipocótllo) a partir del tercer dia después de iniciada la germi­

nación. Este hecho podria indicar que ambas isoenzimas (PRX-By PRX-C)están/

sujetas al mismosistema de regulación y tai vez estén codificadas por alelos

de un iocus.ii) Se calcularon las frecuencias génitas (Tabla 120) para ei lg

cus PRX-Bcon sus probables tres alelos, Prx-Bï, Prx-B2 y Prx-Bo y posterior­

mente por medio de una prueba'X? se determinó que las frecuencias genotipicas

observadas no se apartaban de ias esperadas para un equilibrio de Hardy­

ibinberg(Tabla103) (p90;.05). Esto reforzaria ia hipótesis de que las bandas /

PRx-B y PRX-Cserian productos de aieios de un gen.

De acuerdo con lo propuesto se indican a continuación los diferentes

fenotipos observados (Bandas) y ios correspondientes genotipos postulados:

LOCI PROPUESTOS GENOTlPOS PROPUESTOS BANDAS

Prx-A Prx-A”1 PRX-A
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BANbAsr'LOCI PROPUESTOSI j GENOTIPOS“PROPUESTOS.

Prx-Bï’,1 6 Prx-BVo PRX-B

Prx-BZ/2 6 Prx-Bz/o PRX-C
Prx-B

Prxg/o Ausencia de banda.

Prxg/z‘ PRX-C-B
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ÉïprEPGLUCONATO DEHIDROGENASAE.C. 1.1.1.h3.(6-PGD)

Selección de los órganos analizados.

Este sistema isoenzimático presentó muchasdificultades para poder//

individualizar claramente las distintas bandas.

Fueron utilizadas semillas a 2h hs. de la iniciación de la germina-/

ción, cotiiedón, epicótilo e hipocótilo con h,7 y más dias de crecimiento de

la piántula, asi comodiferentes soportes y tampones. Finalmente, el estudio

de 6-PGDfue realizado en semillas con 2h hs. de germinación.

Sección Algarobia

Dentro de esta Sección pudieron identificarse cuatro bandas anódicas

denominadas 6PGD-1, 6PGD-2, 6PGD-3 y 6PGD-ü, numeradas en orden decreciente

de velocidad de migración electroforétlca.

La banda 6-PGD-3 es común a todas las especies de esta Sección y es

ia ünlca en P.hasslerl y E¿Elbí (Fig. 12 A, muestras 7 y 8; C, muestras 2 y/

3), la banda 6PGD-1se observa en P.nigra,'P:fiexuosa y P;alpataco (Fig. 12/

A, muestras 9 y 10; B, muestra 2; C, muestra i), la banda 6PGD-hes caracte­

ristica de P¡caidenla (Fig. 12 A, muestraSIi-16) y la banda 6PGD-2de :¿Luí­

glfigllg (Fig. 12 A, muestras i e 6). En la figura 13 se esquematizan los zi­

mogramascaracteristicche las especies estudiadas.

Cuandose analizaron individuos provenientes de árboles híbridos en­

tre P.aiba x P.hasslerl, sólo se obtuvieron individuos con la banda 6PGD-3,

En el caso de individuos provenientes de árboles de P;hassierl x//

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

termedia entre ellas, muy tenue y poco constante comopara poder ser inclu­
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Figura 12. Zímogramasde6-fosfogiuconato dehidrogenasa de individuos de
especies de ias Secciones Aigarobía y Strombocarpa. A) 1-6, P. ruscifoiia
(307,313,321,526,1h6,147); 7, P. alba (323); 8, P. hassierí 320 ;
9, P. fiexuosa (133); 10, P. aipátaco (111); 11-15, P. caidenia (123,12ü,
126,118,119,120); 17, P. fiexuosa 1105), árbol muy cercano a P.ca1denia
(104). B) L'Pstrombuiifera ¡195; 2, P. nigra (1h1); 3, P. reptans 11555
C) 1, P. nigra i358i; 2, P. aiba (3291; 3, P. hassierí ¡3115.
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Figura13.Esquemain'dícandolosdiferentesfenotiposobservadosenlasespeciesdelaSecciónAlgarobía yStrombocarpaparaelsistemaísoenzímátícode6-fosfogluconatodehidrogenasa.
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ida en este análisis. Ai analizar semillas provenientes de P.niqra x P.hassle

r; se observaron las bandas 6PGD-1y 6-PGD-3, siendo la primera muy tenue.

Estudiando individuos provenientes de árboles hibridOS'P.flexuosa x/

P.aipataco, se obtuvieron solamente individuos con las bandas caracteristica

de las especies puras o sea 6PDG-1y 6PGD-3. Finalmente, semillas provenien­

tes de P.alEataco (171,172) y P.fiexuosa (100, 103, 105, 106, 107) de enjam

bres hibridos y muycercanos a árboles de P.caidenia, mostraron las bandas /

6PGD-1, 6PGD-3 y 6 PGD-h (Fig. 12 A,nuegna 17) siendo 6PGD-1 y 6PGD-h muy ts

nues.

Determinación de ios probables ioci y aieios

Debido a que no fue observado un pollmorfismo aparente en las bandas

descriptas para las diferentes especies, y que en los individuos provenien-l

tes de ios posibles híbridos o introgresantes no se observó segregación, si­

no solamente una adlclón de las bandas caracteristicas de los posibles progs

nitores, se supuso que estarian Impiicados genes diferentes en la producción

de cada isoenzlma observada.

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

semillas provenientes de P.aipataco y P.fiexuosa de enjambres hibridos, que

muyprobablemente sean resultado de hibridación con P;caldenia, aparecen si­

multáneamente individuos con las tres bandas (6PGD-1, 6PGD-3y 6PGD-h)._ :QE

do que las especies son diplóldes y no espera más que dos aleios por 12222,

es de suponer que estas tres bandas estarian codificadas por más de un gen./

En base a esto se denominó 6Pgd-1, 6Pgd-3 y 6Pgd-h a los genes que codifican

para las bandas 6PGD-1, 6PGD-3 y 6PGD-h respectivamente.

Cuandose analizaron las semillas provenientes de árboles hibridos /

P.hassleri x P.ruscifolia, sólo se observaron individuos con dos bandas .Nus
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vamente, ia no aparición de individuos poseyendo una soia de elias haria ///

descartar ia posibilidad que estas dos bandas sean aiéiicas. Por io tanto se

denominó iocus 6Pgd-2 a aquél que codifica para ia banda 6PGD-2.

En base a esta hipótesis se dan a continuación ei nombre de ios/

posibles ioci y bandas que ellos codificarïan:

LOCI PROPUESTOS BANDAS

6Pgd-1 6PGD-1

6Pgd-2 6PGD-2

6Pgd-3 6PGD-3

ópgd-h 6PGD-h

sección Strombocarpa

Todos ios individuos de ias poblaciones de ias diferentes.especies l

analizadas mostraron un ünico patron de dos bandas.

Estas fueron denominadas en orden decreciente de velocidad de migní

ción electroforética, 6PGD-Ay 6PGD-B, (Fig. 12 B, muestras i y 3; Fig .iBL

Dado que no se dispuso de individuos de origen hibrido para su ané

lisis, y ei estudio de diferentes estadios del desarrollo y órgancsno dio /

ninguna información adicional, se supuso un esquema para ia producción de /

ias lsoenzimas semejante ai encontrado en las especies de ia Sección Aigarg

bia. Por io tanto, se postuló que cada banda estaria codificada por un gen/

diferente, ios que fueron denominados 6Pgd-Ay 6Pgd-B respectivamente paral/

ias isoenzimas 6PGD-Ay 6PGD-B.
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*‘AMINOPEPTIDASA E.C. 3.a.1.2. (AMP)

Selección de los órganos analizados

Las mismas bandas fueron encontradas en semillas de 2h hs. de Inicia

da la germinación, y cotiledones, eplcótllo e hipocótiio de plántulas de ///

aproximadamente7 dias. La única diferencia observada fue que la lntensidad/

de las bandas era menor en semillas de 2h hs. que en las plántulas de 7 ///

dias. Para este estudio isoenzimátlco se escogieron plántulas de este último

estadio.

Sección Algarobia.

La especie que presentó mayor nümero de isoenzlmas fue P.caldenia,que

mostró 5 bandas anódicas que fueron denominadas de mayor a menor velocidad /

de migración electroforética AMP-l, AMP-2, AMP-3, AMP-Hy AMP-S (Fig. 1h A y

C). Las poblaciones de las otras especies analizadas en esta sección sólo /

mostraron las bandas AMP-i, AMP-3, AMP-h y AMP-S (Fig. 1h B y C).

La banda AMP-1era invariable y migraba muy cercanamente ai frente /

de bromo fenol. La banda AMP-2estaba presente en todos los individuos de //

P.caidenia.ConI15pann alas ovas 3 tandas, los patrones observados en todas /

las especies podian presentar sólo i 6 2 de ellas por individuo: AMP-3,AMP­

h, AMP-S, AMP-3 y AMP-h, AMP-3 y AMP-5 6 AMP-h y AMP-S.

Al estudiar los individuos de posible origen hibrido (Ver Materiales

y Métodos) sólo se pudo observar patrones semejantes a los de ias especies /

puras.

En ios casos en que los individuos analizados provenian de cruzamienv

tos en ios cuales intervenfa comoun posible progenitor‘P;caldenla, la banda
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1‘ «--— \_/'.. 9.9, «nos.-fi.­ AMIul

_ AMP—1

- AMP.2- mas
- AMPA- mas

Figura 1h” A y B). Zimogramasde aminopeptídasas de individuos de especies
de ia Sección Algarobia;N:1-6, P.caldenía"(118,119,120,121,123 y 12h)
B): iy 2, P. ruscifoiía (321,1515; 3 y E, P. ni ra (139,358); S, P. alba
(329); 6, P. hassierí i311); 7, P. aipataco ¡1125; 8, P. flexuosa ¡1325.
C) Esquemade las bandas observadas en los individuos de ias especies ana­
lizadas.
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AMP-2se hallaba presente con Intensidad de coloración variable y en algunos

individuos prácticamente no era posible identificaria.

QÉÉerminaciónde los posibles‘loci y aieios

Comoen los patrones isoenzimáticos de los posibles.in!//

dividuos de origen hibrido se aprecia ia ausencia de combinaciones diferen-l

tes a ias encontradas en los presuntos padres, se supone que al menosexií

te homologïa para las bandas AMP-i, AMP-3, AMP-hy AMP-5entre ias diferen-/

tes especies.

Para ia determinación de ioci y aieios se utilizaron diferentes sus-/

tratos, comofue explicado previamente en Materiales y Métodos.

En ias tablas 10h, iOS y 106 se observan los resultados obtenidos/

en plántulas de 7 dias, utilizando los diferentes sustratos. Conei objeto /

de simplificar la escritura, se denominarácon A, ai sustrato clorhidrato de

p-nitroaniiída de N-oL-benzoii-EL-arginina, con B, al clorhidrato de B-naft_i_i

amida li metoxi-L-ieucina, con C, ai clorhidrato de {s-naftiiamída de N-ot ­

benzoíi-QE; arginina, con D, ai ciorhidnato de {3-naftiiamida de ¿fieucina.

Comose aprecia en ias tablas 10h, 105 y 106 AMP-1comprenderïa en realidad/

al menos dos enzimas con igual velocidad de migración. Esto surge dei hecho!

que dlcha banda en P.flexuosa, P.aipataco y P.caldenia (Tablas 10h y 105) //

reacciona con ios h sustratos mientras que en ei resto de ias especies (Ta-/

bla 106) sólo lo hace con B y D. Comoestos últimos son sustratos para endo­

petidasas, mientras que A y C ios son para exopeptidasas, podrh suponerse //

que todas las especies presentarian un losas (AMP-i)que codificaria una en

dopeptidasa que daria la banda AMP-1.Por otra parte, P.alpataco, P.fiexuosa

y P.caldenia poseerian un segundo iocus (AMP-2),que codificaria para una //_————_

exopeptidasa que reaccionaria con A y C, cuya velocidad de migración seria /



.Tabla10h.Comparacióndelaintensidaddetincióndelasbandasconactividadamonopeptídasaencotíledón,
epicótiloehípocótilode7dias,usandodiferentessustratos,enlaespecieP.caldeniadelaSecciónAlgarobia.Intensidaddetinción:+++=intensa,++-=media,+-=tenue,/--=tenueoausente,--=ausente.Sustratos:(A)=clorhidratodep-nitroanilídadeN-«benzoil-DL-arginina,(B)=clorhidratodefinaftílamidadeh-metoxi-L:leucina,(C)=clorhidratodefinaftilamídadeN-óÏ:benzoil-ELfargínina,(D)=clorhidratodeB-naftilamidadeL:leucina.

oRGANos

COTILEDONEPICOTILOHIPOCOTILO

(A)(B)(C)(D)(A)(B)(C)(D)(A)(B)(C)(D)

AMP-1++++++++++++++-++-++-++-+-+-+-+­BANDAS AMP-Í--+++--+++--++---'++---+--—+­ AMP-3/-+++/-+++--++---++-—-+---+­ AMP-h/-+++/-+++--++---++---+---+­ AMP-5/-+++/-+++--++---++---+---+­

-113­



TablaIOS.Comparacióndelaintensidaddetincióndelasbandasconactividadaminopeptidasaencotíledoñ

'epicótiloehipocótílode7dias,usandodiferentessustratos,enpoblacionesdeespeciesdelaSección

Algarobía.Intensidaddetinción:+++=intensa,++-=media,+-=tenue,/-=tenueoausente,--=ausente.Sustratos:(A)=clorhidratodep-nitranilidadeN-d-benzoil-QL-aríginina,(B)=clorhidratode/&naftT lamídadeh-metoxí-L -leucina,(C)=clorhidratodeünaftilamidedeN-dn-benzoil-Bk-argínina,(D)=_ clorhidratode[S-naftilamidadeL_-leucina.Especies:P.alpatacoyP.flexuosa.

0RGAN0S,

BANDASCOTILEDONEPICOTILOHIPOCOTILO

(A)(B)(C)(D)(A)(B)(C)(D)(A)(B)(C)(D)

AMP-1++++++++++++++-++-++-++-+-+-+-+­ AMP-3/¿—+++/-+++--++---++---+---+­ AMP-h/—-+++/-+++--++---++---+---+­ AMP-5/¿-+++/-+++--++---++---+---+­

qm.­



Tabla106.Comparacióndelaintensidaddetincióndelasbandasconactividadaminopeptidasaencotíledónepicótiloehipocótilode7dias,usandodiferentessustratos,enpoblacionesdeespeciesdelaSecciónAlgarobia.Intensidaddetinción:+++=intensa,++-=media,+-=tenue,/-=tenueoausente,--=ausente.Sustratos:(A)=clorhidratodep-nitroanilidadeN-mbenzoii-DL-arginina,(B)=clorhidradodefinaftilamidadeh-metoxi-L-leucina,(C)=clorhidratodepnaftíiamidadeÑÏÉL-benzoil-QL-arginina,(D)=clorhidratodeBrnaftilamidadeL_-leucina.Especies:P.ruscifolía,P.nigra,P.albayP.hasslerí.

oRGANos

COTILEDON.EPICOTIILOHIPOCOTILO

(A)(B)(C)(D)(A)(B)(C)(D)(A)(B)(C)(D)

AMP-1-F-+++--+++--++—--++—-—-+---+—­BANDAS AMP-3/-+++/-+++--++—--++—--+---+—­ AMP-h/-+++/-+++--++---++—--+---+—­ AHP-S/-+++/-+++--++—--++—--+---+—­

-145‘
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igual a la de AMP-l. Dicha banda fue denominada AMP-A.

En resumen, con estos resultados se postuló la existencia de un gen/

monomórflco comün a todas las especies denominado Amp-l que produce la isoen

zíma AMP-1y otro 12223 también monomórflco denominado Amp-2 presente sola-l

mente en P.caldenla, P.flexu05a y P.alpataco, y que produce otra banda con /

la misma velocidad de migración que AMP-1y a la que se denominó AMP-A.

La banda AMP-2presente sólo en P.caldenla (Tabla 10h) reacciona con

los sustratos B y D. Esta enzima también estaria codificada por un gen mono­

mórflco al que se denominó Amp-3.

Las bandas AMP-3, AMP-hy AMP-5, reaccionan de igual forma en todas/

las especies. Con A y C lo hacen muy levemente, mientras que reacclonan in-/

tensamente con B y D (Tablas 10h, 105 y 106).

De acuerdo a esto último, y dadas las combinaciones con que aparecen

estas bandas, se postuló la existencia de un locus al que se denominó Amp-h/

con tres alelos codominantes denominados Amp-h‘, Amp-ll2y Amp-#3.

En base a los resultados obtenidos y a los loci postulados en la pra

ducción de estas aminopeptidasas, se dan a continuación los diferentes feno­

tipos observados y los genotipos correspondientes:

LOCI PROPUESTOS GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS

Amp-i Amp-iI/I AMP-1

Amp:2 Amp-2”1 AMP-A

¿EB-3 V_ggp-3'/' AMP-2

Amp-ll”1 AMP-3

Amp-hz/z AMP-4

Amp-h Amp-h3/3 AMP-5

Amp-l!“2 AMP-3 y h
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Amp-1+1!3 AMP-3 y 5

Ampéqzl3 AMP-4 yes
vw ñ w a T‘TT‘i r‘ 7-. hüñrrw-ñr‘ th

A partlr de las frecuencias observadas de los genotlpos postulados //

(Tablas 107-115) se calcularbn las frecuenciaskaléllcas para el locus poll-/

mórflco Amp-h(Tabla 119). A partlr de estas ültlmas ae calcularon las fre-/

cuenclas genotfplcas esperadas paralas condlclones de equlllbrlo segün Hardy

-Welnberg, comparándolas con las frecuenclas observadas medlante la prueba//

X3 (Tablas 107 - 115). Solamente en P.caldenla el estadístlco fue slgnlflcg

tho<0m1<p<om9 ÜhMallÑ.

Secclón Strombocarpa

En los lndlvlduos analizados de P.reptgps y P.strombullfera de Cata-l

marca se lndlvldualïzaron un toüfl de 3 bandas anódlcas, denominadas en orden

decreciente de velocidad de mlgraclón electroforétlca AMP-A,AMP-By AMP-C/

(Flg. lS A y B). La población de Rfo Negro de P.strombullfera solamente mos­

tró las bandas AMP-Ay AMP-C.

Las velocldades de mlgraclón de todas estas bandas fueron superiores

a las encontradas en la Sección Algarobla y por lo tanto no es poslble homo­

logarlas.

La banda AMP-Aestá presente en todos los Indlvlduos de las poblacio­

nes estudïadas de las 2 especies. AMP-By AMP-Cvarlaban en P.reEtans y ///

P.strombullfera de Catamarcaencontrándose dlstlntos patrones de 1 62.bandas

m
AMP-B, AMP-C6 AMP-By AMP-C. La banda AMP-Bestaba ausente en la Ipoblaclón

de RToNegro de P.strombullfera, donde todos los ¡ndívlduos presentaban la l

m
banda AMP-C.
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Tabla ¡07. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-hen P. ruscífolía (Formosa).

Genotípos
Prgpuestos N30bservados NgEsgerados

Amp-hl/l 0 I.32—-— h1/2 7'5
Amp-h 21 16.22

Amp4.1/3 2 h.lh

Amp—lo2/2 hs h9.70

Amp-u2/3 3o 25.38

Amp‘h3/3 2 3.24

'¿=3¿mp=0J7

Tabla 108. Comparaciónde las frecuencias genotïpicas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-hen P. ruscífolía (Avellaneda).

Genotipos
Propuestos N30bservados NgEsperados

Amp-kl/l 0 0.72

Amp-hl/z 17 12.1 ¡6.28

Amp-41/3 o 3.h

Amp-üZ/z nó 51.12

Amp-n2/3 34 28.60

Amp_h3/3 3 h_oo

2
X1= 1.81; p= 0.18
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Tabla 109. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el Iocus Amp-hen P. nígra (Sgo. del Estero).

Genotípos
ProEuestos NSObSeEXÉgg; NaEsperaní

Amp-hl/l 6 3.50

Amp-lo”2 10 13.50

Amp-h1/3 6 7.50

Amp-hz/z 12 13.09

Amp.z¡2/3 20 1h.h7

Amp-li3/3 2 ü.02

2

X3= 6.19; p= 0.10

Tabla 110. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-4en P. nígra (Entre Ríos).

Genotípos
Propuestos N20bservados NBEsperados

Amp-h'/‘ 11 7.1h

Amp-h“2 13 15.51

Amp-la“3 9 ¡k.21

Amp-¿IZ/2 11 8.93

Amp-42/3 ¡3 15.51

Amp-u3/3 11 7.1ü

2

'X3= 7.73; P= 0-05



- 150 ­

Tabla 111. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-hen P. alba (Formosa).

Genotípos
Propuestos N90bservados NgEsperados

Amp-‘61“ 6 5.1.5
1/2 .

Amp-h 2h 23.82

Amp-4ï/3 1 2.33

Amp-üz/Z 26 26.05

Amp-h2/3 5 5.10

Amp-¿ly3 1 0.25

X} 3.07; p= 0.38

Tabla 112. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para e] locus Amp-h en P.hasslerí (Formosa).

Genotípos
ProEuestos N30bservados Nggíperados

Amp-hI/l h 3.70

Amp-¿IU2 23 23.6h

Amp-41/3 A 3.99

Amp-¡viz/2 39 37.82

Amp-u2/3 1] 12.77

Arnp-li3/3 2 1.08

'x;= 1.11; p= 0.77
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Tabla ¡13. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-hen P. flexuosa (Cura-C6).

Genotipos
Proguestos N20bservaggígf NgEsperados

Amp-hl/l 9 6.h6

Amp-hl/Z 25 29.7h

Amp-41/3 9 9.43

Amp-¿IU2 38 3h.23

Amp.z,2/3 19 21.70

Amp-hy3 S 3.4h

Xí= 3.23; p= 0.36

Tabla 11h. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-hen P. aleataco (Chacharramendí).

Genotípos
ProEuestos N90bservados N2Esperados

Amp-¡4V1 8 6.42

Amp-to”2 20 2h.56

Amp-q¡/3 12 10.67

Amp-hZ/Z 25 23.5o

Amp-ü2/3 - 22 20.h2

Amp-u3/3 3 u.u3

X3: 2.08; p= 0.56
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Tabla 115. Comparaciónde las frecuencias genotïpicas absolutas observadas
y esperadas para el Iocus Amp-hen P. caldenía (Santa Rosa). '

Genotípos
ProEuestos NEObservados N2Esperados

Amp-u‘/‘ 9 5.10

Amp-u‘/2 15 23.15
Am _h1/3p 12 11.59

Amp-¿IZ/2 33 26.26

Amp.l.,2/3 2] 26.31

Amp-u3/3 9 - 6.59

xfi= 9 ss; p= 0.02
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,Figura 15. A) Zimograma de aminopeptídasas de individuos de especies de ¡a­
Seccíón Strombocarpa: 1 y 2, P. strombuiifera (9563,19); 3 y h, P. reptans
(166). B) Esquemade las bandas observadas en los individuos de las especies
analizadas.
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Determinación de los probables ioci-X aleios.

Para la determinación de leci y aleios se utilizaron los mismossus-l

tratos que para las especies de la Sección Algarobia.

En ia Tabla 116 se observan los resultados obtenidos en cotiiedón //

de plántulas con 7 dias de crecimiento.

La isoenzíma AMP-Asólo reacciona con el sustrato A. Las restantes l

bandas no reaccionan con este sustrato pero si lo hacen con B, D y muy ie­

vemente con C. Estos resultados harian suponer que AMP-Aestá codificada por

un gen monomórfico, común a todas las poblaciones y al cual se denominó ///

Amp-A.

Las diferentes combinaciones que presentan las bandas AMP-By AHP-C/

en P.reptans y P.strombuiifera de Catamarcay sus similitudes ai reaccionar/

con los diferentes sustratos permitió postular, que ellas estarian codifica­

das por un gen poiimórfico con 2 aleios añominantes. Les mismos fueron deno­

minados Amp-B1y Amp-BZ,y codificarian respectivamente para las bandas ///

AMP-B y AMP-C.

El gen Amp-Bseria monomórfico en la población de Rio Negro de ////

P.strombuiifera, encontrándose solamente ei aieio Amp-BZ.

En base a estas hipótesis se numerana continuación los diferentes /

fenotipos observados y su probable genotipo:

LOCI PROPUESTOS GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS

Amp-A Amp-A1/1 AMP-A

Amp-B”1 AMP-B

Amp-B Amp-¡3”2 AMP-B y c.

2/2
Amp-B AMP-C



.Tabla116.Comparacióndelaintensidaddetincióndelasbandasconactividadaminopeptidasaencotiledón­epicótiloehipocótilode7dias,usandodiferentessustratos,enpoblacionesdeespeciesdelaSecciónStrombocarpa.Intensidaddetinción:+++=intensa,++-=media,+-=tenue,/-=tenueoausente,--=ausen te.Sustratos:(A)=clorhidratodep-nitroanilidadeN-arbenzoíl-DL-arginina,(B)=clorhidratodepnaftÏÏ amidadeh-metoxi-L7leucina,(C)=clorhidratodefinaftilamidadeNÏÏi-benzoil-ELfarginina,(D)=clorhidra tode¡S-naftilamídadeL7leucina.Especies:P.strombuliferayP.reptans.'—

-oRGANos
'EPICOTILO

(B)(C)

HIPOCOTILO

(B)(C)

COTILEDON

(B)'(c)

BANDAS

(D)(A)(D)(D)

/__-­

'AMP-A -AMP-B

AMP-C

/_.. /-­

/_.. /_..

++­ ++­

-155­
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En ia tabla 120 se dan ias frecuencias aiéiicas, caicuiadas a partir

de los nümeros observados para ios diferentes‘lggl de AMP.Por medio de una//

prueba de X? se comparó si ias frecuencias observadas dei 12223_Amp-Ben ////

P.reptans y P.strombu1ifera de Catamarca se apartaban de ias frecuencias esps

radas para un equilibrio de Hardye weinberg (Tablas 117 y 118).

En ambaspoblaciones ias diferencias no son significativas (P>'0.05)¿
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¡abla 117. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas observadas
y esperadas para el locus Amp-Ben P. reEtans (Sgo. del Estero).

\‘\\ Genotípos
ProEuestos N20bservaq257 NgEsperados

Amp-a‘/‘ 6 u.n9

Amp-B”2 26 28.9u

Amp-BZ/Z ua h6.57

ufi= 0.85; p= 0.36

Tabla ll8. Comparaciónde las frecuencias genotïpícas absolutas obServadas
y esperadas para e] Iocus Amp-Ben P. strombulífera (Catamarca).

Genotípos
Proguestos N30bservados NgEsperados

Amp-B”1 1 'o.uL

Amp-BV2 8 9.1h

b Amp-BZ/Z 51 50.16

XÏ= 0.99; p= 0.32
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SUPEROXlDO DISMUTASA E.C. 1.15.1.]. (SOD)

selección de los órganos;35ilizados

Para el análisis de.este sistema se estudiaron semillas 2h hs. des-/

pués de iniciada la germinación y cotiledones de plántulas con aproximadamen­

te 3, 7 y 20 dias de crecimiento.

La mayor actividad enzimática fue detectada en semillas 2h hs. des-­

pués de la germinación. A medida que la plántula crece las.bandas se hacen //

más tenues, y se dificulta su identificación.

Los cotiledones de edades diferentes fueron utilizados para determl

nar los posibles loci y alelos.

Secciones Algarobia y Strombocarpa

A pesar de que no es posible homologar las bandas de una Sección con

respecto a la otra se tratarán en conjunto, debido a que todos ios individuos

analizados de las diferentes especies de ambas Seccionesimostraron un ünico /

patrón lsoenzimátlco, sin ninguna variación. El mismo se componede 5 bandas/

(Fig. 16 A y B), las cuales fueron denominadas en orden decreciente de velocl

dad de migración electroforética SOD-i, SGD-2, SCD-3, SGD-hy SOD-Srespecti­

vamente.

Al estudiar los individuos provenientes de árboles hibridos dentro fi

de la Sección Algarobia, se obtuvieron las mismas bandas descriptas, por lo Í

cual se supuso que los mismos ioci están presentes en las diferentes especies.h
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Figura16.A)ZímogramadesuperóxidodísmutasadeindividuosdeespeciesdelasSeccionesAlgarobiay Strombocarpa:1,P.ruscífolia(710);2,P.nigra(139);3,P.alba(323);h,P.hassleri(320);5, P.algataco(112);6,P.fiexuosa(127);7,P.caldenia018);8,P.ruscífoiía(307);9,P.strombulífera(la);10,P.reptans(¡66).B)Esquemadelasbandasobservadasenlosindividuosdelasespeciesanali zaas.'—

-159'­



- 160 ­

Determinación de los probables_19ci y alelos.

Debido a que en este sistema no ha sido posible realizar pruebas qui ­

mlcas que permitan saber sl estas S enzimas están codificadas por alelos de /

un gen o por genes distintos y que la utilización de los individuos hibridos/

no da información adicional, ya que no hay segregación de las bandas, se to­

maronen cuenta otros criterios para determinar los posibleS‘lsuíL y alelos. /

Ellos han sido descriptos-en Materiales y Métodos.

En las diferentes especies de las dos secciones se pudo observar que!

SOD-Sse encuentra demasiado alejada de las restantes h bandas para ser consl

derada alélica de ellas. Por io tanto, se supuso que esta banda estaria codi­

ficada por un iocus menomórfico particular denominado Sed-5.

Las otras h bandas migran próximas entre si, pero la banda SCD-3prs

senta 2 caracteristicas que la diferencian de SOD-i, 2 y h: a) tiene una in-/

tensidad muchomayor que las otras bandas, y b) cuando se analizan cotlledo-/

nes con más de 7 dias de edad, solamente se encuentran presentes las bandas /

SGD-3y SOD-S,mientras que las demás bandas, prácticamente han desaparecido.

Estas dos caracteristicas hicieron suponer que la banda SOD-3está codificada

por otro locus monomórfico al que se denominó Sed-3.

La banda SOD-hpresenta dos caracteristicas diferenciales con respeg

to a SOD-iy a SOD-Z;a)está bastante alejada de ellas y b) cuando el cotile­

dón pierde el tegumento seminal (aproximadamente 3 a h dias de germinación de

la plántuia), se la sigue observando nitidamente a diferencia de SOD-iy SOD­

2 que tieJ1den a desaparecer. Este comportamiento distinto de la banda SCD-h,

con respecto a SOD-iy 2, hizo suponer que aquélla estaria codificada por un/

gen monomórfico al cual se denominó Sed-h;

No se pudo decidir si las bandas SOD-i y SCD-2están 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 están presentes

ambas bandas y deberia existir un mecanismo selectivo por el cual los homoci­
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gotas fueran eliminados de ia población. Este hecho no parece ser probable ///

debido a ia carga segregacionai que impiicaria. En unos pocos Individuos SOD-i

parecerïa desaparecer antes que SGD-2;a partir de aproximadamente 10 dïas de/

germinación, pero esta observación no pudo ser confirmada en un mayor número /

de individuos. Por io tanto, ante io improbable de la hipótesis de heterocigo­

tas permanentes, se asumió la hipótesis más sencilla de que ias bandas SOD-iy

SCD-2están codificadas por dos genes monomórficos diferentes denominados Sod­

1 y Sad-2 respectivamente.

En base a estas hipótesis se numerana continuación los fenotipos ob-/

servados y ios correspondientes genotipos postulados.

LOCI PROPUESTOS GENOTIPOS PROPUESTOS BANDAS

Sad-1 Sod-11/1 son-1

Sed-2 Sed-2V1 son-2

Sod-3 Sed-31" son-3

Sad-h Sod-hI/I son-h

Sod-S Sed-51" son-5
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Variabïlidad ¡ntrapoblacional e Identidad Genética Entre Poblaciones.

En base a las frecuencias alélicas (Tablas 119 y 120) se calculó pa-//

ra cada población el porcentaje de loci polimórficos (P ) y la frecuencia me-l

dia esperada de heterocigotas por 12223 (o indice polimórflco :Ñ=P.i.) (Tablas

121 y 122). Dentro de cadad Sección se calcularon además, para todos los pares

de poblaciones, los indices de Identidad genética media y dlstanciagnétlca //

(Nel, 1972) (Tablas 123 y 12h). Finalmente, en base a la identidad genética, /

utilizando el método de análisis de agrupamlento de medias no ponderadas (UPG

MA)(ver Crlsci y Armengol, 1983) se construyó el dendrograma correspondiente /

para las especies de la Sección Algarobia (Fig. 17).



Tabla¡¡9. Alelos Est-2l Est-22 Est-23 Est-30 Est-3l Est-ho Est-¡oI Est-So Est-51 Got-1I Got-I2 Gto-l3 Got-21 Got-22 Got-23 Got-31

2

Got-3 Prx-¡O Prx-ll Prx-ZO Prx-Zl Prx-30 Prx-3l

P.ruscifblia

Copo 0.07] 0-593 0.336 0.750 0.250 0.000 ¡.000 0.351 0.6h9 0.063 0-937 0.000 0.857 0.1h3 0.000 0.903 0.097

P.ruscífblia

Formosa

0.000 0.783 0.218 0.77h 0.226 0.000 ¡.000 0.551 0.hh9 0.080 0.920 0.000 0.785 0.2¡5 0.000 ¡.000 0.000 0.900 0.100 0.35h 0.6h6 0.000 ¡.000

P.ruscifbliaP.ruscifbliaP.nigru

Avellaneda

0.093 0-557 0.350 0.730 0.270 0.000 ¡.000 0.55l O.hh9 0.185 0.8¡5 0.000 0.070 0.765 0.165 0.9¡0 0.090 0-977 0.023 0.000 ¡.000 0.000 ¡.000

Chaco 0.000 0.7hl 0.259 0.6¡9 0.381 0.000 ¡.000 0.1.1! 0.589

S.Estero

0.071 0.522 0.h07 0.607 0-393 0.000 ¡.000 0.720 0.280 0.000 0.h21 0.579 0.2h2 0.758 0.000 0.750 0.250 0.920 0.030 0.320 0.680 0.6h9 0.351

P.nigra
E.Rïos

O.¡h3 0.6lh 0.2h3 0-355 0.6h5 0.000 ¡.000 0.7h5 0.255 0.000 0.701 0.299 0.611 0.389 0.000 0.336 0.66h 0.830 0.170 0.680 0.320 0.500 0.500

P.alba
Formosa

0.380 0.385 0.235 0.685 0.315 0.000 ¡.000 0.9¡0 0.090 0.022 0.978 0.000 0.221 0.779 0.000 0.¡92 0.808 0.58h 0.h¡6 0.509 O.ü9| 0.000 ¡.000

P.hassleri
Formosa

0.097 0.583 0.320 0.730 0.270 0.000 ¡.000 0.860 0.¡h0 0.055 0.9h5 0.000 0.226 0.77h 0.000 0.192 0.808 0.635 0.315 0.h2h 0.576 0.000 ¡.000

Frecuenciasalélícasenlasdiferentespob|acíonesdelasespeciesdelaScciónAlgarobia.

P.alpataco

Chacharramendi

0.h¡5 0.h15 0.170 0.961 0.039 0.000 ¡.000 0.870 0.130 0.000 0.715 0.285 0.1¡0 0.890 0.000 0.h25 0.575 0.339 0.661 0.750 0.250 0.000 ¡.000

P.fle:uoaaP.caldbnia

SantaRosa

Cura-C6

0.167 0.515 0.318 0.781 0.219 0.000 ¡.000 0.750 0.250 0.000 0.hü2 0.553 0.285 0.7¡5 0.000 0.392 0.608 0.730 0.270 0.7h9 0.251 0.530 0.h70

0.2h5 0.h6h 0.291 0.730 0.270 0.h¡¡ 0.589 0.771 0.229 0.0h2 0.958 0.000 0.000 0.967 0.033 ¡.000 0.000 0.612 0.388 0.590 0.h¡0 0.561 O.h39

CONTINUA
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Iabla¡¡9.CONTINUACION.
Alelos

Amp-l Amp-2 Amp-3 Amp-N! Amp-h2 Amp-M3 Adh-ll

2

Adh-l Adh-¡23 Adh-Z 6-Pgd-l 6-Pgd-2 6-Pgd-3 6-Pgd-h Sod-l Sod-Z Sed-3 Sod-h Sod°5

P.ruscifolia-P.ruscifoliaP.ruscifoZ-iaP.ruscifolia

Copo­

¡.000 0.000 0.000 ¡.000 0.000 ¡.000 ¡.000 0.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000

Formosa

¡.000 0.000 0.000 O.¡¡S 0.705 0.180 ¡.000 0.000 0.000 ¡.000 0.000 ¡.000 ¡.000 0.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000

Avellaneda

¡.000 0.000 0.000 0.085 0.7¡5 0.200 ¡.000 0.000 0.000 ¡.000 0.000 ¡.000 ¡.000 0.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000

Chaco

¡.000 0.000 0.000 ¡.000 0.000 ¡.000 ¡.000 0.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000

P.nigra S.Estero
¡.000 0.000 0.000 0.250 0.h82 0.268 ¡.000 0.000 0.000 ¡.000 ¡.000 0.000 ¡.000 0.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000

P.nigra E.Rïos ¡.000 0.000 0.000 0.321. 0-352 0.321. ¡.000 0.000 0.000 ¡.000 ¡.000 0.000 ¡.000 0.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000

P.aZbaP.hassleriP.alpataco
Formosa

¡.000 0.000 0.000 0.29h 0.6h3 0.063 0.000 ¡.000 0.000 ¡.000 0.000 0.000 ¡.000 0.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000

Formosa
¡.000 0.000 0.000 0.211 0.675 O.¡¡h 0.000 ¡.000 0.000 ¡.000 0.000 0.000 ¡.000 0.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000

Chacharramendí

¡.000 ¡.000 0.000 0.267 0.5¡d 0.222 0.807 0.121 0.072 ¡.000 ¡.000 0.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000

Cura-C6
¡.000 ¡.000 0.000 0.2h3

.0-571
0.181 0.6h0 0.250 O.¡¡0 ¡.000 ¡.000 0.000 ¡.000 0.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000

P.fle:uosaP.caldeuia

SantaRosa

¡.000 ¡.000 ¡.000 0.227 0.515 0.258 0.659 0.283 0.058 ¡.000 0.000 0.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000 ¡.000

wen­
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_Tab]a 120. Frecuencias aléiícas en ias diferentes poblaciones de las
especies de ia Sección Strombocarpa.

P. reptans P. strombulifera P. strombuliféra
Aieios Sgo, de] Estero Catamarca Rïo;Negro

:Est-i 1.000 1¿ooo 1,900

Est-2 1.000 1.000 1.000

Est-3 1.000 1.000 1.000

Est-h 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-B1 0.237 0.083 o.ooo

Amp-B2 0.763 0.917 1.ooo

6-Pgd-A 1.ooo 1.000 1.000

6-Pgd-B 1.ooo 1.000 1.000

Got-Al 0.ou5 0.350 0.060

Got-A2 0.955 0.650 0.9ho

Got-B] 0.275 0.551 0.260

Got-82 0.725 0.hh9 0.7uo

Got-C 1.000 1.000 ¡.ooo

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.ooo

Prx-B1 0.420 1.ooo 1.000

Prx-B2 0.137 0.000 0.000

Prx-Bo o.hh3 0.000 0.000

Sod-i 1.000 1.000 1.000

Sod-2 1.000 1.000 1.000

Sod=3 1.000 1.000 1.000

(CONTINUA)
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B. reptans IP. strombuliféra E. strombuliféra
Alglg; Sgo.del Estero Catamarca Rïo Negro

Sod-ü 1.000 1.000 1.000

Sod-S 1.000 1.000 1.000
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labla 121. Porcentaje de locí p9lim6rficos (P) y frecuencia media espera­
a de heterocígotas por locus (H), en poblaciones de especies de ProsoEís

de la Sección Algarobia. . "‘

ESPECIES y
POBLACIONES H + E.S. Z P N2 de Locí

P. ruscifolía
Formosa O .132 _+_o.0l11 38; 21

P. ruscifolía
Avellaneda O .132 1 0.01111 38 21

P. ruscifolia
Copo o .119 10.0% 3a 16

P. ruscífolía
Chaco o .103 ¿0.055 23 13

P. nígra
Sgo. del Estero 0.307 :_0.052. #8 21

P. nígra
Entre Rios O .219 ¿0.0511 118 21

P. alba
Formosa C) .l7l :_0.051 #5 20

P. hassleri
Formosa O .168 i 0.0117 115 20

P. alEataco
Chacharramendi O .172 :_0.0h8 #5 22

P. flexuosa
Cura-Co O .230 :_0.052 50 22

P. caldenía
Santa Rosa O .199 ¿0.052 118 23
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'Tabla ¡22. Porcentaje de loci polímórfico (P) y frecuencia media
esperada de heterocígotas por locus (H), en poblaciones de especies de
Prosopis de la Sección Strombocarpa.

EPECIES y
POBLACIONES _Hi E-S- 96" N- de ,Locu

P. strombulifera IW 0.022:0.017 9 23
P. strombúlifera

‘ Catamar,ca
_ P. reptans

59093 del Estero

0.0148 ¿0.029 13 23

0.063 :_0.03h 17 23

Tabla 123. Indices de similitud y distancia genética (Nei , 1972) entre
poblaciones de especies de la Sección Strombocarpa.

ESPECIESy P. strombulífera P. strombulifera P. reptans
POBLACIONES Rïo Negro Catamarca Avellaneda

P. strombulifera
Rïo Negro 0-999 0.933
P. strombulifera
Catamarca 0'010 0-974

P. reptans ----­
Sgo. del Estero 0'0‘7 0.026

U>D—-lzrno—

D I S T A N C l A



Tabla12h.Indicesdesimilitudydistancia P.ruacifblia Formosa P.ruacifblia Avellaneda P.nigra S.Estero P.nigra E.Rios
2.albaFormosa

P.haseleri
Fórmosa P.aZpataco

Chacharramendí 7hfïezuoaa
Cúra-Có‘ P.caZdenia SantaRosa

P.ruscifblia

Formosa

0.oh1 0.183 0.186 0.206 0.182 0.263 0.252 0.279

P.ruscífblia

Avellaneda

0.959 0.161 0.222 0.188 0.163 0.251 0.251 0.256

P.nigra
S.Estero

0.833 0.851 0.056 0.206 0.188 0.150 0.083 0.2h0

genética(Nei,¡972)en

P.nigraE.Ríos
0.830 0.30] 0.9h6 0.17] 0.167 0.13h 0.087 0.275

especiesdelaSecciónAlgarobía.

P.alba
F0rmosa

0.a“: 0.829 0.811. 0.8h2 0.010 0.165 0.18h 0.251

DlSTANCl

A

P.haaeleri

Formosa

0.83h 0.8h9 0.828 0.8h6 0.990 0.183 0.131 0.252

GENETlCA

P.alpataco
Chacharramendí

0.769 0.778 0.861 0.875 0.8“8 0.833 0.0h5 0.202

P.flexuosa
Cura-C6

0.778 0-773 0.920 0.9|7­ 0.832 0.83k 0.956 OJISZ

P.caldbniaSantaRosa

0.757 0.77h 0.787 0-758 0.778 0.777 0.817 0.826

—°Uz.——°<° uwzwi-—U<

- '|69 ..



‘00.7840.8120.835q,I1n

0.959

08930945109540.19901]

1

P."¡gr!(Sgo.delEstero) P.nígra(EntreRios)

I.___—P.algataco(Chachorramendi.LaPampa)

L.____E.flexugsg(Cum-66.LaPampa)
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I__E.¡lb!(Fotmoso) L_ P.hassleri(Formosa)

J——_I"".ruscifolia(Avellaneda.Sgo.este”)

l—___P.rusciíolia(Formosa)

Fí especiesdelaSección

gura17.Fenogramarepresentativodelassimilitudesrelativasentr

Algarobía.

P.caldenia(SantaRosa.LaPampa)

elaspoblacionesestudiadasde
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DISCUSION

Las isoenzimas están estrechamente relacionadas con ias diferentes !/

funciones fisiológicas dei individuo. Es Interesante entonces examinar su po­

sible papel funcional dentro del organismo, ya que algunos autores consideran

que ei mayor o menor poiimorfismo isoenzimático depende de la función que ///

elias cumplenen ias diferentes rutas metabólicas.

Alcohol Dehidrogenasa

Es una enzima ampliamente distribuida en los reinos animal y vegetaL

En general reacciona con un gran nümero de alcoholes primarios y secundarios,

de cadenas lineales y ramificadas, alifáticos y aromáticos.

La reacción general de la enzima alcohol dehidrogenasa es la sigulen

te:

RCHZOH + NAD ADH RCHO + NADH

En ei caso del alcohol etiiico, R es el grupo metilo.

Ei primer estudio genético detallado de ia variación electroforé­

tica en ADHfue realizado en Drosophila (Johnson y Denniston, 196h; Greii 23/

31.,1965). Estudios posteriores de esta enzima en otros organismos demostra-/

ron un considerable polimorfismo (Scandaiios, i969; Hart, i970; Gottlieb, ///

197h b; Shoji g¿_gl¿,1978; Hancocky Lansing, 1982; Eilstrand gt_gl¿,1983; /

etc.) y se observó en casi todos los casos que la estructura de ia mismaera/

dimérica.

Según los reultados observados en el presente estudio para este sistg

ma, dentro de ia Sección Algarobia esta enzima seria dimérica y estaria codi­
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ficada por dos genes, uno de ellos monomórficoy comúna todas las especies/j

GAdh-Z)y otro locus (Adh-l), con diferentes alelos fijados o no en distln-/

tas entidades.

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

las Interacciones aléilcas y'no alélicas.

Este sistema isoenzimático permitió diferenciar entre si grupos de//

especies (P.nigra-E¿rusclfolia; P.alba-P.hassleri; P.flexuosa-P.alpataco-E¿gal

denia; P.vinallllo), tanto por la fijación de alelos diferentes en las distin

tas entidades, asi comopor diferencias cuantitativas (de intensidad de tin-/

ción) entre algunas de las especies. También permitió reconocer por su zimo-/

grama, individuos de origen hibrido .

En la Seccción Strambocarpa, la enzima también se comportó como un di

mero, y el patrón de 3 bandas, peesente en todos los individuos de estas esos

cies seria el resultado de la interacción'no aléllca de dos genes monomórfi­

cos (Adh-6 y Adh-7).

El hecho que los products de dos genes separados mantengan su gran af_i_

nidad produciendo heteropolimeros sugiere que los dos_12¿l_corresponderian a

genes parálogos que surgieron de un gen comünoriginal por duplicación géni-/

ca, y que probablemente esta duplicación tenga un origen reciente. A medida/

que actúan las diferentes fuerzas evolutivas se van desarrollando mecanismos/

diferenciales de regulación génica , y los genes duplicados eventualmente se/

vuelven genes que codifican para enzimas diferentes con distintos sistemas /

regulatorios (Ohno, 1970). Tal vez las especies de la Sección Algarobia se en

cuentren en una etapa temprana de la diferenciación génica para este siste­

ma isoenzimático, dado que los dos 1221 Adh-l y Adh-2 conservan aün una alta/

homologla.

Los patrones de 3 bandas para este sistema que aparecd1en los indivi­
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duos analizados,podrian Indicar ia selección de una estrategia adaptativa ba­

sada en ia fijación de heterocigotas permanentes a nivel enzimático ////

(Gottlieb 197h b). Unpatrón semejante se encontró en P.[ulifig¿¿ (Solbrig/

y Bawa, 1975), especie que podria ser para ADHun heterocigota permanente. L3

mentablemente en el estudio antes mencionado no se determinó ei nivel de plol

dia de la raza estudiada, ya que en f¿lulifiora existen razas diploides y te­

trapioldes (Hunzlkerg¿_gl¿,1975,1977). De ser tetraploide,ia heterocigosis /

podria ser consecuencia de ia poiiploidia; si fuera asi, se esperaría encon‘/

trar numerososejemplos de heterocigosidad fijada para otros 1221 enzimátlcos

(Roose y Gottlieb, 1976; Gottiieb, 1982). Noobstante, dei trabajo reaiizado/

por Solbrlg y Bawa(loc. cit.) no se desprendió la existencia de alguna otra/

heterocigosis permanente a nivel enzimático, por lo cual parece más probable

que se tratara de una raza diploide, y que ei sistema ADHtuviera las mismas/

caracteristicas que las observadas en ei presente trabajo.

Otros patrones semejantes a ios descriptos fueron encontrados en dis

tintas especies entre las que se puede citar a Sorghumbicolor (Eilstrand es]

El), 1983), las especies diploides de Gossypïumramondii y G.herbaceum (Hannck

y Lansing, 1982),\Ciakia franciscana (Gottiieb, 197hb),etc.

La heterocigosis permanente es considerada ventajosa porque permite/

ia complementaciónpoiipeptidica con ausencia de carga segregacionai con la /

posibilidad de que la divergencia entre los poiipéptidos codificados por ge-/

nes diferentes permita una especialización dlferencial.No obstante, esto tam­

bién puede ser restrictivo, dado que las frecuencia aléilcas no pueden respon

der a diferenciasen presiones selectivas originadas por cambios temporales en

e] ambiente y ia ausencia de diversidad aléiica puede limitar la adaptación a

heterogeneidades dei ambiente (Fincham, 1972).
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Giutamato Oxaiacetato Transaminasa.

Esta es una enzima ampliamente distribuida en el reino vegetal, ha-/

blendo sido estudiada en Stephanomeria exigua (Gottiieb, 1973 b, 1975), trigo

(Tang y Hart, 1975), maiz (Mac Donald y Brewbaker, 1972 a). También ha sido /

estudiada en ratón (Chapmany Ruddie, 1972) y humanos (Davidson gt_¿l., 1970)

En ia mayoria de ios casos, esta enzima presenta una estructura dimérica.

La giutamato oxaiacetato transaminasa cataiiza ia reacción:

oxalacetato + glutamatomá aspartato + oL-cetogiutamato

que corresponde a una transaminación citoplasmática. Esta enzima también in-/

terviene en el metabolismo mitocondriai.

Este sistema permitió diferenciar ias especies de la sección Aigaro­

bia, debido a ia fijación de aieios alternativos en aigunas de elias, asi co­

mopor las diferencias a nivei de las frecuencias génicas (Tabla 119).

.Un detaiie importante puesto de manifiesto ai estudiar este sistema

fue que semiiias recogidas de árboles provenientes de enjambres hibridos y ds

terminados morfológica y cromatográflcamente comoP.fiexuosa y P.alpataco, 7/

presentaban para la zona GOTI y GOTil patrones correspondientes a 6 combina

ciones diferentes (Fig. S D, E) dentro de las cuales estarian involucrados ios

aieios comunesa P.aipataco y P.fiexuos¿, asi comoaquellos caracteristicos /

de P.caldenia. Esto implicaría que el poien de P.caidenia podria fertilizar /

individuos de P.alpataco y P.fiexuosa. Sin embargo, ai anaiizar semiiias pro­

venientes del mismo iugar de árboles determinados comoP.caidenial sólo se ob

servó ei patrón tipico de esta última especie. Este hecho podria indicar que/

P.caldenia no seria fecundada por ei polen de P.flexuosa ni de P.aipat8cc‘ //

lo que indicaria ia existencia de una barrera de aislamiento reproductivo in­

cipiente entre P.caidénia y las otras dos especies.
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Las especies de la Sección Algarobia son simpátridas y se hibridan //

en amplias regiones de la Argentina. Sin embargo, siguen manteniendo sus difs

rencias génicas para este sistema, lo que sugeriria que las enzimas cg

racteristicas de cada una de las entidades son altamente adaptativas para ei/

nicho que ia especie ocupa, y que son mantenidas por fuerzasselectivas,

En las poblaciones de la Sección arombocarpa las frecuencias alélica

para este sistema isoenzimático, fueron muysimilares. Sin embargo, P,strombu

lifera de Catamarcase diferenció de las otras poblaciones por las frecuencia

alélicas de los loci Got-A y Got-B (Tabla 120).

Según Johnson (i97h), GOTes una enzima no regulatoria y presentaria

una frecuencia media esperada de heterocigotas por 12523 muybaja. Este autor

observó que en 12 especies de roedores estudiadas por otros autores la Ñ fue

de 0.08, y en el hombre de 0. Sin embargo,en ias especies de la Sección Algg

robla la Ñ fue de 0.28h y en la Sección Strombocarpa 0.322, ambos valores s!

periores a los citados por Johnson. Discrepancias de este tipo han sido ob-/

servadas para otros sistemas isoenzlmátlcos entre especies pertenecientes a//

d¡stïntos grupos (Zouros, 1975). La explicación de esto seria que lo que de-l

termina la extensión del pollmorflsmo seria la estructura primaria más que la

función proteica y por consiguiente las enzimas estructuralmente relacionadas

presentarian un grado semejante de variación. Asi, las enzimas con diferentes

funciones podrian estar estructuralmente más cercanas entre si que con respeg

to a enzimas con funciones similares (Zouros, loc. cit.).

Esterasam
Son enzimas que se encuentran clasificadas segün la “International //

Unión of Biochemistry” (1971) comoHidrolasas (3) porque catalizan ia hidróll

sis de las uniones ésteres. El grupo 3.1 está dividido en 7 subgrupos, de los
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cuales el E,C,3.l,l. de las hidrolasas de ésteres carboxillcos, comprendehi

clases, que están relacionadas con el metabolismo de los lípidos, dando ori­

gen a los ácidos grasos libres y giicéridos parciales.

Presentan una extrema heterogeneidad de formas isoenzimátlcas y una

gran especificidad por sustratos artificiales, lo que torna difícil su clasl

ficación. Sonespecificas en su acción esterásica, no catalizando otras reas

ciones,

Las esterasas no actuan directamente en la diferenciación y organo­

génesis, pero si reflejan diferentes situaciones metabólicas en diferentes /

fases del desarrollo de los tejidos. Nopertenecen al metabolismo energético

y pueden clasificarse comoenzimas del metabolismo intermedio. No se conoce/

la función especifica de estas enzimas. Algunas actüan directamente sobre //

sustratos exógenos y por eso están sujetas a variaciones ambientales (Johnsay

1971i).

A través de las reacciones auldiferentes inhibidores y sustratos, se

han descripto 5 tipos principales de esterasasí carboxilesterasas (E.C.3.1.L

1.); arilesterasas (E.C.3.1.l.2); acetllesterasas (E.C.3.l.l.6.);acetilcoli­

nesterasas (E.C.3.l.l.7.) y coiinesterasas (E.C.3.l.l.8.) (Holmesy Masters,

1967).

Estas enzimas se encuentran distribuidas en los reinos animal y vegg

tal y muchoshan sido los trabajos realizados con relación a sus especificidg

des, asT comosu polímorfismo. Entre ellos se pueden citar los realizados en

maïz (Schwartz, 1960, 1962 a, b, l96h a, b, c, d, 1965 a, 1967; Mac Donald y

Brewbaker, 1972 b, ) avena (Williamson g¿_2l., i968), Hordeum(Bassiri, l97&

Hvid y Nielsen. 1977). Triticum y Aeqiiops (Nakai y Tsunewaki, 1971), 2151}

taria (Haywardy Hacker, i980); Gossypium‘thurberi (Cherry y Katterman,l97l)

diferentes epecies de plantas diploldes y autotetraploides inducidos por col
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chicina (Nakai, 1977), Dacusoleae (ZourOS‘Etjglc, 1968);‘Drosthila /////

Oohnson,ss_gl¿, 1968; Korochkin‘stiíl., 1976), ratón (Pelzer, 1965), etc.

Comose indicó en Resultados, las frecuencias genotiplcas del 12223

Est-2 de la sección Algarobia se ajustaban a las esperadas en todas las po-/

blacíones a excepción de laS'correspondientes a P.hassleri(Tabla 65) y :¿LEE

clfolia de Chaco (Tabla S3) en las cuales las diferencias con ias frecuon-l/

cias esperadas fueron significativas (p <_0.0F).

En estas especies se observó una tendencia a presentar una frecuench

de homocigotas mayor que la esperada. Una explicación para estas desviacio-/

nes podria ser simplemente error de muestreo.

Otra causa de este exceso de homocigotas podria ser autofecundación,

pero esto no concordaria con ciertos fenómenos como: a)ia existencia de pro

toginia (Burkart, 1952, 1976), b)ia observación realizada durante este esta

dio de que con alta frecuencia se encuentran los 3 alelos del 12223 Est-2 /

en los genotipos de individuos pcovenlentes de la misma planta madre, y es­

to indicarïa un alto grado de aiogamia y por último, c),experlmentos reail

zados por Simpson (1977) y Simpson y Soibrig (1977), que demostraron ia ////

existencia de la autoincompatibilidad en otras especies de este género (Edge

123133) P.chiien¿ls, P.flexuosa). Por lo tanto, y dado que las freceucnias /

esperadas para algunos genotipos son menores que 5, la primera hipótesis pa?

rece ser la más plausible.

Soibrig y Bawa(i975) estudiaron la variación isoenzimática en varias

especies de Prosopis , incluyendo dos poblaciones de P.ruscifolia de Formosa.

En la mayoria de las especies, ellos pudieron distinguir dos zonas de actiyl

dad de esterasas: La zona I con dos a cuatro bandas y la zona Il con h a 6 /

bandas. Las bandas de la zona | fueron más gruesasy de mayor intensidad de /

tinción. La excepción fue la banda S de la zona li, la cual en algunas espe­
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cíes se tiñe tan intensamente comolas de la zona l. Encontraron, además, /

que la zona Il era variable en su expresión durante el desarrollo y no habia

una constancia en su patrón de esterasas. Por este motivo los datos de la*zg

na ll no fueron usados en la comparación intra e interespeciflca realizada /

por dichos autores. A pesar de que en el trabajo de Solbrig y Bawase utili­

zaron diferentes condiciones electroforéticas a las de la presente investiga

ción, tal vez se podria homologar las bandas de la zona I a las bandas EST-2

EST-3vaST-h, y la zona il a las bandas EST-S, EST-6 y EST-7; finalmente, la

banda 5 de dichos autores seria homóloga a la EST-6 del presente estudio.

Es interesante destacar que, en el presente trabajo, se han podido/

determinar los patrones de variación de la zona ll durante el desarrollo pa­

ra las tres poblaciones de Rruscifoiia (Tabla #2). En base a esto y a la u­

tïlización de diferentes sustratos (Tablas #2 y #3) también pudieron postu­

larse los posibles _l_9¿:_i_y alelos que codifican para estas isoenzimasen bspg

blaciones de ésta y las demás especies de la Secc. Algarobia. En el pre-l/

sente estudio se utilizaron las variaciones de intensidades de las bandas //

EST-2, EST-3 y EST-h, con respecto a las bandas EST-5, EST-6 y EST-7 (Tabla

#2) para postular que las diferentes formas de esterasas en P.rusc¡folia es

tarian sujetas a distintos sistemas de regulación. Las distintas poblacio­

nes estudiadas de esta especie no diferlrian en cuanto a este sistema de r2

gulación.

Whitmorey Bragg (1979) en un estudio de diferenciación lsoenzimátl­

ca entre P.glandulosa var. glandulosa y P.Palllda¡ también encontraron varia

ción en los patrones de esterasa durante el desarrollo.

Enlasotras especies aqui estudiadas fue posible también proponer los/

posibles lgslfy alelos implicados en la producción de las esterasas, pero en

este caso sólo fueron utilizados diferentes sustratos.

En general, el polimorflsmo asi comoha Ñ encontrada para este sis­
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tema en plantas y animales es alto. Por ejemplo,-Stephariomeria exigua SSPJÍ

x carotifera (Gottlieb, 1975), presenta el locus Est-2 con 7 alelos y Est-3 /[

con 8 alelos; en maiz, Mac Donald y Brewbaker (1972 b), encontraron 38 ban-/

das correspondientes a lO‘láEL;-dentro del compleJO‘B:153_fueronencontra-/

das entre lO a 26 bandas (Torres de Lemos, 1983);en Elsggpgglsí (Lundkvist y

Rudin, 1977) observaron un ¿2223 con 6 alelos; Johnson (197h), encontró en /

Droso hila una Ñ para las esterasas de 0.h3 y en 12 especies de roedores, //

0.3.

Hechos similares también se dan en las especies de la Sección Alga­

robia donde se encontraron un total de 7 bandas codificadas por 5 1221 y u­

na Ñ de 0.33h. En la Sección Strombocarpa no fue calculada la Ñ-debido a la/

imposibilidad de establecer líïíi y alelos; de todas maneras, hay aproximada­

mente 12 bandas, algunas de las cuales presentaron variación.

El hecho de encontrar un alto grado de polimorfismo y de Ñ=en estas/

especies, estaria relacionado segün Johnson (197h) con la gran capacidad de/

estas enzimas de reaccionar con sustratos exógenos y endógenos. Sin embargo,

parecería que esto no es tan general ya que en Drosophïla, Zouros (1975) en­

contró que el 23 2 de las hidrolasas son monOmórflcasy figuran entre los lg

¿L mas conservadores estudiados, y reciprocamente, la esterasa A de la mosca

del olivo flacus oleae, está asociada con el sistema nervioso y puede tener/

un sustrato interno especifico , es altamente poiimórfica (Ñ - 0.72) con más

de lS alelos.

Peroxidgía

Las peroxldasas son hemoproteinas que contienen una ferroprotoporfil

rina comogrupo prostático. Son enzimas cuya función primaria es reducir el/

peróxido de hidrógeno a costa de moléculas donantes de hidrógeno tales como/
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sustancias fenólicas, citocreomo C, nitritos, ácido ascórbico, indoles, ami

nas y ciertos iones inorgánicos.

Las peroxidasas catalizan la siguiente reacción:

donante + HZO2 ' — " donante oxidado + 2 HZO

m
Son inespecificas con respecto al donante de hidrógeno, pero altamen­

te especificas con respecto a su sutrato que es ei peróxido de hidrógeno.Su

escasa especifidad para con los dadores es una indicación de los diversos pi

peies funcionales de las varias formas peroxidáslcas.

Algunas de las probables funciones de las peroxidasas en plantas son/

aquéllas ligadas a los agentes de poiimerización oxidatïva de los precurso-l

res de la formación del complejo de ia iignina (Stafford, 197h); actüan tam­

bién de alguna forma sobre las membranas, previniendo daños en condiciones de

frio excesivo (McCownes El., 1969). Las peroxidasas están relacionadas con

el metabolismo de hormonasvegetales tales comoias glbereiinas, citoquinas,

etileno y, particularmente, auxinas, principalmente el ácido indolacétlco //

(IAA), muy importante para el crecimiento de la planta (Mc Cune, 1961; Scan­

dalios, 196“; Gardiner y Cieiand, 197“). También han mostrado tener relación

con la formación de la raiz (Gurumurti y Nanda, i97h), asi comodurante el /

metabolismo del desarrollo (Simon23_gl., 197H).

En Prosopis, se observó mayor actividad peroxidásica, tanto en nümero

de bandas como en la intensidad de las mismas a medida que la piántula enve­

Jecia (en plántulas de menosde 3 dias no se observó actividad peroxidásicaL

Estos resultados son, en cierta forma, concordantes con las principales actl

vidades fisiológicas de esta enzima que son la lignificación y la inhibición

del crecimiento. Otros autores encontraron resultados semejantesz-en las ho­

jas dei tabaco (De Jong, i972), donde se observó que la actividad peroxidási
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ca aumentaba durante la maduración de las mismas y a medida que ocurria el en

vejecimiento de la planta; lasperoxidasas,en lugar de lnactivarse, aumentaban

su aCtividad. Casos semejantes han sido encontradas en otras especies como/

Datura (Conklin y Smith, 197i), tabaco (Sheen y Rebagay, 1970), Zea mays ///

(Hamil y Brewbaker, 1969), etc.

La variabilidad intra e lnterespecifica encontrada en este sistema pa­

ra Prosopis no es tan alta comolas hai ladas en especies de otros géneros,

comopor ejemplo Nicotiana, donde diferentes especies mostraron 33 bandas dií

tintas, variando de 3 a 10 por especie (Smith EE 21.,1970); 10 especies de /

Datura , donde se encontraban 19 bandas variando de 3 a 10 por especie-(Con-l

kiin y Smith, 1971); Relbunium, en el que se detectaron 35 bandas variando de

7 a 18 por especie (Smith-Cavalli, 1976); 250 variedades de maiz en las que /

fueron detectadas cerca de 2h bandas (Hamill y Brewbaker, 1969), etc.

En las especies aqui estudiadas del género Prosopis, no se ha encontqí

do para este sitema isoenzimático un gran polimorfismo, ni una gran variación

cualitativa. Lo mismosucedió en otras dos especies de este género P.olandulo

¿a y P.Eallida, estudiadas por Whitmorey Bragg (1979), quienes encontraron /

incluso actividad peroxidásica en semillas (utilizando otras condiciones eleg

troforéticas) y afirman que de todos los sistemas analizados, es el menos va­

riable. Ellos encontraron un total de 7 bandas, mientras que en las especies/

estudiadas en este trabajo sólo puedieron ser interpretadas 3 bandas, y las /

restantes tenian muypoca actividad peroxidásica comopara poder dlstingulr-/

las. Otros investigadores también han encontrado en algunas especies nümeros/

relativamente bajos de bandas peroxidásicas, aunque éstos son casos poco coma

nes. Por otra parte, son raros los trabajos que hacen referencia al númerode

_g¿l que controlan estas variantes enzimáticas en poblaciones de especies ng

tivas. Gottiieb (1973 c) cita 3 ¿SEL peroxidásicos para Stephanomeria exigua/

ssp. coronaria y la especie recientemente formada a partir de la primera, de­“‘­
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nominada “Maiheurensis”. En la primera especie, un 5010‘12333 es poiimórfico/

con dos aleios, siendo los demásmonomórficos. En S;exigua ssp;‘carotifera //

(Gottiieb 1975), sólo se citan dos 1231 peroxidásicos monomórficos. Estos üi­

timos ejemplos de baja variabilidad enzimática, son semejantes a los encontna

dos en las especies estudiadas de PresoEis.

AminoEeEtidasa

Las aminopeptidasas, son clasificadas comoun grupo de enzimas que ca­

taiizan la hidrólisis de varios tipos de uniones peptidicas. Noposeen sus-/

tratos especificos y la reacción básica es la mismapara todas las exopeptidg

sas y endopeptidasas.

La ieucina aminopeptidasa (LAP)es una enzima que hidroliza el sustra­

to artificial clorhidrato delanaftilamida de ¿fleucina. Sin embargo, los tra­

bajos de Scandalios y Espiritu (1969) Sakai st_¿l. (1969), Ott y Scandalios /

(1976), Laurie - Ahlberg (1982) y otros, mostraron que esta enzima tiene una/

baja especifidad por el sustrato, e hidroliza una serie de derivados en los /

cuales ia ieucina es sustituida por otros residuós de aminoácidos. Además,es

tas enzimas pueden ser distinguidas entre sf a través de diferentes propieda­

des comosu estabilidad cinética, pHóptimo, el efecto de iones metálicos en/

Su actividad (Patterson st_gl¿,i963; Müller-Starck y Hüttermann, i981), etc.

En vista de esos resultados fue propuesta la sustitución del nombre//

ieucina-aminopeptidasa por el más general de aminopeptidasa (Scandalios y ESf

plritu, 1969). Noobstante, el nombre ieucina aminopeptidasa no es totalmente

inapropiado (YoungEs_al¿, 1979) y, dado que existe una gran literatura donde

se lo utiliza, es comúnque se lo use en forma intercambiable con el de amlng

peptidasa.

Se ha observado que estas enzimas incrementan tanto cualitativamente /
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comocuantitativamente durante los periodos de diferenciación y desarrollo en

animales y vegetales (Scandalios, 1965; Sakai 35;Él¿, 1969; Laurie-Ahlberg, /

1982; etc). A pesar de que el exacto mecanismo por el cual las aminopeptida-/

sas actüan en vivo no es conocido, probablemente jueguen un papel importante/

en la degradación de las proteinas durante la diferenciación . Tamblén se han

observado variaciones de esta enzima a lo largo de gradiente geográficos. /

Los pelecipodos tienen su genotipo dlferencialmente adaptado a distintas con­

diciones de temperatura y salinidad del agua (Koehn y Mitton, 1972 ¡ Koehn gg

EL, 1976, 1980 a, b, c,).

En general esta enzima es pollmórifca en animales y begetales, obser-/

vándose valores moderados de ñ. Para 28 especies de Drosophila, la Ñ fue ///

O.l9l; en cuatro especies de tres géneros de otros insectos diploides (Philae­

223, Gryllus y Magicicada), Ñ fue de 0.171 y en seis especies de cuatro géne­

ros de avispas haplodiploldes (Meaachile, Nomia, Opius y Polïstes) fue de ///

0.101 (Selander, 1980).

En las especies de la Sección Algarobla la Ñ fue de 0.238 y en la Sec­

ción Strombocarpa 0.086. Por lo tanto, en Algaroblaháxía mayor heterocïgosis

para este SiStema que en especies de otros géneros, mientras que en Strombo-/

carpa el valor hallado seria más bajo que en otros grupos.

La AMPes uno de los más frecuentes sistemas utilizados comomarcado-l

res en estudios de genética forestal. En3122322132_(Tlgerstedt, 197h /////

Lundkvist y Rudln, 1977), se observó para este sistema ¡soenzlmático gran va­

rlabilidad, encontrándose dos 1251 cada uno con h alelos que permiten difereg

clar las poblaciones de esta especie.

La presencia de loci marcadores en algunas especies de la Sección Algí

robia permitió diferenciar a‘P;caldenia de todas las demásespecies y a P;fle
m

xuosa-P.alpatacg_de‘P¿nigra-P.alba-P;hassleri-P.rusclfolia.Los*loci polimórfl

cos en ambas Secciones no son buenos marcadores genéticos, ya que dentro de /
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una mismaSección las frecuencia aiéilcas sonsamejantes. Este hecho tal vez/l

esté indicando que estas variantes isoenzimáticas no tengan un gran signifi­

cado en la adaptación ecogenética (Koehn‘fi'ï91980 a, b,).

Superóxid2_pismutasa

Estas enzimas han sido detectadas en una amplia serie de organismos y/

están implicadas en el sistema.de defensa esencial contra la toxicidad poten­

cial del oxigeno molecular (McCord gt 313,1971). Comoel Oxigeno es tóxico,/

todos los organismos, procariontes y eucariontes que viven en contacto con /

el aire y deben usar esta molécula tuvieron que desarrollar las defensas necs

sarias. La facilidad con que el oxigeno es reducido a radical superóxldo ///

(02-) tanto en los procesos enzimáticos comono enzimáticos y el descubrimien

to de la superóxido dismutasa que cataliticamente ellminaria esos radicales,/

sugieren que la toxicidad del oxigeno se relaciona con su conversión a 02-.Un

examende la actividad de ia superóxido-dismutasa en organismos anaeróbicos /

obligatorios y aerotoierantes apoyarian esta hipótesis. Se ha observado que /

los Individuos anaeróblcos aerotoierantes que sobreviven expuestxsai airesy /

metabolizan el oxigeno, exhiben actividad superóxldo-dismutasa, mientras que!

no sucede lo mismo con los individuos anaeróbicos obligatorios (McCord Efi_gl”

1971; Welsíger y Fridovich, 1973).

Esta enzima comprendeuna clase de metaloproteina que catallza la si-/

guiente reacción:
- - .+ SOD

02 +02 +2h MHZOZ + 02

Presumiblenente, el peróxido de hidrógeno generado por la reacción es subse-/

cuentemente descompuesto por la cataiasa, por la peroxldasa o por la peroxida

sa dependiente de glutatión, dentro de ia célula.
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La SODfue descubierta en una variedad de organismos, c0mo ser en el /

cltosol de las células de Neurospoïarïa‘s-ÏJ trigo, etc., conteniendo átomos/

de zinc y cobre (Baumy Scandalios 1979); también en las mitocondrias de po-/

llos, en E¿Egll y Streptococcus mglgni, presentando en estos casos átomos de

manganeso (Baumy Scandalios, 1979). La superóxldo dísmutasa encontrada en 1/

las mïtocondrïas de las células del higado de 521123 doméstlcus fue muyseme­

Jante a la hallada en E¿¿glL y S.mutans. Esta similitud y la marcada diferen­

cia con la SODdescubierta en el citosol de los eucariontes apoyaria la teo-/

rTa de que la mitocondria ha evolucionado a partir de procariontes aeróbicos,

los cuales formaron una simbiosis endoceiuiar con un protoeucarionte '/////

Meislger y Frldovich,i973).

Lumsdeny Hall (1975) proponen una posible teoria del origen evolutivo

de la SOD.Discuten la posibilidad de que los eventos evolutivos se hayan ¡nl

clado por la adquisición de una bacteria fotoslntetizante que presentaba un /

sistema enzimátlco para romper la molécula de agua. Este sistema estaria liga

do a una cadena fotosintétlca transportadora de electrones, resultando una f2

tosfntesis semejante a la de las plantas actuales. La enzima primitiva conten

dria manganeso y cumpliria un doble papel, ya que además de la función descrlp

ta (generación de oxigeno), cumpllria con la desintoxicación de los radicales

de oxigeno. Sugleren además que los primeros eucariontes tenian SODcon iones

manganeso y durante la evolución habrían surgido enzimas con cobre y zinc.

No existen muchos trabajos donde la SODhaya sido usada para estudios/

evolutivos y estimativos de las variabilidades intra e interespechïcas, lo//

que se deberia a que los investigadores se inclinggn1 por el análisis de sus

prOpïedades químicas, fisicas y catalfticas (McCord gt_gl., 1971; Weislger y

Fridovích, 1973; Edwards5531., 1978; Baumy Scandalios, 1979; etc.).

En general esta enzima es considerada muy conservadora y en

diversos organismos presentó una heterocigosis media muybaja (0-0.036)
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(Sekmder 1980) Lumsdeny Hall (1975) encontraron dos a tres bandas en cuatro/

algas fotosintéticas; en ii poblaciones de'Stephanomeria‘exlguassp.carotife­

La se encontró un 12223 con dos aleios (Gottlieb, 1975); en'Drosthlla, un //

12223 (Ayala g¿_¿l., l97h b), en maiz 4 a 5 bandas (Baumy Scandalios, 1979),

etc.

En todas las especies de Prosopis de ambas secciones se observaron en/

el presente estudio S formas electroforéticas. Ellas fueron denominadas SOD-L

500-2, SCD-3, SOD-üy SOD-S; en ninguno de los tejidos analizados se detectól

poiimorfismo para ninguna de estas S bandas y por lo tanto la Ñ fue de cero./

Este dato concuerda con los obtenidos en otros organismos, donde también la mi

teroclgosls fue muybaja.

La gran similitud entre las bandas de SODen las dos Secciones, sugiem

que estas enzimas serian caracteristicas del género y que se han mantenido sh

variación desde antes de la separación de las diversas entidades.

Dado que las SODse pueden encontrar tanto en el cítosoi como en/

las mitocondrias, seria de Interés estudiar en estas especies sus reacciones/

frente al CNHya que se ha visto en otros eucariontes, entre ellos maiz (Baum

y Scandailos, 1979) que las superóxido dismutasas ligadas a las mitocondrias/

son resistentes a este ácido. Esto ültlmo permitlria estimar ei númerode ge­

nes mitocondriales y nucleares que codifican para esta enzima.

6-Fosfogiuconato oehidrogenasa

Muchascélulas disponen, además de la giucólisls y ei ciclo del ácido/

tricarboxilico, de otra ruta de degradación de la glucosa. Esta ruta tambiéa/

se llama ruta de los fosfatos de pentosa o desviación del mogpfosfato de hegg

sa. La función principal de esta ruta es obtener capacidad de reducción en el

citoplasma extramitocondrlal en forma de NADPHy participar en la formación de
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la glucosa a partir de C02 , en las reacciones oscuras de ia fotosintesis. Las

diversas etapas de esta ruta se realizan en la porción soluble del citoplasma

extramitocondrial (ver Lehnlnger, 1972, pág. 377).

La reacción general_en que participa esta enzima es la siguiente:

NADP+ + 6-fosfogluconato LE. ribulosa-S-P+C02+NADPH

Esta enzima es considerada importante debido a las diferentes rutas me

tabólicas en donde participa. Ella ha sido estudiada bajo diferentes aspectos

fisicos, quimicos y biológicos. Referidos a este ültimo aspecto, se la ha utl

llzado para resolver problemas de regulación génica durante la ontogenla en /

embriones de Drosthila (Wright y Shaw, 1970), asi comoen la variación de ia

expresión génica durante el desarrollo en hibridos lnterespecfficos en dlferen

tes especies de aves y su relación con otra enzima importante del ciclo de las

pentosas, la 6-fosfoglucosa dehldrogenasa (Leung y Haley, l97h).

Esta enzima es considerada por Johnson (197h) como una enzima no regu­

latoria y por lo tanto con bajo pollmorflsmó. En el hombre, la Ñ fue cero; en

diferentes especies de Drosophlla , 0.06; y en pequeñosvertebrados, 0.ll ///

(Johnson, 197h).

Esta enzima es monomórfica en especies de la familia Mimidae (Avlse e;

.¿u 21.. 1981); en poblaciones de una especie del género Dipgdomzspresentó sóio/

un locus con dos aielos (Johnson y Selander, 1971); en maiz sólo se detectaron

tres bandas(Endo, 1973).

En las especies dei género Prosopis también se encontraron pocas bandas

(una a dos por especie) y con una Ñ igual a cero. Esto coincidlria con ia obí

servaclón hecha por Gottlieb (1982) quien dice que la conservación del mismo/

númerode enzimas en diferentes grupos de plantas refieja una gran conservackñ



de ias actividades metabólicas en diferentes companimientossubceiuiares en//

ios que se requiere la mismareacción cataiitica; y ios mejores ejemplos has­

ta ei momentoson aqueiias enzimas reiaciondas con ia giucóiisis y ei camino/

oxidativo de ias pentosas.

Las bandas de 6-PGD son muy semejantes dentro de cada Sección de Proso

is, pero diferentes y dificiles de homologarentre Secciones. Esto Indicaria

que en una etapa temprana de ia evoiución de esas especies, esta enzima divi;

gió notablemente en ios dos grupos estudiados.
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cuantificación de ia variabilidad y diferencias interespecificas.

A) Loci Diagnósticos

En las Tablas 119 y 120 se observan hs frecuencias aléiicas de los 7/

sistemas isoenzimáticos analizados en las diferentes poblaciones. Ei total /

de loci analizados osciió entre 131y 23, segün ia población considerada.

Las especies de le Sección Aigarobia presentan prácticamente los mis­

mos ioci variando o no sus frecuencias alélicas y habiéndose fijado en alga

nas de ellas aleios diferentes (Tabla 119).

Se define como1991 diagnósticos o divergentes a aquellos que: a)es-/

tin presentes en alguna especie y tienen un fenotipo electroforético distin­

to de por lo menos otra, y b) que presentan poco o ningún polimorfismo y que

son presumiblemente el producto de diferencias aléiicas o génicas que se han

fijado en distintas entidades.

De los 25 loci estudiados en esta Sección, siete (28 Z) presentaron /

aielos diagnósticos: Amp-2,presente sólo en P.aipataco, P.fiexuosa y P.cai­

denia; Amp-3,caracteristico de P.caidenia; Adh-l1 ausente en P.aiba y_E¿ //
Í 2 l

n o p - olfiflüïlynbnomorfico en P nigra y P ruscifolia Adh 1 , monomorfico en P alba/

y Pu,hassleri; 6-Pgd-i presente sólo en P.nigra, P.alpataco y P.flexuosa; /

6-Pgd-2caracteristico de P.ruscifoiia; 6-Pgd-h, caracteristico de P.calde-/

nia (Tabla 119).

Las especies de la Sección Strombocarpa mostraron patrones isoenzimátl

cos muy semejantes. De los 23 loci analizados ninguno fue diagnóstico, aun-/

que Prx-B permite diferenciar las poblaciones de P.strombulifera de P.reptaui

(Tabla 120) por ser polimórfico en esta ültima y monomórfico en ia primera.

Dada la gran similitud de ios patrones isoenzimáticos entre especies

de una mismaSección, resulta dificilpu-ks zimogramaselectroforéticos, ////
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reconocer inequivocamente a ias especies estudiadas; no asT entre secciones /

diferentes, donde ios'lgsl_(isoenzimas) son muydistintos. Este hecho indica­

rfa una gran afinidad entre ias especies de una mismasección y por io tanto/

poca divergencia génica entre ias mismas, y una marcada diferenciación entre/

1354105Secciones .
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B) Estimación de la variabilidad genética en las especies defProsopls

8.1.1) Porcentaje de'ioci poiimórfic052'Sección‘Algarobia.

En la Tabla 121 se puede apreciar el porcentaje de locl polimórflcosl/

(P) para las especies de esta Sección. El mismoosclió entre 23 Z en P.ruscl­

1.a, folla de Chaco y 50 2 en P.flexuosa. Siendo el promedio (P) en esta Sección /
de h2,h 2.

Si se comparaeste valor con los obtenidos por otros autoresen árboles

y arbustos que poseen algunas de las caracteristicas encontradas en Prosopis,

tales comointervalo generacional prolongado, fecundación cruzada y alta fe-/

cundidad, se observa que existe una apreciable diferencia ya que Estos oscl-/

lan alrededor del 75,3 Z (HáMrickst_sl., 1979). Sin embargo, en otro grupo /

de árboles en los cuales el nümerode 1221 estudiado fue más alto, los valo-/

res de P hallados fueron similares o aün menores que los de la Sección Aigarg

bla de ProsoEls. Asi, en Bulnesla arborea y B.carrapg, estudiando 21 y 22 127

su" Hunzlker y Sehaal (1983) obtuvieron un P de 28.6 2 y 22.7 2 respectivamen

te. En el octoplolde Bulnesla bonariensis, estudiando 26 ioci, se obtuvo, en

cambio, un P = h6.l Z (Hunzlker y Schaal, 1983). En Pinus pungens P fue igual

a no 2 (citado en Hamrick 1979).

El P obtenido para las especies señaladas por Hamrick (1979)ypor Hamrkk

gt_¿l.,(i979) fue obtenido en muchoscasos estudiando pocos ¿gil por espe-/

cie. Esto se observa en Fucalyptus obligua, donde se estudiaron 3 genes; lo l

mismo sucedió con Picea abies y Pinus‘ sylvestris; cada uno de ellos con un P

de 100 2. Esto podria dar una sobreestlmación del porcentaje real de ¿ágil po­

limórficos en árboles. Selander (1980) en una recopilación de datos para me-/

dir P en plantas especialmente exogámicas, estimó el mismoen aproximadamente

#6 Z, valor semejante ai encontrado en la Sección Algarobia.
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B.1.2)Rorcentaje de loci polimórficos: Sección Strombocarp .

Esta Sección presentó muybajo porcentaje de |oci polimórficos (Tabla

122), ya que este valor osciió entre 17 Z en P.reptans y 9 Z en P.strombuli­

fgra de Catamarca siendo el promedio F del 13 2 (datos basados en 23 loci).

Este nivel se encuentra muypor debajo del 5 para cualquiera de ias//

especies arbóreas presentadas por Hamrick (1979) y Hamricke; al. (1979) y /

también por debajo de plantas herbáceas perennes (F=26,3 2) y bienales (5=//

222). Aigunas consideraciones podrian explicar estas diferencias:a)el bajo /

valor de 5 fue obtenido sin considerar los 1951 poilmórficos que controlaban

algunas esterasas. De ¡OJobservadoen resultados existen 3 zonas diferentes/

con gran poilmorfismo isoenzimático, que no pudieron ser estudiadas en cuan­

to al número de genes que están implicados en la producción de estas bandas.

Pero si se estima comominimo que cada zona está codificada por un gen poli­

mórfico, el P aumentaría hasta alcanzar los valores de 27 Z en P.reptans,232

en Plstrombulïfera de Rio Negro y 19 Z en P,strombul¡fera de Catamarca, con

un 5 de 23 Z. Estos resultados seguirian siendo bajos, pero se acercarïan a

los hallados en otras especies arbóreas, comolas dei género Bulnesia /////

(Hunziker y Schaai, 1983). b) Dadoque estas especies pueden reproducirse //

por rizomas, la población muestreada pudo haberse originado en uno o unos pg

cos individuos altamente homocigotas. Es dificil aceptar ésta hipótesis, ya

que las poblaciones de las especies coleccionadas fueron recogidas en lugaes

tan distantes uno de otro como Rio Negro, Catamarca y Stgo, del Estero y en

todas ellas se encontró muybaja variación alozimica y prácticamente los mii

mos genotipos homocigotas. c)Se podria suponer que en estas especies exista/

un “mïtadO númerode QGHOtÏP“plásticos de ampl ¡a respuesta kque per­

mitan adaptarse a diferentes ambientes. d)Las especies de esta Sección tai /

vezsean autocompatíbies (contrariamente a lo que ocurrirïa/

en Aigarobia), io cual explicaría el alto porcentaje de ha
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mocigotas. En un futuro próximo con experimentos de polinización controlada y

de autofecundación se podria comprobar esta predicción.

3.2) Frecuencia media esperadaugs heterocigotas por iocus (Ñ):

Secciones.Algarobla y Strombocarpa:

En general, las especies estudiadas dei génerO'PrOsoEis, no mostra-l

ron una gran heterocigosls, comparadascon otros árboles.

En la Tabla 121 se observan los Ñ de ia Sección Aigarobia. Estos oscl

laron entre 0.103 en P.rusclioila de Chacoy 0.230 en‘P;fiexuosa,siendo el //

promedio para la Sección 0.168. Estos vaiores coinciden con los recopilados /

por Seiander (1980) para plantas exogámlcas (0.17 t 0.031); sin embargo, se /

aleja muchodei vaior encontrado por (Hamrlck, 1979) para las especies arbó-/

reas (0.35h), valor éste que tal vez constituya una sobreestimaclón basada /

en casos en que se estudiaron pocos ioci.

Las especies de la Sección Strombocarpa presentaron una Ñ (Tabla 122)

que osciló entre 0.063 en P.reEtans y 0.022 en P.strombul¡fera de Rio Negro,/

siendo la media de 0.0hh. Fstos vaiores están muy por debajo de los obtenidos

tanto por Seiander (1980) como por Hamrick (1979).

Las causas de la baja heteroclqosis pueden ser variadas, pero tai vez

esta falta de coincidencia sea debida a los pocos estudios de variabilidad gg

nética en árboles tropicales, y por lo tanto los valores obtenidos hasta el /

momentopodrian ser sobreestlmaciones del grado real de variabilidad enzimátl

ca en estas especies. Además,es necesario también considerar que dentro de /

cada grupo, las estrategias adaptativas pueden ser diferentes, lo que implica

ria diferencias en el grado de heterocigosis.
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8.3) Variabilidad genética en P.ruscifolia

'P;ruscifol¡a es una especie que presenta caracteristicas particulares

Es una leñosa que coioniza a) ecosistemas marginales originados por el procs

so natural de relienamiento de esteros; b) ecosistemas abiertos creados por /

el hombre, desde banquinas hasta pastizales sobrepastoreados, pasando por cul

tivos abandonados; c) past izales y paJonales donde han dejado de actuar el /

fuego y las inundaciones comopulsadores periódicos. Por otra parte invade //

ecosistemas ubicados en posición topográfica de cumbre, que son llamados sat!

rados, es decir, los más ricos en especies de alta diversidad con tramas tró­

ficas complicadas (Morellogt_¿l., 197i).

La diseminación de las semillas se produce por flotación en el agua y

por via endozolca (Morello gt_gl., 1971; Morello y Adamoii, 197h; Solbrig y /

Cantino, 1975), sistemas que le permiten recorrer grandes distancias antes de

germinar. Asi, es probable que cada nueva población iniciada por esta especie

sea pooducida por un número relativamente bajo de semillas que tienen la po-/

tencialidad, a) de adaptarse a un rango amplio de ambientes fisicos, b)de ers

cer rápidamente y c) de presentar un gran potencial reproductivo, elaborado /

sobre la base de individuos con una muyalta producción de semillas fértiles.

De esta manera, cuando se inicia la nueva población, sus individuos /

atraviesan un estrecho “cuello de botella” (Nel si 21., i975), donde la varia

bilidad genética de la población declina rápidamente. Esta disminución del //

promedio de alelos por 12223 está masProfundamente afectada por el tamaño del

“cuello de botella“ y en menor grado por la tasa de crecimiento de la pobla-/

ción. Esto ocurre principalmente porque los fundadores de la nueva población/

constituyen una muestra pequeña, con poca variación genética y porque ia demi

va genética elimina muchosalelos que tienen baja frecuencia (Nel et i., //

1975).

Este hecho ha sido tambiénobsenmdo en otras especies colonizadoras,/
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en ias cuales existe una gran depieción de variación genética, causada en par

te por el efecto del fundador (Browny Marshall, 1981).

A pesar de la baja variabilidad genética en poblaciones jóvenes de es

pecies colonizadoras, se ha descubierto que generalmente la evolución subse-/

cuente a esta etapa inicial tiende a que se alcance nuevamente niveles más al

tos de diversidad genética y una forma de obtenerlo es por medio de la hibri­

dación con especies relacionadas (McNeill, 1976). Las dos poblaciones más am

pilamente estudiadas (Formosay Avellaneda), separadas por cientos de kilóme­

tros, no mostraron diferir mayormenteen sus frenimenclas aléllcas (tabla ///

119). Además, sus P y Ñ fueron muy similares y sus valores fueron más bajos 7

que ios de las demás especies estudiadas de la Sección Aigarobla.

La poca divergencia entre bs poblaciones lndicaria que el efecto del/

fundador y la deriva genética no serian los únicos responsables de la baja v3

riabllidad. Es probable que en esta especie colonizadora, la estrategia adaE

tativa no sea ia de poseer numerosos genotipos sino, unos pocos que, fenotipl

camente, serian lo suficientemente plásticos comopara que puedan adaptarse a

los múltiples y diferentes ambientes que invade.

Indices de similitud y distancigsgggnétlcas.

En las Tablas 123 y 12h se pueden observar las distancias genéticas /

(D) y los indices de identidad genética media de Nel (l). Ambosmuestran la l

existencia de una gran similitud entre las especies, encontrándose casos como

P.hassieri-P.alha y P.alpataco-P.flexuosa que tienen una similitud casi tan /

alta como la esperada para poblaciones de una especie (AVIse, 1976). En base/

a los resultados obtenidos por Ayala 25.21: (197h a, b y c) dentro del grupo/

de Drosophlla wllllstonl'asi comopor otros autores en diferentes grupos ////

(Hall y Selander, 1973; Hunt y Selander, 1973; Avise y Smith, 197h a, b;etc.L
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-los indices de Identidad genética obtenidos en este trabajo coincidirian con

aquellos propuestos para semi y subespecies.

En el fenograma para las especies de ia Sección Aigarobia (Fig,i7)se

visualizan gráficamente ias similitudes genéticas. Hayque señalar que desde

el punto de vista isoenzimático las afinidades entre ias especies discrepan/

en algunos aspectos con ia clasificación basada en caracteres morfológicos /

propuesta por Burkart (1976). En particular, P,cg|denia, que morfológicamen­

te se agrupa con P,fiexuosa, P,aipataco, P,nigra y 2,9193, en ei dendrograma

basado en los datos isoenzimáticosaparece aislada dei resto de ias especies/

de la Sección. Sin embargo,estos resultados son coherentes con el hecho que/

E,gaidenia es ia ünica especie del grupo que parece mostrar un incipiente //

sistema de aislamiento reproductivo, ya que aparentemente no podria ser fe-/

cundada por polen de P.flexuosa ni P,aipataco y que, desde el punto de vista

ecológico, a diferencia de aquellas, su crecimiento está restringido a sue-/

ios arenosos y no toiera suelos saiinos.

Por otra parte.fl¿glgg y P,hassleri presentaron un indice de simiii-/

tud tan alto (0,99), que se reúnen en un solo grupo aunque por su morfologia

están ubicadas en Series distintas. Sin embargo, datos aportados por /////

Burghardt y Palacios (1981) estudiando electroforéticamente proteinas seminí

les, Palacios y Bravo (1981) estudiando compuestos fenólicos por cromatogra­

fia y trabajos realizados en ei campodonde se observó un alto grado de h¡-/

bridación entre estas dos especies (Palacios, com. persl, apoyarian ios re-/

suitados obtenidos en el presente estudio isoenzimático donde ei, grado de /

similitud entre ¿Lila y P,hassleri fueluy\superior al esperado para especia

bien diferenciadas.

A pesar de las evidentes diferencias morfológicas descriptas por ///

Burkart;(1976) entre ias especies de la Sección Aigarobia, no se ha podido /

demostrar una gran diferencia molecular entre las mismas.Ademássus caracte­
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rfsticas cromosómicas (2 n = 28) tampoco permiten diferenciarlas (Hunziker e;

31,, 1975, 1977). Estas observaciones, junto con ia capacidad de hibridarse /

en zonas de slmpatria sugieren un grado de similitud genética que resulta di­

ficil de conciliar con la gran diferencia morfológica. Esta falta de congruen

cia entre datos morfológicos y bioqufmlcos ha sido también observada en otras

especies de diferentes grupos de animales y vegetales (Turner, 197h; Avise si

31., i975; Kornfieid y Koehn, 1975; King y Wilson, i975; Mastenbrock gt_gl? /

1981; Doebiey y Goodman, 1984; etc).

Los estudios cromatográficos realizados por Palacios y Bravo (1981),/

Naranjo si El. (198h) y Naranjo y Enus Zeiger (1983), asi comode electrof0r

resls de proteinas seminales (Burgardt y Palacios, 1981, 198h; Burgardt , //

1982) mostraron, al igual que la evidencia aqui presentada, una gran afinidad

bioquimica entre estas especies. Esta gran similitud molecular podria, por io

tanto, tener un significado reai desde el punto de vista biológico y evoluti­

VO.

Comose indicó previamente, las especies de esta Sección presentaron/

una identidad genética equivalente a la que se esperaba para semi o subespe-/

cies. Para explicar esta alta afinidad podriar considerarse varias hipótesis:

Hipótesis i: La estrecha similitud puede ser debida a errores de muestreo: pg

dria plantearse que el númerode loci utilizados para estimar ias distancias/

o identidades genéticas sea poco elevado. Noobstante, no hay razones blológl

cas para suponer que todas las especies de un grupo hayan alcanzado por azar/

un grado similar de diferenciación genética.

Las similitudes bioquimicas observadas entre un gran númerode varie­

dades de especies de plantas, vertebrados e invertebrados no parece estar dig

tribuida ai azarshnque hnariablemente está correlacionada con postulados de/

parentescos independientes derivados de datos morfológicos, fisiológicos, /

ecológicos y zoogeográficos (Avise y Smith, 197h a, b).
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La evolución es un proceso gradual que envuelve cambios en las frecugl

cias génicas mediados por la selección natural, y el grado de diferenciación/

genética entre un par de especies no necesita converger al mismovalor medio,

pero si lo logra es debido a una variedad de factores, Incluyendo el tiempo /

de divergencia genética, el tamaño poblacional y parámetros ambientales. Por/

estas razones deberia descartarse la posibilidad de que los valores de lden-l

tidad obtenidos sean debidos a errores de muestreo.

Hipótesis 2: La gran similitud deriva, en parte dela incapacidad de descubrir

diferencias reales: Esto seria debida; a) degeneración del código genético,io

que implica que muchassustituciones no alteran las secuencias de aminoáci-/

dos de los poiipéptidos; b)muchassustituciones no alteran ia carga neta y //

por lo tanto no son detectadas electroforéticamente; c) existe un limitado ng

mero de bandas distinguibles en el gel y muchas de elias podrian mostrar una/

aparente homologiaen las distintas especies por tener igual movilidad, cuan­

do realmente son isoenzimas diferentes.Todos estos hechos tenderian a exagenr

el grado de similitud entre los taxones. Noobstante,ias mismas bases son apu_

cadas a todos los estudios de similitud genética basados en datos electrofo­

réticos. A pesar de esto, generalmente las comparaciones interespecificas, Li

muestran menores indices de similitud genética que los observados en este tra

bajo.

Hipótesis 3: La estrecha similitud puede ser debida a presiones de selección/

convergentes: esta hipótesis postula que la selección natural causa conver-/

gencla, produciendo las mismas frecuencias aiélicas en muchos1221 de linajes

separados. Esto parece bastante improbable, porque las diferentes especies //

han mostrado diferencias morfológicas y ecológicas, y probablemente han esta­

do bajo diferentes presión de selección.

Hipótesis h: La estrecha similitud genética es consecuencia de barreras re-//

productivas débiles: esta hipótesis se basaria en que: a) existe una extensa
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hibridación en zonas de solapamiento. En estas regiones podria haber una ten­

dencia a la “homogeneización”de las frecuencias alélicas, pero ésta no seria

suficiente comopara que las especies pierdan su identidad. Esta hibridación/

puede haber sido provocada por modificaciones en el terreno donde ellas convl

ven, causadas por la introducción de cultivares, creación de diques, tala /

de bosques, introducción del ganado, grandes sequias, desborde de rios, etc./

Estos nuevos hábitat abiertos (Anderson, 19h8, 19h9), con grandes superficies

de ambientes inestables y presencia de áreas superpuestas de diferentes esps

cies relacionadas, permiten que se produzcan hibridos y que ellos prosperen,/

porque el ambiente se ha “hibridado” y existen nuevos nichos posibles de ser/

ocupados. Esta situación ha sido observado por Morello g¿_¿l. (1971). Estos /

autores encontraron sobre la ruta Nacionai 95 entre los arroyos Monte Lindo y

Tatü Piré (interfiuvio Formoseño)abundantes morfohibridos entre P.rusclfoiia

y P.hassieri, en cultivos abandonados hacia aproximadamente 7 a 9 años. Ei //

80 2 de toda esa región estaba prácticamente invadida por P.ruscifolia. Sin /

embargo,en una pequeña zona ocupada por sistemas homeostáticos (Morello g¿_gl,

1971), es decir, sistemas donde no hay disturbios y la invasión por colonias

doras es resistida, P.hasslerl crecia pura sin hibridarse con P.ruscifolia./

b) Hasta el momentose han obtenido pocos indicios de que existan mecanismos/

de aislamiento reproductivo entre especies de esta Sección: i) por los datos/

obtenidos en el presente estudio para el sistema GOTy también por cesultados

de estudios-morfológicos (Naranjo y Enus Zeiger, 1983), P.caidenia pareceria/

no hibridarse con P.flexuosa niP.alpataco. li) Se ha demostrado una disminue/

ción de la viabilidad del polen en individuos de origen hibrido entre E¿Elf/

gra x P.affinis debido tal vez a hibridez estructural chptica (Naranjogt EL

198h). iii) Las variaciones de las relaciones de intensidades observadas en-/

tre las especies e hibridos naturales para el sistema isoenzlmátïco de ADH//

previamente descriptas, sugeririan una incipiente divergencia en los sistemas
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de regulación génica, que podrian llevar con ei tiempo a la inviabilidad de /

los hibridos. Sin embargo, hasta el presente no hay evidencias firmes de la/

existencia de una verdadera y eficaz barrera reproductiva entre tales entida­

des.

Dada la alta tasa de hibridación observada, esta hipótesis entonces /

no puede ser descartada.

Hi tesis 5: El genomade las especies de la Sección Ai arobia seria esenciab
. mente dicotómico con respecto a la evolución;

La situación en estas especies, con grandes discrepancias entre los rs

Sultados obtenidos con diferentes técnicas(molecuhres morfológicas)pueden com

pararse a la observada por Turner (197k) en peces del género Cyprinodon y //

Avise gt al. (1975) en figsperoleucus y Lavinla, en los cuales también se en-/

contró una considerable diferenciación ecológica y morfológica con poco cambio

génico entre las especies. Turner (197h) propusquue en Cyprinodon el genoma

seria esencialmente dicotómico con respecto a su evolución. Es decir, un grupo

de genes evolucionaria más rápido que el otro, respondiendo tanto a factores/

de selección comoestocástlcos y que serian provocados por diferencias ecoló­

gicas y de hábitat. Este grupo, tanto en Cyprinodon (Turner, 197h) comoen //

Prosopis,inclulria aquellos genes que median la expresión morfológica Junto /

con ciertos sistemas isoenzimáticos que fijaron alelos o genes distintos en//

diferentes especies (¿251 diagnósticos). Fl segundo grupo ¡ncluirïa a la mayo

ria de los 1221 isoenzimáticos estudiados en estos trabajos. Estos genes co-/

rresponderfan a grupos fuertemente coadaptados que responden a distintas con­

diciones ambientales eficientemente y cuya modificación no resultaria adapta­

tiva. Turner (197h) propone además que la adaptación da amplias y frecuentes/

fluctuaciones en parámetros ambientales criticos seria el factor que demanda­

ria esta muyfuerte coadaptaclón entre las enzimas de importantes procesos fl
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siológlcos. Estas fluctuaciones también son comunesen Prosopis sometidos con

regularidad a Inundaciones, sequias, incendios,etc.

Comocoroiario de esta hipótesis se desprenderia que la especiación/

dentro de la Sección Algarobia no habria lmpiicado cambios a nivel del genoma

completo,slnodesólo una proporción del mismo.

A este respecto, Hubbyy Throckmorton (1968), Selander y Johnson ///

(1973), Ayala g¿_gl: (197h b.), Cordeiro (197h), Smith-Cavalli (i976) y otros

autores han concluido que la especiaclón no recperiria grandes cambios qené­

ticos. Esto estaria de acuerdo con Templeton (1979) quien propone que la espg

ciación via principio dei fundador no requeriria necesariamente ia ocurrencia

de una “revolución genética” (Mayr, 195h, 1970) sino que podria implicar sólo

una proporción relativamente pequeña del genoma, por io que propuso ei término

“transliiencia genética”.

Estas dos últimas hipótesis (h y 5) podrian explicar la falta de difs

renciación genética detectable electroforéticamente entre estas especies, aun

que se mantienen aün las incógnitas con respecto al nivel de la barrera de //

aislamiento entre las mismasy la importancia relativa de dos procesos postu­

ladOsportales hipótesis.

Con respecto a las especies de la Sección Strombocarpa, los indices /

de identidad genética indicarian una estrecha similitud (Tabla 123» y,dado //

que estas entidades son alopátrldas, que existe hibridación en algunas zonas/

de contacto y que morfológicamente son muy semejantes (Burkart, 1976) tal vez

seria más correcto denominar a estas entidades comosubespecies c razas geo-/

gráficas.

A nivel de Sección, en este género, se observaron grandes diferencias

moleculares, en coincidencia con las notables diferencias morfológicas encon­

tradas por Burkart (i976); esto, sumido al hecho de no haberse encontrado hi­

bridos interseccionales, indicaria una importante divergencia evolutiva‘en
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tre las especies de ambas secciones.

Por otra parte, los estudios de los aceites de Prosopis (Madrlñan///

P0103321p 1976), mostraron una gran uniformidad en el contenido de ácidos /

grasos entre las diferentes especies de la Sección Algarobia y Strombocarpa,/

por lo cual estos autores sostienen que ambas secciones deben mantenerse den­

tro del género Prosopis.

Por lo tanto, podria pensarse que tai vez seria más apropiado elevar/

las secciones a la categoria de subgénero (Hunziker, com. pers.).

Dentro de las secciones, no se pudo establecer a través de este estu­

dio, una correspondencia entre los datos morfológicos y moleculares, puesto /

que las relaciones de parentesco bioqufmlco se apartan en varios aspectos de/

las propuestas por Burkart (1976).

E1las especies de las diferentes secciones , comoya se discutió, no pg

rece que haya habido muchos cambios del genotipo en términos de genes estruc­

turales.

Es importante recordar que las isoenzlmas analizadas representan una/

pequeñisima parte del genomay que este tipo de comparación de genes estructg

rales no toma ï1anáderaclón los posibles, y tal vez más importantes, cambios

en ios mecanismos regulatorios (Soulé, 1980). La importancia de tales mecanlí

mos fue obervada por Cordeiro (197h) en Drosthlla , cuyos resultados indica­

ron que la divergencia evolutiva entre especies muyrelacionadas está determl

nada en gran parte por la evolución de sus sbtemas integrados de regulación,/

siendo pocos los cambios a nivel de genes estructurales.

Flnaimente,ios datos moleculares presentados en este trabajo apoya-l/

rlan la hipótesis de Palaciosy Bravo (1981) de que estas entidades, biológica

mente,equivaidrlan a semi o subespecies, y la comunidadde estas semlespecies

simpátridas constituiría un “slngameón” (Grant, 1957, 1977, 1980). Este ha /
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sido definido en términos modernos como“la suma total de especies o semies-/

pecies ligadas frecuentemente u ocasionalmente por hlbridaciones naturales.El

singameón es ia unidad más amplia que incluye individuos interfértiles de un/

grupo de especies que se hibridan. Generalmente,los-hábitat que ocupan estas/

semiespecies son contiguos permitiendo contactos marginales y simpátridos y /

además, las barreras ecológicas normalmente son rotas en muchos lugares debió

a perturbaciones ambientales producidas por el hombre. Los componentesdel Sin

gameónson tratados generalmente comoespecies en la sistemática formal y por

lo tanto los componentes son, usualmente, buenas especies taxonómicas“.

Esta definición se ajusta muyestrechamente a la situación observada!

en las especies de la Sección Algarobia y el término ha sido utilizado para /

otros grupos que presentan un comportamiento similar arProsoEis. Grant (1957)

describió en el género silla, cuatro especies, las cuales son en muchoslugas

res simpátridas, se hibridan y sus ¡híbridos son fértiles. Estos hechos al i­

gual que en Prosopls hacen dificil reconocer a estas entidades comoespecies

biológicas. Este autor pcOponepara 511151 la siguiente hipótesis: G.latlflo­

¿a¿_G.cana y G.tenuifiora habrian alcanzado a completar escasamente la espe­

ciación primaria (divergencia), seguida de hibridación extensiva en varias //

combinaciones. La hibridación habria alcanzado a evitar que las poblaciones//

originales extremas persistan comoespecies netamente definidas, asi, no ha-/

brian completado el prfpeso de especlación secundaria (aislamiento reproducti

vo). Los constituyentes principales poseen entonces algunas de las caracteriz

ticas de subespecies de modoque ellas pueden mutuamente reemplazarse geográ­

ficamente, presentar ¡ntergradación en zonas de contaco y retener cierto gra­

do de interfertilidad. Tambiénposeen algunas caracteristicas de especies,co­

mo lo manifiestan en las áreas de contactos simpátridos marginales y en un /

grado de divergencia genética y morfológica, comparable a los de cualquier //

otra especie. En la Sección Algarobia el singameón ha desarrollado una vasta
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red de semiespecies compuesta de numerosas especies taxonómicas y que se ex-/

tienden en grandes áreas geográficas. A pesar de que las interacciones repro‘

ductivas de este singameón, lo hacen comportarse comouna especie biológica,/

es decir, un conjunto de Individuos interfértlles, difiere de ella en que su/

estructura interna es más compleja. Fn particular, muyprobablemente el com-l

plejo constituido por las semiespecies de la Sección Aigarobia seria lo sufi­

cientemente estable comopara mantenerse en tal estado a pesar de la slmpa-//

trla, hecho que no seria de esperar en elcaso de subespecies de una especie//

biológica normal.
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“‘RESUHEN

En este trabajo se estudió la variación alozimica de siete sistg_//

mas lsoenzimáticos en poblaciones de especies pertenecientes a dos Secciones

dei género Prosopis. Estas son: Secc;Aigarobia, Serie Ruscifoiiae:‘P;ruscifo

112) P.hassler|, P.v¡naliilo; Serie Chilensis: P;nigra,‘P;alba;-P.flexuosa,/

P.caldenia, P.alpataco. y de la Sección Strombocarpaj Serie Strombocarpae: /

P.strombulifera y P.reptagí.
fi

Se estudiaron también presuntos hibridos lnterespecificos o deriva-l

dos hibridos de la Secc. Algarobia, con ei objeto de i)utilizar los marcado­

res aiozimicos propios de cada especie en la identificación certera de ios /

misnos¡ii) determinar la hipótesis más probable dei mecanismogenético/

involucrado en la producción de las isoenzimas.

Se comparó el grado de pollmorfismo de cada sistema isoenzlmátlco en

Prosopis con aquéllos hallados por otros autores en otros organismos, tratan

do de aportar datos que permitan ampliar el conocimiento que se tiene acer­

ca de las relaciones entre el_grado de poiimorfismo que presentan las enzi-/

mas segün la función que cumplen en las diferentes rutas metabólicas y la es

trategia adaptativa de las especies.

Se analizaron por mediode la técnica de electroforesis horizontal /

en geles de poiiacrilamida y almidón los siguientes sistemas isoenzimáticos:

Alcohol Dehidrogenasa, Glutamato Oxalacetato Transamlnasa, Esterasa, Peroxi­

dasa, Aminopeptidasa, 6-Fosfogluconato Dehidrogenasa y Superóxido Dismutasa.

Se determinó el nümerode aleios y se calcularon las frecuencias alélicas //

(Tablas 119 y 120), para determinar si las frecuencias genotipicas de dichos

1221 se ajustaban a un etuilibrio de Hardy-Weinberg (Tablas 2-118). Dentro

de cada sección se calcularon además para todos los pares de pobiaciones,ios
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indices de identidad genética media y distancia genética (Nel, 1972) (Tail

blas 123, 12h). Finalmente en base a la identidad genética, utilizando el/

método de análisis de agrupamiento de medias no ponderadas (UPGMA)se coní

truyó el dendogramacorrespondiente para la Secc. Aigarobia (Fig. 17).

Las entidades estudiadas pertenecientes a la Secc. Algarobia, pre­

sentan diferencias morfológicas que permiten considerarias especies (Bur­

kart, 1976). En ei presente trabajo se encontró qüe el grado de similitud/

molecular entre ellas es tan alto comolo que se esperaria para semi o in­

cluso subespecies (Tablas 123 y 12h). Ademáslas afinidades relativas en-/

tre especies obtenidas a partir de los datos enzimáticos presentan discor­

dancias con la clasificación basada en datos morfológicos. Tales discrepan

cias podrian deberse a una tasa de evolución diferencial entre los lgsl_fs

iacionados con caracteres exofenotipicos y los que codifican para diferen­

tes enzimas.

La alta similitud genética revela que los taxones se han diferen-/

ciado poco genéticamente, lo cual coincide con ia aparente debilidad de //

las barreras de aislamiento reproductivo. Las únicas evidencias enzimáti-/

cas sobre la existencia de posibles mecanismosde aislamiento se refieren/

a que: l) en algunos individuos de P.nlgra y P.ruscifolia, las intensida-l

des de coloración relativa de las bandas de ADHse apartaban de las espera

das, hecho que sugeriria una incipiente divergencia génica entre estas es­

pecies y E¿¿lbg y P.hasslg¿l_(Figura 2 A, D). 2)La observación de que si//

bien en zonas de slmpatrïa el polen de P.caldenia podria fecundar a 323122:

EgssLy P.flexuosa dando semillas hibridas (Fig, 5 D» no se encontraron se­

millas provenientes de P.caldenia con patrones enzimáticos híbridos. Esto/

coincide con la posición aislada de P.caldenia en ei fenograma donde se‘en

cuentra relativamente más alejada de las demás especies de esta Sección //

(Fig. 17).
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Los valores de P y Ñ de estas especies (Tabla 121) son semejantes/

a los observados en otras leñosas (F - #2 Z, Ñ - 0.1iB). La especie más in

vasora,P.ruscifolia,result6 ser la menosvariable, lo (pe indicaria que su

estrategia impiicaria poca variabilidad genética, pero una gran plastici-/

dad que le permitiria adaptarse eficientemente a los ambientes que colonif

za.

La elevada afinidad enzimática y la falta'de barreras reproducti-/

vas eficientes entre estas especies taxonómlcassimpátridas, apoyaria ia /

hipótesis de que ellas serian desde el punto de vista biológico semiespe-Í

cles y que el conjunto de las mismas constituiria un singameón. Este, a di

ferencia de una especie corriente, poseeria una estructura interna lo sufiL

cientemente estable para mantenerse en tai estado a pesar de la simpatrïa/

y de la hibridación.

Las especies de la Sec. Strombocarpa son aiopátridas y muy seme-/ '

Jantes morfológicamente (Burkart, 1976), e isoenzimáticamente también pres

sentaron una estrecha similitud (Tabla 12h). Por estas razones tai vez se­

ria más adecuado considerar a estas entidades comosubespecies. bos valo-/

res de P y Ñ fueron bastante más bajos que los observados en otras leño­

sas (Tabla 122) (5-132, ñ:o.ohh), incluyendo a las pertenecientes a la Sec

Algarpbia. Esto indicaria oue los sistemas reproductivos y/o las estrate-l

glas adaptativas podrian ser diferentes en ias dos Secciones.

Las diferencias electroforétlcas entre las especies pertenecientes

a las dos Secciones son de tal magnitud que no existe similitud entre las

enzimas.estud¡adas (excepción hecha de SOD). Esto, sumado ai hecho de que/

no se producirian hibridos interseccionales (Hunzlker 25.213 , 1977) y a /

ias grandes diferencias morfológicas (Burkart, i976), sugieren que tal vez

sea más adecuado elevar a la categoria de subgéneros a ias dos Secciones/

estudiadas en ei presente trabajo.

j
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