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Resumen

Prosopís es un género que presenta gran importancia desde el punto de
vista económico, ecológico y evolutivo. Habita en las principales zonas áridas y
semiáridas del mundo y en base a su morfología ha sido dividido en cinco
secciones denominadas Prosopis, Anonychium, Monilicarpa, Strombocarpa y
Algarobia. Esta última incluye 30 especies de las cuales la mayor parte habitan
en América, con el principal centro de diversidad en Argentina. Algunas
especies de esta sección hibridan frecuentemente en la naturaleza dando
lugar a individuos con fenotipos intermedios, difíciles en algunos casos de
determinar. En este trabajo se analizaron marcadores bioquímicos y
moleculares en poblaciones de P. g/ana'u/asa, P. velar/na, P. alba, P. myra, P.
vino/illa, P. a/paraco, P. ca/a’enía, P. ruscifo/Ía, P. f/exuosa, P. chi/ensis, P. affím's,
P. kunfzei de Algarobia, P. repfans de Strombocarpa y P. argentina de
Monilicarpa.

Se estudiaron poblaciones naturales mediante las técnicas de
electroforesis de isoenzimas y RAPD con el objeto de identificar loci
diagnóstico, estimar la variabilidad y analizar la estructura poblacional. Se
compararonpoblacionesnaturales de diferente subcontinentes pertenecientes
a Algarobia junto con P. repfans (Strombocarpa) y P. argentina (Monilicarpa).
Los resultados señalaron que P. velar/ha y P. kunfzei son las únicas que
presentaron loci isoenzimóticos diagnósticos. Las especies Norteamericanas P.
g/ana'u/asa y P. ve/ufina no presentaron bandas RAPD diagnósticas con los
“primers” ensayados. Los niveles de variabilidad genética estimados en las
poblaciones Norteamericanas son semejantes a los de las especies
Sudamericanas de la misma sección; y las poblaciones presentan las misma
variantes isoenzimóticas. Los niveles de variabilidad genética de P. reprans
(Strombocarpa) y P. argentina (Monilicarpa) no difieren entre sí, aunque son
significativamente menores que las de las especies de Algarobia. La
diferenciación genética entre las poblaciones de la sección Monilicarpa es
menor a la presentada por las especies de Algarobia estudiadas. Como
consecuencia, el flujo génico estimado entre las poblaciones de P. argentina es
mayor que el de las especies de Algarobia.

Un estudio de individuosagrupados por familias fue realizado mediante
electroforesis de isoenzimaspara inferir el sistema de apareamiento en siete
especies de la sección Algarobia. Los resultados mostraron que las especies
presentan en la mayoría de los casos fecundación cruzada pero que hasta un
28% de autofecundación puede ocurrir (fm varió entre 0.72 y 1). El valor
promedio en todas las especies aquí estudiadas es de 15%. Las tasas de
fecundación cruzada variaron entre los árboles dentro de las poblaciones y Ia



Resumen

mayoría de los individuos analizados (semillas) dentro de cada familia eran
hermanos completos.

Se realizó un estudio de RFLPutilizando como sonda 27.7 kb de chNA
heterólogo de Nicafiana fabacum en 11especies del género. Los resultados no
mostraron variación intraespecífica en ningún caso y sólo permitieron
diferenciar a P. repfansy a P. kunfzeí de las restantes especies de Algarobia
estudiadas (P. alba, R n/yra, P. vina/i/lo, P. a/pafaco, P. caldem'a, P. ruscifo/ia, P.
f/exuasa, P.g/ana'u/asa, P. affinís).

Por último, las relaciones filogenéticas entre las especies fueron
reconstruidas mediante métodos de distancia y parsimonia a partir de las
frecuencias alélicas isoenzimáticas, de las secuencias correspondientes al
intergén TrnD-TrnT(chNA) y de las secuencias de los espaciadores internos
transcriptos de ADNribosómico (ITS-1 e ITS-2). Los fenogramas obtenidos a
partir de los datos de enzimas señalaron que P. reprans (Strombocarpa), P
argentina (Monilicarpa) y P. kunfzeí son las especies mas diferenciadas. A
pesar de que los cladogramas de chNA y de ADNr resultaron incongruentes,
presentan consistencia. El orden relativo de divergencia señalado en ambos
cladogramas concuerda con el nivel de diferenciación genética en los
fenogramas. Además, ni los fenogramas ni los cladogramas están de acuerdo
con la clasificación morfológica en series propuesta para este grupo.

Palabras Claves: Prosapís, Isoenzimas, RAPD,RFLP, TrnT-TrnD,ITS,

estructura poblacional,sistema de apareamiento, relaciones evolutivas



Abstract

Prosapís is a very important genus from the economic, ecological and
evolutionary point of view. It occupies the main arid and semi-arid areas of
the world and, based on the morphology, its species have been divided into
five sections denominated Prosopis, Anonychium,Monilicarpa, Strombocarpa
and Algarobia. The latter includes 30 species, most of which are American,
with the main diversity center in Argentina. Some species of this section
frequently hibridise in the nature producing individuals with intermediate
phenotypes that sometimes are difficult to determine. In this work
biochemical and molecular markers were analyzed in populations of P.
g/ana'u/asa, P. ve/uflna, P. alba, P. n/yra, P. vina/¡l/o, P. a/pafaco, P. ca/a’em'a, P.
ruscifolía, P. f/exuosa, P. chi/ensís, P. affinís, P. kunrzei of Algarobia, P.
reprans of Strombocarpa and P. argentina of Monilicarpa.

Natural populations were studied by means of isoenzyme
electrophoresis and RAPDtechniques, in order to identify diagnostic loci, to
estimate the variability and to analyze the structure of populations.
Populations of species from different subcontinents belonging to Algarobia
were compared, together with P. reprans (Strombocarpa) and P. argentina
(Monilicarpa).The results indicated that P. ve/ufinaand P. kunfzeí are the only
ones which showed isoenzymatic diagnostic loci. The North American species,
P. g/ana'u/osa and P. ve/ufina, did not present diagnostic RAPDbands with the
primers here used. Genetic variability estimates in populations of North
American species of Algarobia are similar to those of the South American
ones of the same section, and they share most isoenzymatic alleles. P. repfans
(Strombocarpa) and P. argentina (Monilicarpa)do not differ from each other
in genetic variability, but their variability is significantly lower than that of
species of Algarobia. The genetic differentiation among populations in the
section Monilicarpa is lower than in the species studied of Algarobia. Thus,
the estimated gene flow among populations of P. argentina is higher than
those of Algarobia species.

A study of individualsgrouped by families was carried out by isoenzyme
electrophoresis to estimate parameters of the matingsystem inseven species
of the section Algarobia. The results showed that species are mostly
outcrosser but up to 28% of selfing can occurs (fm varied between 0.72 and
1). The average value in aIl the species here studied is of 15%. Outcrossing
rates vary among the trees within the populations and most of the analyzed
individuals(seeds) within each family are full sibs.



Abstract

A study of RFLP using a heterologous chNA probe of Nícafíana
fabacum (27.7 kb) was carried out in 11species of the genus. The results did
not show intraspecific variation in any of the species studied. OnlyP. repfans
and P. kunfzei could be distinguished from the remaining studies species of
Algarobia (P. a/ba, P. "¿4rd, P. viña/illa, P. a/pafaco, P. ca/dem'a, P. ruscífo/Ib, P.
f/exuosa, P.g/andu/asa, P. affinís).

Finally, the phylogenetic relationships among species were
reconstructed through distance and parsimony methods from isoenzymatic
allelic frequencies, the sequences corresponding to the intergenic region
TrnT-TrnD(chNA) and the sequences of internal transcribed spacers from
ribosomic DNA (ITS-1 and ITS-2). The phenograms obtained from the
enzyme data indicated that P. repfans (Strombocarpa), P. argentina
(Monilicarpa)and P.kunfzeí are the most differentiated species. Although the
chNA and rDNA cladograms were incongruent, they present some
consistence. The relative divergences of basal nodes in both cladograms are
consistent with the level of genetic differentiation in the phenograms.
Furthermore, none of the trees agrees with the morphologicalclassification
of proposed series for this group.

Key Words: Prasapís, Isoenzymes, RAPD,RFLP, TrnFTrnD, ITS, Population

structure, Matingsystem, Evolutionaryrelationships
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I. Estudios Genética - Evolutivos En El Género Prosapis

El género Prosopises uno de los más primitivos dentro de la subfamilia

Mimosoidaede Ia familia Leguminosae.Sus especies son capaces de adaptarse

a las condiciones extremas de sequía, altas temperaturas y salinidad de las

zonas áridas y semiáridas que habitan normalmente. Su amplia distribución

geográfica abarca el sureste de Asia, África tropical y América. En este

últimocontinente se distribuye desde el Sudoeste de Estados Unidoshasta la

Patagonia Argentina. En América hay 44 especies, de ellas 28 se encuentran

en Argentina y 13 son endémicas. En Norteamérica (USA) se han descripto 7

especies aunque no se han encontrado endemismos (Burkart 1976).

Actualmente, los árboles y arbustos de Prosopís tienen una importancia

fundamental en la economía de zonas áridas y semiáridas por los múltiples usos

a los que pueden destinarse. Las vainas se han utilizado como forraje desde

épocas prehistóricos en América, Asia y África (Roig1993, Galera ef a/ 1992).

Desde entonces en diferentes lugares del mundo se las emplea para

alimentación debido a su alto valor alimenticio semejante a la cebada y al maíz.

En nuestro país, en Chile y en Perú se las emplea en pastoreo directo y

diferido. La recolección y secado de frutos resulta útil para alimentar ganado

vacuno, ovino y caballar durante el invierno (Galera ef a/ 1992). La utilización

de los frutos como fuente de alimentación humana persiste en zonas rurales

donde se obtiene harina para producir pan de algarroba (patay) y se elaboran

algunas bebidas como la chicha, añapa y arrope. Además las vainas

fermentadas (okpiye) sirven para condimentar la dieta tradicional y para

sustituir la carne que resulta muy costosa para algunas familias de Nigeria

(Achi 1992).
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Otra aplicación muy importante desde el punto de vista económico es la

madera de algunas de sus especies que se emplea como combustible de alta

calidad, como leña o carbón vegetal. La madera resulta muy útil en la

construcción de postes, muebles y aberturas ya que se muestra muydurable,

sólida y pesada. Es altamente resistente a la torsión y a Ia contracción y en los

últimos años esta madera se ha puesto de moda por sus características y su

bajo costo (Tortorelli 1956, Felker 1982, Roig 1993). De las raíces y de la

corteza de algunas especies es posible también la obtención de taninos útiles

para curtientes y para la tinción de fibras (Karliny Díaz 1988A, Roig 1993).

Desde el punto de vista ecológico, algunas especies de este género

resultan muy útiles en el control de la erosión y degradación de suelos ya que

son especies fijadoras de dunas (Burkart 1952). Además poseen la habilidad

para la fijación biológica de nitrógeno, que produce un mejoramiento en la

fertilidad del suelo. Además, ciertas especies resultan muyútiles en sistema

agroforestales y agropastoriles al suministrar sombra para la protección de

animales y cultivos (Karlin y Díaz 19883).

En nuestro país es posible distinguir cuatro épocas históricas en el

empleo de los algarrobos (Roig 1993). La primera de ellas corresponde a la

e'poca primitiva, la segunda, se inició con la introducción del ganado y la

tercera, coincide con el desarrollo ferroviario. Laépoca actual, la cuarta, está

orientada a la conservacióndel recurso a través de planes de mejoramiento y a

la búsqueda de un uso sostenido del mismo.

Lagran importancia económica que presentan las especies ha dado lugar

a la explotación indiscriminada de los montes naturales de Prosopís. El
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desarrollo de planes que permitan mejorar características beneficiosas y

conservar este recurso son cada vez más necesarios. Dentro de este marco,

las especies arbóreas de mayor interés comercial están siendo utilizadas

actualmente en planes de reforestación de zonas áridas. En particular, en el

monte argentino se llevan a cabo programas de conservación y mejoramiento

de P. f/exuosa (Cony1993, Catalán ef a/ 1994) y en Brasil existen plantaciones

comerciales de P.ju/¡f/ora(Fernández Lima1990).

Desde el punto de vista teórico Prosopís también ha resultado

sumamente interesante: recién en 1976 se realizó la primera monografía

integral de este género que ha sido tomada en cuenta por sistemáticos,

genetistas y ecólogos de todo el mundo. Muchos grupos de investigación

trabqiaron y trabajan a través de distintos enfoques en la resolución de

interrogantes que surgen del comportamiento en la naturaleza de sus especies.

En su monografía Burkart (1976) dividió al genero en cinco secciones:

Prosopis, Anonychium,Monilicarpa, Strombocarpa y Algarobia (Apéndice 1 pag.

125).Mientras que las primeras dos sólo están representadas en Asiay África,

las últimas tres se desarrollan en América.

En Algarobia, una de las cinco secciones que integran este género, la

determinación morfológica es problemática debido al comportamiento de las

mismas en la naturaleza. Existen en Ia literatura numerosos ejemplos de

hibridación interespecífica (Hunziker ef a/ 1986) involucrando diferentes

especies tales como P. a/ba, P. myr'a, P. f/exuosa, P. ruso/folla, P. caldem'a, P.

afflm's, P. chi/ensís, P. bass/en; P. a/pafaco, etc., aunque también hay otras

especies en las cuales hasta el momento no han sido reportados casos de
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hibridación tales como P. kunfzei, P. ser/canfha, P. denudans, etc. La alta

ocurrencia de hibridación e introgresión produce la aparición de fenotipos

nuevos que en algunos casos resultan difíciles de determinar

morfológicamente.

Estudios isoenzimáticos previos en algunas especies de la sección

Algarobia (Saidman 1985, 1986, 1993, Verga 1995, Julio 2000, Ferreyra 2001,

Saidman y Vilardi 1987, 1993, Hunziker ef al 1986) señalaron una similitud

genética alta, tal como la que se esperaría para semi o subespecies. La

similitud alozímica podría indicar que los taxones se han diferenciado poco ge­

néticamente, lo cual coincidiría con una aparente debilidad de las barreras de

aislamiento reproductivo (Saidman 1990). Sin embargo, desde el punto de vista

morfológico, las especies mostraron una clara diferenciación. En Ia sección

Strombocarpa por el contrario, los problemas de delimitación de las especies

son menos frecuentes. La hibridación no es un hecho comúnentre las especies

de esta sección y las mismas están bien diferenciadas tanto morfológica como

bioquímicamente.

La hibridación que ocurre en la naturaleza debe ser distinguida del

proceso de especiación por hibridación. La hibridación natural ha sido definida

como el fenómeno de cruzamiento al azar espontáneo entre razas disyuntas,

semiespecies o especies que están separadas por aislamiento ecológico parcial

o reproductivo, o ambos (Grant 1989 pag. 213). En la naturaleza existen

muchos ejemplos de híbridos interespecíficos, presumiblemente de la

generación F1. Los mismos pueden ser fértiles, semiestériles o altamente

estériles y excepto en el último caso, pueden producir una progenie tardía. La

generación F1 parcialmente fértil puede reproducirse con plantas híbridas
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hermanas, o retrocruzarse con alguna de las especies parentales. La progenie

surgida puede cruzarsz una vez mas entre sí y con las plantas originales dando

como resultado un enjambre híbrido. Los enjambres híbridos están formados

por unamezcla de especies, híbridos y retrocruzas.

La especiación por hibridación se refiere al origen de una nueva especie

directamente a partir de un híbrido natural. El mismo proceso que formó al

híbrido natural ocasionará la desintegración por segregación de su combinación

génica, por consiguiente una parte fundamental en el proceso de especiación es

la estabilización del comportamiento reproductivo de los híbridos que puede

darse por diferentes mecanismos tales como la propagación vegetativa, la

agamospermia, la heterocigosidad de translocación permanente, la poliploidia

impar permanente, la anfiploidía, la especiación por recombinación y por la

segregación de un nuevo tipo aislado por barreras externas (Grant 1989 pag.

262).

En Prosopis, algunas especies podrían haberse formado por especiación

híbrida (Ferreyra 2001, Saidman ef a/ 1998). Palacios ef a/ (1991) han

demostrado el posible origen híbrido para la especie P. burkar'flí (Sección

Strombocarpa) a partir de P. famarugo y P. sfrombu/ífera. Tanto los estudios

morfológicos comolos de cromatografía de flavonoides y los de electroforesis

de proteínas seminales han permitido corroborar esta hipótesis.

Recientemente Burghardt ef a/ (2001) estudiaron mediante electroforesis de

proteinas seminales individuos de P. abrew’arfa, un arbusto espinosa

morfológicamente intermedio entre P. forquafa y P. sfrombu/ífer'a. Esta

especie presenta un perfil proteico que muestra adición casi completa de las

bandas halladas en los otros dos taxa y los autores proponen que constituye
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una fuerte evidencia para su origen híbrido que se corresponde con los datos

morfológicos previos y los estudios de fertilidad de polen.

En la sección Algarobia, se ha sugerido un origen híbrido para P. vina/i/Ia

a partir de P. alba var. panfa y R rusdfo/¡a (Burkart 1976). A través del

estudio isoenzimático y de RAPD,Ferreyra (2001) no encontró marcadores

característicos de P. alba. Alli no se descartó a la hibridación homógama como

mecanismo de especiación híbrida, en donde se espera que los derivados

híbridos tengan un ciclo meiótico normal y las especies así surgidas sean

homoploides respecto a las especies progenitoras originales (Grant 1989 pag.

292). Sin embargo, se propuso que los marcadores podrian haberse perdido

por recombinación y segregación. Otros autores (Palacios com.pers.) proponen

que los individuos así determinados no serian una especie de origen híbrido

sino un híbrido natural.

En base a las estructuras vegetativas Burkart (1937A, 1976) ha

definido la Sección Monilicarpa,que está representada por una única especie,

P. argentina cuyo origen y afinidades son dudosos. Los trabajos fisiológicos y

de maderas involucrandoesta especie la muestran altamente tolerante a la

temperatura y al stress hídrico en concordancia con su hábito de ocupar

suelos arenosos móvilesy semifijos (Villagra 1995, 1997, Villagra y Roig J uñet

1997). El nivel de variabilidad genética y diferenciación isoenzimática que

existe entre las poblaciones de esta especie no ha sido descripto así como

tampoco Iaocurrencia de híbridos entre secciones que la involucraran.

Este género permite acercarse al estudio de un problema teórico muy

importante como es el mecanismode especiación y a través del estudio de los
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datos genéticos es posible discutir la delimitación existente entre las

especies. Así, varios autores (Montoya ef a/ 1994, Burghardt 1995A, 19953,

Ferreyra 2001) han sugerido que algunas especies de Algarobia, que hibridan

en la naturaleza frecuentemente, no Se ajustarían al concepto biológico de

especie sino al concepto cohesivo propuesto por Templeton (1989). Según

éste, la principal fuerza que conduce al proceso de especiación puede ser la

presión selectiva diferencial que permite la adaptación a diferentes nichos.

Este concepto considera que las especies mantendrían su identidad por

mecanismos ecológicos o demográficos, independientemente de la ocurrencia

de flujo génica.

El mayor conocimiento de las especies de este género en cuanto a su

caracterización, el nivel de variabilidad, la estructura genética de sus

poblaciones y el análisis de las relaciones filogene’ticas podrán aportar

información para el mejoramiento, conservación y evoluciónde este grupo.

II. Utilización De Marcadores Moleculares

Desde hace alrededor de 30 años se ha desarrollado el uso de

diferentes técnicas útiles para revelar diferentes marcadores bioquímicosde

las plantas tales como los compuestos fenólicos, las proteínas seminales y las

isoenzimas. Los últimos avances en el análisis de ADN hicieron posible

desarrollar nuevas metodologías que permiten el estudio de marcadores

moleculares tanto a nivel nuclear comoen genomas de organelas (cloroplastos y

mitocondrias). Losmarcadores moleculares permiten analizar y caracterizar la

variación molecular y aplicar los datos genéticos para la construcción de

filogenias entre diferentes taxa. El marcador molecular a aplicar depende

12
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directamente del nivel taxonómico en que se encuentre el problema que se

quiere abordar pudiendo resolverse problemas de filiación entre individuos,

diferenciación de poblaciones, hasta filogenias en taxones superiores (Avise

1994).

La electroforesis de isoenzimas se ha utilizado desde los años 70 para

acercarse a problemas taxonómicos, genéticos y evolutivos ya que permite

estudiar la variabilidad y diferenciación genética que presentan los grupos

naturales. Dado que son marcadores codominantes, se han obtenido buenas

estimas de variabilidad tanto a nivel poblacional como a nivel de especie.

Mediante el análisis de variantes enzimáticas se estudia indirectamente los

polimorfismos en regiones codificantes tanto nucleares comode organelas y su

nivel de variación es restringido ya que está dado por el equilibrio entre Ia

tasa de sustitución y la pérdida de funcionalidad. En general se las considera

neutras pero existen trabajos recientes donde se describen fuerzas

selectivas actuando sobre ellas (Nevo 2001, Berry y Kreitman 1993, Eanes ef

al 1993, 1996, Hudson ef a/ 1994, Balakirev ef a/ 1999).

Algunosaños mas tarde se desarrolló la técnica de RAPD(Amplificación

al Azar de Fragmentos Polimórficos - Williams ef a/ 1990), mediante esta

metodología se estudian directamente polimorfismos de ADN en regiones

aleatorias del genoma siendo posible analizar los niveles de variabilidad y

diferenciación gene’tica.A diferencia de las isoenzimas, éstos son marcadores

dominantes, es decir que los individuos heterocigotas no pueden ser

reconocidos, de modo que los niveles de variabilidad podrían estar

subestimados. A pesar de ello, suelen analizarse pues resultan mejores

indicadores de la acción de fuerzas microevolutivas tales como la selección al
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hacer un muestreo aleatorio de regiones codificantes y no codificantes del

genoma.

Para analizar polimorfismos de ADN se utiliza también la técnica de

RFLP(Polimorfismos para el Largo de los Fragmentos de Restricción): estos

marcadores suelen ser codominantes y a diferencia de los RAPD,se estudian

regiones específicas del genoma. El estudio de ADNde cloroplasto es un caso

particular que posee una clara ventaja frente a otras regiones y ha sido

ampliamente utilizado. Es una organela de herencia uniparental en la mayoría

de las plantas que suele heredarse de forma materna y por lo general no

ocurre recombinación entre sus genes. Las regiones codificantes suelen

revelar bajos niveles de variación intraespecífica y pueden resultar una

alternativa para estudiar otros tipos de variaciones como ser duplicaciones o

rearreglos. Por otro lado, las regiones no codificantes de esta organela

presentan tasas de mutación relativamente mayores y resultan útiles para

buscar buenos marcadores genéticos y analizar la variabilidad genética en las

poblaciones naturales.

Una metodología que se ha desarrollado en los últimos 10 años es la

secuenciación directa del ADN.Son muchas las regiones que pueden analizarse

mediante esta metodología y es difícil la elección de la porción del genoma que

ayude a resolver la problemática de cada grupo. Para reconstruir la historia de

las especies se buscan regiones lo suficientemente variables que revelen

diferencias entre las mismas pero que no presenten variación intraespecífica.

Además, en términos generales, la información brindada por un grupo genómico

(organelas) se enriquece cuando es contrastada con datos de otra fuente de

información como ser los marcadores nucleares. Así, la secuenciación de una
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región de cloroplasto (por ejemplo: un interge’n) y de una región nuclear (por

ejemplo: los espaciadores transcriptos de los genes ribosómicos) pueden

permitir analizar y contrastar las relaciones entre diferentes especies

taxonómicas.

III. Material Biológico

En este trabajo se analizaron especies pertenecientes a las secciones

Algarobia, Monilicarpa y Strombocarpa mediante las técnicas de

electroforesis de isoenzimas, amplificación al azar de fragmentos

polimórficos, polimorfismos para el largo de los fragmentos de restricción, y

secuenciación directa de ADN.

En la Tabla 1.1 (pag. 17) se presentan las poblaciones naturales

estudiadas con cada metodología: Isoenzimas, RAPD, RFLP, Secuenciación

directa de intergén de chNA (Trn T-TrnD)yde losespaciadores transcriptos

ribosómicos (ITS-1 e ITS-2).

En la Tabla 1.2 (pag. 18) se presentan tanto los investigadores que

realizaron las colecciones y la determinación del material así como la ubicación

(provincia, latitud y longitud) de los sitios de muestreo de cada población

estudiada.

Las poblaciones han sido muestreadas siguiendo los criterios descriptos

por Vilardi ef al (1988). Se coleccionaron aproximadamente 50 vainas

correspondientes a 10 árboles madre por población tomando en cuenta una

separación de alrededor de 50 m. con el fin de muestrear la mayor diversidad

r___z 15
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presente en cada población. Todas las semillas de cada árbol madre fueron

puestas en una única bolsa a fin de evitar el estudio de individuos más

emparentados.

Cada metodología empleada requirió un número distinto de semillas

analizadas que se describe en cada caso. Las poblaciones correspondientes a

las especies Norteamericanas fueron cedidas gentilmente por el Dr. DeLoack

(Grassland Research Institute - USDA)y coleccionadas con el mismocriterio,

aunque solamente cinco árboles madre fueron muestreados. Las dos

poblaciones de P. argentina y una de las poblaciones de P. f/exuasa estudiadas

fueron donadas gentilmente por el Dr. Pablo Villagra y el Ing. M. Cony

respectivamente (IADIZA). En las Figuras 1.1 y 1.2 se indican los sitios de

muestreo de las poblacionesSud y Norteamericanas respectivamente.
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Tabla 1.1. Poblacionesnarurales analizadas.
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Tabla 1.2 Descripción de sitios de colección (provincia, lafi‘rudy longitud) e
investigadores que realizaron las colecciones y determinación del material.

Tucunuco San Juan 30°35‘5«68°36'W
Tinogasi'a Catamarca 28°38'S-68°19'W

Salia
S. EsTer'o

P. argenfina

‘meme
P. kunfzeí 28°39’5-65°36‘W

28°28‘S-63°04’W

26°22'5-65°58'W
38°10'5-66°O6'W
27°48'5-66°20’W

R flexuosa

La Amarga
Pipanacox" fiïhigraï ,. '
Herrera
Rivadavia
Pinto

Sarmiento

Í
Talampaya
Belén

La Higueriia
Patquia

:R‘iñzicnááf‘ï?
R152Km95

La Pampa
_ Catamarca

, ‘lfi

5. Estero
Salfa

S. Estero
S. Esteroa -'
La Rioja
Catamarca
San Luis

La Rioja

La Pampa

' 28°28'5-63°04'W
24°11'5-62°53'W
29°14'S-62°33'W
28°20'S-63°20'W

P. ruscifolia

f Afina/illa,
P. chi/ensis 29°45'5-67°01'W

27°39'S-67°02'W
33°28'S-66°36'W
30°02'5-66°52’W

93'732'85e65940‘w
37°28'S-65°40'W

”'if’é¿Maca . ,
P. caldenía

'Kawai};
P. ve/ufiria

sandwich
Santa Rifa 32°05'N-110°57‘WArizonaMSA

'
s. EsteroA. aroma y 27°32'5-64°06‘W

‘Y.'
2,5906‘545‘30'w.‘ Y,. , i. .,v_;

‘ Ï24°58'&65°29ÍW* ' ‘ '

' 26830&64943fw
>125°41Ï‘S-'65°42‘W35 a

‘ ¡"i:28956'5462‘48'W" ”

2,4958"S+65°29‘w‘Í-' " "

2691:3'5+6493Ó'W .­

26909'Ññ98900‘w": v

amnesia-w .É 7 .
<¿319,052Ne97921'w -­

-rl
Ing. F; Roig (IADIZA)
Ing. F. Roig (IADIZA)

IADIZA
IADIZAii: *­

Saidman-Vilardi Ing. RA. Palacios (UBA)
Ing. RiA.Palacios (UBA)

” “1,..quiábs’cflBA‘)‘ ‘
. AM6: (UBA); r
"Painq‘osïusm; ‘

r ¿PalaciosCUBM‘
"Ava/«¡biosiguemx_1';
PéchiósIUBA)‘ . ' '
hïdéíósïíklfifii ,7‘

A. 4 .eáPélÏtíCiQS»Ïï(UÉA).11:.1

Ing. R.A. Palacios (UBA)
Ing. RA. Palacios (UBA)
yIng. R.A. Palacios (UBA)

. nos ::=Pqia¿ióïsa(ü87i)-XLI>

Ing. R.A.Palacios (UBA)
Ing. R.A. Palacios (UBA)

Saidman-Vilardi Ing. R.A.Palacios (UBA)
Saidman-Vilardi Ing. R.A.Palacios (UBA)f Pnldéiós(UBA).
U. Karlin-R. Coirini Ing. RA. Palacios (UBA)

R. Coirini Ing. R.A. Palacios (UBA)
H. Capurro Ing. R.A.Palacios (UBA)
J. Joseau Ing. RA. Palacios (UBA)-,saidmañïvïwiï msnm

Saidman-Vilardi Ing. P. Sfeibel y H. Troiani

i
‘ J Evans

Saidman-Vilardi
5aidman—Vilardi

Saidman-Vilardi

‘LEWSIÜSÜAÏ ' '
Ing. A. Cialdella (Darwinion)
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Figura 1.2 Ubicación geográfica de las poblaciones
Norteamericch
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I. Introducción

Las especies de Prasopis que presentan importancia económica han

comenzado a explotarse de forma no racional en los últimos años causando la

extinción de bosques extensos que constituyen una parte significativa de

nuestra riqueza natural renovable. La conservación de la diversidad biológica

se basa en preservar la variabilidad genética. Las poblaciones que presentan

menores valores de diversidad tendrán mayor dificultad para soportar

condiciones cambiantes del medio y menor probabilidad de poder ser

conservadas eficientemente. El conocimiento de la variabilidad, diferenciación

y estructura genética de las poblacionesconstituye un aspecto muyimportante

desde el punto de vista del mejoramiento genético y la conservación del

recurso. Dicha información permite emprender planes de mejoramiento para

características beneficiosa heredables y diseñar estrategias de muestreo mas

eficientes a fin de capturar Iamayor parte de la diversidad existente dentro

de las taxa evitando de este modo la pérdida de bosques naturales.

El estudio de los niveles de variabilidad genética presente en las

poblaciones naturales es importante también para estudiar procesos

evolutivos. El surgimiento de montañas, la aparición de ríos, etc. son procesos

naturales que, junto a las alteraciones producidas por el hombre en la

naturaleza, pueden provocar aislamiento y fragmentación en las poblaciones.

En Prosop/s, los incendios, la deforestación y explotación exhaustiva de los

ambientes naturales son fenómenos que a lo largo del tiempo pueden provocar

pérdida en la diversidad genética.
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Los niveles de variabilidad genética y la estructura de las poblaciones

suelen evaluarse con índices que pueden ser analizados en combinación con

características biológicas tales como el tipo de fecundación, el modo de

polinización y la duración de los intervalos poblacionales (Gibson y Hamrick

1991, Brown y Allard 1970, Loveless y Hamrick 1984, Hamrick ef al 1993). Los

indices mas utilizados (Hedrick 1983 pag. 65) son el porcentaje de loci

polimórficos (P), la heterocigosis media (H) y el número medio de alelos por

locus (A) (Apéndice 2A pag. 127).

La estructura genética de una población toma en cuenta la distribución

de la variación genética que resulta de la interacción de los procesos

microevolutivos tales como la migración, mutación, selección y deriva. La

estructura poblacional suele analizarse a través de los estadísticos F

desarrollados por Wright (1951) y reexaminados por Weir y Cockerham

(1984). Estos son tres coeficientes: Frr , Fsr y F15 que pueden ser

relacionados entre sí (Apéndice ZBpag. 127). El Fzr estima la desviación de la

panmixia del conjunto global de las subpoblaciones, el Fsres una medida de la

diferenciación genética entre subpoblaciones y toma siempre un valor positivo

y por último el F15 que estima el grado de endogamia dentro de una

subpoblación. Los valores de F15 y Fzr varían entre -1 y 1. Los F15positivos

indican que existe un exceso de homocigotas y los valores negativos indican la

ocurrencia de unexceso de heterocigotas. Se espera que F5r varíe entre 0 y 1

a medida que la diferenciación aumenta.

El flujo génica es una fuerza que tiende a homogeneizar la variabilidad

genética entre poblaciones y subpoblaciones...En las plantas los genes pueden

moverse debido al movimiento del polen o de las semillas. Las especies con
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movimientode genes restringido presentan mayor diferenciación genética que

las especies con amplia dispersión de polen y semillas (Brown 1979). Dado que

es muy difícil medir el flujo génico de modo directo en poblaciones naturales

de árboles, se utilizan métodos indirectos para estimar el número de

migrantes que efectivamente entran en una poblaciónpor generación (Nm).

Los métodos indirectos que se utilizan para estimar el flujo génico

parten de las frecuencias alélicas de diferentes marcadores (Neigel 1997).

Wright (1951) ha descripto un método para estimar Nm que utiliza el índice

F5r y se basa en distribución de alelos comunes. Por otro lado, Slatkin (1985)

describió otro método que se basa en la distribución de los alelos exclusivos.

Las estimas obtenidas en árboles y arbustos por ambas metodologías se

correlacionan significativamente (Hamrick y Loveless 1989) a pesar de que el

modelo de Wright (1951) ha sido discutido en los últimos años (Bossart y

Pashley Prowell 1998, Hutchinson y Templeton 1999, Whitlock y McCauley

1999). Sin embargo, dado que es difícil ó prácticamente imposible marcar el

polen o semillas de árboles para medir directamente el flujo génica los

métodos indirectos resultan muyútiles.

De los parámetros utilizados para estudiar la estructura de las

poblaciones, el F15mide el exceso o defecto de homocigotas en una población

(endogamia). Este índice está estrechamente relacionado con el sistema de

apareamiento de las especies (Browny Allard 1970, Loveless y Hamrick 1984,

Hamrick y Loveless 1986, Gibson y Hamrick 1991) el cual ha sido definido como

el proceso que dirige la fusión de gametas dando lugar al genotipo de los

individuos de la siguiente generación (Clegg 1980). Brown (1990) ha

caracterizado los sistemas de aparcamiento que ocurren en las plantas dentro
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de cinco clases: predominantemente autógamas o de autofecundación,

predominantemente alógamas o de fecundación cruzada, mezcla de ambas,

apomixisy autógamas intragametofíticas.

Es posible explicar el sistema de apareamiento que ocurre a través del

estudio espacial y temporal de la estructura genética de sus poblaciones. La

ocurrencia de autofecundación dará lugar a una estructura genética temporal

y espacialmente constante en las poblaciones, mientras que la fecundación

cruzada provocará cambios o fluctuaciones en la estructura genética de las

poblaciones a lo largo del tiempo (Godt y Hamrick 1993, Turner er a/ 1982).

Engeneral, la autofecundación producirá niveles bajos de diferenciación entre

las semillas de un individuo y niveles relativamente mas altos de

heterogeneidad entre las progenies de diferentes individuos.Por el contrario,

la ocurrencia de fecundación cruzada y paternidad múltiple dará lugar a

mayores niveles de variación entre la progenie de un mismo individuo y una

menor variación entre las progenies de diferentes individuos.

En el pasado, el sistema de aparcamiento en plantas ha sido inferido a

partir de la morfología floral o estimado a través de marcadores visibles

(Hedrick 1990). En la actualidad, la posibilidad de estudiar variantes

bioquímicaspara medir directamente el sistema de aparcamiento constituye un

avance muy importante que permitió el estudio en diferentes especies tales

como los árboles tropicales Ceiba penra/ana'ra (Bombacaceae), P/afypoa’wm

e/egans (Fabaceae), Bei/schmea’íapendu/a (Lauraceae), Trichi/ía fubercu/afa

(Meliaceae) (Murawski y Hamrick 1991): en Tri/Im”!kamfschaficum (Liliaceae)

(Ohara ef a/ 1996): en Pinus leucoder'mís (Morgante ef a/ 1991): en Campa

procera (Meliaceae) (Doliguez y Joly 1997): en ¿up/nus arboreus (Fabaceae)
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(Kittelson y Maron 2000): en Davinesia suaveo/ans y D. Mimosa/des (Young y

Brown1998) y en He/¡cfer'es brestp/ra (Franceschinelli y Bawa2000).

El método mas comúnpara medir el sistema de aparcamiento se realiza

sobre la base de un modelo de aparcamiento mixto, éste supone que puede

existir cierta proporción de fecundación cruzada y cierto grado de

autofcrtilización. Los supuestos del modelo mixto (Clegg 1980, Brown ef al

1985) pueden resumirse de la siguiente forma:

o Cada aparcamiento aleatorio ocurre con una probabilidad 5 de ser por

autofecundación y una probabilidad T de ser por fecundación cruzada

siendo S +T = 1.No se espera aparcamiento entre parientes y se supone

que S es constante temporal y espacialmente.

o La frecuencia esperada de alelos en el polen es ide'ntica para todos los

individuos madres. Se supone que no hay variación temporal ni espacial

cn las frecuencias ale'licas del polen y que no hay correlación en las

frecuencias ale'licas del polen causadas por factores tales como la

polinización o dispersión del polen.

o La tasa de autofecundación o fecundación cruzada es independiente del

genotipo materno es decir, que no hay diferencias genéticas en las tasas

de aparcamiento.

o Existe segregación mendeliana de los alelos en los individuos

heterocigotas maternos tanto en la producción de polen como en la de

óvulos. Además cualquier gameta tiene la misma probabilidad de formar

cigotas, es decir, que no hay selección game'tica.

o No ocurre selección entre la fertilización y Ia determinación del

genotipo de la progenie, es decir, que todos los embriones producidos
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por autofecundación o fecundación cruzada tienen igual probabilidad de

sobrevivir.

No todas las especies cumplen con la totalidad de los supuestos, pero

entender las desviaciones de las estimas brinda una buena idea de los factores

que afectan directamente el sistema de apareamiento. Unejemplo claro es el

modo en que el mismo se ve afectado por los diferentes sistemas de

polinización. Asi, cuando la dispersión es mediada por el viento, la distribución

de polen producido por los individuos de la población resulta homogénea en la

nube total de polen. Sin embargo, es posible que la nube de polen no sea

homogénea cuando la dispersión es mediada por insectos que visitan a las

plantas diferencialmente. Otras causas que provocan nubes de polen no

homogéneas son las diferencias en la densidad del polen de un árbol en el área

de su liberación, la dispersión limitada del mismo,etc.

Tomandoen cuenta el modelo de apareamiento mixto es posible estimar

de un modo indirecto los parámetros del sistema de apareamiento (Apéndice

ZCpag. 128). Los marcadores bioquímicos tales como las isoenzimas permiten

estimar la tasa de exogamia multilocus (fm) y la tasa de exogamia promedio

para loci individuales (fs) que permiten inferir la proporción de fecundación

cruzada que ocurre. Las desviaciones del modelo proveen información adicional

para el entendimiento del sistema de apareamiento y suelen ser evaluados a

través de otros coeficientes. La ocurrencia de diferencias en las tasas de

apareamiento entre las plantas madres se mide a través de las correlaciones

dentro de los grupos fraternos (rr) y la variaciónde frecuencias ale'licasentre

Ia nube de polen y las plantas madres a través de la correlación de paternidad

por exocruza (rp).



II. Conocimiento Actual En El Género Prosopis

Los niveles de variabilidad genética y la estructura de las poblaciones

han sido estudiados en diferentes especies del género Prasapís utilizando

metodologías tales como Ia electroforesis de proteínas seminales, la

electroforesis de isoenzimas, los RAPD,etc. Muchos de estos estudios se han

realizado en especies de Ia sección Algarobia y un menor número de trabajos

involucrando especies de las otras secciones (Saidman 1985, Verga 1995,

Burghardt 2000A, 20008, Julio 2000, Ferreyra 2001, Saidmany Vilardi 1987,

Burghardt y Palacios 1991, Keysy Smith 1994, Saidman ef a/ 1996).

Tal como se describió en el capítulo 1 pag. 8 la sección Algarobia

presenta fuertes evidencias morfológicas de hibridación frecuente entre

varias de sus especies (Burkart 1976, Palacios y Bravo 1981, Hunziker ef al

1986). La aparente ausencia de barreras reproductivas y la alta similitud

genética entre especies taxonómicamente buenas a permitido asumir que

varias especies de la sección Algarobia que habitan en la Región Biogeográfica

Chaqueña serían integrantes de un singameón (Palacios y Bravo 1981). Algunos

años mas tarde estas especies han sido denominadas especies cohesivas

(Montoya ef a/ 1994, Burghardt 1995A, Ferreyra 2001) dada la habilidad para

mantener su identidad específica a pesar de la ocurrencia de hibridación.

A nivel isoenzimático, la mayor parte de las especies de Algarobia

estudiadas hasta el momento nomostraron loci diagnóstico y presentaron altos

niveles de variabilidad genética y bajos niveles de diferenciación entre

poblaciones y especies (Saidman 1985, Saidman y Vilardi 1987, 1993, Saidman

ef al 1997, Julio 2000, Ferreyra 2001). A nivel de RAPD, los primeros loci
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diagnóstico pudieron ser encontrados (Ferreyra 2001) permitiendo la

identificación de P. alba, P. ruscífo/ia, P. "¿9ra y P. f/exuasa. En general la

variabilidad genética fue alta y la diferenciación genética resultó baja

(Ferreyra 2001, Saidman era/1998A, Bessega ef a/ ZOOOA).Ambas evidencias

son discordantes con Ia morfología ya que las bajas distancias genéticas

encontradas no están de acuerdo con la gran diferenciación morfológica que

muestran las especies; y las asociaciones, basadas en la similitud genética

entre las mismas, no se cuustan en ningún caso a las series propuestas por

Burkart (1976)(Apéndice 1 pag. 125). La falta de consistencia entre los datos

moleculares y morfológicos fue observada también en el análisis de bandas

RAPDrealizado por Ramírez ef a/ (1999) en donde las relaciones fenéticas

entre las especies noapoyan las series propuestas y se propone una revisión de

las mismas.

En la sección Strombocarpa es diferente; Saidman ef a/ (1996)

estudiaron cinco especies y pudieron hallar algunos loci diagnósticos entre las

mismas. Los niveles de variabilidad genética estimados fueron mas bqios que

los presentados por las especies estudiadas de la sección Algarobia y la

divergencia genética estimada fue muchomayor. P. repfansy P. sframbu/ífer'a

presentaron una similitud genética tan alta que fueron consideradas

subespecies o razas geográficas de P. sfrombu/ífera en lugar de dos especies

taxonómicas buenas aunque Burkart (1976), ya había señalado Ia posibilidad

que fuesen subespecies de una mismaespecie. P. repfans, P. sfrombu/íferay P.

pubescers (Sección Strombocarpae) fueron mas parecidas entre sí que con P.

forquafa y P. ferox. Estas últimas son más similares a pesar de que la primera

pertenece a la serie Strombocarpae y la segunda a la Serie Cavenicarpae.
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A diferencia de Algarobia, en Strombocarpa no se ha descripto la

ocurrencia de híbridos interespecíficos ni fenómenos de autoincompatibilidad

para ninguna especie y se ha propuesto la ocurrencia de cierto nivel de

endogamia. Ambas secciones difieren los niveles de variabilidad genética que

presentan aunque en Strombocarpa las relaciones entre las especies no se

ajustan tampoco a lo esperado según la morfología. Ladiferencia mostrada por

ambas secciones ha llevado a proponer diferentes estrategias adaptativas y

mecanismos involucrados en el aislamiento reproductivo y el proceso de

especiación para cada una de ellas (Saidman er a/ 1996).

En las especies de la Sección Algarobia es posible relacionar la alta

variabilidad intraespecífica que se observa y la hibridación interespecífica con

Ia biología floral. Por un largo tiempo se asumía que estas especies eran

protóginas (Burkart 19378, 1952, 1976) y esta propiedad junto con la ausencia

de barreras reproductivas claras fue considerada como la principal explicación

del sistema de fecundación cruzada que podía explicar los altos niveles de

variabilidad genética y las tasas de hibridación interespecífica (Solbrig y Bawa

1975, Solbrig y Cantina 1975, Neff ef a/ 1977, Simpson 1977, Simpson ef a/

1977, Hunziker ef a/ 1986).

Sin embargo, de acuerdo a resultados mas recientes, estas conclusiones

tuvieron que ser revisadas. Los estudios de maduración del polen y producción

de néctar en P. f/exuos‘a,P. chi/ensisy P.pugionara de Genisse ef a/ (1990) no

están de acuerdo con este punto. Estos autores concluyeronque las flores no

son protóginas y que la alta variabilidad que presentan algunas especies de

Algarobia se debe a un sistema de autoincompatibilidad que no depende de Ia

protoginia. Además Galindo-Almanza ef a/ (1992) observaron a través de
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estudios de polinización que las poblaciones mejicanas de P. g/andu/osa var

rarreyanay P. laevigafa son al menos autocompatibles. Algunosaños mas tarde

Keys y Smith (1994) estudiaron parámetros del sistema de apareamiento

utilizando marcadores isoenzimáticos en tres poblaciones de P. velar/ha de

Estados Unidos y concluyeron que la tasa de fecundación cruzada es de

alrededor del 90% y que ocurre autofecundación en bajas tasas. Por otro lado,

estudios de estructura poblacionalbasados en electroforesis de isoenzimas

utilizando el estadístico de F de Wright (1951) señalaron una tendencia

general al exceso de homocigotas en las semillas coleccionadas en poblaciones

naturales (Saidman 1985, Saidman y Vilardi 1987, 1993, Keys y Smith 1994,

J ulio 2000, Ferreyra 2001) compatible con cierto grado de autofecundación y

además con cierto grado de estructura poblacional.

Losobjetivos desarrollados en el presente capítulo fueron:

1. Detectar Iocidiagnósticos para las diferentes especies a través de la

técnica de electroforesis de isoenzimas y RAPD.

2. Analizar la variabilidad genética y estructura poblacional en

poblaciones naturales.

2.1. Estudiar mediante la técnica de RAPD poblaciones

Norteamericanas de P. glana’u/osa y P. ve/ufina (USA) y

comparar las estimas de variabilidad con especies

Sudamericanas previamente estudiadas.

2.2, Analizar isoenzimáticamente poblaciones argentinas de P.

argentina (Monilicarpa), P. repfans (Strombocarpa) y P.

kunfzei (Algarobia) y comparar las estimas de variabilidad

con especies previamente estudiadas.
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3. Estimar parámetros del sistema de aparcamiento en especies de la

Sección Algarobia.

III. Variabilidad y Diferenciación Genética en Poblaciones Norteamericanas

Comparacióncon especies Sudamericanas previamente estudiadas.

IIIa. Resultados

Se analizaron cuatro poblaciones naturales Norteamericanas

pertenecientes a P. g/andu/osa (Weslaco, La Copita, Bell Co y Frio Co) y una

población de P. velar/na (Santa Rita). La ubicación geográfica de los sitios de

muestreo se presentaron en la Figura 1.2 (pag. 20). Todas las poblaciones se

estudiaron por electroforesis de isoenzimas y por la técnica de RAPD

(Apéndice 3A y 38 pag. 132).

P. g/ana'u/osa y P. velar/na son especies conocidas como “honey” y

‘velvet' mesquite respectivamente. Ambas pertenecen a la serie Chilenses

(Apéndice 1 pag. 125) y están distribuidas en México y Estados Unidos. P.

g/ana’u/asaes una especie invasora en regiones desérticas y semidesérticas de

Norteamérica que presenta una estrategia colonizadora similar a Ia de P.

rus'cífa/Ia en Argentina (Burkart, 1976).

Se estudiaron nueve sistemas isoenzimáticos (Apéndice ZD pag. 128)

analizc'mdosealrededor de 35 individuos por población (indicado como N en Ia

Tabla 2.1) El estudio permitió revelar un total de 27 loci de los cuales nueve

fueran monomórficos en las cinco poblaciones estudiadas (Amp-J, Adh-Z, I'd/1­

2, ó-Pgd-I, Sad-1, Sad-2, Sad-3, Sad-4, Sad-5). En la tabla 2.1 se presentan
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aquellos Iocique mostraron variación. Cuatro loci resultaron diagnósticos (Gaf­

3, Gar-4, Prx-4 y Prx-5)y permitieron reconocer a P. velar/nade P.glandu/asa

Las poblaciones de esta última especie sólo se diferenciaron por sus

frecuencias alélicas (Tabla 2.1).

. :iÏjTabi‘c 2.1

33



Capítulo 2
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Tabia 2.1 , Frecuencias aléiicas estimadas en todos las poblacionesa partir de los 27 loci
isoenzímáficos. M,=monomérica,D: dimérica, * = ia enzimapresenfó interacciones ale'licaso noaléiicas.

Los cuatro “primers” aleatorios utilizados (Apéndice 2E pag. 128)

permitieron revelar 46 bandas RAPD que fueron interpretadas como

diferentes Ioci (Figura 2.1). Se estudiaron entre 7 y 24 individuos por

población (indicado como N en la Tabla 2.2). Cada banda fue referida con un

nombre (Iocus en la Tabla 2.2) y con su peso molecular (PM(pb) en la Tabla

2.2). La estimación del Tamañode cada fragmento se realizó por comparación

con el marcador de peso molecular kdigerido conEcoRI y HindIII que fue

sembrado en cada gel simultáneamente (7Len la Figura 2.1).
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Figura 2.1 Productos de amplificacion obfenidos por RAPD.
Se detallan los pesos moleculares (pb) de las bandas analizadas.
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Se analizó el posible ligamiem‘oentre Todos los loci RAPD(Apéndice ZF

pag. 129) y de los 990 pares de comparaciones posibles sólo 7 (0.71%)

sugirieron desequilibrio episfáfico por lo que se consideró que los loci eran

independientes. Del Total de loci estudiados, 45 resultaron polimórficos entre

las poblaciones Norteamericanas (Tabla 2.2).

». ; ,,Í‘r.¿bza2.2. "Continúa;
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Tabla 2.2.:- FPBCU‘QÜCIQS.alehcas es’nmados por el mando Lynch y Lgon (1994)I'en-Todasnxiaspoblacmnes a
‘ ‘ " partirdelosllólociRAPD; ' ’ - v ' ' »

Las frecuencias alélicas estimadas por ambas metodologías (Apéndice

26 pag. 129) permitieron analizar la variabilidad genética a Través de los

parámetros: Número medio de alelos por loci (A), Porceniaje de loci

polimórfico (P) y He'l'erocigosis media (H) (Apéndice 2A pag. 127). En la Tabla

2.3 se presentan las estimas correspondientes, N indica el Tamañopromedio

de lamuestra estudiada y SE se refiere al error estándar.

Las estimas de variabilidad genética en especies Nor‘reamericanas

fueron al’rasy similares en Todos los casos. Los valores de A variaron entre 1.4

y 1.8 cuando se analizaron las isoenzimas y entre 1.4y 1.7 cuando se estudiaron

las bandas RAPD. Los valores de P oscilaron entre 33.3% y 48.1% cuando
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fueron esTimados a Través de isoenzimas y enTre 37.8% y 55.6% con la oTra

meTodologia. Los rangos de H resulTaron 0.127 - 0.203 y 0.151 - 0.215

respecTivamenTe.

,jcoms)». a-lroíosáï)"

" , 5«tabla2:3._.Variabiiidad_gené caia-iman parTir'deZZÏIocii-soenZimáTiícos’y,467-loci'RAPng

P. ve/ufina resulTó menos variable que Todas las poblaciones de P.

g/andu/asa esTudiadas a Través de las isoenzimas. Por el conTrario cuando la

variabilidad fue esTimada a Través de la Técnica de RAPD, la población P.

g/ana’u/osa Weslaco fue la que presenTó los menores valores de variabilidad

genéTica aunque las diferencias en los niveles de variación no resulTaron

esTadísTicamenTe significaTivas ya que los inTervalos de confianza se

superpusieron en Todos los casos.

El grado de diferenciación enTre las poblaciones fue esTimado a Través

del coeficienTe Fsr no jerárquico de WrighT (1978) y a parTir de ésTe se

esTimó el flujo génica para ambos Tipos de daTos (Apéndice ZBy 2H pag. 127 y

129). Los resulTados se señalan en la Tabla 2.4.
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F57 Nm FST Nm“¿.'canvi)',_¿¿':Q¿39ff'fïífi5 "if-bw ' '

Rgbndu/as‘a 0.071“r 3.27 0.283". 0.63

,, Y
Los valores de F5r fueron en todos los casos altamente significativos

(Apéndice 2I pag. 129) indicandoque existe diferenciación genética entre las

poblaciones estudiadas. Cuando las poblaciones de P.g/andu/osay P. ve/ufina se

analizaron de manera conjunta, las estimas de Fsr para ambas metodologías

(isoenzimas y RAPD)fueron similares (Tabla 2.4 fila 1). Esto fue confirmado

cuando se correlacionaron significativamente (P: 0.02) las matrices de Fsra

través del test de Mantel (r: 0.566) (Apéndice ZJ' pag. 130). Además, en este

caso, el flujo génico estimado indirectamente fue menor a un migrante por

generación.

Sin embargo, cuando se analizaron únicamente poblaciones coespecíficas

de P. g/ana'u/osa (Tabla 2.4 fila 2), las estimas de F57 que se obtuvieron por

cada metodologia resultaron diferentes (isoenzimas=0.071, RAPD=O.283).El

Nm estimado a través de los resultados enzimáticos indicarían un mayor flujo

génico entre las poblaciones de P. g/andu/osa que el indicado a través de los

RAPD.

IIIb. Discusión

La comparación de los patrones isoenzimáticos entre las especies

Norteamericanas P. g/andu/asa y P. velar/na y las Sudamericanas P. chi/ensis

(Julio 2000), P. rusa/fa/ía, P. a/ba, P. nigra, P. flexuasa y P. vina/¡l/a(Ferreyra

2001) mostró que las variantes alélicas presentadas por especies de ambos
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subcontinentes eran las mismas y que éstas sólo diferían en las frecuencias

alélicas con la única excepción de P. vell/fina en la que en dos sistemas

isoenzimáticos presentaron loci diagnósticos.

El estudio isoenzimático en poblaciones Sudamericanas de P. rusa/folia,

P. alba, P. m_'qra,P. f/exuasa, P. vino/¡lla y P. chi/ensis mostró que el número

promedio de alelos por locus (A) varió entre 1.6 (P. alba) y 2.1 (P. chi/ens'ís), la

heterocigosis media lo hizo entre 0.140 (P. a/ba) y 0.332 (P. chi/ensvls)y el

porcentaje de loci polimórficos (P), entre 37.5 % (P. alba) y 66.7% (P.

chIYensis).La comparación de los resultados previos y los aquí presentados

permite concluir que los niveles de variabilidad genética estimados en las

especies Norteamericanas son similares a los presentados por las

Sudamericanas de la sección Algarobia hasta ahora estudiadas.

Las frecuencias alélicas de los patrones de RAPDde las especies Norte

y Sudamericanas no fueron analizadas de forma conjunta en una mismamatriz

ya que las bandas no fueron obtenidas en las mismas condiciones

experimentales. Sin embargo, las estimas de variabilidad genética (A, P, H)

para cada grupo fueron comparadas.

Las poblaciones Sudamericanas de P. rusa'fa/I'a, P. alba, P. myra, P.

f/exuosa y P. who/¡llo(Ferreyra 2001) mostraron que el porcentaje de Ioci

polimórfico (P) varió entre 25% y 50% mientras que la hetrocigosis media (H)

Io hizo entre 0.123 y 0.246. La población más variable había resultado P.

rusc/fo/Ih (Sarmiento, 590. del Estero) y la menos variable P. flexuos‘a

(Km1150,Sgo. del Estero). Para las Norteamericanas, los rangos de los RAPD

variaron de forma similar, mostrando también por esta metodología que los
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niveles de variabilidad genética estimados en las especies Norteamericanas

son semejantes a los presentados por las especies Sudamericanas de Ia

sección Algarobia estudiadas.

Losestudios de diferenciación genética a traves del Fsr en las especies

argentinas P. ruscifo/ia, P. alba, P. myra, P. f/exuosa y P. vina/¡l/a (Ferreyra

2001) mostraron que el Fsr promedio para todos las poblaciones fue de 0.364

indicandoque existe diferenciación genética entre ellas. Las estimas de flujo

ge'nico (Nm) entre las mismas fue menor a un migrante por generación al

analizar los 27 loci isoenzimáticos. Por el contrario, cuando se calculó el flujo

génica entre poblaciones de Ia misma especie se observó que el Nm era mayor

a un migrante por generación en todas las especies, mostrando cada una,

valores de Fsr significativos. El análisis por Ia técnica de RAPDde 28 loci

(Ferreyra 2001) mostró un valor de F57-promedio para todas las poblaciones

altamente significativo y Ia estima de Nmentre todas las especies fue de 0.3

indicando un flujo génico menor a un migrante por generación. Cuando el

estudio se hizo analizando poblaciones coespecíficas, los valores de Fsr fueron

significativos o altamente significativos y el Nmfue diferente en las distintas

especies. Mientras que éste fue mayor a 1 en P. alba (1.5) y P. flexuasa (3.9),

resultó menor a 1 en P. myra (0.29) y en P. ruscífa/I'a (0.7).

El nivel de diferenciación y flujo génica mostrado por las poblaciones de

P.g/andu/osa a través de la electroforesis de ¡soenzimas (F5r = 0.07 y Nm =

3.2) muestran a esta especie semejante a cualquiera de las especies

Sudamericanas incluidas en el estudio de Ferreyra. Sin embrago, los valores de

diferenciación y flujo génico obtenidos por RAPD(Fsr = 0.28 y Nm = 0.6) son

mas similares a los presentados por P. rusc/fo/¡ay a los de P. "¿gra que a los de
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las restantes especies. Las estimas de flujo génico obtenidas a partir de RAPD

deben ser consideradas cuidadosamente dado que esta metodología

sobreestima las diferencias al no permitir distinguir a los homocigotas de los

heterocigotas. Sin embargo, este resultado podría estar apoyado por la

presencia de ecotipos que han sido descriptos tanto para P. ruscifa/¡a (Morello

er a/1971) como para P.g/ana'u/asa (Peacock y McMiIlan,1965).

IV. Variabilidad Y Diferenciación Genética En Especies Sudamericanas De

Las Secciones Monilicarpa, Strombocarpa Y Algarobia

IVa. Resultados

Se analizaron 9 sistemas isoenzimáticos (Apéndice 2D pag. 128) en dos

poblaciones naturales de P. argentina (Monilicarpa), una de P. kum‘zeí

(Algarobia) y una de P. repfans (Strombocarpa). Estas fueron comparadas con

poblaciones argentinas de P. chi/ensís, P. alba, P. flexuosa, P. mpra, P. PUSCÍfO/¡a

y P. vina/IY/opreviamente estudiadas (Julio 2000, Ferreyra 2001) así como

también con las Norteamericanas descriptas en la sección anterior del

presente capítulo P. g/andu/asay P. ve/ufina. En las Figuras 1.1y 1.2 (pag. 19 y

20) se presentan los sitios de muestreo correspondientes a cada población.

P. a/yenfina es la única especie que conforma la sección Monilicarpa.

Suelen ser arbustos de 1.5 a 2 mts de altura. Su principal distribución abarca

la Provincia Fitogeográfica del Monte (Cabrera 1976). Desde el punto de vista

ecológico es una especie que se encuentra en médanos móviles o semifijos con

condicionesambientales bastantes definidas. Es tolerante al stress hídrico y



Capítulo 2

se desarrolla bien en suelos con escasos nutrientes (Villagra 1995,1997, Roig

1993) .

P. kunfzeí pertenece a la sección Algarobia Serie Sericanthae. Son

árboles de 4 a 10 mts de alto, subáfilo debido a sus hojas tempranamente

caducas y con ramas epinescentes. Se comporta comouna bioforma de savanna

adaptada a largos períodos de sequía (Roig 1993). Se ubica desde el norte de

Paraguay y este de Boliviahasta el centro de Argentina (norte de Córdoba,

Santa Fé y Corrientes). Según Adámoli(1973), es preferentemente del Chaco

húmedo. En el Chaco seco, área subóptima, presenta aspecto hórrido con

ramas mas gráciles y flexibles. Su madera es muydura y posee el mayor poder

calorífico dentro del género (Tortorelli 1956). Hasta el momento no han sido

descriptos híbridos interespecíficos que la involucraran.

P. repfans pertenece a la sección Strombocarpa, Serie Strombocarpae.

Son arbustos que midende 0.3 a 0.5 mts de altura que presentan estructuras

de tipo raíces geminíferas o rizomas para invadir el suelo. Existen dos

variedades: P. repfans' var. repfans que está distribuida en el centro de

Argentina y aparentemente también se encuentra en Perú y P. repfans var.

aherascens que esta ubicada en USAy México.P. repfans var. repfans de Perú

ha sido descripta comoel nexo entre las áreas ocupadas por ambas variedades

(Burkart 1976).

La mejor forma para poder estimar el número de loci y alelos por locus

es efectuando cruzamientos controlados y analizando la segregación. Dado que

para las especies arbóreas ésto es muy difícil en base a tiempos reales, la
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determinación estuvo basada en la comparación de la velocidad de migración

relativa de cada banda.

Estudios previos isoenzimáticos en especies pertenecientes a las

secciones Strombocarpa y Algarobia señalaron que las movilidades de las

enzimas de ambas secciones eran muydiferentes para casi todos los sistemas

ensayados con excepción de la enzima Superóxido dismutasa ó 50D (Saidman

1985, Hunziker ef a/ 1986, Saidman er a/ 1996). Sobre Ia base de estos

antecedentes, se consideraron como bandas codificadas por el mismo gen

aquellas que presentaban velocidad de migración similar y fueron

interpretadas comogenes distintos, las bandas que presentaban velocidad de

migración relativa diferente. De acuerdo con esto, en el presente estudio no

se ha realizado un estricto análisis de la homología entre las bandas de las

secciones.

El análisis conjunto de P. kunfzeí (Tacana), P. repfans (Herrera) y P.

argentina (Tlnogasta y Tucunuco) con las poblaciones previamente estudiadas

permitió interpretar 47 loci isoenzimáticos. En la Figura 2.2 se presentan los

loci encontrados en cada especie. Allíse indican los alelos encontrados en cada

una de ellas junto a algunos zimogramas. Los loci isoenzimáticos fueron

denominados de acuerdo al orden decreciente de velocidad de migración

respetando los trabajos ya publicados a fin de simplificar futuras

interpretaciones. Las variantes alélicas fueron nombradas de acuerdo a la

velocidad de migración relativa al frente de bromofenol. A continuación (pag.

46) se describe la interpretación de cada sistema isoenzimático que fue

considerada en el presente trabajo:
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Figura 2.2. Zimogmmmpara los distintos
sistemas ¡soenzimáficos.

Se detalla la interpretación de loci
y alelos del presente Trabajo.
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ADH: Esta enzima sería dime’rica y presentaría interacciones alélicas y no

alélicas (Saidman 1985, Verga 1995, Bessega 1997, Julio 2000, Ferreyra

2001). Se observaron dos zonas de actividad para todas las especies y fueron

interpretadas como dos genes diferentes (Adh-J y Adh-Z). En Adh-J se

detectaron 5 alelos posibles que fueron variables en todas las poblaciones

excepto en P. kunrzei, P. argentina y P. repfans. P. kunfze/ presentó fijado el

alelo 12°mientras que las otras dos especies presentaron únicamente el alelo

129.Adh-Z fue menos variable y presentó tres alelos. En la mayoría de las

poblaciones estuvo fijada alguna variante (Figura 2.2 y Apéndice 4 pag. 139).

SKD: Una única zona de actividad pudo ser detectada y se interpretó comoun

único gen codificante para una enzima monomérica en concordancia con

estudios previos (Verga, 1995, Bessega 1997, Ferreyra 2001). Tres (124,122,

119)de las cuatro variantes alélicas encontradas estuvieron en P. alba, P.

chi/ensís, P. myra, P. w'na/¡l/ay P. g/andu/asa 124y 122fueron los únicos alelos

encontrados en P. ruscifa/¡a y P. ve/uflna. P. kunfzeí y P. reprans mostraron el

alelo 122 119

2.2 y Apéndice 4 pag. 140)

mientras que P. argentina presentó este alelo y Ia variante (Figura

IDH: Esta sería una enzima dimérica (Verga 1995, Bessega 1997, Ferreyra

2001) con dos loci isoenzimáticos. Ia’h-I presentaría 8 variantes alélicas (134,

133, 132, 13‘, 12°, 12°, 124, 122). Los alelos 13‘, 133, 132se encontraron únicamente

en P. repfans.‘ 131estuvo presente en todos los individuos estudiados de P.

kunrzei. Los alelos 123,12";24y 122variaron en frecuencia entre las restantes

poblaciones de la sección Algarobia y P. aryenfina. Ia'h-Z presentó 4 alelos:

217212211210.En la mayoría de las poblaciones una variante estuvo fijada con
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excepción de P. kuntzei y P. alba en donde más de un alelo fue encontrado

(Figura 2.2 y Apéndice 4 pag. 141).

EST: En Ia sección Algarobia varios autores (Saidman 1985, Bessega 1997,

Julio 2000, Ferreyra 2001) señalaron que ésta sería una enzima monoméricay

que presenta patrones enzimáticos complejos. En este estudio se

interpretaron un total de 13 loci isoenzimáticos. Est-1 tendría 4 alelos activos

(193, 192, 191,19°)y los restantes loci presentaron un alelo activo y otro nulo.

Est-1 estuvo presente en todas las especies de Algarobia, resultando variable

en todos ellas menos en P. kunfzei que presentó un alelo fijado (192).Este locus

estuvo ausente tanto en P. argentina como en P. repfans. Los loci Est-2, Est-3

y Est-4 se consideraron ausentes en P. kunrzeí, P. argentina y P. reprans ya

que en ningún caso presentaron la banda correspondiente al alelo activo.

Rruscífo/¡a, P. alba, P. chi/ensis, P. n/yra, P. f/exuasa, P. myr'a, P. g/ana’u/osa, P.

ve/ufina y P. vina/¡l/apresentaron un alelo activo y un alelo nulo en diferentes

frecuencias. Los loci Est-5, Est -6, Est-7 y Est-8 sólo mostraron una banda

fija en P. repfans. Los loci Est-9, Est-10, Est-J], Est-12 y Est-13 estuvieron

presentes en P. argentina con una única variante ale'lica fijada en ambas

poblaciones (Figura 2.2 y Apéndice 4 pag. 142)

AMP:Tomandoen cuenta los antecedentes previos para este género (Saidman

1985, Pocoví 1992, Julio 2000, Ferreyra 2001) en este sistema se

interpretaron tres genes diferentes (Amp-1,Amp-Zy Amp-3).Amp-1y Amp-Z

estuvieron presentes en todas las poblaciones y especies pero Amp-3 sólo

estuvo presente en P. aryenfina y P. reprans‘. Amp-1 presentó una única

variante ale'licafijada en todas las poblaciones y especies. Amp-Zfue variable

233 276 270y mostró tres alelos: . P. argentina y P. repfans presentaronY
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23°. Amp-3 presentó tres alelos en P. argentina (377,375yúnicamente el alelo

371)y sólo las variantes 377y 371fueron encontradas en P. reprans (Figura 2.2

y Apéndice 4 pag. 143).

50D: Cada banda ha sido interpretada como un loci monomórfico siguiendo la

interpretación previa realizada en especies de este ge’nero (Saidman 1985,

Pocovi 1992, Julio 2000, Ferreyra 2001). Se detectaron un total de 8 loci

monomórficos(Sad-1, Sad-2, Sad-3, Sad-4, Sad-5, Sad-6, Sad-7 y Sad-8). De

ellos, cinco (Sad-1, Sad-2, Sad-3, Sad-4, Sad-5) estuvieron presentes en P.

reprans y en todas las especies de la sección Algarobia estudiadas con

excepción de P. kunfzeí. Esta última especie presentó los loci Sad-1, Sad-3,

Sad-4 y además Sad-ó. P. argentina presentó algunos loci comunes a las demás

especies (Sad-1, Sad-2, Sad-3, Sad-4, Sad-5)junto a los lociexclusivos Sad-7

y Sad-8 (Figura 2.2 y Apéndice 4 pag. 144)

6-PGD: La interpretación hasta el momento de esta enzima en especies de

Prosapis ha sido dificultosa y se ha propuesto como una enzima dime'rica con

presencia de alelos nulos (Saidman 1985, Pocoví, 1992, Verga, 1996, Bessega,

1997, Ferreyra, 2001). En el presente trabajo se interpretaron dos loci (6­

pgd-I y ó-pgd-Z). 6-pgd-1 presentaría tres variantes activas y una nula (13°,

12°, 123,10). P. m_'qr°a,P. f/exuasa, P. a/ba, P. ruscifa/ía, P. chi/ensis y P. w'na/¡l/o

presentaron variación entre los alelos activos. P. g/ana’u/asa y P. ve/ufina

presentaron fijado en todas las poblaciones el alelo 12°. P. repfansy P. kunfzeí

solo presentaron el alelo 13°mientras que P. argentina fue variable entre los

alelos 13°, 126y el alelo nulo (1°). El locus ó-pgd-Z presentó dos alelos activos

(233,221)y uno nulo (2°). P. n/yr'a, P. f/exuosa, P. alba, P. ruscl'fo/I'a, P. chi/ensísy

P. w'na/¡l/opresentaron variación entre los alelos activos. P.g/andu/osa presentó
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el alelo activo (233)y el alelo nulo (2°) en distinta frecuencia. P. ve/ufinay P.

repfans no presentaron actividad en este locus (2°). Finalmente, P. argentina

presentó variación entre el alelo activo (233)y el alelo nulo (2°) (Figura 2.2 y

Apéndice 4 pag. 145)

PRX: En especies del ge'nero Prasopís esta enzima se interpretó como

monome'rica codificada al menos por tres loci (Saidman 1985, Pocoví 1992,

Julio 2000, Ferreyra 2001). AI incluir especies de diferentes secciones se

interpretaron siete loci (Prx-I, Prx-Z, Prx-3, Prx-4, Pr'x-5, Pr'x-ó y Prx-7).

136,229,321) y una nulaPrx-I, Pr'x-Z y ¡”rx-3 presentaron una variante activa (

respectivamente (1°,2°,3°)y estuvieron presentes en P. argentina y en todas

las especies de la sección Algarobia estudiadas con excepción de P. ve/ufina.

Esta última presentó dos genes diferentes fijados con una variante activa

(PM-625, Par-7'32). P. repfans presentó dos loci exclusivos cuyas variantes

mostraron mayor velocidad de migración (Prx-4 y Prx-5). Prx-4 presentó un

alelo activo fijo (44°) mientras que Pr'x-5 presentó dos alelos activos (539,53°)

y uno nulo (5°) (Figura 2.2 y Apéndice 4 pag. 146).

GOT: Siguiendo estudios previos (Saidman 1985, Pocoví 1992, Verga 1995,

Julio 2000, Ferreyra 2001) este sistema isoenzimáticose interpretó comouna

enzima dimérica ya que para cada gen presentó una única banda en los

individuoshomocigotas y tres en los heterocigotas. Para explicar los patrones

obtenidos se describieron 7 genes diferentes (Gar-1, Gor-Z, Gor-3, Gor-4,

Gor-5, Gor-ó, Gor-7). Gor-1 y Gor-Z estuvieron presentes en todas las

especies analizadas difiriendo en los alelos que presentaban y en las

frecuencias de los mismos. P. kunfzeí presentó el alelo 17"5en todos los

163.0 167.0individuos mientras que P. repfans presentó los alelos y en forma
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variable. Las poblaciones de P. argentina presentaron en diferente frecuencia

los alelos 165"5y 1635.P. velar/na presentó en diferentes frecuencias los alelos

172°, 169'oy el alelo 17"o fue exclusivo de esta especie. Las restantes

poblaciones variaron en las frecuencias de los alelos 172'°,17°'°,169'oy 16m. En

Gof- 2 se detectaron un total de 9 alelos (227, 234, 23°, 237, 238, 239, 24°, 24°,

254) y las frecuencias variaron en las diferentes poblaciones y especies

excepto en P. ve/ufina que presentó una única variante alélica fijada (254).Los

loci 60t-3y Gar-4 fueron encontrados únicamente en P. ve/ufinacon una banda

fija para cada locus. Gar-5 y Gor-6 estuvieron presentes únicamente en P.

kunfzei presentando el primer locus una única variante alélica fijada (56°)y el

segundo dos variantes alélicas activas (625, 62°) y una nula (6°). Gor-7 sólo se

encontró en P. repransy presentó dos alelos activos (724y722) (Figura 2.2 y

Apéndice 4 pag. 147).

Lavariabilidad genética fue cuantificada a través del porcentaje de loci

polimórficos (P), Ia heterocigosis media (H) y el número medio de alelos por

locus (A), (Apéndice 2A pag 127). Las estimas obtenidas para P. kunfzei, P.

repfans, P. argentina, P. g/andu/osa y P. ve/ufina son presentadas junto a las

descriptas para P. chilenas (J ulio 2000), P. alba, P. ruscifo/¡a, P. "¿9rd, P.

f/exuosay P. villa/¡lla(Ferreyra 2001) (Tabla 2.5).

Los niveles de variabilidad genética fueron altos y similares en la mayor

parte de las poblaciones estudiadas. El número medio de alelos por locus varió

entre 1.3 y 2.1 mientras que el P lo hizo entre 17.4%y 66.7%. La heterocigosis

media varió entre 0.092 y 0.334. En todos los casos P. chi/ensis' (Belén) y P.

repfans (Herrera) fueron las poblaciones más y menos variables

respectivamente.
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En Términos generales las poblaciones pertenecientes a la Sección

Algarobia resultan más variables (Ñ: 0.220) que las poblaciones de

Monilicarpa (Ñ: 0.102) y que la única especie de Strombocarpa (H = 0.09).

Para probar si los valores de variabilidad genética diferían significativamente

entre poblaciones, especies y secciones se realizó un análisis de componentes

de varianza (Apéndice 2Kpag. 130).
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Cuando se analizaron todas las poblaciones de manera conjunta, las

mismasmostraron diferencias significativas tanto entre secciones (p: 1.3 10'6)

como entre especies (p: 7.2 10"). Las poblaciones pertenecientes a la misma

especie no difirieron significativamente en ninguna de las especies aquí

estudiadas.

AI comparar las secciones de a pares, Algarobia resultó diferente de

Monilicarpa (p: 0.00032) y de Strombocarpa (p: 1.6 10'5). Sin embargo,

Monilicarpay Strombocarpa muestran estimas de H similares (p: 0.300).

Dentro de Algarobia, los niveles de variabilidad decrecen en el siguiente

orden: P. ve/ufina (ñ:o.315), P. chi/ensis (fi=o.274), P. "¿qm (fizozól), P.

vina/¡l/o (Ñ=O.253). P. f/exuosa (Ñ=O.Z39), P. l'uscífo/Ia (Ñ=0.229), P.

g/ana‘u/osa (Fl:0.210), P. alba (Ñ=O.l71) y P. kunfze/'(Ñ=O.102).

Como al comparar todas las poblaciones de Algarobia de manera

conjunta, las diferencias resultan significativas (p: 2.09 10'5), se estudiaron

las diferencias dentro de esta sección excluyendo a las poblaciones de aquellas

especies que presentaban los menores valores de variabilidad. Cuando se

excluyeron P. kum‘zei y P. alba las diferencias dejaron de ser altamente

significativas (P=0.049) aunque P. kunfzei y P. alba mostraron entre sí

diferencias significativas (P=0.0054).

Dado que P. kum‘ze/ y P. alba presentaban estimas de H más bajas en

relación a las restantes especies de Algarobia, éstas fueron comparadas con P.

argentina (Monilicarpa) y P. reprans (Strombocarpa). Mientras que P. kunrzeí
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no mostró diferencias significativas (P=O.639), Ia heterocigosis media de P.

a/ba resultó altamente diferente (P=0.012).

El grado de diferenciación gene’tica entre las dos poblaciones de P.

argentina (Tucunucoy Tinogasta) fue estudiado a través del indice de fijación

F5r para los loci variables con alelos codominantes que no presentaron alelos

nulos. El valor promedio para todos los loci fue positivo y altamente

significativo (F5r = 0.067) y el flujo génica estimado (Nm) igual a 3.48 de

acuerdo a lo esperado para poblaciones coespecificas.

IVb. Discusión

Estudios previos en especies de Algarobia mostraron unagran dificultad

para reconocer las especies a través de marcadores isoenzimáticos (Saidman

1985, Ferreyra 2001) De las especies aquí analizadas sólo P. ve/ufina y P.

kunfzeí pueden ser reconocidas fácilmente a través de los zimogramas.

Mientras que la primera puede reconocerse a través de los sistemas

isoenzimáticos GOT y PRX,P. kum‘zeise distingue principalmente a través de

los sistemas SOD, EST y GOT.

Las especies de las otras dos secciones pueden reconocerse sin

dificultad. P. reprans (Strombocarpa) puede identificarse a través de EST y

PRXmientras que las poblaciones de P. argentina son reconocidas por medio de

los sistemas SOD, EST y GOT (Figura 2.2).

Los niveles de variabilidad genética son en general altos, los valores

mayores corresponden a las especies de Algarobia y los menores a P. repfans
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(Strombocarpa) y P. argentina (Monilicarpa) que no muestran diferencias

significativas. Saidman er a/ (1996) señalaron que los niveles de heterocigosis

relativamente menores en Strombocarpa podrían ser el resultado de unefecto

fundador asociado a la colonización y a la ocurrencia de un cierto grado de

endogamia.

Los estimas de diferenciación genética mostraron para todas las especies

Ia misma tendencia. En todos los casos se observó un nivel de diferenciación

gene'tica altamente significativo y un Nmmayor a un migrante por generación.

Sin embargo, en la sección Monilicarpa, Ia diferenciación genética observada

es menor a la presentada por las especies de la sección Algarobia estudiadas,

dando lugar a una estima algo mayor de flujo génico entre las poblaciones. Esta

tendencia parece apoyar las observaciones de otros investigadores (Villagra

com. pers.) que han descripto a P. argentina como una especie muy

“homogénea” al presentar bajos niveles de variabilidad morfológica y poca

plasticidad fenotípica ya que en diferentes condiciones ambientales suele

presentar fenotipos muysimilares.

V. Sistema De Aparcamiento

Laestructura poblacionalha sido estudiada en diferentes especies de la

Sección Algarobiaa través de la electroforesis de isoenzimaspor diferentes

autores (Saidman 1985, Saidman y Vilardi 1987, Bessega ef a/ 2000A, 20008,

Julio 2000, Ferreyra 2001). Allí, las frecuencias genotípicas observadas y

esperadas suponiendoequilibrio Hardy-Weinberg, fueron comparadas a través

del coeficiente F15(Wright 1951). Las poblaciones estudiadas de P. chi/ensis,

P. alba, P. nigra, P. f/exuosa, P. rusa'fo/Ib, P. viña/illa, P.g/andu/osay P. ve/ufina
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mostraron una Tendencia general al exceso de homocigotas dentro de las

poblaciones que se explicó por la ocurrencia de estructuración poblacionaly/o

cierto grado de endogamia.Sin embargo, estas especies fueron consideradas

por mucho tiempo de fecundación cruzada obligada (Burkart 1976, Simpson

1977, Simpson er al 1977) y para explicar el exceso de homocigotas observado

fue necesario analizar el sistema de apareamiento.

Va. Resultados

Conel objeto de estudiar el sistema de apareamiento que presentan las

especies de Algarobia se estudió isoenzimáticamente una población de cada

una de las siguientes especies: P.g/ana‘u/asa(Weslaco), P. ve/uflna (Santa Rita),

P. chi/ensis (Patquía), P. myr'a (Huilla Catina), P. alba (Burruyacú), P. f/exuasa

(Quilmes), y P. ruscifa/¡a (Rivadavia). Los detalles de colección y ubicación de

sitios de muestreo se detallaron en el capítulo 1 pag. 18. Los sistemas

enzimáticos ensayados son los mismos que en las secciones anteriores

(Apéndice 2D pag. 128) pero para este estudio se utilizaron solamente aquellos

Ioci que pudieron ser ensayados simultáneamente en el mismo individuo. Aquí,

los individuos fueron analizados por 'familias" formadas por todas las semillas

coleccionadas de una misma planta madre. Al menos 10 semillas fueron

analizadas por cada planta madre, de modoque se estudiaron 10 familias en las

poblaciones argentinas y 5 en las Norteamericanas. Las familias consistían en

hermanos o medio hermanos según la procedencia del polen que haya

fertilizado cada óvulo de la planta madre. Una vez conocidos los genotipos de

los hijos de una planta madre (semillas), fue posible deducir el genotipo de las

madres utilizando el método de Browná Allard (1970).
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Se esTimaron parómeTros del sisTema de apareamienTo Tales como la

Tasa de exogamia (o fecundación cruzada) mulTilocus(fm), la Tasa de exogamia

para loci individuales (rs), la correlación de esTas Tasas denTro de los grupos

fraternos (rr), la correlación de paTernidad por exocruza (rp) y los indices de

fijación para la población de planTas madres (F1544)Ypara la población de hijos

(F150) (Apéndice ZBy 2€ pag. 127).

Las esTimas de las Tasas de fecundación cruzada no variaron

significaTivamenTe cuando se calcularon a parTir de un único locus (rs) o varios

simulTáneamenTe (fm) (TesT de sTudenT T6=0.98 P=O.36). fm varió enTre 0.72

en P. a/bay 1 en P. "¿qm indicando que las especies presenTan en la mayoría de

los casos fecundación cruzada pero que hasTa un 28% de auTofecundación

puede ocurrir. Un promedio del 15%de auTofecundación ocurriría en Todas las

especies aquí esTudiadas.

P.alb P.nig P.chi P.fle P.rus P.vel P,gla

Figura 2. 3. fmy fs correspondienTes a las sieTe especies esTudiadas.

La correlación de fm denTro de los grupos fraTernos (n‘) varió enTre

0.398 en P. chi/ensvsy 0.942 en P. f/exuasa. En general, en la mayoría de las

especies, los valores fueron alTos indicando que las Tasas varían enTre los
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árboles dentro de las poblaciones. Las correlaciones de paternidad por

exocruza (rp) variaron entre 0.620 en P. "¿gra y 0.990 en P. f/exuasa, P.

ruscifa/ía, R ve/uflna y P. g/andu/asa. Los altos valores de rp indicaron que la

mayoria de los individuos analizados (semillas) dentro de cada familia eran

her-manos completos y no medio hermanos.

P.a/b P.n¡g P.ch¡ P.fle P.rus P.vel P.gla

Figura 2.4. rry rp correspondientes a las siete especies estudiadas.

Las estimas de coeficiente de endogamia calculadas a partir de los

genotipos de las plantas madres (Fl-sa) y en la población hija (F150)fueron en

todos los casos mayores o iguales a cero (Tabla 2.6). Los valores de F150

resultaron siempre significativamente mayores (Test de Student T: 7.87, P:

0.0002) que los valores de F1544.

0-2142.(0.161) 0.003 (0.001)

0.389 (0.107)

0.383 (0.103)

oozz“ (0.003)

0.022 (0.000)
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Las frecuencias alélicas observadas en polen y óvulo fueron comparadas

por medio de Tablas de contingencia. De las 44 comparaciones realizadas sólo 8

(en negrita en la Tabla 2.7) dieron diferencias significativas sugiriendo baja

heterogeneidad entre las frecuencias de las mismas.

Fin/ba P.chi/arms P.fiexuga Rafi/ia J Ave/urge P.glandulasa
P o P o P o P o P .o P o P o

Amp-2 288 —- — — — — — 0.45 0.40 — — 0.79 0.87 0.43 0.40
27° —— — —— — —— —— 0.54 0.60 —— —— 0.21 0.13 0.43 0.50

27° —— —- -— m w w m —— - — —- —— 0.14 0.10

Esr-I 193 0.02 0.06 0.30 0.28 — —- 0.01 0.04 0.03 0.05 0.13 0.11 0.07 0.10
192 0.94 0.78 0.51 0.61 — —— 0.85 0.73 0.86 0.90 0.69 0.78 0.52 0.50

1"1 0.04 0.17 0.18 0.11 —- —- 0.13 0.18 0.11 0.05 0.18 0.11 0.42 0.40

19° «- —— —— — — — 0.01 0.04 —, h a —- — —
sor-1 172 0.05 0.05 0.01 0.05 -— — 0.56 0.50 0.06 0.10 0.03 0.30 0.17 0.08

169 0.94 0.95 0.62 0.53 —— — 0.44 0.50 0.94 0.90 0.21 0.10 0.22 0.30

161 —— — 0.37 0.42 w w — — —— — 0.03 0.10 0.01 0.03

1" — h —- —r — —— — —— —— ——l 0.73 0.50 0.01 0.08

17° — —— a — e -— b- w fi _w — — 0.59 0.46
Gor-Z 2“a 0.09 0.05 0.33 0:17 w — 0.20 0‘40 0.45 p.81 0.03 0.08 0.61 0.777

24° 0.91 0.95 0.65 0.78 m ü 0.65 0.55 0.52 0.14 0.03 0.08 0.39 0.30
234 — — 0.01 0.06 —— a— 0.15 0.05 0.03 0.05 0.03 0.08 — —

227 - — —— — — — — — —— — 0.03 0.08 — ——

254 — -— — w —— M —— — —— —» 0.88 0.68 —- ­

Idh-l 11°° - — — — 0.30 0.43 0.01 0.05 — * 0.47 0,11 0.06 0.09
17° — -—— —— — 0.66 0.50 0.19 0.09 — — 0.53 0.39 0.89 0.82

163 — — —— —— 0.04 0.07 0.78 0.81 — —— — fi 0.05 0.09

16° —— —- w — — —- 0.01 0.05 — —— —— —- —— ——

Idh-Z 243 —— w -— m 0.04 0.07 0.99 0.95 — —- 0.03 0.11 0.02 0.09
22° w — — —— 0.67 0.47 0.01 0.05 —« m 0.97 0.89 0.98 0.91

23° —« - * — 0.29 0.47 P- — — —— —» — fi ——

ópgd-I 12° —- a- — — 0.23 0.67 0.6 0.45 —— — 0.04 0.11 0.02 0.09
13° — — ü — 0.24 0.27 0.35 0.55 —— — 0.96 0.89 0.98 0.91

1° —— —— —— w 0.53 0.07 —— — «- «—— -— »— -— ——

‘ópgd-2 221 —- e — —— 0.80 0.71 0.29 0.35 —- 4- 0.04 0.10 0.02 0.08
223 —— —-— «w —- 0.10 0.07 0.09 0.15 -— —— 0.04 ' 0.10 0.02 0.08

2° — —— —- — 0.10 0.21 0.62 0.50 —— — a 0.92 0.30 0.96 0.84
Skd-I 124 0.23 0.06 0.36 0.06 0.12 0.87 0.57 0'60 0.03 0.10 0.67 0.63 0‘19 0.09

122 0.53 0.61 0.46 0.67 0.57 0.06 0.24 0.15 0.97 0.90 0.33 0.37 0.49 0.64
119 0.19 0.33 0.15 0.28 0.31 0.06 0.19 0.25 — ——> —— — 0.32 0.27

Tabla 2.7. Frecuencias alélicas para poleny óvulopara cada especie estudiada.
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Vb. Discusión

Los valores de fmy fs obtenidos señalan que las especies estudiadas no

presentan fecundación cruzada obligada sino que cierto grado de endogamia

puede ocurrir. De acuerdo con esto, los valores de F15encontrados en las

especies de la Sección Algarobia podrían ser explicados por ocurrencia de

autofecundación además de por estructuración poblacional.

La diferencia entre los valores de F15entre las plantas madres y la

generación hija señala que en los adultos el exceso de homocigotas no sería tan

importante como el que se observa en las semillas. Esto podría deberse a

fuerzas selectivas diferenciales a favor de las semillas heterocigotas

reduciendo Ia proporción de individuosautofecundados en la población adulta.

Si tomamos en cuenta las tasas de fecundación cruzadas obtenidas y los

valores de correlación rp y rr se puede concluir que los individuos de la

progenie estudiada son hermanos y no medio hermanos (es decir que

comparten el mismopadre además de la madre). Esto podría ser explicado por

la ocurrencia de autofecundación parcial y por la dispersión limitada del polen

que favorece el cruzamiento entre vecinos, dando como resultado una gran

estructura familiar. La idea de dispersión limitada de polen es compatible con

la falta de diferenciación entre las frecuencias de poleny de óvuloobservada.

Cuandoocurre cierto grado de autofecundación y la dispersión del polen

es limitada como en este caso, uno debe esperar que las poblaciones naturales

aumenten su nivel de endogamia en condiciones naturales. Si a este hecho le

sumamos que la dispersión de las semillas también es limitada, ya que es por vía
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endozoica el nivel de endogamia esperado es aún mayor. Esto dificulta la

comprensión del nivel de variabilidad genética tan alto observado en las

poblaciones de la sección Algarobia estudiadas hasta el momento y los bajos:

niveles de diferenciación genética observados entre las poblaciones

coespecíficas.

Las poblaciones pertenecientes a las especies P. ruscífa/¡q P. nigra, P.

g/andu/asa, P. ve/ufina, P. nigra, P; alba y P. f/exuasa incluidas en el presente

trabajo muestran en general una. misma: tendencia y las tasas de

autofecundación. estimadas. son similares: a‘ las previamente. descriptas para

tres poblaciones de P; velar/na (Keys y Smith 1994). Un mayor número de

especies de Algarobia deberían ser estudiadas a fin de poder analizar si la

mismatendencia se mantiene en las restantes especies de la sección.
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Relaciones Filogenéficas: Métodos De Distancia Y Parsimonia.
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I. Introducción

Ia. Relaciones Filogenéticas

Las metodologías. Tradicionales tales como la morfología, anatomía,

fisiología o.paleontología resultan muy útiles para realizar estudios evolutivos.

Así; las diferentes aproximaciones suelen proveer datos que resultan

complementarios. Las características morfológicas y anatómicas son

necesarias. para estudios taxonómicos y la información paleontológica es

fundamental para reconstruir el marco en los estudios evolutivos.

En los últimos años, nuevas metodologías han comenzado a aplicarse

para estudiar las relaciones evolutivas entre organismos. Estas se basan en Ia

utilización de marcadores moleculares y son referidas como relaciones

filogene'ticas. El uso de datos moleculares para realizar filogenias comenzó

alrededor de los años 60. Los datos de secuencias de proteínas permitieron

por primera vez dilucidar las relaciones entre los órdenes de los mamíferos y

de taxa aún más distantes (Fitch y Margoliash 1967). Estos datos permitieron

resolver interrogantes a diferentes niveles taxonómicos, los mismos fueron

útiles en estudios de poblaciones o especies cercanas (Templeton 1992), en

eventos evolutivos muy antiguos tal como el origen de las mitocondrias y

cloroplastos (Cedergren ef a/ 1988, Giovannovief a/ 1988, Lockhart ef a/ 1994)

y al definir la divergencia entre phylay reinos (Sogin er al 1986, Woese 1990).

Los datos moleculares y bioquímicos resultan herramientas muy útiles

Junto con los datos morfológicos y fisiológicos. Sin embargo, los datos

molecularesposeen características que les confieren ciertas ventajas frente a

los otros, razón por la cual están siendo ampliamente utilizados. Las secuencias
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de ADN: y de proteinas evolucionan de un modo más constante que los

caracteres morfológicos y fisiológicos por lo que pueden brindar una idea más

clara de las relaciones entre los organismos. Además, los datos de este tipo

son muy abundantes y se han desarrollado un gran número de algoritmos

matemáticos para ellos (Nel 1987, Felsestein 1988, Swofford y Olsen 1990).

Independientemente de la fuente de datos que se analice, se pueden

distinguir dos esquemas de clasificación dado que es posible analizar las

relaciones entre especies desde diferentes aspectos. Uno, basado en el

agrupami'entode los taxa. de.acuerdo a la similitud presente entre ellos y otro

basado en.elagrupamiento de acuerdo a la secuencia histórica de los eventos

de divergencia.

Los-seguidores del primer esquema de clasificación suelen ser llamados

"feneticistas't Ellos-estudian las. relaciones de los grupos de organismos en

base-al-grado-desimilitud fenotipica, anatómica, molecular, etc. Los seguidores

de. esta. escuela. suelen utilizar medidas de distancia para reconstruir las

relaciones. entre- los taxac Los seguidores del segundo esquema de clasificación

suelen ser referidos como'cladistas” y establecen las relaciones genealógicas

entre. los taxa.. Las seguidores de esta escuela han definido un método de

inferencia de relaciones basado en la presencia de caracteres derivados

compartidos.

Arboles Filogenéticos- Todos los organismos están relacionados entre

sí por descendencia y los organismos más cercanamente relacionados

descienden de un antecesor común más reciente que los organismos más

distantes. Los estudios filogene'ticos intentan reconstruir la genealogía
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correcta entre los organismos y en algunos casos, estimar el tiempo de

divergencia entre los mismosdesde el último antecesor común.

Las relaciones evolutivas entre un grupo de organismos suelen ser

ilustradas en un árbol filgenético. Este es un gráfico compuesto por nodos y

ramas en donde los nodos internos representan a las unidades ancestrales y

los externos a las unidades taxonómicas operativas u OTUs (especies,

poblaciones, individuos, genes, etc.). El patrón de ramificación del árbol suele

ser llamado topología y las ramas definen las relaciones entre las OTUs en

términos de descendencia y ancestralidad o simplemente relaciones de

similitud. Además, es posible representar el número de cambios que ha

ocurrido entre los taxa en la topología del árbol a través de diferencias en el

largo de las ramas.

En general los árboles que se obtienen suelen ser no enraizados, pero

pueden transformarse en enraizados utilizando un grupo externo o "outgroup",

el cual está representado por una OTU que por información adicional

(taxonomía, paleontología, etc.) es posible establecer que se diferenció con

anterioridad respecto al grupo en estudio.

Los árboles pueden ser aditivos y/o ultramétricos. Los árboles aditivos

contienen información acerca del largo de las ramas, es decir que cada rama

tiene un valor asociado que corresponde a la cantidad de cambio evolutivo

ocurrido. Un árbol es aditivo cuando las distancias entre dos OTUs cualquiera

es equivalente a la suma del largo de todas las ramas que las conectan. Los

árboles ultramétricos son un caso particular de árboles aditivos en los que los

taxones terminales están equidistantes de la raíz del árbol. Eneste últimotipo
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de árbol el largo de las ramas puede brindar información acerco del grado de

separación entre nodos ó el tiempo de divergencia entre linajes dado que las

tasas de evoluciónse consideran similares entre las mismas.

Los árboles obtenidos en base a la similitud entre taxa son llamados

‘fenogramas" y los obtenidos en base a la historia evolutiva de los mismos

‘cladogramas”. Un fenograma puede servir como un indicador de las relaciones

cladísticas, pero no siempre los árboles son iguales. Cuandoexiste una relación

lineal entre el tiempo de divergencia y el grado de diferenciación genética (o

morfológica) los mismos resultarán idénticos.

Arbol Verdadero. Arbol De Las Esmcies, Arbol Del Gen- Existe un

sólo árbol que representa la verdadera historia evolutiva para un número

determinado de OTUs pues la forma en que ocurrieron los eventos de

especiación en un grupo es única. A partir de un “set” de datos es posible

inferir un árbol, pero el mismopuede no ser idéntico al árbol verdadero.

Un árbol filogenético que representa el orden de especiación de un

grupo de especies se denomina “árbol de especies“ y cuando se construye un

árbol a partir de un gen, lo que se obtiene es e “árbol del gen”. Este último

puede corresponder o no con el árbol de las especies. A fin de obtener una

buena reconstrucción del árbol de las especies es necesario incluir la mayor

cantidad de información posible como datos de diversas fuentes y un alto

númerode caracteres.

Métodos De Reconstrucción De Arboles- Existen varios métodos

(Sneath y Sokal 1973, Nei 1987, Felsenstein 1988) que han sido propuestos
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para reconstruir la filogenia de un grupo. Estos pueden ser clasificados en

tres tipos: de matrices de distancia, de máxima parsimonia y de máxima

verosimilitud.

En los métodos de matrices de distancia se calculan las distancias

evolutivas para todos los pares de taxa y se reconstruye el árbol filogenético

utilizando un algoritmo basado en las relaciones entre dichos valores. Dentro

de este tipo de métodos, el más simple es el me’todode medias no ponderadas

(UPGMA)y fue desarrollado para construir fenogramas taxonómicos, es decir,

árboles que mostraban el parecido entre OTUs (Sokal y Michener 1958). Este

algoritmo puede ser utilizado para reconstruir árboles filogenéticos cuando las

tasas de evolución son aproximadamente constantes entre los diferentes

linajes, es decir, cuando existe una relación lineal entre la distancia evolutiva y

el tiempo de divergencia (Nei 1975). Este método emplea un algoritmo de

agrupamiento secuencial en el que las relaciones topológicas son inferidas en

orden de disimilitud decreciente y el árbol va siendo construido agregando las

OTUs de a una por vez dando lugar a un árbol ultramétrico (ver Li 1997 pag.

106).

Otro método basado en las matrices de distancias es el Neighbor­

J oiningM) (Saitou y Nei 1987). Este método se basa en encontrar los taxa

vecinos secuencialmente de modo que se minimice el largo total del árbol

dando lugar a un árbol aditivo. Este algoritmo parte de un árbol en forma de

estrella donde ninguna OTU está asociada, selecciona aquellas dos OTUs

(cualesquiera) que impliquen la menor suma de largo de ramas. Luego este par

de OTUs es considerado como una sola OTU y una nueva asociación se forma.
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De modo sucesivo se van adicionando las restantes OTUs hasta obtener la

topología final del árbol (ver Li 1997 pag. 111).

El segundo tipo de método de reconstrucción filogenética es el método

de máxima parsimonia (MP).Aquí, en lugar de construir el árbol a partir de las

distancias genéticas se utilizan los estados de los caracteres. El principio de

MP busca el árbol que requiera el menor número de cambios evolutivos para

explicar las diferencias observadas entre las OTUs que se estudian. Pueden

obtenerse mas de un árbol que posean el mismo número de cambios, es decir

que mas de un árbol puede inferirse a partir de un mismo “set” de datos. El

método para datos moleculares fue diseñado en primer lugar para datos de

secuencias de aminoácidos (Eck y DayHoff 1966) y luego fue modificado para

secuencias nucleotídicas (Fitch 1977). El procedimiento para inferir el árbol a

través de este método requiere: primero, identificar los sitios informativos

es decir, las homologíasderivadas compartidas por dos o más taxa de un mismo

grupo (sinapomorfías). Luego, en cada árbol posible, se infiere el número

mínimo de sustituciones para cada uno de los sitios infórmativos.

Posteriormente se suma en cada árbol los números de pasos calculados (Suma

total) y finalmente se elige él o los árboles con el menor número de

sustituciones totales (ver Li 1997 pag. 112).

El tercer método de reconstrucción, método de máxima verosimilitud

(ML),es el menos utilizado en la actualidad. Este método fue desarrollado por

Cavalli-Sforza y Eduards (1967) quienes utilizaron datos de frecuencias

génicas. Más tarde, Felsenstein (1973, 1981)desarrolló algoritmos de MLpara

secuencias de proteínas y de ADN.El principio de este algoritmo sostiene que

si la información relativa de los procesos evolutivos es incluida en el análisis,
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las estimas de la filogenia que se obtengan resultarán mas confiables. En estos

casos se supone que los cambios evolutivos son puramente un proceso aleatorio

y como resultado cada filogenia posible para un conjunto de taxones debe

tener una cierta probabilidad de ser correcta dado un conjunto particular de

datos. Entonces, el árbol preferido resulta aquel que con mayor probabilidad

haya dado lugar al conjunto particular de datos (ver Li 1997 pag. 116)

Elección Del Método De Reconstrucción Filogenética- No todos los

métodos de reconstrucción filogenética son aplicables en todas las

circunstancias. Dependiendo del tipo de datos disponibles y del número de

taxones analizados algunode ellos puede resultar mejor que otro. Para elegir

el modo de reconstrucción mas adecuado es necesario considerar el tipo de

árbol que se obtiene y la información que brindan, el tipo de datos que

consideran, los supuestos inherentes de cada modelo, los tiempos

computacionales, etc.

Comose describió anteriormente, los árboles basados en distancias y los

cladogramas brindan diferente tipo de información. El método de MP

representa típicamente a la escuela cladística mientras que el UPGMAes

tipico de la escuela feneticista. Sin embargo, los otros métodos descriptos, no

pueden ser clasificados tan fácilmente. Por ejemplo, se ha dicho por muchos

años que el NJ es un algoritmo fenético pero algunos autores lo discuten. Si

bien utiliza medidas de distancias genéticas, no asume una correlación directa

entre la similitud y las relaciones evolutivas (Ver Li 1997 pag. 126).

Los diferentes métodos de reconstrucción también varían en los datos

que consideran. Por mucho tiempo ha sido argumentado que tomar los datos
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según el estado del carácter resulta mas informativo que considerar distancias

genéticas, porque al transformar toda los datos en una única medida de

distancia cierta informaciónpuede perderse. Si bien ésto es cierto, el método

MP dispone de todos los datos y sólo utiliza una pequeña fracción de ellos.

Este es el motivopor el que se requiere un alto númerode caracteres para que

la reconstrucción se pueda realizar eficientemente. El me’todode ML, por su

parte utiliza todos los caracteres disponibles.

Los supuestos inherentes de cada método les confieren en algunos casos

ventaja frente a los otros. Así, a diferencia del NJ, el método UPGMAasume

tasas constantes de evolución para todas las ramas. El me’todode MP no tiene

supuestos explícitos, salvo el principio del modelo que asume que el mejor árbol

es aquel con menor número de sustituciones. Aque’l árbol que minimiza el

número de sustituciones también minimizael número de eventos homoplásicos,

es decir paralelismos, convergencias y sustituciones reversas. El método de

MP ha demostrado ser muy bueno para realizar reconstrucciones cuando el

grado de divergencia entre secuencias es bajo y las homoplasiasson raras. Por

el contrario cuando la divergencia entre secuencias es alta y el número de

homoplasias es mayor, el método no resulta tan bueno. El método de MLtiene

supuestos explícitos acerca de la tasa de evolucióny el patrón de sustitución

nucleotídica. La necesidad de suponer a priori un modelo evolutivo ha llevado a

algunosautores a sugerir que este método no sería muyrobusto (Tateno ef a/

1994) y se ha discutido la necesidad de presuponer parámetros detallados del

mecanismo con el que la evoluciónopera para estudiar justamente, la evolución

de ungrupo (Farris 1983, Goloboff 1998).
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Conrespecto a los tiempos computacionales, en los métodos de matrices

de distancias, las OTUs son agrupadas de modo secuencial para dar el árbol

derivado. Por esta razón estos algoritmos suelen funcionar rápidamente. En

comparación el método de máxima parsimonia (MP) toma en cuenta todas las

alternativas posibles de árboles y resulta algo mas lento. El me’todode máxima

verosimilitud (ML) es el algoritmo que utiliza mas tiempo al buscar todas las

topologías y calcular el valor de verosimilitud para cada una de ellas. Aunque

los métodos varían en el tiempo computacional que requieren para realizar la

reconstrucción filogene'tica, el mismo está directamente relacionado con el

númerode taxones incluidosy la cantidad de caracteres estudiados.

Estimación Del Error De Muestreo: Bootstrag- Unaforma de estimar

el error de muestreo es tomar múltiples muestras de la población que está

siendo estudiada y comparar las estimas obtenidas en las diferentes muestras.

Ladistribución de dichas estimas brindará una idea del error de muestreo, es

decir, que proporción de nuestras conclusiones variará dependiendo de Ia

muestra que hemos tomado. Dado que realizar muestreos repetidos es en

muchos casos muy costoso y laborioso, es bueno disponer una forma de

estimar el error de muestreo sin necesidad de obtener muestras múltiples.

Para la mayor parte de las distribuciones sencillas (por ejemplo la distribución

normal) existen ecuaciones simples para calcular los intervalos de confianza

alrededor de una estima (por ejemplo, el error estándar de la media). Sin

embargo, aunque los árboles son estructuras complicadas y es muy difícil

desarrollar ecuaciones para estimar intervalos de confianza alrededor de una

filogenia, en los últimos años, algunos métodos computacionales han sido

desarrollados para estimarlos. El método de remuestreo conocido como

'bootstrap' es el más utilizado en los estudios filogene’ticos.Esta metodología
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ha sido introducida en este tipo de estudios por Felsenstein (1985) y se utiliza

frecuentemente para estimar el nivel de confianza de las hipótesis

filogenéticas.

El 'bootstrapping“ imita el método de estimación de error de muestreo

pero en lugar de muestrear Ia población en estudio, se remuestrea la propia

muestra. Cada vez que se toma una muestra se obtiene una pseudoréplica y de

cada una de ellas se estima el parámetro que se intenta medir (árbol

filogenético). La variación entre las estimas obtenidas en cada una de las

pseudore'plicas es una medida del error de muestreo asociada al parámetro de

interés.

El “bootstrap” puede ser aplicado en estudios filogenéticos al generar

pseudore'plicas de los datos de secuencia o de frecuencias alélicas. Se toma el

“set” de datos original y por muestreo aleatorio y con reemplazo de los datos

originales se obtiene un nuevo “set” de datos (pseudoréplica) con el mismo

número de caracteres. Dado que el método implica reemplazo, en las

diferentes pseudoréplicas un mismocarácter puede aparecer mas de una vez

mientras que otros están ausentes. Este proceso se repite un gran númerode

veces (aproximadamente 100) y a partir de cada una de las diferentes réplicas

se reconstruyen los árboles utilizando cualquiera de los métodos

anteriormente descriptos. El “set” de árboles resultante contiene Ia

informaciónacerca del error asociado con nuestra muestra.

Incongruencia Filoggnética- Las reconstrucciones filogene'ticas deben

ser basadas en múltiples caracteres moleculares a fin de poder reconstruir la
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historia del grupo y no simplemente la historia de los genes (Jansen ef a/

1998).

Una de las consecuencias de analizar múltiples datos es que las

filogenias que se infieren de cada tipo de datos pueden diferir entre sí en uno

o varios puntos. La incongruencia filogenética no es rara; por el contrario,

parece ser mas la regla que la excepción (Wendel y Doyle 1998). Como los

distintos “set” de datos pueden tener diferentes historias evolutivas, se

espera en ese caso que resulten en diferentes reconstrucciones de los taxa en

estudio.

No todos los casos de incongruencia tienen la misma magnitud.

Dependiendo de las causas que las provocan podremos decir si la misma es real

o no. Las causas que provocan incongruencia filogenética pueden dividirse en

dos grupos: las causas técnicas y las de procesos, siendo las primeras menos

importantes desde el punto de vista biológico. En este caso los clados están

de’bilmente soportados y las diferentes reconstrucciones difieren en unos

pocos pasos. Puede suceder que los datos no sean suficientes, que la región del

genoma elegida no sea la correcta, que la calidad de las secuencias no sea

buena, que se haya muestreado un bajo número de taxones, o que éstos no

hayansido correctamente identificados.

Los casos más interesantes que provocan incongruencia entre filogenias

no son los resultantes de causas técnicas sino aquellosque reflejan diferentes

historias evolutivas de los datos. Varios fenómenos tales como las diferentes

tasa de evoluciónentre los caracteres, la rápida diversificación, Ia hibridación

y la introgresión, la clasificación en linajes de los diferentes polimorfismos
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(‘Iineaje sorting" LS) y la Transferencia horizontal pueden producir árboles de

genes que no son equivalentes a los árboles de las especies (Wendel y Doyle

1998).

Ib. Prosop/s

Tal como se describió en el primer capítulo, las especies de Prasopis son

muy variables desde el punto de vista morfológico (Burkart 1976). Las

relaciones sistemáticas y evolutivas en algunas especies de Ia Sección

Algarobia se ven opacadas por los frecuentes eventos de hibridación

interespecífica que ocurren en la naturaleza y que dan lugar a híbridos fértiles

en áreas de simpatría (Palacios y Bravo 1981, Hunziker ef al 1986). En nuestro

país, en la Región Biogeográfica Chaqueña, la hibridación involucra especies

pertenecientes a la mismao a diferentes series. Comolos híbridos son fértiles

y los mecanismosde aislamiento entre las especies parecen ser débiles, estas

especies fueron consideradas integrantes de un singameón (Palacios y Bravo

1981, Saidman 1985, Saidman y Vilardi 1987, 1993). Aunque años mas tarde

varios autores han sugerido (Montoya ef al 1994, Burghardt 1995A, 19958,

Ferreyra 2001) que las mismas serían especies cohesivas (Templeton 1989).

Resultados previos señalaron que la diferenciación genética encontrada

a través de marcadores bioquímicosy genéticos dentro de este grupo es muy

baja y las asociaciones basadas en el nivelde similitud entre las especies no se

ajustan a las series descriptas en base a la morfología (Saidman 1985,

Saidman y Vilardi 1987, 1993). Los factores que promueven la alta similitud

genética observada no se comprenden totalmente. Así, las evidencias

disponibles hasta el presente son compatibles con la hipótesis de que la alta
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similitud genética es una consecuencia de la hibridación e introgresión

(Saidman 1985, Saidman y Vilardi 1987, 1993). Sin embargo, estudios previos

(Bessega er a/ 20008) también señalaron que las especies son capaces de

mantener las frecuencias ale'licas dentro de un estrecho rango de variación;

esta habilidad puede ser relacionada también con factores adicionales

independientes de la hibridación tales como tiempos de divergencia cortos,

poblaciones con grandes tamaños efectivos que reducen los efectos de la

deriva génica, o selección sobre los marcadores estudiados.

Una forma de evaluar la importancia relativa de la hibridación en este

grupo es a través de la comparación del nivel de similitud genética entre

especies simpótricas y alopótricas. De hecho, si la similitud genética se debe a

la hibridación, se espera que las especies simpátricas de esta sección con

oportunidad para hibridar muestren niveles de diferenciación genética

menores que las especies alopótricas. Otra forma de analizar la importancia de

este proceso es a través del estudio de especies simpótricas con y sin

evidencias de hibridación. Si la similitud genética se debe a hibridación, se

espera que las especies incapaces de hibridar muestren una diferenciación

genética más alta que las especies que lo hacen naturalmente.

Sin embargo, también puede ocurrir que el nivel de diferenciación

genética esté más relacionado con el orden en que divergieron las especies y

no con la oportunidad de hibridar que ellas presentan. Una forma de analizar

este factor es a trave’s del estudio de las relaciones de ancestralidad­

descendencia. El estudio conjunto del nivel de diferenciación genética y el

orden de divergencia incluyendotanto especies simpátricas y alopátricas como

especies que muestren y no muestren evidencias de hibridación, brindará
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información para explicar el nivel de similitud genética encontrado entre ellas

y permitirá aportar datos acerca del proceso de especiación.

Deacuerdo con estos antecedentes‘el objetivo del presente capítulo fue:

o Estudiar las relaciones filogene'ticas entre especies pertenecientes a

las Secciones Algarobia, Monilicarpa y Strombocarpa utilizando datos

isoenzimáticos, patrones de restricción de ADNde cloroplasto (RFLP)y

secuencias de la región intergénica de chNA 77717177770y de los

espaciadores internos transcriptos del ADN ribosómico nuclear 185­

265 (ITS-1 e ITS-2).

Para ello, se incluyerondiferentes especies de Algarobia con evidencias

de hibridación, una especie que hasta el presente no se han descripto híbridos

interespecíficos (P. kunrzel), dos especies norteamericanas (P.g/andu/osa y P.

velar/na) que por la distribución geográfica tienen escasa o ninguna capacidad

de hibridar con las especies Sudamericanas. Además, se estudió la única

especie de la Sección Monilicarpa (P. argentina) y una especie representante

de la Sección Strombocarpa (P. repfans).

II. Resultados y Discusión

IIa. Isoenzimas

A partir de los resultados isoenzimáticos presentados en el capitulo

anterior se realizó un análisis fenético incluyendo 29 poblaciones

representando a las secciones: Monilicarpa, Strombocarpa y Algarobia (Ver

tabla 1.1pag. 17 primera fila). En este análisis se reconstruyeron las relaciones
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entre las poblaciones a partir de la matriz de distancias genéticas (Nei 1972)

(Apéndice 2L pag. 130). En las Figuras 3.1 y 3.2 se presentan los fenograrnas

obtenidos utilizando el algoritmo de agruparniento UPGMA(árbol ultramétrico)

y el me'todo de Neighbor-Joining (NJ) (árbol aditivo). El nivel de confianza de

las ramas fue medido por medio del método de 'bootstrap“ (Felsenstein 1985)

utilizando el sub-programa seqboot del paquete PHYLIP 3.5 (Felsenstein,

1993) y se representan sobre los nodosde ambas figuras.

En términos generales los resultados obtenidos utilizando ambos

algoritmos (UPGMAy NJ) fueron similares. En la mayor parte de los casos los

valores de bootstrap señalaron grupos altamente consistentes y las especies

pertenecientes a las diferentes secciones estudiadas fueron diferenciadas

genéticamente.

En la Figura 3.1 (pag. 79) tanto P. argentina (Monilicarpa) como P.

repfans (Strombocarpa) presentaron unadistancia genética alta respecto a las

restantes especies de Algarobia(0.52 y 0.48 respectivamente). Prácticamente

el mismo nivel de diferenciación se encontró entre cualquiera de éstas

especies y las de la Sección Algarobia. Las poblaciones estudiadas de P.

argentina fueron muy similares entre sí presentando un valor de distancia

genética muy bajo (0.012) y similar al presentado entre las poblaciones de P.

ruscifo/ia, P.g/ana’u/osay P. a/ba.

Dentro de la Sección Algarobia, las poblaciones coespecíficas resultan

agrupadas entre sí en la mayoría de los casos. Las especies no resultaron

asociadas según las series morfológicas y el nivel de diferenciación entre

especies fue bajo. Todas las poblaciones de las especies pertenecientes a las
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Series Chilenses- y- Ruscif-oliae estudiadas- presen-taron- bajos niveles de

diferenciación genética ((1005- - 023i) en- concordancia con la- faltar de

marcadores respecífi cos: isoenzimáticos; P;g/andu/asa y-R' ruscifo/ia formaron.

un grupo junto-a-P. 'nigra. Además; R vína/¡l/aresultó.similar avP; alba-y éstasise

asociaron con?P. f/exuasaï con unaï distancia genética. menor respecto. a P;

chi/ensls‘ Dentro de este grup‘oiP."veíufinaïpresentó. la.mas.altadiferen'ciación

genética (0.23) en? concordancia con la. presencia. de dos: sistemas

isoenzimáticos diagnósticos (GOT y PRX).

En el NJ' (Figura 3.2 pag. 80) el largo de las ramas permite observar que

algunas especies están muy diferenciadas respecto a las demás y que otras

presentan muy baja diferenciación genética. P. repfans (Strombocarpa), P.

argentina (Monilicarpa)y P. kunfzei (Algarobia Ser. Sericanthae) resultaron

muydiferenciadas de las restantes especies de Algarobia estudiadas. Dentro

de e'ste grupo, P. ve/ufina fue la especie mas diferenciada. Las restantes

especies de Algarobia estudiadas presentaron bajos niveles de diferenciación

genética (parte ampliada de la Figura 3.2). En todos los casos, las poblaciones

coespecíficas mostraron distancias genéticas menores que las poblaciones de

diferentes especies. P. velar/na resultó asociada a P. g/andu/asa pero la

distancia genética es mayor a la presentada entre ésta últimay P. ruscifa/¡ao

P. myra (valores no presentados). Los valores de distancias pueden ser

inferidos a partir del largo de las ramas.

En ambos árboles, los agrupamientos observados fueron independientes

de la distribución geográfica: en el UPGMA,P. g/ana‘u/osa (USA) resultó más

similar a P. rusa'fo/¡a (Argentina) que a P." velar/"na, la otra especie

Norteamericana incluida.Enel NJ , éstas resultaron agrupadas entre sí pero la
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dis-tanciagenética entre las especies Norteamericanas fue mayor que entre

las-cuatro poblaciones de P.g/andu/osa (USA) y las poblaciones argentinas de

P.‘rusa/folio ó P. myr'a.

P. kunfzei (Algarobia, Sericanthae) es una especie simpátrica que en

base a estudios morfológicos no ha demostrado evidencias de hibridación con

las restantes especies estudiadas, mostró gran cantidad de loci diagnóstico y

por lo tanto el grado de diferenciación genética fue mayor (0.326) respecto a

los niveles previamente observados dentro de Algarobia (Saidman 1985,

Saidman y Vilardi 1897, 1993, Ferreyra 2001).

Los resultados obtenidos a través de los estudios isoenzimáticos

coinciden con la clasificación basada en datos morfológicos al separar

claramente a las tres secciones estudiadas (Algarobia, Monilicarpa,

Strombocarpa). Sin embargo dentro de Algarobia, ésta no se qjusta

completamente a la clasificación en series propuesta por Burkart (1976). Con

los resultados aquí obtenidos sólo la serie Sericanthae resultó diferenciada

dado que las restantes especies que pertenecen a las series Chilenses y

Ruscifoliae no resultaron agrupadas. Aunquela separación en series dentro de

la sección Strombocarpa no pudo ser analizada en esta trabajo, otros autores

señalaron que la clasificación en series de esta sección no estaría apoyada por

evidencias isoenzimáticas (Pocoví 1992; Saidman er a/ 1996) ni por los

patrones de electroforesis de semillas(Burghardt, 20008).
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P. n
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Figura 3.2 Neigbor-Joining (NJ) construido a partir de las distancias
genéticas de Nei. Sobre los nodosse representan los valores de bootsfrap.
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IIb. Polimorfismos Para El Largo De Los Fragmentos De Restricción

Con el fin de incluir un nuevo marcador molecular se analizaron 11

especies de Prasopís (Tabla 1.1 pag, 17

tercera fila) por medio de la técnica de RFLP

(Apéndice BID-pag;134);

Se utilizarondos "sondas'heteróloggs

de Nicafiana fabacum que fueron donados
SondaBry

gentilmente por el Dr. J. J. Doyle (Cornell 0°“) 58m1“17.4kb)

University, Ithaca, USA). Las sondas incluian
Representación de las

varios clones que cubrían una región de la sondas ufiuzadgs,

“Short Single Copy" ó SSC (sonda A) de 17.4 kb y una porción de la región

repetida invertida ó IR'“(sonda B) de 10.3 kb. El'tama‘ño del cloroplasto de

Frasopls no ha sido descripto pero si se considera que el‘ tamaña de» los

cloroplastos varia entre 1217 ys 1‘60 k'b- (Sugiüra,; 1992)), estas sondas

representarían aproximadamente el 17.15“-23%’del genoma de clóroplasto.,

Se analizaron un total de 10 enzimas de restricción capaces de

reconocer seis (EcoRI, XbaI, Sca, PstI, BamHI, HindIII) y cuatro pares de

bases (Hian, Rsa I, AluI, HaeIII). El chNA presenta en la mayoría de las

angiospermas herencia materna, aunque se ha observado la ocurrencia de

herencia paterna o biparental en algunos grupos (Reboud 'y Zeyl‘ 1994;

Morgensen 1996). En el presente trabajo se consideró la herencia materna y

se extra jo ADNde aproximadamente 10 semillas hijas, de modo de obtener

suficiente cantidad para aplicar esta metodologia (Ing). Entre 8 y IOindividuos

fueron analizados por especieepara-las 201combinaciones-enzima-sonda­

81



Capítulo 3

detectc’mdoseun total de 99 fragmentos(Figura 3'.3'pag. 84). La presencia de

distintos fragmentos de restricción permitieron definir 30 patrones- ó.

haplotipos; Ethiopia-tipomás comúnen cada caso fue “amado A y ios restantes

fueron nombrados en orden de aparición. En ia Tabia 3.1 se indican ios

fragmentos que conformaron cada uno de los patrones encontrados y en la

Tabla 3.2 se indica en que especies fue hallado cada unode ellos.

,75 ' M » '

q.27:1‘.9‘5;1.7a;13:073 ;
1.44; 1.3.4:10.8;0:3: o 45; 0.382,9.27 ' ._

-_1.13:1':0.9; 0.5: 0.4.5; o 38 o“ 7., o ‘
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El nivel:de variabilidad detectado por esta metodoiogícien genercii fue

bajq,-y;en ningúncaso se encontró variación infraespecífica. Las once especies

de Pmsapis' analizadas presentaron variación para ia sonda A en cuatro

enzimas:de restricción (EcoRI, HianII, RsciI y HaeIII) mientras que para ici

sonda!Bi,sólo.presentó ia enzimaEcoRI(indicadoen negrita en ia

Tabla V322);De.las.especies estudiadas sólo P. kantzei (Aigarobici, Sericarrthae)

y:P.y.,,.‘_,..,.(Si. Hu).pudieron ser reconocidas mediante. ios patrones

de't'restri'cción; Esta. señakr una aim simiiimd:genética entre. las restantes.

especies a nivelde chNA.

Tqbin 13.2. Patrones'dereswríccíón hallados en ¿add especie

83



AluI ELO“ Hoc III me r

(.¡HV_
“¡HL

Ol'm ‘_‘1

HundIII

712,50 ml“,

__ 6,30 ".4"_ 4,60

1 la

EcoRI '

2‘21!

I“.J. 2.04,- u
‘ 7 Í‘v

ha» um., .
0,14
0.61 “'12- t

-—-— 0|"u 0.311— b nu w

"“” o
’ __(\')‘I

ul)" g “l _«u,2x “¡17­
% . - 0.21

P5?I BamHI qu I Hmd III

12'50

Figura 3.3 Péfrones ob'renidos por RFLPpara cada enzima.
Lapam superior corresponde a la sonda Ay la par-fe inferior a la sonda B. Se defallan los pesos moleculares (kb).



Capítqu 3

Los resultados de este análisis fueron volcados en una matriz de

presencia y ausencia de fragmentos (Apéndice 4 pag. 150) y utilizados para

construir un cladograma tomando como ‘outgroup" la especie Acacia aroma. El

criterio para construir el árbol fue la máxima parsimonia considerando los

caracteres no ordenados y todos igualmente pesados (Parsimonia de Fitch) a

través de un algoritmo de búsqueda exacto “Branch and Bound".El soporte de

las ramas fue estimado por el me’todode “bootstrap” (Felsenstein, 1985) y el

nivel de homoplasia medido a través de los índices de consistencia (CI) y de

retención (R) (Apéndice 3M pag. 130). El cladograma se realizó utilizando el

programa PAUP(versión win-PAUP4b-8)(Swofford, 1998).

Como resultado se obtuvo un único árbol parsimonioso (Figura 3.4) con

37 pasos cuyo índice de consistencia considerando todos los caracteres fue de

0.946 y 0.833 al excluir los caracteres no informativos. El índice de retención

fue de 0.867; y todos los valores de “bootstrap” obtenidos fueron altos por Io

que se consideró que el árbol obtenido era confiable. El árbol indicó una

separación temprana de P. repfans (Sección Strombocarpa) respecto a las

restantes especies estudiadas pertenecientes a la sección Algarobia con un

valor de bootstrap del 68%. P. kunfzei (Serie Sericanthae) se separó

tempranamente de las restantes especies de Algarobia pertenecientes a las

series Chilenses, Ruscifoliae y Pallidae con la robustez máxima posible (100%).

Los marcadores estudiados mediante esta metodología no permitieron

diferenciar ni reconstruir la filogenia de las restantes nueve especies de la

sección Algarobia ya que resultaron en una policotomía.
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P.a|ba

P.alpataco

P.affinis

P.caidenia

P.g|andu|osa

P.nigra

P.flexuosa

P.vina|i|lo

P.ruscifolia

P.kuntzei I

P.reptans l
A.aroma

I AigarobiaI Strombocarpa

Figura 3 .4. Cladograma.obtenido a»partir de»los.datos de. RFLPutilizandoet
't 4 ü'z ’ " uu. ' ' Los-vainres'sobrelos'nodos indimnrlnsresdtados delr

“bootstrap"'.

IIc. Secuenciación De Intergen TrnT- TmD (CpDNA)

Tomando en cuenta que el nivelde variación detectado a nivel‘de chN‘A

utilizando regiones codificantes y no codificantes a través de la técnica de

RFLPfue bajo, fue necesario buscar y estudiar otra región que presentara una

tasa de evoluciónmas alta y que pudiera brindar mayor cantidad de datos para

poder inferir las relaciones entre las especies de la Sección Algarobia.

Recientemente muchos autores han utilizado exitosamente distintas

regiones no codificantes de ADNde cioroplastos para reconstruir filogenias a
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niveles taxonómicos intragene'ricos e intraespecíficos (Gielly-yrTaberlet 1-9-94,

1996, Soltis y Soltis 1998, Soltis er a/ 1998, Bayer er a/ 2000, Richardson er

a/ 2000) debido al mayor nivel de variación presentado por estas regiones.

Existen muchos cebadores ó “primers” universales diseñados para amplificar

regiones que demostraron gran ventaja por su nivelde variación (Taberlet ef

a/ 1991, Demesure ef a/ 1995, Petit ef a/ 1998) y en el presente trabajo se

estudió el interge’n TrnT-TrnD.

El interge'n TrnT-TrnD, que está ubicado en la región LSC (long single

copy) del cloroplasto, fue amplificado en 13 individuos correspondientes a las

especies descriptas en el Capítulo 1 (Tabla 1.1pag. 17 fila 4). La metodología y

las secuencias de los “primers” utilizados se describen en el Apéndice 3 pag

137. El fragmento amplificado (1300 pb.) fue parcialmente (707 pb)

secuenciado por la empresa ANAGENTechnologies lhttp://www.ana-gen.com).

Una vez interpretados los cromatogramas, las secuencias fueron alineadas

utilizando el programa CIustalW (Thompson er a/ 1994). La matriz alineada se

presenta en el Apéndice 4 (pag. 150). Al igual que en estudio de RFLP la

especie Acacia aroma fue utilizada como'outgroup“.

Al alinear las secuencias se detectaron 16 inserciones/deleciones

(indels) que involucraron una sola base. De ellas solamente dos se refieren a

diferencias entre el grupo externo y el interno. Además, se detectaron dos

indels de 3 pb que diferenciaron A. aroma de las especies de Prosopis. P.

reprans presenta un indel de 23 pb que no está presente en ninguna de las

restantes especies aunque en la misma región todas las especies de Prosopís

aquí estudiadas presentan un indel de 4 pb.
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A partir de losnda-tos: de secuencia, utiiizando ei programa PAUP

(Swoft‘ord; 1998)‘ se caicuiaron ias distancias genéticas no corregidos entre

ias: secuencias (distancias-P) y se reaiizó un análisis ciadistico utilizando ei

método de máxima parsimonia de Fitch. Los indeis fueron analizados de dos

formas diferentes, ia primera sin ningún tipo de codificación y ia segunda

codificando iosmisrnos (Apéndice ZN pag. 131) para evitar ia ocurrencia de

información..repetida (Simmonsy Ochoterena, 2000). El soporte de ios grupos

ser estimó por ei método de “bootstrap” (Feisenstein, 1985) y el nivel de

homopiasia se evaluó a través de ios índices de consistencia (CI) y de

retención (R).

Cuando se comparan las distancias genéticas entre las especies de

Prosopis con el “outgroup” la divergencia genética varía entre 0.084 y 0.120.

Las distancias genéticas entre las especies estudiadas de la sección Algarobia

variaron entre 0.005 (P. afflhis - P. alba) y 0.075 (P. vina/¡í/o—P. ca/a’em'a)

resultando el valor promedio para esta sección de 0.038. Cuandose compara la
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distancia genética entre todas las especies de Algarobia y P. repfans, la única

especie incluida de Strombocarpa, ésta resultó en 0.038. Este valor es

semejante al mostrado entre esta última especie y P. argentina, Ia única

especie de Monilicarpa (0.034) y a la distancia genética promedio observada

entre todas las especies de Algarobia estudiadas y P. argentina (Monilicarpa)

(0.0378).

Cuando se realizó el análisis cladístico considerando a los “gaps” como

quinto estado a partir de los 707 caracteres'obtenidos; 521 resultaron

constantes (73.7%) y sólo 70 resultaron filogenéticamente informativos

(9.9%). Mediante un método exacto (Branch and Bound) se obtuvo un único

árbol mas parsimonioso con 287 pasos (Figura 3.5). El índice de consistencia

considerando todos los caracteres fue de 0.75 y cuando se excluyeron los

caracteres no informativos el mismo fue de 0.54. El índice de retención fue

0.52.

El cladograma (Figura 3.5) sugiere que P. repfans (Strombocarpa) es la

especie que ha divergido con anterioridad a las restantes especies estudiadas

(87%) sugiriendo que las secciones Algarobia y Monilicarpa son derivadas

respecto a Strombocarpa. Además, el árbol muestra a P. argentina

(Monilicarpa) incluida dentro del clado formado por las especies de la Sección

Algarobia. Dentro de las especies de Algarobia estudiadas, P. kunrzei fue la

especie diferenciada mas tempranamente (877o).Las restantes especies de

Algarobia forman un clado dónde P. ve/ufina es la especie que ha divergido en

tiempos mas tempranos respecto a las restantes (31%).Mas hacia adentro en

el árbol, se distinguen dos grupos aunque presentaron bajos valores de

"bootstrap", uno incluyó a las especies P. w'na/¡l/o,P. a/pafaco, P.g/ana’u/osay P.
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f/exuasa y P. myra (11%)y el otro a P. a/ba, P. cala/enla, P. affimls y P. r'uscifo/¡a

(48%). Aunquela mayor parte de las relaciones establecidas entre las especies

de Algarobia estudiadas no presentaron altos valores de “bootstrap”, algunas

relaciones resultaron bien sostenidas: P. a/ba resultó especie hermana de P.

ca/a’en/a(65%) y estas últimas de P. affim's (68%).

P.vinalillo

25 P.alpataco

9 P.glandulosa
H H P.flexuosa
—-—- P.nigra

17 6 P.a|ba

68 P.caldenia
36 i 48 P.affinis

P.ruscifolia
P.ve|utina

P.argentina I
P.kuntzei I
P.reptans l
A.aroma

I AlgarobiaI StrombocarpaI Monilicarpa
¿:¿íjÏRuscifoliae PailidaeI Chilenses Sericanthae

Figura 3.5; Cladogramaobtenido a partir de las secuencias del intergén Tr'nT-TrnD
utilizando método de máxima parsimonia. Los valores sobre los nodos indican los

resultados del “bootstrap”.

Cuando los “gap” fueron tratados como datos ausentes así como cuando

los “indels” fueron codificados siguiendo el método mas simple (Simmons y

Ochoterena 2000) la topología de los árboles mas parsimoniosos obtenidos fue

prácticamente idéntica. Además, cuando se analizaron las relaciones fene'ticas
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entre estas especies a trave's de un NJ (distancias-P), mostraron relaciones

concordantes.

IIId. Secuenciación De Los Espaciadores Internos No Transcriptos Del

ADNRibosómico(ITS-1 e ITS-2)

La comparaciónde filogenias realizados a partir de diferentes "sets" de

datos es fundamental para poder garantizar la obtención de Ia filogenia del

grupo y no la filogenia de los genes estudiados dado que se espera que las loci

genéticos no ligados evolucionenindependientemente y éstos se transmitan de

modo diferencial a la descendencia (Pamil'o y Neiv 1-988); Las fil'ogenias

obtenidas a partir de diferentes-grupos genómicos brindan distinto- tipo-de

información y las hipótesis a probar-y Ias- conclusiones obtenidas se ven­

enriquecidas (Soltis ef a/ 1998).

El ADN ribosómico eucarionte presenta cientos de copias repetidas en

tándem de la unidad transcripcional y de los espaciadores no transcriptos.

Dentro de la unidad transcripcional existen dos espaciadores internos (ITS-1

e ITS-2) que separan los genes 185, 5.85 y 265 (Figura 3.6). Estos

espaciadores forman parte del transcripto ribosómico pero no forman parte

de la estructura final del mismo. Su función ha sido relacionada con la

maduración de los ARNr al permitirles un acercamiento a las subunidades del

ARNn

Las diferentes regiones del ADNr presentan diferencias en la tasa

evolutiva. siendo las subunidades pequeñas (185) las que evolucionan mas

lentamente, las.subunidades mayores (265) lo hacen con una tasa de evolución
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mayor y las regiones espaciadoras tienen una tasa evolutiva aún mas alta que

permiten inferir filogenias entre taxones cercanamente relacionados (Hillisy

Dixon 1991). Los cistrones ribosómicos suelen estar ubicados en las regiones

organizadoras nucleolares (NOR) y pueden estar representados en varios

cromosomas diferentes (Thomson y Flavell 1988).

i i i l
ITS-1 ITS-2 ITS-1 ITS-2

Figura 3.6. Diagramaesquemático de una repetición de ADNribosómico en plantas.

Dentro de un organismo existe una alta similitud en la secuencia de los

cistrones. Esta homogeneidad está dada por un proceso conocido como

evoluciónconcertada (Arnheim ef a/ 1980, Zimmer ef a/ 1980). Losmecanismos

posibles implicados en este proceso incluyen el cruzamiento desigual,

conversión génica, transposición y “slipagge” o patinaje, aunque la proporción

con la que contribuye cada mecanismo aún no está clara. La homogenización

completa de los loci ribosómicos es una ventaja que permite Ia utilización de

este marcador para inferir filogenias ya que la ausencia de variantes ale'licas

simplifica notablemente la tarea.

Los espaciadores internos no transcriptos del ADN ribosómico (ITSl­

ITSZ) son regiones nucleares que presentan algunas ventajas que los hacen

92



Capítulo 3

útiles para estudiar las relaciones filogenéticas. Pueden ser amplificados y

secuenciados de un modo relativamente sencillo y dado el nivel de variabilidad

que presentan han sido utilizado exitosamente para reconstruir filogenias de

diferentes géneros (Noyes 2000, Wen 2000, Hardig y Soltis 1999, Baldwiner

a/ 1995, Andelbergef a/ 2000, Stanford ef al 2000, Watson ef a/ 2000,)

En el presente trabajo se secuenciaron los ITS-1 e ITS-2 de 13

especies del ge’nero Prosopis (Tabla 1.1 pag 17 fila 4) y se tomó como grupo

externo la secuencia de Phaseo/us vulgaris disponible en la base de datos

GenBank. Aunque el análisis se realizó utilizando las secuencias de un único

individuo de cada especie, en algunos casos (P. a/pafaca y P. vína/¡Y/o)se

analizaron mas de un individuo para comprobar si existía variación

intraespecífica, no encontrándose dicha variación. A partir de las secuencias

se calcularon las distancias genéticas y se realizó un análisis de parsimonia

(Fitch) donde los “gaps” fueron considerados como quinto estado utilizando

una vez mas el programa PAUP(Swofford, 1998). Comoen los casos anteriores

se estimó el valor de 'bootstrap" para cada nodoy se calcularon los índices de

consistencia y retención del árbol mas parsimonioso (Apéndice 2M pag. 130).

La medida de distancia genética mas simple es el valor P que no suele

involucrar ninguna corrección. El cálculo de distancias a través del método de

Kimura2 parámetros (Kimura 1980) supone que la frecuencia de las bases es

equivalente y que la relación entre la ocurrencia de transiciones y

transversiones no lo es. El valor que toma la relación Ti/Tv en este modelo

equivale a 2. Dado que este modelo ha sido utilizado para los ITS con mayor

frecuencia en la literatura (Noyes 2000, Wen 2000, Hardig y Soltis 1999,

Leskineny Alstrorn-Rapaport 1999, Yangef a/ 1999, Hao ef a/ 2000, Hardig ef
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al 2000)_:'esieii que se presenta en este trabaio (Tabla 3.4)! aunque ios

resuitados conotros‘val'ores de distancia son coincidentes.

Las distancias genéticas entre las especies estudiadas de la sección

Aigarobia variaron entre 0.036 (P. a/pafaca —P. vell/fina) y 0.521 (P. vina/¡l/a—

P. kunfzeI) resultando el valor promedio para esta sección de 0.278. Cuando P.

kunfze/ fue excluida, ei mayor valor de distancia genética ocurrió entre P. alba

y P. vina/¡l/a (0.366).

7 uTobias3.4}..Distanciasi'genéticasestimadas através dei método Kimuraa-Z'parámetrosï

Cuando se comparó la distancia genética entre todas ias especies de

Algarobia y P. repfans, la única especie incluidade Strombocarpa, ésta resultó

en 0.536. Este valor es semejante al mostrado entre esta última especie y P.

argenfina, la única especie de Monilicarpa(0.587). Por el contrario, la distancia

genética promedio observada entre las especies de Aigarobia y Monilicarpa

fue menor a las dos estimas anteriores y semejante ai valor presentado entre

ias especies de Algarobia (0.297).
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El análisis cladístico de los datos de secuencia de los ITS dio como

resultado dos árboles igualmente parsimoniosos compuesto por 967 pasos. De

los 496 caracteres incluidos en la matriz básica de datos, 74 (14.9%)fueron

constantes, 207 no informativos (41.73%)y 215 fueron informativos (43.35%).

Los dos cladogramas obtenidos sólo diferían en‘la'posición'de‘ P. affinis

dado que los datos aquí utilizados no resultaron capaces de brindar la correcta

relación de esta especie. En la figura 3.7 se presenta el árbol consenso de

ambos cladogramas. cuyo indice de consistencia fue 0.70 y 0.59 al excluir los

caracteres no informativos. El índice de retención fue 0.49.

Del cladograma surge que P. repfans ha divergido con anterioridad

(95%) respecto a las especies de Algarobia y Monilicarpa señalando una

anterior separación de la sección Strombocarpa respecto a estas secciones.

P. argentina de la sección Monilicarpa queda incluida en el clado formado

por las especies de Algarobia con un valor de soporte para este nodo del 95%.

El árbol muestra a P. kunfzeí como especie hermana de P. argentina

(confiabilidad para este nodo =70°/o).

Dentro de Algarobia, excluyendo a P. kunfzei, se pueden distinguir tres

clados. El primero está integrado por P. Viña/¡”0,P. ruscifo/íay P. ca/a’em'ay el

segundo por P. a/pafaco, P. velar/na y P. alba. El tercero, diferenciado con

anterioridad de los otros dos, lo conforman P. myr'a, P. g/ana’u/osa y P.

f/exuosa. Aunque los valores de "bootstrap" no son altos (<50°/o)para todos los

eventos de divergencia señalados, ciertas relaciones presentan altos soportes.

De este modo, P. w'na/¡l/oresulta especie hermana de P. ruscifo/Ib (100%) y
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éstas de P. ca/denia (100%): P. a/paraca hermana de P; ve/ufina (98%);y P.""¡gra

hermana de P.g/ana'u/asa (96%).

v

lo P.vinaliilo
100 - P.ruscifolia

P.ca|denia

98 P.a|pataco
2.7 P.veiutina

P.a|ba
81

96 P.nigra

31' ERQiandulosa95 P.flexuosa

r¿affinis

70¡--P.argentina l
LRkuntzei l
P.reptans I
P.vu|garis

I AlgarobiaI Strombocarpal Moniiicarpa
Ruscifoliae PallidaeI Chilenses Sericanthae

Figura 3,7. Clddograma consenso obfeni'do por el‘mé’fod'ode máxima parsi'monia a
partir de las secuencias de ITS-1 e ITS-2.

Eianáiisis-fenéïicaufiiizmrdnlas K-ZP(napresentarán)diaun

árbol:*qu¿*se:ajustórparcinimenïzali(¡thaimas AEigunfqueen.

árbol de MP, tanto P. ve/ufina con P. a/pafaca como P. Viña/¡”Ócon P. ruscíñ/ía

resultaron"rasociadas-“con.-al‘ros“ de; (9237.5‘y: 1007.3.

respectivamente). Estas úlfimas resulfaron mas similares a PSca/dénía (100%)

y P. "¡gra resultó similar a P. 'g/andu/oá‘a.Sin embargo, a diférencia del ‘árboi'

de MP,el NJ señaló que P. kuhfzeíy P. repfans son mas similares entre si Que
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con P. argentina aunque los valores de bootstrap de estas asociaciones

resultaron menores a 50%.

IId. Congruencia Entre Arboles

Los fenogramas construidos a partir de los datos isoenzimóticos fueron

analizados junto a los cladogramas obtenidos a partir de los datos de RFLPy

secuencias. La reconstrucción filogenética realizada a partir de datos de RFLP

no permitió resolver las relaciones entre la mayoría de las especies de

Algarobia dado el bqio nivel de variabilidad presentado por la sonda elegida

que incluia tanto regiones codificantes como no codificantes. De acuerdo con

esto, se secuenció parcialmente el intergén TrnT-TmDque permitió resolver

la policotomía encontrada entre estas especies. A fin de contrastar las

filogenias de diferentes grupos genómicos se realizó también la

reconstrucción filogene'tica a partir de la secuencia de los espaciadores

transcriptos internos del ADNribosómico.

A simple vista las topologías de los árboles obtenidos a partir de los

datos de organela y nucleo no son coincidentes (Figura 3.8). La congruencia

entre los cladogramassurgidos a partir de cada 'set" de datos fue medida a

través de la prueba de parsimonia menos significativa (SLPT)propuesta por

Templeton (1983) (Apéndice ZÑ pag. 131). Este método permite probar si los

datos disponibles proveen un soporte significativamente menor para una

topología alternativa en comparación con el árbol mas parsimonioso. Como

resultado se obtuvo que la topología obtenida a partir de los datos de la

secuencia intergénica TrnT-TrnD es significativamente diferente de la

obtenida a partir de los datos de secuencia de los ITS (p<0.001).
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Figura 3.8. Cladogramasobtenidos a parfir de datos de secuencia de TrnT-TrnD
(parte superior) e ITS-1 e ITS-2 (porfa inferior). Sobre los nodosse indica la
robustez de la hipótesis filogenéfica (boofsfrap) y sobre las ramas, el númerode

Susfifuciones nucleofidicas ocurridas.

98



Capítulo 3

Aunque las topologías resultaron incongruentes, es posible describir

algunos puntos en común entre ellos y los fenogramas obtenidos. En los

cladogramas P. reprans (Strombocarpa) es una especie basal hermana de un

clado formado por todas las especies de Algarobia incluidas en este estudio y

P. argentina (Monilicarpa). Además P. g/ana’u/asa y P. ve/ufina (ambas especies

Norteamericanas) no forman un clado en ninguno de los dos árboles. Los

fenogramas (UPGMAy NJ) obtenidos a partir de las isoenzimas están de

acuerdo con ambos cladogramas al mostrar diferenciadas las especies

pertenecientes a las diferentes secciones.

Diferentes hipótesis alternativas fueron probadas utilizando la prueba

de parsimonia menos significativa (SLPT) (Templeton 1983), y discutidas

considerando las evidencias brindados por las diferentes metodologías

disponibles. Así, es posible abordar la discusión previamente planteada acerca

de si P. vfna/I/Iaes una especie de origen híbrido. La hipótesis de que P. vina/il/a

es una especie de origen híbrido entre P. ruscífo/ía y P. alba var. panra fue

planteada por Burkart (1976) a partir de datos morfológicos. Los árboles

obtenidos a partir de las isoenzimas (Figuras 3.1 y 3.2) mostraron a P. vina/¡l/o

muy similar a P. alba conformando un mismo grupo. Estos hechos podrían

apoyar la idea de que P. alba fuera una de las especies progenitoras. Sin

embargo, la divergencia genética entre ellas estimada mediante las secuencias

de ITS resultó una de las mas altas dentro de Algarobia (0.366) y en ningún

cladograrna, que señala las relaciones de ancestral¡dad-descendencia, P. alba

resultó hermana de P. who/filo.Por el contrario, cuando esta asociación fue

forzada sobre los datos del intergén y de los ITS los árboles resultantes

fueron significativamente menos parsimoniosos (p <0.012 y p=0.0001). Por otro

lado, P. ruscifo/¡b no resultó tan similar desde el punto de vista isoenzimático
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pero formó un grupo hermano con P. w'na/¡l/o en el árbol basado en las

secuencias de ITS. Cuandoesta asociación fue forzada en el árbol de chNA,

el árbol obtenido no resultó significativamente diferente (p: 0.1671).

Resultados previos basados en Ia te’cnica de RAPD(Ferreyra 2001) mostraron

que P. vino/illapresenta una mayor similitud con P. "¿9ra y P. rusa/fa/¡a que con

P. a/ba. Basándose en los resultados aquí obtenidos y en los antecedentes por

RAPD,no surge que P. alba sea una de las especies progenitoras de P. vina/¡l/a.

También es posible discutir en base a estos resultados Ia ocurrencia de

más de un evento de colonización entre Norte y Sudamérica. Las

reconstrucciones filogenéticas aquí obtenidas no muestran asociadas a las

especies de acuerdo a la ubicación geográfica actual. Las especies

norteamericanas P. g/ana'u/osa y P. ve/ufína resultaron en ambos casos más

relacionadas con especies Sudamericanas de diferentes grupos, sugiriendo que

ellas no son derivadas entre sí y que debió ocurrir mas de un evento de

colonización. Sin embargo cuando se probó Ia posibilidad de que ambas

especies formen un clado a través del SLPT, los datos de chNA dieron

diferencias no significativas (p>0.226) y los datos de ITS mostraron que los

árboles obtenidos son significativamente menos parsimoniosos (p<0.0001)

siendo el árbol nuclear el que preSenta mayor cantidad de caracteres

informativos y mayores valores de “bootstrap” para la mayoría de los grupos.

Los datos isoenzimáticos fueron concordantes. Aunque el árbol

resultante de las similitudes genéticas (NJ) muestra a P.g/ana’u/asaasociada a

P. ve/ufina, e'stas se encuentran muy diferenciadas (el largo de las ramas

brinda una idea de la distancia genética). P. g/andu/osa presenta mayor

similitud genética con las especies Sudamericanas que con la Norteamericana
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P. vell/fina (Figura 3.2). Esta misma asociación se observó también en el

UPC-¡MA(Figura 3.1). La información disponible señala que P. g/ana’u/osa y P.

velar/Thatendrían diferentes origenes.

Finalmente, es posible analizar si las secciones son grupos naturales,

considerando todas las evidencias aquí obtenidas. Las isoenzimas señalaron que

P. argentina, P. repfansy P. kunrzei están bien diferenciadas de las restantes

especies resultando alejadas en los fenogramas. Los cladogramas por el

contrario coincidieron en que P. reprans es una especie ancestral pero la

ubicación de P. argentina y P. kunfzei no fue la misma en los árboles de

organela y núcleo. A primera vista ningunode los dos cladogramas (Tr/¡7'- TrnD

e ITS-1 e ITS -2) reflejan la separación en secciones propuestas por Burkart

(1796). A fin de que la clasificación en secciones concuerde con estas

reconstrucciones fi Iogene’ticas,P. argentina debería pertenecer a Algarobia o

P. Imm‘zeino pertenecer a ella. Cuando P. argentina fue forzada a formar un

grupo hermano con P. kunfzeí sobre los datos de chNA, tal comoaparece en

el árbol de los ITS, el árbol resultante no fue significativamente menos

parsimonioso (p=1). Sin embargo, cuando se probó la hipótesis de que P.

argentina forme un grupo hermano con P. repfans, las diferencias tampoco

resultaron significativas en ningunode los dos árboles (p>0.077 en chNA y

p=0.093 en ITS). Esto sugiere que la posición de P. argenflna debe ser

considerada cuidadosamente y que un número mayor de caracteres deben ser

analizados. Ni las relaciones cladísticas ni las fenéticas obtenidas en este

trabqio reflejan la clasificación en series propuesta por Burkart (1976) en

base a la morfología en concordancia con trabajos previos (Saidman y Vilardi

1987, Ferreyra, 2001, Burghardt ZOOOA).
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Muchas veces existe incongruencia entre los cladogramas obtenidos a

partir de diferentes regiones del genoma y esto no implicaque la historia de

las secuencias moleculares no sea la correcta pues el “árbol de los genes“ no

siempre coincide con el “árbol de las especies“. Sin embargo, la incongruencia

también puede explicarse por causas técnicas y/o biológicas. La incongruencia

técnica (Wendel y Doyle1998) puede estar dada por la porción del genoma que

se elige para estudiar o por el largo de la secuencia que se analiza. En ambos

casos los datos resultan insuficientes y llevana reconstrucciones erróneas. En

el presente estudio, las regiones analizadas han demostrado ser útiles en

estudios filogenéticos de especies relacionadas y el número de caracteres

incluidos es semejante a los empleados en Ia literatura (Smith 2000, Wen

2000, Anderberg ef al 2000, Bayer er al 2000, Richardson ef a/ 2000). Sin

embargo, el número de caracteres informativos brindados por el intergén

resultó mas bajo (10%) que el de los ITS (43%) y como consecuencia, los

valores de soporte de ramas fueron muchomayores en el árbol nuclear que en

elxárbnl.de chNA (Figura 3.8).

Otro factor técnico importante puede ser la calidad de las secuencias

(Clark y Whittam 1992). En particular, cuando se analizan secuencias de

taxones recientemente divergentes suelen elegirse porciones genómicas que

presenten altas tasas de sustitución tal como los intrones o los intergenes.

Estas zonas son ventajosas al proveer caracteres informativos pero, al ser

regiones no codificantes, es difícil registrar errores en los alineamientos ya

que no es posible realizar los controles de alineación que sí pueden realizarse

cuando se trabaja con regiones codificantes (codones). Además, estas zonas

suelen presentar alta frecuencia de inserciones y deleciones (indels) que

dificultan el alineamiento. En cuanto a las secuencias aquí obtenidas, el
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alineamiento de las mismas se realizó sin dificultad a pesar de no ser regiones

codificantes: además, los indels pudieron ser codificados de modo simple

cuando fue necesario.

Por otra parte, la incongruencia por causas biológicas son comunes en la

literatura. Se han encontrado muchos casos de incongruenciaen los resultados

filogenéticos basados en evidencia nuclear y de chNA y estudios mas

profundos en estos grupos de especies indicaron que Ia misma se debía a la

ocurrencia de hibridación e introgresión (Rieserberg y Soltis 1991, Wendel y

Doyle 1998). En Algarobia, se describieron varios ejemplos de hibridación

natural entre especies (Palacios y Bravo 1981, Hunziker ef a/ 1986) y resulta

consistente con la incongruenciaencontrada entre los árboles de los ITS y el

interge'n de chNA. Aunquela hibridación actual pueda modificar el escenario

y llevar a reconstrucciones no reales, es necesario considerar eventos de

hibridación durante el proceso de especiación. Si éste fuera el caso en este

grupo, tal como ha sido planteado previamente por otros autores (Ferreyra

2001), una podría explicar la falta de congruencia entre los árboles de

organela y núcleo entendiendo que cada uno de ellos representa un linaje

diferente, así para las relaciones incongruentes, el árbol de TrnïïTrnD

indícaría la linea materna y el árbol de ITS podría verse afectado por

diferentes procesos que involucren la contribución de ambos progenitores.

Además, las reconstrucciones filogenéticas construidas mediante el método de

máxima parsirnonia pueden verse significativamente distorsionadas cuando la

evoluciónes del tipo reticulada, dado que este método, se basa en relaciones

jerárquicos de descendencia en donde las especies divergen dicotómicamente

sin volver a ponerse en contacto.
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Sin embargo la hibridación no es el único proceso que puede opacar las

reconstrucciones filogenéticas. Si las especies de Prosapís evolucionaronen un

tiempo relativamente corto a partir de un antecesor común que fue

polimórfico para un carácter molecular (por ejemplo el intergén o los ITS), se

espera que las especies incipientes posean diferentes moléculas de la

diversidad existente (Neigel y Avise 1986, Harrrison 1991). Con el tiempo y

siguientes extinciones de los linajes génicos, las poblaciones que descienden

dividirán de manera aleatoria las secuencias nucleares y de organelas

independientemente de la filogenia real de los organismos. Este proceso

estocástico de división de linqjes se conoce como clasificación de linajes ó

“lineage sorting" (LS). Este mecanismo puede afectar tonto a los genes

nucleares comoa los de organela. Existen pocos ejemplos de polimorfismos de

chNA (Mason-Gamer ef al 1995, Levy er al 1996) dada la bqja tasa de

evolución del mismo y aunque para algunos genes nucleares distintos autores

(Gaut y Clegg 1993, Buckler y Holtsford 1996) obtuvieron topologías

consistentes con "LS", en todos los casos se discute la alternativa de

ocurrencia de flujo génica interespecífico dado que este proceso deja señales

sobre la topología de los árboles semejantes a las de otro mecanismotal como

la introgresión. Aunquela comparación de los datos basados en la organela y en

el núcleo ha sido propuesto como un método capaz de identificar hibridación

(Rieserberg y Brunsfeld 1992) es imposibledistinguir inequívocamenteentre la

introgresión y el "LS"basado únicamente en las relaciones filogenéticas.

Por último, también puede observarse incongruencia si la diversificación

de un grupo ocurre en un tiempo corto. La radiación rápida sugiere que una

poblaciónampliamente distribuida ha sido fragmentada en poblaciones aisladas

geográficamente ó que la diversificación ocurrió rápidamente luego del
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surgimiento de una adaptación ecológica o morfológica novedosa (Wendel y

Doer 1998). Esta explicación es consistente con los resultados obtenidos. El

cladograma basado en RFLP(utilizando como sonda regiones codificantes y no

codificantes) permitió diferenciar a las especies P. repfans'y P. kunrzeí y no a

las restantes especies de Algarobia. Es sabido que el genoma de cloroplasto

resulta útil para realizar análisis filogenéticos al permitir hallar polimorfismos

para el largo de los fragmentos de restricción debido al alto nivel de

conservación de secuencias que posee. Sin embargo, no proveen suficiente

variación comopara permitir inferir la filogenia cuando se comparan géneros ó

especies poco diferenciadas (Palmer 1987, Brettin ef al 2000). Para

identificar polimorfismos adicionales se pueden utilizar las zonas mas

variables tales como las regiones no codificantes de chNA que en general

presentan un aumento en la frecuencia de polimorfismos por sustitución de

bases una vez y media mayor que las regiones codificantes (Giellyy Taberlet

1994, Wolfe ef al 1987). De acuerdo con esto, el cladograma basado en la

secuencia del intergén TrnT-TrnDpermitió resolver la policotomía encontrada

a través de RFLP entre la mayor parte de las especies de Algarobia

estudiadas. Por lo tanto, los resultados a nivelde cloroplasto sugerirían que las

especies estudiadas de Algarobiahan especiado recientemente. Si éste fuera

el caso, la gran diferenciación morfológica que presentan las especies podría

interpretarse como una radiación rápida en donde fuerzas evolutivas

diferenciales permitieron el surgimiento de adaptaciones ecológicas y

morfológicas novedosas dando lugar a las especies que se distinguen

actualmente.
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Estudios bioquímicos previos realizados en especies pertenecientes a

las secciones Algarobia, Strombocarpa y Monilicarpamostraron diferencias en

los parámetros genético-poblacionales (Saidman 1985, Saidman y Vilardi 1987,

Burghardt y Palacios 1991,Verga 1995, Julio 2000, Ferreyra 2001, Burghardt

ZOOOA,20008). Aquí una especie de la sección Strombocarpa (P. repfans) fue

estudiada simultáneamente con la única especie de la sección Monilicarpa (P.

argentina) y trece especies de Algarobia utilizando marcadores bioquímicosy

moleculares. Los estudios isoenzimáticos muestran a las especies de Algarobia

estudiadas dentro del rango descripto para otras especies de la sección

(Ñ=O.13-0.28 y P=38-62°/o) aunque P. kunrzeí presenta estimas menores.

Además, las especies de Algarobia muestran valores de heterocigosis media

significativamente diferentes de Monilicarpay de P. repfans, la única especie

estudiada de Strombocarpa. Sin embargo, P. argentina (Monilicarpa) y P.

repfans (Strombocarpa) muestran valores de variabilidadgenética similares.

La diferenciación isoenzimática entre las especies de Algarobia, medida

a través de Ia distancia genética de Nei (1972), fue relativamente bqja con

valores que oscilan entre los de sub o semi especies (Ayala ef a/ 1974, Avise

1975). Dentro de Algarobia, P. kunfze/ es la especie mas diferenciada (0.326)

en concordancia con Burghardt y Palacios (1996). Sin embargo, estos autores

señalan que la diferenciación es semejante a la presentada entre P. argentina

(Monilicarpa) y las restantes especies de Algarobia, hecho que aquí no se

observa (0.52). La similitud genética entre especies de esta sección no se

ajusta a lo esperado en función de las series morfológicas propuestas por

Burkart (1976) (Apéndice 1 pag. 125).
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La diferenciación genética medida a través de isoenzimas entre

poblacionesde P. argentina fue levemente menor a la de las restantes especies

de Algarobia previamente estudiadas (Ferreyra 2001). Comoconsecuencia, el

flujo génico estimado entre sus poblaciones fue mayor. P. argentina

(Monilicarpa)y P. repfans (Strombocarpa) presentan la mayor diferenciación

genética con respecto a las otras especies estudiadas y la distancia genética

entre las especies incluidas de Algarobia y cualquiera de ellas es de la misma

magnitud. Estudios bioquímicos previos (Burghardt y Palacios 1996) avalan la

separación de P. argentina en una sección diferente según los niveles de

aislamientogenético y la presencia de un patrón electroforético característico

con bandas marcadoras. La alta diferenciación entre Strombocarpa y

Algarobia a nivel isoenzimático también fue señalada por Hunziker ef a/ (1996)

y Saidman et a/ (1996); y la mayor parte de las especies de Strombocarpa

están claramente diferenciadas existiendo una buena cantidad de loci

diagnósticos entre ellas. Unicamente P. repfansy P. sfrombu/ífer'a parecerian

no llegar a ser “buenas especies“ (Burkart 1976, Saidman 1985, Burghardt y

Palacios 1996).

En este trabajo se estudiaron mediante RAPD cuatro poblaciones

Norteamericanas de P. g/andu/asa y una población de P. ve/ufina. En

concordancia con resultados isoenzimáticos previas, los niveles de variabilidad

genética resultaron similares a los registrados en las especies Sudamericanas

de Algarobia y en todos los casos las estimas fueron relativamente altas (H:

0151-0215, P: 37.8%-55.6%, A: 1.4-1.7).Losestudios de diferenciación entre

poblaciones de P.g/ana'u/osa, medidos a través del Fs'r, señalaron la ocurrencia

de diferenciación genética y el Nm estimado fue mayor a un migrante por
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generación señalando la ocurrencia de flujo ge’nico entre las poblaciones

coespecíficas.

Cuandose estudiaron las relaciones fenéticas mediante RAPD(Ferreyra

2001), se encontró falta de consistencia con la clasificación morfológica al no

observarse asociaciones de acuerdo a las series al igual que en los estudios

isoenzimáticos. Sin embargo, a diferencia de estos últimos, esta técnica ha

permitido distinguir loci característicos de Secciones (Ramirez er al 1999) y

combinaciones de bandas que permiten identificar a P. ruscifolia, P. alba, P.

myray P. flexuas'a. Por el contrario, no se ha encontrado un patrón diagnóstico

de P. vino/¡llocon los “primers” ensayados (Ferreyra 2001). Aquí las especies

Norteamericanas estudiadas, no pudieron ser distinguidas por los patrones de

bandas y sólo variaron en las frecuencias ale'licas.

Los estudios ¡soenzimáticos y de RAPD permitieron analizar la

estructura poblacional a través de los estadísticos F (Wright 1951) en

poblaciones de P. mpra, P. alba, P. f/exuasa, P. chi/ensis, P. ruscífo/ia, P.

g/andu/asa, P. ve/uflna y P. Viña/¡”0(Saidman 1985, Saidman y Vilardi 1987,

Verga 1995, Julio 2000, Bessega ef a/ 2000A y Bessega ef a/ 20008, Ferreyra

2001). En la mayor parte de los casos, los valores de F15obtenidos erron

positivos y significativos. Estos resultados señalan una tendencia general a un

exceso de homocigotas dentro de las poblacionesque podrían deberse a cierto

nivel de endogamia.

Dado que por mucho tiempo estas especies fueron consideradas de

fecundación cruzada obligada (Burkart 1976, Simpson 1977) la explicación del

exceso de homocigotas observado en algunas especies de Algarobia fue
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analizada a través del estudio del sistema de apareamiento. Simpson en 1977

señaló que las especies pertenecientes a la sección Algarobia son protóginas y

presentan fecundación cruzada obligada. Sin embargo, este punto de vista

contrasta con el presentado por Genisse er a/ (1990) quienes indicaron que las

especies de Algarobia no serían protóginas. Estos autores aceptan que las

mismas presentan fecundación cruzada obligada y que esta caracteristica

estaría determinada por algúnsistema de autoincompatibilidad.

Al igual que en los estudios isoenzimóticos previos (Saidman 1985, 1986,

1988, 1990, 1993, Saidman y Vilardi 1987, 1993, Saidman ef a/ 1997, 19988,

Verga 1995, Keys y Smith 1994), todas las poblaciones estudiadas en el

presente trabajo mostraron exceso de homocigotas para las poblaciones de

semillas hijas (FIso >0) sugiriendo altos niveles de endogamia. Esta endogamia

puede esperarse si existe cierta estructura familiar dentro de las poblaciones,

pero también podria estar provocada por la ocurrencia de cierto nivel de

autofecundación. Esta última posibilidad parece estar apoyada por diferentes

estudios de polinización que mostraron que P.g/andu/asa, PLlaewyafa (Galindo­

Almanza ef a/ 1992) y P. ve/uflna (Keys y Smith 1994) no son totalmente

autoincompatibles.

La importancia relativa de la estructura familiar y la autofecundación

fue medida a través de los parámetros del sistema de apareamiento en P. alba,

P. g/ana'u/osa, P. nigra, P. f/exuasa, P. velar/ha, P. ruscifo/¡a y P. chlïens/s

(Bessega er a/ 2000€). Las estimas de tasa de exogamia (fecundación cruzada)

no variaron según se calcularan a partir de un único locus (rs) o varios

simultáneamente (rm). Entre las diferentes especies fm varió entre 0.72 y 1.

Las estimas obtenidas en el presente trabajo son similares a los valores
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obtenidos por Keys y Smith (1994) para poblaciones de P. ve/ufina. Los rangos

de las estimas de Prasopis son similares también a las estimadas para arbustos

y otros árboles (Prémoli 1996, Doliguezy Joly 1997) así como también en otras

leguminosasentomófilas (Moran ef a/ 1989, Surles er a/ 1990, Godt y Hamrick

1991, Krueger y Knapp 1991, Young y Brown 1998).

Considerando las estimas de este trabajo junto con las de P. ve/ufina

previamente descriptas (Keys y Smith 1994), el valor promedio para fm es de

0.81. Este valor indica que alrededor del 19% de autofecundación puede

ocurrir en todas las especies estudiadas: este valor es compatible con el

exceso de homocigotas observado en la población de semillas hijas. La similitud

observada entre las estimas fmy fs sugieren que el exceso de homocigotas no

se debe a endogamiabiparental.

Sin embargo, el exceso de homocigotas observado no puede explicarse

solamente por autofecundación. Comose indicó en la introducción del capítulo

2, la tasa de autofecundación (S) puede ser estimada por diferencia a partir

de los valores de T (S = 1 - T). Aquí, la tasa de exogamia multilocus ó

fecundación cruzada varió entre 0.28 y 0 siendo el valor promedio 0.15. Cómo

consecuencia, si las poblaciones se encuentran en equilibrio, el coeficiente de

endogamia esperado (F) debido a autofecundación parcial puede estimarse de

acuerdo con la ecuación F = S / (2-5) (Hedrick 1983' pag. 9'4)'y cuando s es

igual a 0.15 el valor de F correspondiente es 0.081. Sin embargo, las estimas

de F15para las especies incluidasen este trabajo variaron entre 0.175 y 0.391

(Tabla 2.6) con un valor promedio de 0.312. La diferencia entre estos dos

valores (0.081 y 0.312) deberían ser atribuidas a subestructura poblacional.

De acuerdo con e'sto y dado que las especies presentan predominantemente
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fecundación cruzada, el exceso de homocigotas observado debe ser atribuido

tanto a estructura poblacionalcomoa la ocurrencia de autofecundación.

El análisis conjunto de las tasas de fecundación cruzada (fm, fs), la

correlación de paternidad por exocruza (rp) y la correlación de fmdentro de

los grupos fraternos (rf) permiten sugerir que la mayor parte de los individuos

dentro de las progenies son hermanos completos y no medio hermanos. Esto

puede ser consecuencia de la autofecundación parcial y la limitada dispersión

del polen que favorece los cruzamientos entre vecinos cercanos resultando en

una estructura familiar importante. La falta de diferenciación entre las

frecuencias alélicas del polen y el óvuloes compatible también con Ia hipótesis

de dispersión de polen limitada. Además, la tasa de fecundación cruzada varía

entre plantas madres, probablemente debido a variación micro-espacial en la

densidad poblacional y/o factores ecológicos. De este modo, las plantas mas

aisladas tendrán tasas de autofecundación mayores que aquellas plantas

ubicadas en parches mas densos.

En condiciones naturales se espera que el nivel de autofecundación

aumente cuando un grupo es autocompatible y cuando la dispersión del polen es

limitada. Esto podría suceder en Prasapis‘ dada la existencia de

autocompatibilidad parcial en algunas especies (Galindo-Almanza ef a/ 1992,

Keys y Smith 1994) y la dispersión del polen por vía entomofílica que

determina que el mismo no pueda normalmente migrar largas distancias

(Genisse er a/ 1990). Otro factor adicional que podría hacer aumentar la

endogamiaen este género es la vía endozoica de dispersión de las semillas.
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En todas las especies aquí estudiadas el coeficiente de endogamia de Ia

población madre (Frsm) fue mucho menor que el de la población hija

correspondiente (F150).Las diferencias observadas entre FISMYF150permiten

sugerir una explicación alternativa para el mantenimiento de la variabilidad

gene'tica en las especies. El cambio aquí observado entre las frecuencias

genotípicas de un estado a otro podria ser determinado selectivamente. Los

cambios en los coeficientes de endogamiaentre muestras adultas y de semillas

pueden ser relacionados con un fenómeno denominado “depresión por

endogamia" (Ritland 1989, 1990). Este fenómeno es común en plantas con flor

(Schemske 1983, Johnston 1992, Hamilton y MitcheI-Odds, 1994, Husband y

Schemske 1995) y los índices de fijación suelen ser buenos indicadores de la

ocurrencia de este mecanismo (Latta y Ritland 1994). Asi, si la población

adulta se encuentra en equilibrio, la estima de F indica la aptitud o “fitness”

de los individuos obtenidos por autofecundación en relación a aquellos

obtenidos por fecundación cruzada (Ritland 1990). Kittelson y Maron (2000)

describieron la ocurrencia de este fenómeno en Luppínus (Fabaceae) al

encontrar que los valores de F no eran significativamente diferentes de cero

y sugirieron la ocurrencia de selección para los heterocigotas o en contra de

los individuos surgidos por autofecundación. Ritland (1989), estudiando los

valores de F para 10 poblaciones de tres géneros de plantas herbáceas,

encontró valores que variaban entre O y 0.84, mientras que para Miirw/us'

gufiafus y M. nasufus los valores estimados erron significativamente

menores a 0.5, el valor necesario para favorecer genes para autofecundación

(Ritland 1990). En Prosa/21's,Keys y Smith (1994) también propusieron que en

una población de P. veluflna las fuerzas selectivas favorecerían a las semillas

heterocigotas y reducirían la proporción de individuos autofecundados en la

población adulta. Sin embargo, para poder aceptar que la selección favorece a
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los individuosde fecundación cruzada en las especies estudiadas de la Sección

Algarobia es necesario suponer la existencia de una condición de equilibrio

para mantener la variabilidad genética a pesar del nivel de autofecundación y

la estructura poblacional.

Otro hecho interesante es que en la mayor parte de las especies de

Algarobia estudiadas no se ha encontrado gran cantidad de loci diagnósticos

isoenzimáticos. Las mismas se diferencian fundamentalmente por variación en

las frecuencias ale'licas (Saidman 1985, Saidman y Vilardi 1987, Bessega ef al

20003, Ferreyra 2001) dando lugar a una alta similitud genética. Esta

observación lleva a preguntarse cómo la alta variabilidad genética es

mantenida en las especies de la Sección Algarobia estudiadas hasta el

momentoy por qué las distancias genéticas entre especies son tan bajas como

las observadas entre poblaciones coespecíficas de otros géneros (Saidman

1985, 1986, 1988, 1990, 1993, Saidman y Vilardi 1987, 1993, Saidman er a/

1997, 19988).

Unaposibilidad podría ser que la similitudgenética entre estas especies

es una consecuencia de la hibridación interespecífica descripta para esta

Sección (Hunziker ef al 1986). Sin embargo, existen evidencias que no apoyan

a este mecanismo como la principal causa de esta alta similitud. Las

poblaciones tetraploides de P. jul/flora estudiadas (Saidman er a/ 1997)"

muestran alta similitud genética con las especies diploides y alopátricas P.‘

ruscífo/Ihy P. caldem’a.En este caso, la hibridación y la introgresión deben ser

descartadas como explicación de la similitud presentada dado que la

distribución geográfica y el nivel de ploidía no permiten ningún intercambio

entre estas especies. Mas aún, estudios de poblaciones argentinas con
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diferente status taxonómico y una amplia distribución geográfica indicaron,

que las estimas de Fsr entre poblaciones coespecíficas alopótricas son mucho

menores que los valores registrados para poblacionesparapátricas/simpátricas

de diferentes especies que hibridan frecuentemente en la naturaleza

(Saidman 19988, Ferreyra 2001). Además, estudios de especies Norte y

Sudamericanas de Algarobia (Bessega 1997, Bessega ef a/ 20003) también

indicaron que la alta similitud entre las especies es independiente de la

capacidad de hibridar. Enese trabajo se encontró que las distancias genéticas

interespecíficas no están correlacionadas con las distancias geográficas. El

análisis de poblaciones de P. g/andu/osa de Texas y de P. ruscifa/¡a y P.

f/exuasa de Argentina mostraron los mismos niveles de diferenciación entre

las especies Sudamericanas y entre éstas con la Norteamericana. Como los

fenómenos de hibridación y de introgresión no podrían ocurrir dado el

aislamiento geográfico, la similitud entre las especies no pudo ser explicada de

acuerdo al flujo génico interespecífico.

Distintos autores han discutido el mecanismode especiación ocurrido en

las especies de Prosopis. Solbrig (1972) enfatizó que las disyunciones

florísticas entre las regiones desérticas de Norte y Sudamérica son

complejas, y probablemente se hayan dado en un largo período de tiempo de

modo que ninguna hipótesis pueden explicarlas completamente. El autor

describe tres formas para explicar la similitud florística encontrada entre

Norte y Sudamérica. El señala que las disyunciones han surgido como

consecuencia de un proceso de dispersión a larga distancia, de una distribución

continua a través de los trópicos ó de una evoluciónparalela convergente.
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En ese trabajo el autor señala que la dispersión a larga distancia es

difícil de probar aunque para e'l, es la forma mas sencilla de explicar Ia

distribución disyunta entre las especies del desierto de Sonora (USA) y

Monte (Argentina). La explicación es simple si no se considera el agente de

dispersión, dado que si se excluye al viento, los animales son los únicos agentes

capaces de llevar las semillas de un subcontinente al otro y el autor discute la

dificultad del transporte por medio de los pájaros. La segunda propuesta

considera una distribución a través de un cinturón tropical entre el desierto

de Sonora (USA) y el Monte (Argentina). Según Solbrig (1972) existe

dificultad para explicar Ia dispersión a través de barreras climáticas y por lo

tanto sugiere que si éste fuera el caso, las áreas secas que existen al abrigo

de las montañas en el lado oeste del continente, debieron funcionar como

estaciones (“stepping stones") para el movimientodesde el Norte hacia el Sur

o viceversa. La explicación alternativa para la distribución disyunta establece

que no es un caso de disyunción sino de evolución convergente. Los que

proponen esta hipótesis (Barbour 1969) establecen que aquellos elementos

tropicales se debieron haber establecido bcu'oselección de climas similares de

las regiones dese'rticas de los diferentes subcontinentes dando lugar a tipos

idénticos. Solbrig (1972) discute el caso de la sección Algarobia, y señala que

las especies menos especializadas se encuentran en las regiones mésicas del

área tropical y subtropical mientras que las mas especializadas están

distribuidas en el Monte (Argentina) y el desierto de Sonora (USA). El señala

que esto va acompañado por el desarrollo de especializaciones morfológicas en

Ia estructura de las hojas y el hábitat. Además, se indica que la convergencia

noes tan grande comopara dudar del diferente origen de las especies de cada

subcontinente. Sin embargo, este proceso podría continuar hasta el punto que

las especies sean idénticas morfológicamente. Si este fuera el caso, y las
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especies parentales se extinguieran la distribución resultante podría

confundirse con un caso de dispersión a larga distancia.

Carman y Mabry (1975), estudiando compuestos fenólicos de P. repfans,

abordaron nuevamente este tema. P. repfans var. ciner'asces habita en USA y

P. repfans var. repfans en Sudamérica. La alta similitud morfológica y química,

encontradas a nivelde fenoles, entre estos dos taxones permitió sugerir que

la disyunciónentre estos dos taxa ocurrió recientemente y sugirieron que éste

representa un ejemplo de introducción a larga distancia probablemente por

transporte mas que por migraciónhacia el Norte.

Dicho trabajo establece que la introducción a larga distancia de P.

repfans en Norteamérica debió ocurrir en un momento diferente al de las

restantes especies de Prosopís sugiriendo que ocurrieron mas de un evento de

inmigración en Norteamérica. Estos autores se basan en que las otras dos

especies Norteamericanas de Strombocarpa, P. pubescens y P. pa/meri son

química y morfológicamente tan diferentes de las mesquites americanas

relacionadas a P. ju/¡f/ora (Algarobia) que indicaron que al menos tres

introducciones del género hacia el Norte debieron ocurrir aclarando que la

dispersión a larga distancia seria un fenómeno frecuente en los grupos que

tienen distribuciones disyuntas.

Allí se señala que el origen ancestral de estas especies podría haber

estado en Sudamérica dónde la mayor parte de las especies ocurren. A'sí, la

dispersión a larga distancia desde Argentina, probablemente dio lugar a la

presencia de P. repfans var. cinerascens en Norteamérica del mismomodo que
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podrían haberse originado todas las demás especies de Prosopís de ese

subcontinente.

Carman y Mabry (1975) discuten el planteo de Solbrig (1972) quién

Sugirió que el género Prasap/s podría haber tenido un origen tropical y que

posteriormente se haya dado la migración y especiación hacia el Norte y el

Sur. Según ellos, este punto de vista podria explicar la presencia de P.palmeri

y P. pubescens (Strombocarpa) y de las restantes especies de la sección

Algarobia Norteamericanas, pero no podria explicar la similitud química y

morfológicaobservada entre las variedades de P. repfans.

Las hipótesis planteadas por Solbrig (1972) pueden ser discutidas en

función de los resultados disponibles para este grupo de especies de

Algarobia. Si el antecesor de las especies de ambos subcontinentes tuvo una

amplia distribución a través de las zonas semi-desérticas que se redujo y se

subdividió, es dificil explicar la falta de diferenciación en las frecuencias

ale’licas isoenzimóticas en los extremos de la distribución, es decir entre P.’

g/ana’u/osa y P. ve/ufina y las especies de Sudamérica estudiadas. Si la

dispersión del polen y de las semillas es limitada, como se discutió

anteriormente, las especies de los extremos de la distribución se deberían

diferenciar de acuerdo al modelo de aislamiento por distancia de Wright

(1946). Otra posibilidad es que el antecesor haya estado distribuido en un

subcontinente y que haya colonizado el otro continente por medio de una

migración trans-trópico como describió Carman y Mabry (1975) para las

variedades de P. repfans. Unproceso de este tipo fue descripto para el género

Larrea. Axelroad (1950) ha señalado que la actual existencia de tipos

australes, tales comoLarrea, en América del Norte, pueden ser explicados por
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migración trans-tropical hacia fines del Cenozoico y que la dispersión a larga

distancia puede haber ocurrido a través de una serie de hábitat semiáridos

intermedios apropiados que sirvieron como estaciones (Raven 1963). Sin

embargo, otros autores propusieron que la migración trans-tropical ha tenido

un origen reciente desde Sud a Norteamérica y que la dispersión ha sido

mediada por aves migratorias (Hunziker ef al 1977, Wells y Hunziker 1977).

Esta última propuesta ha sido apoyada por la reconstrucción filogene'tica

basada en Ia secuencia del gen rbcL (Lia ef a/ 2001).

La ocurrencia de migración trans-trópico desde Sudamérica hacia el

Norte dando lugar a P.g/andu/asay a P. velar/na no requiere que las distancias

genéticas estén correlacionadas con las distancias geográficas, pero el hecho

de que las especies de los diferentes subcontinentes presenten las mismas

variantes ale’licas en frecuencias isoenzimáticas similares, requiere la

ocurrencia de muchos eventos de migración efectivos. De hecho, los

cladogramasobtenidos a partir del intergén de chNA y de los ITS sugieren

que más de un evento de colonización debió ocurrir en la diversifiCación de PQ

g/andu/asa y P. ve/ufina. Si el mecanismo hubiera sido por migración trans­

trópico con estos resultados no es posible inferir el sentido en que dicha

migración sucedió, aunque basado en el número de especies que habitan

actualmente en cada subcontinente, Sudamérica podría ser el centro de origen

de dichas especies.

De acuerdo a la tercera hipótesis planteada por Solbrig (1972) las

especies de ambos subcontinentes podrían presentar las mismas variantes y

frecuencias alélicas por convergencia evolutiva. De acuerdo con esto,

asumiendo que las enzimas podrían ser selectivas, las variantes enzimáticas
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evolucionarían de modo convergente dando lugar a los resultados observados.

Sin embargo los resultados presentados por otros marcadores moleculares

considerados neutros (como Ia secuencias de Tr'nT-Tr'nDe ITS) mostraron Ia

misma Tendencia que las isoenzimas en la cual se observa que todas las

especies de Algarobia aquí estudiadas presentan niveles similares de

divergencia genética independientemente de la ubicación geográfica. Además,

los rasgos morfológicos, que pueden ser considerados selectivos, permiten la

identificación inequívocade estas especies, y si estuviéramos frente a un caso

de convergencia, la diferenciación tendería a desaparecer con el tiempo y

como propuso Solbrig (1972) podríamos confundir el escenario con aquel

presentado por la migracióna larga distancia.

En función de nuestros resultados ningunade las tres hipótesis explican

satisfactoriamente la distribución actual de las especies en ambos

subcontinentes. Sin embargo, los datos obtenidos mediante el análisis

fenético, cladístico y de genética poblacional aportan nueva información para

establecer relaciones de similitud y parentesco así comode la estructura de

las poblaciones naturales y todos estos resultados son importantes para

comprender la evolucióny dinámica de este grupo.

De esta manera, los estudios isoenzimáticos mostraron que P. argentina,

P. reprans y P. kunrzei están bien diferenciadas de las restantes especies

resultando alejadas en los fenogramas. En concordancia, los estudios

cladísticos señalaron que P. repfans es, de las especies aquí estudiadas, la que

divergió en tiempos mas tempranos. Sin embargo, la posición de P. argentina

en los cladogramas debe ser considerada cuidadosamente siendo necesario

analizar un númeromayor de caracteres.
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Dentro de Algarobia, P. kunfzei es la especie mas diferenciada a nivel

isoenzimático y es la única que puede ser distinguida mediante los patrones de

restricción (RFLP)utilizando como sonda chNA. Sin embargo esta tendencia

no se refleja en las secuencias de Tr'nT-TrnDe ITS donde la divergencia de

ésta se encuentra dentro del rango mostrado por las restantes especies.

Ambos cladogramas la ubican en una posición basal señalando que esta especie

ha divergido con anterioridad a las restantes especies de Algarobia incluidas

en el presente trabajo.

Conrespecto a las especies Norteamericanas estudiadas, los resultados

isoenzimáticos señalaron que P. g/andu/asa (USA) presenta mayor similitud

genética con las especies Sudamericanas estudiadas que con P. velar/na (USA),

además ni en el cladograma obtenido a partir del intergén 77'"T-TrnD ni en el

de los ITS ambas especies Norteamericanas resultaron asociadas sugiriendo

para ellas diferentes orígenes.

En concordancia con trabajos previos, ni las relaciones cladísticas ni las

fenéticas obtenidas en este trabajo reflejan la clasificación en series

propuesta por Burkart (1976) en base a la morfología.

Los resultados isoenzimáticos señalaron a P. vina/¡l/oasociada a P. alba,

aunque ni los datos del intergén ni los de ITS apoyaron dicha relación. Por el

contrario, cuando dicha asociación fue forzada sobre los cladogramas ambos

resultaron significativamente menos parsimoniosos. P. ruscífo/¡a resultó

asociada a P. w'na/¡l/oen el cladograma basado en ITS.
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Además del enfoque evolutivo, el conocimiento de la estructura

poblacional resulta sumamente interesante cuando la finalidad es la

explotación racional de los algarrobos. La variabilidad genética en las especies

Norteamericanas medida a través de isoenzimas y RAPDresultó similar a las

estimas registrados por Ferreyra (2001) en especies Sudamericanas de

Algarobia y en todos los casos las estimas fueron relativamente altas. Además,

las especies de Algarobia muestran valores significativamente mayores de

heterocigosis que los descriptos para Monilicarpa y P. reprans', la única

especie estudiada de Strombocarpa. Sin embargo, P. argentina (Monilicarpa)

muestra valores de variabilidad genética similares a los de P. repfans

(Strombocarpa).

Los estudios isoenzimáticos permitieron analizar la estructura

poblacionala través de los estadísticos F y en la mayor parte de las especies

estudiadas de Algarobia, mostraron una tendencia general al exceso de

homocigotas. Dicho exceso de homocigotas pudo ser explicado por la

ocurrencia de endogamia y estructura poblacional. Las estimas de tasa de

exogamia (fecundación cruzada) indicaron que alrededor del 15% de

autofecundación puede ocurrir en las poblaciones aquí estudiadas y la similitud

observada entre las estimas fm y fs sugirieron que no ocurre endogamia

biparental. Además el análisis conjunto de las tasas de fecundación cruzada

(rm, rs), la correlación de paternidad por exocruza (rp) y la correlación de fm

dentro de los grupos fraternos (rr) permitieron sugerir que la mayor parte de

los individuos dentro de las progenies son hermanos completos y que existe

variaciónen la tasa de fecundación cruzada entre plantas madres.
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Los resultados presentados contribuyen a ampliar la información que se

tiene acerca de los parámetros poblacionales y las complejas relaciones

evolutivas entre las especies de Prasopis abriendo a la vez nuevos

interrogantes que alientan a continuar con esta investigación. La incorporación

de un númeromayor de especies y de nuevosdiseños experimentales permitirá

profundizar aún mas el conocimiento de este género. De esta manera, toda la

información podrá ser utilizada en un futuro para la explotación racional de

este recurso y para el emprendimiento de planes de mejoramiento para

características heredables de interés.
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Clasificación Del Género Prasop/s Basada En Caracteres Morfológicos
(Burkarf 1976)

Prosopís sed. PROSOPIS
1 - P. ciner'ar'ía
2 - P. farcfa
3 - P. koe/z/ana

Prasapis secf. ANONYCHIUM
4 - P. africana

Prosapis secf. STROMBOCARPA
Ser. S‘rr'ombocarpae

5- P. sframbu/¡fer'a (var. sfrombu/¡fera, var. ruiz/ana)
6- P. repfans (var. repfans, var. cr'ner'ascens)
7- P. abbr'eviafa

8- P. farm/ara
9- P.pubescens
10- P.pa/meri
11- P. burkar'fií

. Cavenicarpae
12- P. ferox

13- P. rama/"ago
Prasapis secf. MONILICARPA

14- P. argentina
Prosapís sec'r. ALGAROBIA
Ser. Serican‘rhae

15- P. sericanfha
16- P. kum‘zei
. Ruscifoliae
17- P. ruscifa/¡a

18- P. fiebr/gii
19- P. w'na/¡l/o

20- P.has/eri (var. bass/eri, var. myroides)
Ser. Denudans

21- P. denua’ans (var. denua’ans, var. paragom'ca,_var. srenocarpa)
22- P. ruiz/ea/i
23- P. casfe/lanosi/

24- P. ca/¡ngasfana
Ser. Humiles

25- P. bum/71's

26- P. rojasiana

Se1

(n (V1



5er. Pallidae

Se.3

27'- P. rubríf/ora
28- R campesm's
29- P.pal/¡da
30- P. uff/MS"
31- P. arficu/afa
32- P. e/afa

33- P. famau/Ipana
Chilenszs

34- P. chi/ensi5'(.var. chilenas, var. riojana, var. cafamar'cana)
35- P.jg/¡f/ar’aímr. ju/if/ar'm var; ¡ne/ms: var. har'r'ida)
36- P. mgra (var. "gra, var. mganesí, var. lazy/571m):
37- P. ca/dem'a‘

38- P. hey/gara (var. laewgafa,‘var. andica/a)
39- P. f/exuasa (forma subinermis’)
40- P.g/andu/asaüar; g/ana‘u/asv,var; farreyam,‘ var; prasfr'afa)
41- P. a/pafaca'
42- P. alba (var. alba,.var. pam‘a).
43- P. ve/ufina

44- P.pugíonara



A. Esfimas De Variabilidad Genética
Número omedio de alelos r locus A
A =N° de alelos encontrados

Total de loci analizados

Porcentgie de loci Elimórfico (P)
P =.N°'de loci mlimórficos
N°"de' loci.analizados

Enel presente Trabajo un locus fue considerado polimórfico cuando la frecuencia del alelo mas
común es igual o menor a 95%

Heteroci sis media es rada r locus H
I'soenzimas

H--=1/1.za- z, pija)
L: N° de Iocianalizados Pij: frecuencia del alelo i-ésimo del Iocus j-ésimo
0<H<I
RAPD

Hi = l/L z (‘HJ(_i)‘)
HJÜ) :2!!! = 24 10)(14110))
p: frec. aielo marcador, q: frec. alelo nuloy X=qz X = frecuencia de individuos sin banda

B. Estimaciones De Indices De Fijación
Los índices de fijación pueden ser definidos en función de las diferencias
observadas y esperadas de heterocigoias (Nei 1977)

Fn- Expresa las desviaciones de las subpoblaciones con respecto a la panmixia
FIr =Hr H5/Hr

F15Mide el grado de endogamia dentro de cada población
FIS -' H5 - Ha /Hs’

F's'rMide divergencia entre poblaciones
EST: Hr- HS/Hr

Hs: Heterocigosis esperada promedio por población; HT: Heferocigosis esperada en Ia
población total suponiendo apareamien‘ro al azar y ausencia de subdivisión; Ho: Heterocigosis
observada promedio

La relación entre los índices es: (I-Frr)= (I-Frsjfl-Fsr)
La significación estadística de los valores de F15se calculó por el estadístico 12 de acuerdo a
la fórmula de Li y Horvifz (1953): xa = N fisz (k-l) dónde N es el número Total de individuos
analizados y k: es el número de alelos en el locus.
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C. Estimas De Sistema De Apareamiento
Para estimar los parámetros de sistema de aparcamiento se utilizó el
programa MLTR (Dr. Kermit Ritland, Department of Forest Sciences,
University of British Columbia). Se utilizaron solamente aquellos loci que
pudieron ser estudiados simultáneamente en el mismo individuo para calcular
los siguientes parámetros:
finiTa'sa de exogamia multilocus
fsTasa de exogamia promedio para loci individuales
rfCorrelación de tm dentro de losgrupos fraternos
rp Correlaciónde paternidad por exocruza

El modelo de apareamiento mixto supone segregación independiente de los
alelos de los diferentes loci. Se probó la falta de asociación entre los
genotipos de los diferentes loci y se utilizó como evidencia la segregación
independiente de los mismos que fue probada utilizando el programa GENEPOP
(Raymondy Rousset, 1995). El método crea tablas de contingencia para todos
los pares de loci en cada población y luego realiza un test de probabilidad
(Test exacto de Fisher) para cada tabla utilizando una cadena de Markov. Las
estimas de frecuencias alélicas para polen y óvulose compararon por medio de
tablas de contingencia utilizando el test Chi cuadrado de Pearson.

Sister“ Isoenziméficcs, , ,.

Peroxidas . Emus]

Superóxidadismutasa ‘
Iififidfifiïfiá® nmdgï?
Shiki’mico dehidrogenasa

x
‘Aminopeptidasas

PrimersUtilizados

7
BFG? 51 AGATGCAGCC
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F. Ligamiento Entre Bandas.
El ligamiento entre loci RAPDfue estimado utilizando el programa RAPDLDdel
paquete RAPD(Black IV, 1996). Este programa utiliza el me'todo propuesto por
Otha (1982) donde la varianza total de desequilibrio de la muestra es dividida
en dos componente. Los mismos miden Ia proporción de la varianza que ocurre
dentro y entre poblaciones respectivamente. El primer componente (dentro) es
una medida de la proporción de Ia varianza total de desequilibrio debida a
epistasis, el segundo componente (entre) es una medida de la proporción de la
varianza total que se debe a efecto Wahlund o deriva genética entre las
poblaciones. La suma de estos componentes mide la varianza total de
desequilibrio en la muestra total.

G. Estimación De Frecuencias Alélicas

Para los datos isoenzimáticos, se identificaron los posibles loci y alelos y se
calcularon las frecuencias alélicas y genotípicas utilizando el programa
BIOSYS 1.7 (Swofford y Selander, 1981). Las frecuencias ale'licas en los loci
con alelos nulos se calcularon a partir de la raíz cuadrada de la frecuencia de
los genotipos homocigotas recesivos.

Para los datos RAPD,se construyó una matriz de presencia y ausencia de
bandas que fue corrida con el programa RAPDBIOs del paquete RAPD(Black
IV, 1996) que prepara el archivo de entrada para ser corrido en el BIOSYS
1.7. Las frecuencias alélicas fueron obtenidas asumiendo equilibrio Hardy­
Weinberg para una especie diploide de reproducción sexual y se estimaron
aplicando la corrección propuesta por Lynchy Milligan(1994).

H. Estimación Indirecta De Flujo Génico
Wright (1931) introdujo un modelo simple de estructura poblacional, llamado
modelo de islas, que predice la relación entre el número de migrantes que una
población recibe por generación y el F511.Bajo los supuestos de dicho modelo,
el flujo génico (Nm)puede ser estimado a partir de la siguiente ecuación:

NmE 1- Fst
4Fst

I. Significación De F5r
El nivel de significación de los Fsr fue evaluado mediante el análisis de
heterogeneidad a través de tablas de contingencia entre poblaciones tal como
ha sido sugerido por Nei y Chesser (1983) utilizando el subprograma HETSQ
del BIOSYS 1.7 (Swofford y Selander, 1981).
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J. Test de Mante!

Las matrices de Fsr obtenidas por cada metodología fueron comparadas. Este
análisis fue realizado mediante el Test de Mantel (1967) utilizando el
subprograma ISOLDE del programa GENEPOP(Raymond y Rousset, 1995). El
principio del test se basa en un remuestreo por el cual se permutan líneas o
columnas de las matrices. El programa computacional utiliza para evaluar las
correlaciones el método de “correlación de rangos sin aproximaciones". La
hipótesis nula (Ho) es Ia independencia entre las dos matrices y la misma es
rechazada cuando la proporción de permutaciones que generan una correlación
mayor que la observada entre las matrices originales es menor a 0.05.

K. Análisis De Componentes De Varianza
Para comprobar si los niveles de variabilidad genética difieren
significativamente entre poblaciones, especies y secciones se realizó un
análisis de componentes de varianza utilizando el programa STATISTICA
(StatSoft Inc. 1995). Para ello se transformaron los valores de heterocigosis
de todos los Ioci isoenzimáticos estudiados como el arcoseno de Ia raíz de H y
se normalizaron a varianza 1y media 0.

L. Identidad y Distancia Genética (Nei 1972)
L K

zz-(piix-piiy)
In: J I

JZJZKPJiXYZJZXPJiy)?

L: N9 de Loci, K: n° de alelos para un Iocus
py. y pm: frecuencias alélicas del locusj en las poblaciones x e y.

D: 'Il’l In

M. Índices de Consistencia y de Retención (Farris 1989)
Unavez obtenido el árbol a partir de un “set” de datos es necesario describir
el ajuste de los datos a los árboles obtenidos. Esto se hace a través de índices
que expresan el grado de homoplasia requerida para explicar la variación
observada. Los índices se calculan para cada carácter y para todos los
caracteres de manera conjunta dando una idea global del ajuste de los datos al
árbol. El índice global mas utilizado es el índice de consistencia (Kludge y
Farris 1969). El mismo ha sido definido como C=Xml2s donde m es el número
mínimode transiciones de estado que cada carácter puede mostrar en un árbol
y s es el número de cambios requerido por cada carácter en el árbol que se
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evalúa. Si los valores C van a ser comparados entre árboles, es conveniente
excluir los caracteres no informativos ya que este índice suele verse
influenciado. Otros índices muy utilizados son el índice de retención (R) y el
índice de consistencia rescalado (RC)dónde R = Z (q-s)/(g-m) (Farris 1989)
siendo g el númeromáximode transiciones que puede presentar cada carácter
en un árbol. EI índice de retención indica que proporción de las sinapomorfías
aparentes pueden ser aceptadas comoverdaderas sinapomorfías, es decir sin
considerar aquellas que son atribuidas a la homoplasia. Valores de r=1 indican
ausencia de homoplasia y r=0 indican que todas las sinapomorfías se deben a
ocurrencia de homoplasia. RCpuede ser estimado como el producto entre C y
R.

N. Codificación De Indels

Todos los indels que tenían diferentes extremos 5' y/o 3' fueron codificados
comocaracteres que se adicionaron a la matriz de datos cuyosestados fueron
presencia y ausencia siguiendo el método simple de codificación descripto por
Simmonsy Ochoterena (2000). Cuandoun "gap" de una secuencia correspondía
a una parte de otro indel mayor, el mismo fue considerado inaplicable y
excluido de la matriz básica de datos (Apéndice 4 pag. 150).

Ñ. Test De Parsimonia Significativamente Menor (SLPT)
Para estimar si los datos disponibles proveen un soporte significativamente
menor para una topología alternativa en comparación con el árbol mas
parsimonioso se utilizó el test de signos-rangos de dos colas de Wilcoxon
(Wilcoxon er a/ 1970) como sugiere Templeton (1983). Las topologías
alternativas fueron establecidas utilizando los comandos CONSTRAINTS y
ENFORCE del programa PAUP (Swofford 1998) y mediante la búsqueda
(Branch and Bound) se obtuvieron los árboles mas parsimoniosos para cada
caso. El número de pasos requerido por cada árbol (en donde ciertos grupos
eran forzados), fue comparado con el número de pasos del árbol mas
parsimonioso en donde ningúngrupo era establecido a priori.
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La composiciónde las soluciones utilizadas se describen en la página 138.

A- Electroforesis De Isoenzimas
Se realizó a partir de cotiledones germinados siete días para todos los
sistemas excepto para ADHque se utilizaron semillas remojadas por 24 hrs.
aproximadamente. Se extrajeron las proteínas de los cotiledones al aplastar
los mismos con Buffer de Extracción Isoenzimas en placas de toque. Se
utilizaron papeles Whattman que fueron mojados en estos homogenatos y
sembrados en geles al 5 ó 7°/ode acrilamida-bisacrilamida y corridos por 4 hrs.
a 100 volts con diferentes Buffers para cada sistema. Cada uno de ellos fue
teñido diferencialmente siguiendo descripciones previas (Saidman 1985,
Bessega 1997, Julio 2000, Ferreyra 2001). Las recetas para cada sistema se
resumen a continuación.

Receta para cada sistema isoenzimático

ï mamita :‘-0i01-6Mm..ó'cítlrïcé 0-0319"Fast“??? Sali-p.901’oiïzvBr»;
* a -‘¿sopera-Tag,oigiaMïAcidqcítrico“.J Minuta; j ",plrió47.37€;. p _ _ Walkman“ dadH_ y}

¿emm ‘s¿,o:a'1siyi¿aduanas a . 9.o g ,. jaj; 2.0;01‘135,gema-"opa:f-"gv
- * “69936101.Tms.'Q-016M:Ac¡dó¿canada - ,PMsgi-QOZeñï.50;túl9TniááHCt’r

wa1_:9.40.13.. :.- er»­
“ Q;13.-MïTris;Ó.043M¿lg-cidocima ° ima, -:1¿_miyátaiiqi“1902;;';25*¿mïl;;..aguja‘

,
rMamma?“ a .
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Buffer, (g-¿)”-.Buffer Corrida(e) 7 'Tincián'yïremlado

Ski). g; 1'Á21agua destilada * ” Y,0.01'ngADPfi0L01ng MIT; 04,01gq M5,;
¿ v ’ ’ ‘ . (1005 gp "ideyazmg, 9,03;)gr» ¿qdo

r'sh'ikíimicoen .30 :mlïde TriS-HCIV'QJM pH?
7 enos’curidada37°C Ijho‘

, A; 0.043!“Acidocítrico,

3 0-03 sr .Fas'r BlackïK¿ultfüoá gr Fast
Y Y w , saltïen“50-Jml;desol.Z'Ïócida

" .VAQOQASÏMtrigo-om; Acido cítrico ' g" mdleico..(19,6951!) y“1;0,mi de‘sol. NdOH
B; ÓZZMWAcidoBárico, 0,011M'Hidróxido (IZBQNÜK-Ofl? gr "de leucyl fl-LB­
de Litio}, v‘ ¿V v r xna'f‘tila'mída,disueltaen'ímetqñoi (10ml);
v Ï . = ' v Revelora 379Cen oscuridad por Zhoras.

AMR, gama; _. .0

B- Amplificación AI Azar De ADN Polimórfico (RAPD)
Una vez extraído el ADN (parte C de este mismo Apéndice) el mismo fue
cuantifime en gel de agarosa al 0.8%. La reacción se llevó o cabo en un
volumen final de 50 ul. La mezcla de reacción contenía: 30-80 ng de ADN,
100ml“ de cada dNTP, 60 ng de "primer" arbitrario (PROMEGA),Buffer 1Xde
Taq-polimerasa, ZmM de Cleg y 0.5 u de Taq-polimerasa. La mezcla de
reacción se la colocóen termociclador Techne-Genee programado del siguiente
mado: un ciclo de 1 min a 94°C, 40 ciclos de 1min a 92°C, 2 min a 36°C, 2 min a

72°C y un ciclo de extensión final de 6 min a 72°C. Los productos de PCR
fueron visualizados luego de la correspondiente electroforesis en gel de
agarosa al 1.4%y tinción con bromuro de etidio en transiluminador UV.

C- Extracción De ADN

El protocolo utilizado es una modificación del descripto por Dellaporta ef a/
(1983),
I-Moler los cotiledones en mortero utilizando aire líquido
Z-Pasar el material molidoa un tubo ependorf
3—Colocar500 ul de Buffer de Extracción Ay 35 ul de SDS 20%
4-Incubar a 55°Cdurante 10minutos

5-Agregar 175 ul de Acetato de K5M pH 5.2 y mezclar por inversión
6-Incubar en hielo durante 20 minutos

7LC‘entrifugardurante 10 minutos a 13000 rpm.
8-Tomar el sobrenadante y agregar 500 ul de fenol: cloroformozisoamílico
(25: 24: 1)
9-Cent‘ri-f‘ugar5 minutos a 13000 rpm.
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lO-Tomar la fase superior y colocarla en nuevos tubos.
ll-Agregar 50 pl de Acetato de Na 5M pH 5.2 y 1000 ul de etanol 100°/o
lZ-Incubar toda Ia noche a -20°C

lB-Centrifugar 10 minutos a 13000 rpm.
I4-Lavar con etanol 70°/oy dejar secar
lB-Resuspender en 100 mlde agua destilada estéril
16-Agregar 10mlde ARNasa e incubar 1 hora a 37°C
17-Conservar las muestras a -20°C hasta el momento de su utilización

D- Polimorfismo Para El Largo De Los Fragmentos De Restricción (RFLP)
Transformación con los clones de ADN d_e_cloroplasto de N/coflana fabacum
Se disponía de 40 plásmidos que contenían insertos de diferentes tamaños
cubriendo la totalidad del cloroplasto de Nicafiana fabacum que fueron
donados gentilmente por Dr. J. J. Doyle (Cornell University, Ithaca, USA).
Para este estudio se eligieron 6 clones que representan alrededor del 17.5­
23°/odel cloroplasto e incluye una porción de la copia única menor (SSC) y una
porción de la región repetida invertida (IR) llamadas sonda A y B
respectivamente (pag. 81).

Las células competentes J M109 (PROMEGA) fueron transformadas por
tratamiento térmico de acuerdo al siguiente protocolo (Maniatis ef al 1982).
1-Incubar las células en hielo durante 30 minutos. Agregar 10 a 200 ng de
DNA.

2-Pasarlas rápidamente a un baño térmico a 42° durante dos minutos y luego a
hielo durante un minuto.

3-Aïiadir 2 mlde LBy agitar durante 1 hr. a 37°C
4-Plaquear las células en placas con LBy antibiótico (Ampicilina)y dejar toda
la noche a 37°C.

5-Dado que el plásmido posee el gen de resistencia a Ampicilina,solo crecerán
aquellas bacterias que contengan el plásmido y por como consecuencia el
inserto.

Extracción de ADNplasmídico
l-Repicar las colonias crecidas en las placas y ponerlas a crecer en medio
liquido (10 ml) a 37°C toda la noche.
Z-Centrifugar el medio líquido con las bacterias crecidas en dos tubos
ependorf hasta completar el volumentotal.
3-Resuspender en 200ml de Solución I y una punta de espátula de Iisozima.
4-Incubar 10minutosa temperatura ambiente
5-Agregar 400ml de soluciónII.



ó-Incubar 5 minutos en hielo.

7-Agregar 300 mlde soluciónIII y agitar por inversión
8- Centrifugar 15 minutos a 13000 rpm
9-Tomar 800 ml de sobrenadante en un nuevo tubo y agregar 600 ml de
isopropanol
10- Centrifugar 15minutos a 13000rpm
II-Lavar con etanol 80%, dejar secar y resuspender en TE
12-Tratar con RNAsa

13-Extraer el ADN plasmídico una vez con fenol y otra con fenol­
cloroformozisoamílico (25:2421)
14-Precipitar el ADNcon solución III y dos volúmenesde etanol 100%
15-Incubar a -20°C durante 30 minutos

16.-Centrifugar 15 minutos a 13000rpm
17- Lavar conetanol 80%, dejar secar y resuspender en agua destilada estéril.

Marcación no radioactiva de la sonda

Previamente a la marcación de la sonda, se digirieron los plósmidos con las
enzimas de restricción que correspondían en cada caso y se corrieron en gel de
agarosa al 0.8%. Se purificaron los fragmentos de interés utilizando kit
QUIAQUICKgel siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para la marcación se utilizó kit "DIG DNA labelling" (Boheringer Mannheim)
que incorpora los nucleótidos marcados con digoxigenina mediante el método
“random priming" utilizando “primers” al azar para unirse al ADN molde. La
enzima que incorpora la marca es la ADN polimerasa Klenow.
Lamezcla de reacción contiene:

Entre 10 ng y 3 ug de ADN desnaturalizado a 100°C por 10 minutos, 2 ul de
mezcla de hexanucleótidos (10X), 2 pl de dNTP marcados (10X), 2 ul de
Buffer de enzima (10X), 1 ul de enzima Klenowy cantidad suficiente de agua
destilada estéril para un volumenfinal de 20 u l.
La mezla de reacción es incubada a 37°C durante toda la noche y guardada a
-20°C hasta el momento de su utilización.

Digestión con enzimas de restricción
Se utilizaron 10 enzimas de restricción (PROMEGA)que reconocen secuencias
de cuatro y seis pares de bases. Para la digestión se colocó: 30 pl de ADN
genómico (entre 500 ng y 1 ug) , 5 ul de Buffer de enzima (10X), 5 ul de
suero de albúmina bovina (10 mg/ml), 1 pl de enzima (1U/ p l), 9 pl de agua
destilada estéril. La reacción se llevaa cabo a 37°C durante toda la noche.
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Corrida en geles de agarosa del ADNpreviamente digerido
El ADNdigerido se corrió en geles de agarosa entre el 0.7 y 1.4%en Buffer
TAE 1X pH 8 durante seis horas. En todos los casos se sembró fago Iambda
digerido con Hind III y EcoRI (PROMEGA)comomarcador de peso molecular.

Transferencia

Al ADN genómico digerido fue transferido a membranas de nylon
(GeneScreen) de acuerdo al método de Southern (1975).
l-Colocar el gel en solución desnaturalizante durante 45 minutos a
temperatura ambiente con agitación
Z-Descartar' Ia solución desnaturalizante y agregar solución neutralizante
durante 20 minutos

3-Descartar la solución neutralizante y agregar nueva solución durante 20
minutos más.

4-Preparar el sistema de transferencia colocandoun soporte de acrílico con
papel Whattman 2MMen contacto con solución 10X SSC.
5-Colocar el gel sobre el papel Whattman de modo que no queden burbujas.
6-Colocar sobre el gel la membrana de nylon previamente humedecida en
solución neutralizante de modoque no queden burbujas.
7-Colocar sobre la membrana dos papeles Whattman y un taco de papel
absorbente seco de 3 cm de alto y un peso de aproximadamente un kilo.
8-Dejar durante toda la noche para que ocurra la transferencia
9-Desmontar el sistema y humedecer la membrana en solución 2X SSC
lO-Dejar secar la membrana y fijar el ADNen transiluminador UVdurante 2
minutos

Hibridación y detección
La hibridación se realizó siguiendo el protocolo descripto en Maniatis ef al
(1982).
I-Introducir la membrana en un tubo de hibridación y colocar 20 ml de
soluciónde pre-hibridación.
ZéIncubar-durante 2 hrs. a 55°C

3-Reemplazar la solución de pre-hibridación por solución de hibridación que
contiene la sonda (5 a 25 ng /ml) previamente desnaturalizada.
4- Incubar toda la noche a 55°C

5-Realizar lavados de 15 minutos cada uno a la misma temperatura con las
soluciones a (2X SSC, 0.1% SDS), b (1X SSC, O.1°/oSDS) y c (0.5X SSC, 0.1 °/o
SDS).
6-Enjuagar la membrana con Buffer I e incubarla durante media hora con
Buffer II a temperatura ambiente.



Apéndice 3

7-Lavar con Buffer I e incubar con solución de anticuerpo anti-DIG
(Boheringer Mannheim) durante media hora a temperatura ambiente con
agitación.
8- Descartar solución de anticuerpo y realizar dos lavados de media hora con
Buffer I a temperatura ambiente.
Añadir 20 ml de solución de color (Boheringer Mannheim)y conservar hasta la
visualización de las bandas.

E-Amplificación De Fragmentos De ADN Específicos Para Su Posterior
Secuenciación.

La PCRse realizó en un volumen final de 50 ul y la mezcla de reacción contenía
10 ng de ADNmolde, 0.25 um de cada “primer”, 1 ul de un stock 10 mMde cada
dNTP, lmM (4 ul de 25 mM)Cleg, 5 ul de Buffer de Taq-polimerasa (10X) y
0.25 u de Taq-polimerasa (Promega). A continuación se presentan los “primers”
universales utilizados para amplificar el intergén TrnT-TrnD y los
espaciadores internos transcriptos del ADNribosómico (ITS-1 e ITS-2). Para
estudiar ambos ITS se amplificó una única región que incluía el ITS-1, el gen
ribosómico 5.85 y el ITS-2. El "primer" Q1 se une a la región 3' del gen
ribasómica 185 y Q2 al extremo 5' del gen 265.

rmregrma Tr‘nT'5‘ACCAATTGAACTACAATCCC‘B' . Demesure ef al (1995)
.. ' » TrnD 5' CTA CCACTG AGT TAA AAG 66 3' .

La reacción se realizó en un termociclador Techne-Genee programado del
siguiente modo: 1 ciclo para desnaturalizar el ADN de 6 minutos a 94°C, 35
ciclos de 30 segundos a 94°C: 1minuto a 54°C para el intergén ó 50°C para los
ITS y 2 minutos a 72°C. Por último un ciclo final de extensión de 10 minutos a
72°C

Corrida en gell obtención del fragmentol purificación y secuenciación.
Las amplificaciones fueron chequeadas en geles de agarosa al 1% y los
productos de PCR fueron purificados con el kit QUIAQUICK gel clean. Se
realizaron varias repeticiones de la misma amplificación de modo de poder
concentrar la muestra de interés para su posterior secuenciación. Los
productos de PCR fueron secuenciados utilizando protocolos standards de
secuenciación (dye terminator/dye primer) utilizando secuenciador automático
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PE BioSys’rems 377 por la empresa ANA-GEN Technologies, Inc. (Palo Alto,
CA,USA:hfipJ/wwwnna-gencom)

Composmión de ¡as solucnones u’rihzadas
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A-Frecuencias AléIicas En Las Poblaciones Esfudiadas (Isoenzimas).

P. arTU
P. re HE

(N)
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130

1.000

1.000

1.000

.927

.000

.000

.000

.000

.01 5

.000

.120
1.000

1.000

124

.000

.000

133 129

1.000

1.000

(N)

1.000

214

.016

1.000



Skd-1

(N) 124 122 119 117
P.ruHe 66 .152 .343 .000 .000

P.ruSA 55 .073 .927 .000 .000

P.ruRi 59 .076 .924 .000 .000

P.ruPi 102 .142 .234 .574 .000

p.aICH 50 .060 .940 .000 .000
P.aITR 34 .113 .363 .015 .000

P.aILM 49 .214 .736 .000 .000

P.aISU 70 .314 .643 .043 .000

P.aIIC 47 .245 .755 .000 .000

P.aIBU 66 .144 .561 .295 .000

P.aICU 93 .107 .352 .041 .000

P.chiPA 16 .750 .031 .219 .000

P.chiBE 23 .393 .236 .321 .000

P. chiTA 24 .729 .229 .042 .000

P.chiLH 34 .333 .103 .059 .000

P.n¡HC 61 .352 .549 .093 .000

P.niLM 43 .729 .240 .031 .000

P.flLA 43 .333 .594 .073 .000

P.flQU 46 .000 .537 .207 .207

P.vi7A 72 .039 .363 .063 .000

P.gIWE 43 .093 .651 .256 .000

P.gILC 42 .190 .429 .331 .000

P.gIBC 44 .250 .659 .091 .000

P.gIFC 36 .167 .750 .033 .000
P.veSR 32 .531 .469 .000 .000

P.kuTA 50 .000 1.000 .000 .000

P.arTl 47 .ooo .237 .521 .191

P.arTU 47 .000 .160 .649 .191

P. re HE 4o .000 1.000 .000 .000
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un
(N) 175 170 163 160 166 164 162 160

P.IuHe 63 .0'5'0 .421 579 .000 000 .000 .000 .000
PruSA 22 .ooo .566 .432 .000 ooo .000 .000 .000
P.ruR¡ 55 .000 .391 .609 .000 .000 .000 .000 .000
P ruPi 97 ooo .619 .366 .015 .000 .000 .000 .000

p eICH 45 1 ooo .000 .ooo .000 .000 .000 .ooo .ooo
P aITR 40 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.6ILM 34 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .ooo
P.aISU 57 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.aI/C 65 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.aIBU 70 .093 .666 .021 .000 .000 .ooo .000 .000
P. aICU 106 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.chiPA 31 .256 .677 .065 .000 .000 .000 .000 .000
PchíBE 47 .466 .404 .126 .000 .000 .000 .ooo .000
P.chiTA 25 .960 .040 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.chiLH 46 .772 226 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.niHC 65 .012 .176 .762 .029 .000 .000 .000 .000
P.niLM 37 .000 .257 .743 .000 .000 .000 .000 .000
P.flLA 4o .063 .100 .613 .025 .000 .000 .000 .ooo
P.flQU 95 .005 .116 .656 .021 .000 .000 .000 .000
P.vi7A 69 .264 .652 .064 .000 .000 .000 .000 .000

P.gIWE 56 .054 .920 .027 .000 .000 .000 .000 .000
P.gILC 47 .043 .626 .330 .000 .000 .000 .000 .ooo
P gIBC 43 .364 593 .023 .000 .000 .000 .000 .000
P.gIFC 45 .211 .611 .176 .000 .000 .000 .000 .000
P.veSR 42 .633 .167 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.kuTA 50 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 1.000
P.arTl 47 .000 .000 1.000 .000 .ooo .000 .000 .000
P.arTU 47 .000 .000 1.000 .000 .000 .000 .000 .000
P. re HE 29 .000 .000 .000 .000 .224 .446 .326 .000

m2
N 243 24o 226 245

P.IuH6 63 .000 .000 1.000 .000
P.ruSA 22 .000 .000 1.000 .000
P.ruRi 55 .000 .000 1 000 .000
P.ruPi 97 .ooo .ooo 1.000 .000

p.aICH 45 1.000 .000 .000 .000
P.aITR 36 1.000 .000 .000 .000
P.aILM 34 1 000 .000 000 .000
P.aISU 57 1.000 .000 .000 .000
P.6IIC 65 1.000 .000 .000 .000
P.alBU 70 1.000 .000 .000 .000
P.aICU 106 .661 .139 .000 .000
P.chiPA 34 000 .632 366 .000
P.chiBE 23 067 .761 .152 .000
P.chiTA 46 000 .663 337 .000
P.chiLH 34 000 .632 366 .000
P.niHC 60 000 .000 1 000 .000
P.niLM 37 ooo .000 1 ooo .000
P. flLA 40 1 ooo .000 ooo .000
P.nou 96 1 000 .000 000 .000
P. vi7A 60 1 000 .000 000 .000

P.gIWE 56 000 .000 1 000 .000
P.gILC 36 ooo .000 1 ooo .ooo

P.gIBC 44 .000 .000 1.000 .000
P.gIFC 46 .000 .000 1 000 .000
P.veSR 42 .000 .ooo 1.000 .000
P.kuTA 50 .000 .ooo 1.000 .000
P.6rTI 47 1 ooo .000 ooo .000
P.aITU 47 1 000 .000 000 .000
P. ra HE 29 000 .000 000 1.000
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Est-1 Est-2 Est-3 Est-4

(N) 193 192 191 190 (N) 2L 20 (N) 385 30 (N) 481 40
P.ruHe 77 .013 .734 .253 .000 71 .655 .345 75 .493 .507 76 .237 .763
P.ruSA 68 .000 .890 .110 .000 69 .609 .391 69 .790 .210 73 .301 .699
P.ruRi 44 .000 .886 .114 .000 48 .313 .688 49 .867 .133 49 .592 .408
P.ruPi 69 .000 .928 .072 .000 89 .876 .124 89 .697 .303 89 .090 .910

p.alCH 40 .000 .925 .075 .000 35 .700 .300 32 .172 .828 22 .477 .523
P.aITR 40 .063 .887 .050 .000 38 .434 .566 38 .342 .658 38 .395 .605
P. aILM 45 .000 .711 .289 .000 45 .644 .356 45 .844 .156 45 .433 .567
P.aISU 54 .000 .870 .130 .000 49 .592 .408 39 .833 .167 49 .214 .786
P. aIIC 55 .000 .891 .109 .000 54 .481 .519 53 .717 .283 53 .472 .528
P.aIBU 90 .000 .889 .111 .000 79 .696 .304 67 .343 .657 72 .250 .750
P.aICU 90 .000 .978 .022 .000 90 .694 .306 90 .817 .183 90 .278 .722
P.chiPA 56 .000 .125 .634 .241 57 .482 .518 57 .605 .395 56 .259 .741
P.chiBE 78 .000 .096 .795 .109 95 .326 .674 95 .447 .553 99 .348 .652
P.chiTA 70 .000 .507 .493 .000 57 .711 .289 57 .737 .263 54 .306 .694
P.chiLH 62 .403 .516 .081 .000 31 .516 .484 31 .516 .484 31 .677 .323
P.niHC 76 .289 .579 .132 .000 65 .615 .385 65 .562 .438 65 .615 .385
P.niLM 57 .009 .728 .263 .000 55 .445 .555 54 .694 .306 53 .387 .613
P.flLA 96 .167 .516 .318 .000 82 .909 .091 87 1.000 .000 87 .879 .121
P.flQU 84 .000 .833 .161 .006 49 .776 .224 49 .776 .224 50 .500 .500
P. vi7A 52 .000 .760 .212 .029 55 .518 .482 54 .491 .509 56 .196 .804

P.gIWE 64 .094 .469 .438 .000 32 .750 .250 32 .391 .609 31 .177 .823
P.gILC 30 .067 .800 .133 .000 34 .750 .250 34 .162 .838 34 .029 .971
P.gIBC 76 .000 263 .737 .000 38 1.000 .000 48 .427 .573 38 .026 .974
P.g/FC 43 .500 .349 .012 .140 52 .673 .327 52 .433 .567 52 .135 .865
P.veSR 31 .097 .742 .161 .000 38 .355 .645 38 .237 .763 38 .487 .513
P.kuTA 50 .000 1.000 .000 .000 47 .000 1.000 47 .000 1.000 47 .000 1.000

P.arTl 32 _ _ _ _ 32 _ _ 32 _ _ 32 __ _
P.arTU 32 _ _ _ _ 32 __ _ 32 _ _ 32 _ _
P.reHE 50 _ _ _ _ 50 __ __ 50 _ _ 50 _ _

Est-6 Est-7 Est-8 Est-9 Est-10
(N) 690 (N) 786 (N) 882 (N) 978 (N) 1057

P.ruHe 77 _ 77 _ 77 _ 77 _ 77 _
P.ruSA 68 __ 68 _ 68 _ 68 _ 68 _
P.ruRi 44 _ 44 _ 44 _ 44 _ 44 _
P.ruPi 72 _ 72 _ 72 _ 72 _ 72 _
p.aICH 40 _ 40 _ 40 __ 40 _ 40 _
P.aITR 40 _ 40 _ 40 _ 40 _ 40 _
P.aILM 45 _ 45 _ 45 _ 45 _ 45 _
P.aISU 54 _ 54 __ 54 _ 54 _ 54 __
P.aIIC 55 __ 55 _ 55 _ 55 _ 55 __
P.aIBU 90 _ 90 _ 90 __ 90 _ 90 _
P.aICU 88 _ 88 _ 88 _ 88 _ 88 _
P.chiPA 56 _ 56 _ 56 _ 56 _ 56 _
P.chiBE 78 _ 78 _ 78 _ 78 _ 78 _
P.chiTA 70 _ 70 _ 70 _ 70 _ 70 _
P.chíLH 62 _ 62 _ 62 __ 62 _ 62 _
P.niHC 76 _ 76 _ 76 _ 76 _ 76 _
P.niLM 57 _ 57 _ 57 _ 57 _ 57 _
P.flLA 96 _ 96 _ 96 _ 96 _ 96 _
P.flOU 84 _ 84 _ 84 _ 84 _ 84 _
P.w'7A 52 _ 52 _ 52 _ 52 _ 52 _
P.gIWE 64 _ 64 _ 64 _ 64 _ 64 _
P.gILC 56 _ 56 _ 56 _ 56 _ 56 _
P.gIBC 76 _ 76 _ 76 _ 76 _ 76 _
P.gIFC 43 _ 43 _ 43 _ 43 _ 43 _
P.veSR 31 _ 31 _ 31 _ 31 _ 31 _
P.kuTA 50 _ 50 _ 50 _ 50 _ 50 _
P.arTl 32 _ 32 _ 32 _ 32 _ 32 _
P.arTU 32 _ 32 _ 32 _ 32 _ 32 _
P re HE 50 199 50 1 00 50 Lao 50 1.000 50 1.000
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Est-11 Est-12 Est-13 Est-14

(N) 1146 (N) (N) 1330 (N) 1420

P.ruHe 77 _ 77 _ 77 _ 77 _
P.n¡SA 68 _ 68 _ 68 _ 68 _
P.n¡Ri 44 _ 44 _ 44 _ 44 _
P.ruPi 72 _ 72 _ 72 _ 72 _
p.aICH 40 _ 40 _ 40 _ 40 _
P.aITR 40 _ 40 __ 40 _ 40 _
P.aILM 45 _ 45 _ 45 __ 45 _
P.aISU 54 _ 54 _ 54 _ 54 _
P.aIIC 55 _ 55 _ 55 _ 55 _
P.aIBU 80 ___ 80 _ 90 __ 90 _
P.aICU 88 _ 88 _ 88 _ 88 __
P.chiPA 56 _ 56 _ 56 _ 56 __
P.chiBE 78 _ 78 _ 78 _ 78 _
P.chiTA 70 _ 70 _ 70 _ 70 _
P.chiLH 62 _ 62 _ 62 _ 62 _
P.n¡HC 76 _ 76 _ 76 _ 76 _
P.niLM 57 _ 57 _ 57 _ 57 _
P.flLA 96 _ 96 _ 96 _ 96 _
P.flQU 84 _ 84 _ 84 _ 84 _
P.vi7A 52 _ 52 _ 52 _ 52 _
P.gIWE 64 _ 64 _ 64 _ 64 _
P.gILC 56 _ 56 _ 56 _ 56 _
P.gIBC 76 _ 76 _ 76 _ 76 _
P.gIFC 43 _ 43 _ 43 _ 43 __
P.veSR 31 _ 31 _ 31 _ 31 _
P.kuTA 50 _ 50 _ 50 _ 50 _
P. arTl 32 1.000 32 1.000 32 1.000 32 1.000

P.arTU 32 1.000 32 1.000 32 1.000 32 1.000

P.reHE 50 _ 50 _ 50 _ 50 _

Amp-1 Amp-2 Amp-3

(N) 112 (N) 288 276 270 (N) 377 374 371
P.ruHe 41 1.000 41 .476 .402 .122 41 _ _ _
P.ruSA 95 1.000 95 .247 .521 .232 95 _ _ _
P.ruRi 62 1.000 62 .387 .411 .202 62 _ _ _
P.ruPi 29 1.000 29 .328 .552 .121 29 _ _ _
p.aICH 19 1.000 19 .421 .579 .000 19 _ _ _
P.aITR 60 1.000 6 .250 .750 .000 6 __ _ _
P.aILM 61 1.000 61 .410 .475 .115 61 _ _ _
P.aISU 37 1.000 37 .270 .554 .176 37 _ _ _
P.allC 61 1.000 61 .238 .582 .180 61 _ _ _
P.alBU 48 1.000 48 .406 .594 .000 48 _ _ _
P.eICU 28 1.000 28 .232 .268 .500 28 _ _ _
P.chiPA 84 1.000 84 .256 .565 .179 84 _ _ _
P.chiBE 54 1.000 54 .324 .398 .278 54 _ _ _
P.chiTA 43 1.000 43 .209 .570 .221 43 _ _ _
P.chiLH 132 1.000 132 379 .413 .208 132 _ _ _
P.niHC 51 1.000 51 .127 .461 .412 51 _ _ _
P.niLM 40 1.000 40 .138 .587 .275 40 _ _
P.flLA 105 1.000 105 248 .571 .181 105 _ _ _
P.fl0U 44 1.000 44 .455 .545 .000 44 _ _ _
P.vi7A 52 1.000 62 .387 .411 .202 52 _ _ __
P.gIWE 30 1.000 30 .417 .467 .117 30 __ _ _
P.gILC 37 1.000 37 .405 .392 .203 37 _ _ _
P.g/BC 44 1.000 44 .250 .455 .295 44 _ _ _
P.gIFC 42 1.000 42 .381 .548 .071 42 _ __ _
P.veSR 34 1.000 34 .794 .206 .000 34 _ _ _
P.kuTA 30 1.000 30 .000 .717 .283 30 _ _ _
P.arTI 16 1.000 16 1.000 .000 .000 11 .000 .273 .727
P.arTU 16 1.000 16 1.000 .000 .000 14 .071 .714 .214

P re HE 80 1 80 1.000 .000 .000 80 .237 .000 .762
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Sod-1 Sad-2 Sod-3 Sad-4 Sad-5 Sod-6 Sad-7 Sad-8

(N) 191 (N) 283 (N) 375 (N) 472 (N) 550 (N) 670 (N) 760 (N) 395

P.ruHe so 1.000 so 1.ooo 50 1.ooo so 1.ooo so 1.ooo 50 __ so _ so _

PJUSA so 1.000 50 1.ooo 50 1.ooo 50 1.ooo 50 1.ooo so _ 50 _ 50 _

P.ruR¡ 50 1.000 so 1.ooo 50 1.ooo 50 1.ooo so 1.ooo 50 _ 50 _ so _

P.ruPi 50 1.ooo 50 1.000 50 1.000 so 1.000 so 1.ooo 50 _ 50 _ so _

p.a/CH so 1.ooo so 1.ooo 50 1.ooo so 1.ooo 50 1.ooo 50 _ 50 _ 50 _

P.aITR 50 1.ooo 50 1.ooo so 1.ooo so 1.ooo 50 1.ooo 50 _ 50 _ so _

P.aILM 50 1.ooo so 1.000 50 1.ooo so 1.ooo so 1.000 so _ so _ 50 _

P.aISU 50 1.000 50 1.000 50 1.ooo 50 1.ooo so 1.ooo 50 _ 50 _ so _

Rat/c 50 1.000 50 1.ooo 50 1.000 so 1.000 so 1.000 50 _ 50 _ so _

P.aIBU so 1.ooo so 1.ooo 50 1.ooo so 1.ooo so 1.000 so _ so _ 50 _

P.a/CU 50 1.000 50 1.ooo so 1.ooo 50 1.ooo so 1.000 so _ so _ 50 _

P.chiPA 50 1.000 50 1.ooo 50 1.ooo 50 1.ooo 50 1.ooo so _ 50 _ 50 _

P.chiBE so 1.ooo so 1.ooo 50 1.ooo so 1.ooo so 1.ooo so _ 50 _ 50 _

P.chiTA 50 1.ooo 50 1.ooo so 1.ooo 50 1.ooo 50 1.000 50 _ so _ 50 _

P.chiU-I 50 1.ooo 50 1.ooo 50 1.ooo so 1.ooo 50 1.000 so _ so _ 50 _

P.niHC so 1.ooo so 1.ooo so 1.ooo 50 1.ooo 50 1.ooo so _ so _ so _

P.niLM 50 1.ooo so 1.ooo so 1.000 so 1.000 50 1.ooo 50 _ 50 _ so _

P.flLA 50 1.ooo 50 1.ooo 50 1.ooo 50 1.000 50 1.ooo 50 _ 50 _ 50 _

P.nou 50 1.ooo so 1.ooo 50 1.ooo so 1.ooo so 1.ooo so _ so _ so _

P.vi7A 50 1.000 so 1.000 so 1.ooo 50 1.ooo 50 1.000 so _ so _ 50 _

P.gIWE 50 1.ooo so 1.ooo 50 1.ooo so 1.ooo so 1.000 50 _ so _ so _

P.gILC 50 1.ooo 50 1.ooo so 1.ooo 50 1.ooo 50 1.ooo so _ 50 _ so _

P.gIBC so 1.ooo so 1.ooo 50 1.000 so 1.ooo 50 1.ooo 50 _ 50 _ so _

P.gIFC 50 1.ooo 50 1.ooo 50 1.000 so 1.ooo 50 1.ooo 50 _ 50 _ so _

P.veSR 4o 1.ooo 4o 1.ooo 4o 1.ooo 4o 1.000 4o 1.ooo 4o _ 4o _ 4o _

P.kuTA 31 1.000 31 _ 31 1.000 31 1.000 31 _ 31 1.000 31 _ 31 _

P.arTl 32 1.ooo 32 1.ooo 32 1.ooo 32 1.ooo 32 1.000 32 _ 32 1.ooo 32 1.ooo

P.arTU 32 1.ooo 32 1.000 32 1.ooo 32 1.ooo 32 1.ooo 32 _ 32 1.000 32 1.000
P. re HE so 1.ooo so 1.ooo so 1.ooo so 1.ooo so 1.ooo 50 so so
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P.ruHe

P.n¡SA

P.nJRi

P.ruPi

p.aICH
P.aITR

P. aILM

P.aISU

P. aIIC

P. aIBU

P.aICU

P.chiPA

P.chiBE

P. chiTA

P. chiLH

P.niHC

P. niLM

P. flLA

P. flQU

P. vi7A

P.gIWE

P. gILC

P.gIBC

P.gIFC

P.veSR

P. ku TA

P.arTI

P.arTU

P. re HE

Pad-1

(N)

101

130

.403

.628

.141

.098

.061

.117

.096

.142

.531

.630

.431

.760

.01 0

.009

.000

.000

1.000

.936

1.000

1.000

990.2
123 10 (N) 233 221 20
.000 .000 100 .295 .165 .540

.000 .000 62 .210 .226 .565

.000 .000 04 .256 .161 .503

.000 .000 79 .190 .203 .600

.000 .000 46 .470 .152 .370

.000 .000 36 .611 .309 .000

.000 .000 49 .410 .112 .469

.000 .000 54 .722 .270 .000

.000 .000 94 .527 .000 .394

.000 .000 61 .230 .090 .672

.000 .000 119 .530 .202 .101

.219 .000 16 .625 .063 .313

.130 .000 27 .401 .222 296

.111 .000 10 .033 .056 .111

.105 .000 27 .704 .111 .105

.000 .000 60 .067 .000 .925

.000 .000 71 .141 .106 .754

.000 .000 41 .061 .000 .939

.000 .000 60 .110 .199 .604

.142 .000 55 .373 .173 .455

.000 .000 56 .000 .000 1.000

.000 .000 36 .020 .000 .972

.000 .000 46 .022 .000 .970

.000 .000 32 .000 .000 1.000

.000 .000 34 .000 .000 1.000

.000 .000 26 .000 .000 1.000

.000 .043 47 1.000 .000 .000

.000 .000 40 .990 .000 .010

.000 .039 50 .000 .000 1.000 ‘
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PIX-1 Prx-Z Por-3 Prx-4

(N) 136 10 (N) 229 20 (N) 321 30 (N) 440

P.ruHe 49 .102 .898 49 .888 .112 33 .742 .258 33 __
P.ruSA 44 .068 .932 44 .466 .534 44 .773 .227 44 _
P.ruRi 40 .063 .938 40 .725 .275 40 .375 .625 40 _
P.ruPi 40 .425 .575 40 .275 .725 40 .287 .712 40 _
p.alCH 34 .779 .221 23 .348 .652 23 .217 .783 23 _
P.alTR 40 .875 .125 40 .075 .925 40 .025 .975 40 _
P.aILM 50 1.000 .000 54 .194 .806 50 .010 .990 50 _
P.a/SU 57 .912 .088 57 .404 .596 57 .026 .974 57 _
P.aI/C 44 .739 .261 41 .305 .695 41 .195 .805 41 _
P.aIBU 98 .786 .214 110 .345 .655 108 .231 .769 105 _
P.aICU 53 .764 .236 53 .198 .802 53 .198 .802 53 _
P.chiPA 50 .250 .750 50 .570 .430 50 .670 .330 50 _
P.chiBE 87 .753 .247 89 .410 .590 88 .625 .375 88 _
P.chiTA 57 1.000 .000 47 .309 .691 55 1.000 .000 55 _
P.chiLH 23 .870 .130 42 1.000 .000 48 .250 .750 48 _
P.niHC 68 .926 .074 67 .687 .313 65 .154 .846 65 _
P.niLM 40 .200 .800 20 .050 .950 40 .237 .762 40 _
P.fiLA 90 .867 .133 98 .883 .117 96 .661 .339 96 _
P.flQU 41 .317 .683 41 .720 .280 41 .378 .622 41 _
P.vi7A 110 .123 .877 114 .719 .281 114 .605 .395 114 _
P.gIWE 31 .194 .806 31 1.000 .000 31 .565 .435 31 _
P.gILC 26 .519 .481 26 .673 .327 26 .192 .808 26 _
P.gIBC 40 .063 .938 40 .837 .162 40 .275 .725 40 _
P.gIFC 38 .066 .934 38 .724 .276 35 .114 .886 35 _
P.veSR 48 __ _ 48 _ _ 48 _ _ 48 _
P.kuTA 47 .617 .383 47 .851 .149 47 .447 .553 47 _
P.arTI 37 .838 .162 37 .838 .162 37 .270 .730 37 _
P.arTU 41 .720 .280 41 .598 .402 41 .244 .756 41 _
P. re HE 50 _ _ 50 __ _ 50 _ __ 50 1.000

Pur-5 Pix-6 Prx-7

(N) ¿39 538 537 (N) 632 (N) 725_
P.IUHO 33 _ _ _ 33 _ 33 _
P.ruSA 44 _ _ _ 44 _ 44 _
P.ruRi 40 _ _ _ 40 _ 40 _
P.ruPi 40 _ _ _ 40 _ 40 __
p.aICH 23 _ _ _ 23 _ 23 _
P.aITR 40 _ _ _ 40 _ 40 _
P.aILM 50 _ _ _ 50 _ 50 _
P.aISU 57 _ _ _ 57 _ 57 _
P.aIIC 41 _ _ _ 41 _ 41 _
P.aIBU 105 _ _ _ 105 _ 105 _
P.alCU 53 _ _ _ 53 _ 53 _
P.chiPA 50 _ _ _ 50 _ 50 _
P.chiBE 88 _ _ ___ 88 _ 88 _
P.chiTA 55 _ _ _ 55 _ 55 _
P.chiLH 48 _ _ _ 48 _ 48 _
P.niHC 65 __ _ _ 65 _ 65 _
P.niLM 40 _ _ _ 40 _ 40 __
P.flLA 96 _ _ _ 96 _ 96 _
P.flQU 41 _ __ ___ 41 _ 41 _
P.vi7A 114 _ _ _ 114 _ 114 _
P.gIWE 31 _ _ _ 31 _ 31 __
P.gILC 26 _ _ _ 26 _ 26 __
P.gIBC 40 _ _ _ 40 _ 40 _
P.gIFC 35 _ _ _ 35 _ 35 _
P.veSR 48 _ _ _ 48 1.000 48 1.000
P.kuTA 47 _ _ _ 47 _ 47 _
P.arTl 37 _ _ _ 37 _ 37 _
P.arTU 41 _ __ _ 41 _ 41 _
P. re HE 50 .42_0 .140 .440 50 _ 50 _
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Got-1

(E) 172 169 161 171 170 169.5 168,5 168 167 171,5
P.ruHe 86 .047 .953 .000 .000 .000 .000 .000 000 .000 .000
P.ruSA 52 .115 .817 .067 .000 .000 .000 .000 000 .000 .000
P.ruRi 49 .051 .949 .000 .000 .000 .000 .000 000 .000 .000
P.ruPi 38 .132 .868 .000 .000 .000 .000 .000 000 .000 .000

p.aICH 39 .000 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.aITR 40 .000 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.alLM 48 .021 .979 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.aISU 48 .000 .979 .021 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.aIIC 48 .135 .865 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.alBU 41 .012 .988 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.aICU 87 .034 .966 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.chiPA 49 .163 .837 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.chiBE 56 .161 .598 .241 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.chiTA 70 .114 .886 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.chiLH 113 .133 .867 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.niHC 79 .006 .570 .424 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.niLM 58 .000 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 000 .000 .000
P.flLA 60 .442 .558 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000

P.flQU 64 .516 .438 .047 .000 .000 .000 .000 000 .000 .000
P.vi7A 72 .063 .903 .035 .000 .000 .000 .000 000 .000 .000

P.gIWE 91 .110 .385 .000 .000 .505 .000 .000 000 .000 .000
P.g/LC 56 .098 .455 .000 .000 .446 .000 .000 000 .000 .000
P.gIBC 34 .250 .544 .000 .000 .206 .000 .000 .000 .000 .000
P.gIFC 39 .205 .346 .000 .000 .449 .000 .000 .000 .000 .000
P.veSR 43 .116 .081 .000 .802 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.kuTA 98 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 1.000

P.arTl 27 .000 .000 .000 .000 .000 .796 .204 .000 .000 .000
P.arTU 30 .000 .000 .000 .000 .000 .550 .450 .000 .000 .000

P. re HE 100 .0_00 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .045 .955 .QO

Got-2 Got-3

(N) 248 240 234 227 254 239 237 238 236 (N) 349
P.ruHe 61 .590 .270 .082 .057 .000 .000 .000 .000 .000 86 _
P.n¡SA 47 .798 .202 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 52 __
P.ruRi 44 .591 .409 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 49 _
P.ruPi 34 .544 .397 .059 .000 .000 .000 .000 .000 .000 38 _
p.aICH 39 .013 .936 .051 .000 .000 .000 .000 .000 .000 39 _
P.aITR 40 .000 .975 .025 .000 .000 .000 .000 .000 .000 40 _
P.aILM 45 .033 .967 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 48 _
P.aISU 45 .056 .889 .056 .000 .000 .000 .000 .000 .000 48 _
P.aIIC 51 .029 .971 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 48 _
P.alBU 44 .034 .966 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 41 _
P.aICU 87 .034 .966 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 87 _
P.chiPA 67 .134 .666 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 67 _
P.chiBE 57 .044 .956 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 57 _
P.chiTA 68 .074 .926 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 70 _
P.chiLH 112 .009 .991 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 114 _
P.niHC 73 .281 .699 .021 .000 .000 .000 .000 .000 .000 79 _
P.n¡LM 55 .409 .545 .045 .000 .000 .000 .000 .000 .000 58 _
P.flLA 51 .284 .716 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 60 __
P.flQU 51 .314 .637 .049 .000 .000 .000 .000 .000 .000 51 _
P,vi7A 69 .087 .783 .130 .000 .000 .000 .000 .000 .000 72 _
P.gIWE 55 .627 .373 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 55 _
P.gILC 53 .821 .179 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 53 _
P.gIBC 21 .929 .071 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 34 _
P.gIFC 36 .903 .097 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 39 _
P.veSR 34 .000 .000 .000 .000 1.000 .000 .000 .000 .000 34 .000

P.kuTA 82 .000 .000 .000 .000 .000 .963 .037 .000 .000 100 __
P.arTI 39 .423 .000 .577 .000 .000 .000 .000 .000 .000 31 _
P.arTU 39 .808 .038 .154 .000 .000 .000 .000 .000 .000 31 _
P. re HE 100 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .275 .725 31
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Gol-4 Got-5 Gol-6

a) 444 (u) 550 (N)
P.ruHe 96 _ as _ 96
P.ruSA 52 _ 52 _ 52
P.ruR¡ 49 _ 49 _ 49
P.ruPi 39 _ 39 _ 3a
p.aICH 39 _ 39 _ 39
P.eITR 4o _ 4o _ 4o
P.aILM 4a _ 4a _ 4a
P.aISU 4a _ 4a _ 4a
P.aIIC 49 _ 4a _ 4a
P.aIBU 41 _ 41 _ 41
P.aICU a7 _ a7 _ a7
P.ch¡PA 67 _ 49 _ 49
P.chiBE 57 _ 56 __ 56
P.chiTA 7o _ 7o _ 7o
P.chiLH 114 _ 113 _ 113
P.n¡HC 79 _ 79 _ 79
P.n¡LM 59 _ sa _ 59
P.flLA so __ so _ so
mou 51 _ s4 _ 64
P.vi7A 72 _ 72 _ 72
P.ngE 55 __ 91 _ 91
P.g/LC 53 56 _ 56
P.gIBC 34 _ 34 _ 34
P.gIFC 39 _ 39 _ 39
P.veSR 34 1.000 43 _ 43
P.kuTA 100 _ 9a 1.ooo 99
P.arTI 31 _ 27 _ 27
P.arTU 31 _ 30 _ 30
P. ra HE 31 100 100

60
1.000
1.000
1.000
1.000

Got-7

.1_61

.167



B-Ma‘l'riz 1 y 0 (RAPD).

Primer BOl Primer B07 Primer BlO Primer B08
Pg/LC/42b 010001000111' 0010111101000 0100101111010 0001011
Pg/LC/55b 001001000111 0010111101000 1110111111010 0001011
Pg/LC/17b 001001000111 0010111101000 1110001111010 0000011
Pg/LC/23b 001111000011 . . . . . . . . . . . .. 1100111111010 0000011
Pg/LC/25b 000001000101 ............. 0100001110010 0000011
Pg/LC/03a 001001010101 0010111101110 0100101111110 0110111
Pg/LC/05b 001111000101 0010111101110 0111001111110 0100011
Pg/LC/Ola 101001100011 1110111101111 1110111111110 0111011
Pg/LC/02a 101001000011 0110101101111 1110111111110 0111011
Pg/LC/02b 101001000011 0010101101111 0000111111111 0111011
Pg/LC/03b 001111000101 0000101101111 0100001111010 0111111
Pg/LC/04a 101001000011 0010101101111 1110111111110 0100011
Pg/LC/04b 001001000011 . . . . . . . ..... 0110111111010 0110111
Pg/LC/05a 001001000111 . . . . . . . . . . . .. 1110111111110 0101111
Pg/LC/03b 000001000111 0010111101000 0000001111010 0000111
Pg/LC/OGb 011001000111 0010111101000 1110111111010 0000111
Pg/LC/07b 011001000111 0010111101000 0110111111010 0100111
Pg/LC/OBb 011001000111 0010111101000 1110111111010 0000111
Pg/LC/llb 011001000111 0010111101010 0110111111010 0000111
Pg/LC/12b 001001000111 0010111101010 1110111111010 . . . . . ..
Pg/LC/le 011001000111 0010111101010 0100110111010 0000111
Pg/LC/20b 001001001111 0010111101010 1110111111010 0000101
Pg/LC/21b 001001000011 . . . . . . . . . . . .. 1110011111010 0000111
Pg/LC/22b 001101000011 . . . . . . . . . . . .. 1110011111010 0000111
Pg/LC/26b 000001000101 0010111101110 1100101110010 0100011
Pg/LC/27b 011001001011 0010111101110 1110111111110 0100111
Pg/LC/28b 010001000111 0010111101110 1110111111110 0000011
Pg/FC/Ola 011001111101 . . . . . . . . . . . .. 1110111111110 1111111
Pg/FC/Olb 011001111100 0110110101111 0110111111010 0010111
Pg/FC/OZa 011001111100 0101110101111 0110111111110 0010111
Pg/FC/03a 001001111101 0010101101111 0110101111010 0111111
Pg/FC/03b 001001101101 0010100101010 0010101111010 0011011
Pg/FC/04a 001001101100 0010101100010 0110111111010 0111011
Pg/FC/05a 011001101100 . . . . . . . . . . . .. 0100111111010 0011011
Pg/FC/05b 011001101101 . . . . . . . . . . . .. 0000101111010 0111111
Pg/BC/Ola 001001111101 0010111101110 0110101111110 0011011
Pg/BC/02a 011001010101 0010111101110 0110101111110 0001011
Pg/BC/03a 001001010101 0010111101110 0100101111110 0011111
Pg/BC/03b 001001010101 0010111101110 0100101111110 0001000
Pg/BC/04a 001001010101 0010111101110 0100101111110 0010011
Pg/BC/04b 011001010101 1010111101110 1100101111110 0011011
Pg/BC/05a 001001110101 0010111101110 0100101111110 0111011
Pg/BC/05b 001001010101 0010111101110 0100101111110 0010011
Pg/BC/Olf 001111000101 0101111101110 1110001111010 0001011
Pg/BC/Olg 000011000101 0111111101110 1111001111010 0111011
Pg/BC/Olh 001001100101 0110011101110 0111001111010 0011011
Pg/BC/02e 001011000101 0110011101110 0110001111010 1000011
Pg/BC/02f 001011000101 0100011101000 0100001111000 . . . . . ..
Pg/WE/04b 001001000111 0010111101110 0111001111110 0000111
Pg/WE/04a 0010010001110 010111101110 0111001111110 0010011
Pg/WE/02a 0010010001110 010111101110 0111001111110 0010011
Pg/WE/OSb 0010011001110 010111101110 0111001111110 0111011
Pg/WE/03a 1010010001010 010111101110 0111001111110 0000011
Pg/WE/OSa 0000110001010 010111101110 0111001111110 0000111
Pg/WE/03b 0000011001010 010111101110 0111001111110 0000011
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Pg/WE/02b 1010010001110 010111101110 0111001111110 0010111
Pg/WE/OZb 0000110001010 110101101000 0111001111000 0111011
Pg/WE/OSe 0000110001010 110101101110 0101001111010 1011011
Pg/WE/05f 0000110001010 110111101110 0101001111010 0111011
Pg/WE/OSg 0000110001010 110111101110 1101001110010 0011111
PV/AR/Ola 0010010000110 100001101000 . . . . . . . . . . . .. 0011011
Pv/AR/Olb 0011110000110 100001101000 1100101111010 0001011
Pv/AR/Olc . . . . . . . . . . . .. 010000110100 0110011111100 0001011
PV/AR/Old 0011010000010 100001101000 1100001111010 0000011
Pv/AR/Ole 0010110000110 110001101000 1100001011010 0001011
Pv/AR/02a 0010110000110 110001001000 0100001000010 0000011
Pv/AR/02b 0010110000000 100001001000 1100011001010 1001011
Pv/AR/02c 0010110000000 100001101000 1100011001010 1001011
Pv/AR/02d 0000110001010 100001001000 1100001001010 1000011
Pv/AR/02e 0010110001010 110001101000 1100001000010 0011001
PV/AR/03a 0011010000000 100001101000 0100001111010 0000011
Pv/AR/03b 0011110000110 100001101000 1100001111000 0000011
Pv/AR/03c 0010110000110 100001001000 1100001011010 0000111
Pv/AR/03d 0011010000010 110001001000 1101001000010 0000011
Pv/AR/03e 0010110000110 100001001000 0100011011010 0001111

C- Matriz 1 y O (RFLP).
ACA
ALB
RUS
VIN
D-Secuencias Alineadas (TrnT- TmD).
ACA
ALB
RUS
VIN
FLE
KUN
NIG
GLA
REP
CAL
AFF
ALP
VEL
ARG

ACA
ALB
RUS
VIN
FLE
KUN
NIG
GLA

TAGCCA-CTA
TAGCCG-GGA
TAGCCACGGA
TAGCCA-CTA
TAGCCA-CTA
TAGCCA-CTA
TAGCCA-CTA
TAGCCA-CTA
TAGCCA-CTA
TAGCCG-GGA
TAGCCG-GGA
TAGCCGCGGA
TAGCCA-CTA
TAGCCA-CTA

TATTATATGA
TGTTATA-AC
-GTTATA-AC
-GTTATA-AC
-GTTATA-AC
-GTTAGA-AC
-GTTATA-AC
-GTTATA-AC

TGA-GTCTAG
TGAGGTCTAC
TGAG-TCTAG
TGA-GTCTAG
TGAG-TCTAG
TGA-GTCTAG
TGAG-TCTAG
TGA-GTCTAG
TGA-GTCTAG
TGAG-TCTAC
TGAG-TCTAG
TGAG-TCTAG
TGAG-TCTAG
TGA-GTCTAG

TTATAGTTAT
TTATTAT-AT
TTATTAT-AT
TTATTAT-AT
TTATTAT-AT
TTATTAT-AT
TTATTAT-AT
TTATTAT-AT

T-ACATATAT
T-GCATATAT
TTGCATATAT
T-GCATATAT
T-GCATATAT
T-GCATATAT
T-GCATATAT
T-GCATATAT
TTGCATATAT
T-GCATATAT
T-GCATATAT
T-GCATATAT
T-GCTTATAT
T-GCTTATAT

ATTATATGAT
GTTATATGAT
GTTATATGAT
GTTATATGAT
GTTATATGAT
GTTATATGAT
GTTATATGAT
GTTATATGAT

TTATTACTG­
CTATTACTG­
TTATTACTGG
TTATTACTG­
TTATTACTG­
TTATTACTG­
TTATTACTG­
TTATTACTG­
TTATTACTGG
CTATCACTG­
CTATTACTG­
TTATTACTG­
TTATTACTG­
TTATTACTG­

TATATGAAAT
TATATGAAAT
TATATGAAAT
TATATGAAAT
TATATGAAAT
TATATGAAAT
TATATGAAAT
TATATGAAAT

CATATACTTA
CATATACTTA
CATATACTTA
CATATACTTA
CATATACTTA
CATATACTTA
CATATACTTA
CATATACTTA
CATATACTTA
CATATACTTA
CATATACTTA
CATATACTTA
CATATACTTA
CATATACTTA

TTATATGAAA
TTATATGAAA
TTATATGAAA
TTATATGAAA
TTATATGAAA
TTATATGAAA
TTATATGAAA
TTATATGAAA

TTATATGTTA
TGATAT---­
TTATAT--2­
TTATAT---­
TTATAT---­
TTATAT---­
TTATAT---­
TTATAT---­
T---1----­
TGATAT---­
TGATAT---­
TGATAT---­
TTATA---­
TTATAT---­

TGCAAATATA
TTAGAATATA
TTAGAATATA
TTAGAATATA
TTAGAATATA
TGAGAATATA
TTAGAATATA
TTAGAATATA
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REP
-GTTATA-AC
-GTTATA-AC
TGTTATA-AC
-GTTATA-AC
-GTTATA-AC

TGTACGTAGA
TGTATATAGA
TGTATATAGA

TGTATATAGA
TGTATGTAGA

TGTATATAGA

CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA

---CTAAATA

CCTAACCGAA
CCTAA-CGAA
CCTAA-CGAA
CCCTAACGAA
CCTAA-CGAA
CCTAA-CGAA
CCTAA-CGAA
CCTAAACGAA
CCT-AACGAA
CCTAA-CGAA
CCTAA-CGAA
CCTAA-CGAA
CCTAA-CGAA

----TAT-AT
TTATTAT-AT
TTATTAT-AT
TTATTAT-AT
TTATTAT-AT
TTATTAT-AT

TACGTTTTAT
TACGTTTTAT
TACGTTTTAT
TACGTTTTAT

TACGTTTTAT
TACGTTTTAT
TACGTTTTAT
TACGTTTTAT

TACGTTTTAT
TACGTTTTAT

TAG----TAT
TAG----TAT
TAG----TAT
TAG--3-TAT
TAG----TAT
TAG----TAT
TAG----TAT
TAG----TAT
TAGATAGTAT
TAG----TAT A

TAG----TAT

TCAATGGAAT

TCAATGTAAT
TCAATGTAAT
TCAATGTAAT
TCAATGTAAT
TCAATGTAAT
TCAATGTAAT
TCAATGTAAT
TCAATGTAAT
TCAATGTAAT
TCAATGTAAT

ATTCATTTGA
ATTCATTTGA
ATTCATTTGA
ATTCATTTGA
ATTCATTTGA
ATTCATTTGA
ATTCATTTGA
ATTCATTTGA
ATTCATTTGA
ATTCATTTGA
ATTCATTTGA
ATTCCTTTGA
ATTCATTTGA

GTTATATGAT
GTTATATGAT
GTGATATGAT
GTTATATGAT
GTTATATGAT
GTTATATGAT

CTGCATAGCG
CTGCATAGCG
CTGCATAGCG
CTGCATAGCG
CTGCATAGCG
CTGCATAGCG
CTGCATAGCG
CTGCATAGCG
CTGCATAGTG

CTGCATAGCG
CTGCATAGCG
CTGCATAGCG

AGGTAAAAT­
AGGTAAAAT­
AGGTAAAAT­
AGGTAAAAT­
AGGTAAAAT­

AGGTAAAAT­

GAATTATTTC
GAATTATTTC
GAATTATTTC
GAATTATTTC
GAATTATTTC
GAATTATTTC
GAATTATTTC
GAATTATTTC
GAATTATTTC
GAATTATTTC
GAATTATTTC
GAATTATTTC
GAATTATTTC
GAATTATTTC

TTGATACATG
TTGATACATG
TTGATACATG
TTGATACATG
TTGATACATG
TTGAGACCTG
TTGATACATG
TTGATACCTG
TTGATACATG
TTGATACATG
TTGATACATG
TTGATACATG
TTGATACATG

TATATGAAAT
TATATGAAAT
TATATGAAAT
TATATGAAAT
TATATGAAAT
TATATGAAAT

GCTCATTAAG
GCTCATTAAG
GCTCATTAAG
GCTCATTAAG
GCTCATTAAG
GCTCATTAAG
GCTCATTAAG
GCTCATTAAG
GCTCATTAAG
GCTCATTAAG

GCTCATTAAG
GCTCATTAAG

-----GGGTT
-----GGGTT
-----GGGTT
-4---GGGTT
-----GGGTT

-----GGGTT

AAAACCGATT

CAAATCGATT
CAAATCGATT
AAAATCGATT
CCAATCGATT
CAAATCGATT
C-AACCGATT
CAAATCGATT
CAAATCGATT
CAAATCGATT
CAAATCGATT
AAAATCGATT

TATCCACCAA
TATCCACC-A
TATCCACC-A
TATCCACC-A
TATCCACC-A
TATCCACC-A
TATCCACC-C
TATCCACCAA
TATCCACC-A
TATCCACC-A
TATCCACC-A
TATCCACCCA
TATCCACC-A

TTATATGAAA
TTATATGAAA
TTATATGAAA
TTATATGAAA
TTATATGAAA
TTATATGAAA

GAACAAGAAA
GAACAAGAAA
GAACAAGAAA

TATTGATATT
TTTTGATATT
TTTTGATATT
TCCCGATATT
TTTTGATATT
TCCTGATATT
TTTTGATATT
TTTTGATATT
TCTTGATATT
TTTTGATATT
TTTTGATATT
TCCCGATATT
TTTTGATATT
TTTTGATATT

CTAATTGAAT
CTAATTGAAT
CTAATTGAAT
CTAATTGAAT
CTAATTGAAT
CTAATTGAAT
CTAATTGAAT
CTAATTGAAT
CTAATTGAAT
CTAATTGAAT
CTAATTGAAT
CTAATTGAAT
CTAATTGAAT
CTAATTGAAT

TTCAAAACTT
ATTCAA-CAT
ATTCCA-CAT
ATTCAA-CCT
ATTCAA-CCT
ATTCCA-CAT
ATTCAA-CCT
TTCCAA-CCT
ATTCCA-CAT
ATTCAA-CAT
ATTCAA-CAT
ATTCCA-CCT
ATTCAA-CAT

TTAGAATAGA

TTAGAATATA

TTGGATTTAG
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC

AGATTTTAAT
GGATTTT--­
GGATTTT--­
GGATCTT-S­

GGATTTT--­
GGATTTT--­
GGATTTT--­
GGATTTT--­
GGATTTT--­

TGATCCTCAT

CGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT

AGATACCAGA

AGATACAAGA
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VIN
FLE

AFF

NIG

NIG

CCTAA-CGAA

TTTTTCCATC
TTTTTC-ATC
TTTTTC-ATC
TTGTTC-ATC
TTTTTC-ATC

TTTTTC-ATC
TTTTTC-ATC
TTTTTC-ATC
TTTTTC-ATC
TTTTTC-ATC

AGTGT-CATC

AATGTACAGC

AGTG-GCAGC
AGTGTGCAGC
AGTG-GCAGC
AATGTACAGC
AATGTACAGC

TTAGAATGGT

TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT

ATATCAATAT
ATATGGATAT
ATATGGATAT
ATATGGATAT
ATATGGATAT
ATATGGATAT

ATATGGATAT

AAATCGATTG
AAATCGATTG
AAATCGATTG

ATTCATTTGA

GAATCGTTGA
GAATCGTTGA
GAATCGTTGA
GAAAT-CCGT
GAATCGGTGA
GAATCGCTGA
GAATCGTTGA
GAATCGTTGA
GAATCGTTGA
GAATCGTTGA
GAATCGTTGA
GAATCGTTGA
GAATCGTTGA
GAATC---GT

ATACATATGC
ATGCATATGC
ATGCATATGC
ATGCATATTC
ATGCATATGC
ATGCATATTC
ATGCATATTC
ATGCATATTC
ATGCATATTC
ATGCATATGC
ATGCATATGC
ATGCATATGC
ATGCATATTC
ATGCATATTC

CTTGTTTCTA
CTTG-TTCTA
CTTG-TTCTA
CTTG-TTCTA
CTTGGTTCTA
CTTGTTTCTA
CTTGGTTCTA
CTTGGTTCTA
CTTG-TTCTA
CTTG-TTCTA
CTTGGTTCTA
CTTG-TTCTA
CTTG-TTCTA
CTTG-TTCTA

GCACTTTAGC
GCACTTTAGC
GCACTTTAGC
GCACTTTAGC
GCACTTTAGC
GCACTTTAGC
GCACTTTAGC
GCACTTTAGC
GCACTTTAGC
GCACTTTAGC
GCACTTTAGC
GCACTTTAGC
GCACTTTAGC
GCACTTTAGC

AAAATCAATC
AAAATAAATC
AAAATAAATC

TTGATACATG

TAAAT-GGGT

TGGATTAAAT

T-TACGATTT
TCTACGATCC
T-TACGATTT
T-TACGATTT
T-TACGATTT
T-TACGATTT

T-TACGATCC
T-TACGATTT
T-TACGATTT
T-TACGATTT

ACTGGCAGAG
ACTGGCGGAG
ACTGGCGGAG
ACTGGCGGAG
ACTGGCGGAG
ACTGGCGGAG
ACTGGCGGAG
ACTGGCGGAG
ACTGGCAGAG
ACTGGCGGAG
ACTGGCGGAG
ACTGGCGGAG
ACTGGCGGAG
ACTGGCGGAG

GAGATCTACA
GAGATCTACA
GAGATCTACA
GAGATCTACA
GAGATCTACA
GAGATCTACA
GAGATCTACA
GAGATCTACA
GAGATCTACA
GAGATCTACA
GAGATCTACA
GAGATCTACA
GAGATCTACA
GAGATCTACA

TTTCAATAAA
TTTCAATAAA
TTTCAATAAA

TATCCACC-A ATTCAA-CAT AGATAGAAGA

CATTCAAACC

CATTCAAACC
CATTCAAACC

CATTCAAACC
CATTCAAACC
CATTCAAACC
CATTCAAACC

GCTGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA

GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA

CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CCGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA

TCAACGAAGG

TTTTCTATTG
TTTGCTATAT
TTTGCTATAT
TTTTCTATTT
TTTTCTATTT
TTTTCTATTT
TTTTCTATTT
TTTTCTATTT
TTTTCTATTT
TTTGCTATAT
TTTGCTATAT
TTTGCTATTT
TTTTCTATTT
TTTTCTATTT

TATATTGATA
TATATTGATA
TATATTGATA
TATATTGATA
TATATTGATA
TATATTGATA
TATATTGATA
TATATTGATA
TATATTGATA
TATATTGATA
TATATTGATA
TATATTGATA
TATATTGATA
TATATTGATA

GTAATCTGTT
GTAATCTGTT
GTAATCTGTT
GTAATCTGTC
GTAATCTGTT
GTAATCTGTT
GTAATCTGTT
GTAATCTGTT
GTAATCTGTT
GTAATCGGTC
GTAATCTGTT
GTAATCTGTC
GTAATCTGTT
GTAATCTGTT

TTAAAAAGAG

TGATTTTAGA

CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA

TG---6---T
TTCTTTTTTT
TTCTTTTTTT
TTCTTTTATT
TTCTTTTTTT
GT-TTTTTTT
TTCTTTTTTT
TTCTTTTTTT
TT----- --T
TTCTTTTTTT
TTCTTTTTTT
TTCTTTGACT
TTCTTTTTTT
TT-TTTTTTT

TGTGATTTCC
TGTTATTTCC
TGTTATTTCC
TGTAATTTCC
TGTTATTTCC
TGTGATTTCC
TGTTATTTCC
TGTTATTTCC
TGTGATTTCC
TGTTATTTCC
TGTTATTTCC
TGTGATTTCC
TGTTATTTCC
TGTTATTTCC

TCTCGGATTT
TCTCTTTTT­
TCTCTTTTT­
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VIN AAATCGATTG AAAATAAATC
FLE AAATCGATTG AAAATAAATC
KUN AAATCGATTG AAAATAAATC
NIG AAATCGATTG AAAATAAATC
GLA AAATCGATTG AAAATAAATC
REP AAATCGATTG T
CAL AAATCGATTG AGAATAAATC
AFF AAATCGATTG AAAATAAAT
ALP AAATCGATTG AAAATAAATC
VEL AAATCGATTG AAAATAAATC
ARG AAATCGATTG AAAATAAATC

ACA ATTTAGACTC TATGCTTACA
ALB ATTTAGACTT TATACTTACA
RUS ATTTAGACTT TATACTTACA
VIN ATTTAGACTT GATACTTACA
FLB ATTTAGACTT TATACTTACA
KUN ATTTATACTT GATACTTACA
NIG ATTTAGACTT TATACTTACA
GLA ATTTAGACTT TATACTTACA
REP ATTTAGACTT TATACTTACA
CAL ATTTAGACTT GATACTTACA
AFF ATTTAGACTT TATACTTACA
ALP ATTTAGACTT GATACTTACA
VEL ATTTAGACTT TATACTTACA
ARG ATTTAGACTT TATACTTACA

ACA TGGCGGAAAA CATACGT
ALB TGTGGAAAAA AT-ACGT
RUS TGTGGAAAAA AT-ACGT
VIN TGTGGAAAAA AT-ACGT
FLE TGTGGAAAAA AT-ACGT
KUN CGTGGAAAAG AT-ACGT
NIG TGTGGAAAAA AT-ACGT
GLA TGTGGAAAAA AT-ACGT
REP TGTGGAAAAA AT-ACGT
CAL TGTGGAAAAA ATTACGT
AFF TGTGGAAAAA AT-ACGT
ALP TGTGGAAAAA ATACCGT
VEL GGGGGAAAAA AT-ACGT
ARG TGTGGAAAAA AT-ACGT

E-Secuencias Alineadas (ITS-l
VULGARIS TCGATGCCTC AA-2--ACAA
CALDENIA CAAATGCCAA TGC--GAAAG
NIGRA CTAATGCCAA TGC3-CAAAG
AFFINIS TAGATGCCAA AGC——GAAAG
ALBA TAGATGCCAA TAC--GAAAG
VINALILLO TAGATGCCAAAGC--GAAAG
GLANDULOSA TAGATGCCAA ATC--AAAAG
RUSCIFOLIA TAGATGCCAAAGC--GAAAG
ALPATACO --AATGCCAA AGC--AAAAG
VELUTINA --AATGCCAA AGC--GAAAG
KUNTZEI -TAATGCCAA AGG--AAAAG
FLEXUOSA TGCATGCCAA AGC--AAAAG
ARGENTINA -TAATGCCAA AGC--GAAAG
REPTANS ---- --1--A AAC--TAAAG

VULGARIS AGGCCAGCGG GGGCACGCAA
CALDENIA GGGGCAGAAGGC---CGAAG
NIGRA GGGGCAGAAGGC-7-CGAAG
AFFINIS GGGGCAGAAGGC---CCAAG
ALBA GGGGCAGAAGGC---TGAAG
VINALILLO AAAAGGC---CCAAA

TTTCAATAAA

TTTCAATAAA

GATCTTGATA
GATCTTGATA
GATCTTGATA
GATCGTGATA
GATCTTGATA
GATCGTGATA
GATCTTGATA
GATCGTGATA
GATCTTGATA
GATCTTGATA
GATCTTGATA
GATCG-GATA
GATCTTGATA
GATCTTGATA

e ITS-2).
TTCCACCCGC
CACGACCTGT
CATGACCTGT
CGCGACCTGT
CATGACCCGT
CGTGACCTGT
CACGATCTGT
CACGACCTGT
CACGACCCGT
CATGACCTGT
CGCGACCCAT
CACGACCTGT
AGCGACCCGT
AAGGATCATT

GTTCTCCCAC
GTGCCACAGC
GTGCCACGGC
GTGCCACAAC
GTGCCACGGT
GTTCCACAGC

TCAGTGAAAA

TCAATGAAAA

TGAATCTACA
TGAATCTAGA
TGAATCTAGA
TGAATCTAGA
TGAATCTAGA
TGAATCTAGA
TGAATCTAGA
TGAATCTAGA

TGAATCTAGA
TGAGTCTAGA

GAATACGTAC
GAACCGGTTG
GAACCAGTTG
GAACCGGTTG
GAACCGGTTG
GAACCGGTTG
GAACCAGTTG
GAACCGGTTG
GAACCGGTTG
GAACCAGTTG
GAACTGGTTG
GAACCAGTTG
GAACCGGTTG
GAACCTGTGG

NACCAAGTGC
GCCCGAAGTC
GCCCGAAGTC
GCCCAAAGTC
GCCCAAAGTC
GCTCCAAGTC

TAAAAAAGAG
TAAAAAAGAG
TAAAAAAGAG

TAAAAAAGAG
TGAAACAGAG
TAAAAAAGAG)
TAAAAAAGAG

TCATGAGCAG
TCATTAGCAA
TCATTAGCAA
TCAGTAGCAA
ATTAGCAA

TCATTAGCAG
TCATTAGCAA
TCAGTAGCAA
ATTAGCAA

TCAGTACCCA
TCATTAGCAA
TCAGTAGCAA
TCATTAGCAA
TCATTAGCAA

b]O

r-J0

CAAACACACA
ACACAAGTCT
ACACAAGTCT
ACACAAGTCT
ACACAAGTCT
ACACAAGTCT
ACGCAAGTCT
ACACAAGTCT

ACACAAGTCT
ACACAAGTCT
AAGGATCATT

GT-TGTCGAG
TCTGCCTGCT
TTTGCCTGCA
TCTGCCTGCG
TCTGCCCGTG
TGGGGCAGGT

TCTCTGTGT­
TCTCTTTGT­
TCGCTTAGG­
TCTCTTTTT­
TCTCTTTGG­
TCTCTTTTT­
TCTCTTAAT­
TCTCTTTTT­
TCTCTTGGCC
TCTCTTTTC­
TCTCTTTTT­

GATCTGAATC
GATCTTAATT
GATCTTAATT
GATCTTAATT
GATCTTAATT
GATCTGAATT
GATCTTAATT
GATCTTAATT

GATCTTAATT
GACCTTAATT
GATCTGAATT

ACAACGCGCA
GG-S-TTGCG
TG-4--GGCG
CG----GGCG
CG---ATGCG
G----CCGCG
TG---TGGCG
GG---TTGCG
CG---AG-CG
CG---AG-CG
CA---AG-CG
CG---ATTCG
CG---AT-CG
GA-ACCTGCG

AGCGGGGGTG
CACGCCAGGG
CACGCTGAGG
CATGCTGAGG
CACGCTGGGG
CATGCTAATG
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GLANDULOSA
RUSCIFOLIA
ALPATACO
VELUTINA
KUNTZEI
FLEXUOSA
ARGENTINA
REPTANS

VULGARIS

VINALILLO
GLANDULOSA
RUSCIFOLIA
ALPATACO
VELUTINA
KUNTZEI
FLEXUOSA
ARGENTINA
REPTANS

VULGARIS
CALDENIA
NIGRA
AFFINIS
ALBA
VINALILLO
GLANDULOSA
RUSCIFOLIA
ALPATACO
VELUTINA
KUNTZEI
FLEXUOSA
ARGENTINA
REPTANS

VULGARIS
CALDENIA
NIGRA
AFFINIS
ALBA
VINALILLO
GLANDULOSA
RUSCIFOLIA
ALPATACO
VELUTINA
KUNTZEI
FLEXUOSA
ARGENTINA
REPTANS

VULGARIS
CALDENIA
NIGRA
AFFINIS
ALBA
VINALILLO
GLANDULOSA
RUSCIFOLIA
ALPATACO
VELUTINA
KUNTZEI

GGGGCAGAAG

GGGGCAAAA
GGGGCAGAAG
GAAGGAT--­

GGCGTCTTGA
ACAGTTCCTG

ATAATTCGAG

ATAGTTTCTG

ATTAGTCCTG
ACAAATCCTG
---GGTCCTG
TCTGAACCCG

CCGGCGTTTT
ACGGGTCCAG
CCGGCGCCAC

TAAGGGCGAC

CCGCGGGCGC
AC-CGGCGTC
AC-CGGTGCC
AT-CAGTGCC
CC-CATTGTC
GC-CAGTGTC
AC-CGGTGCC

GC---CGAAG
GC---CCAAA
GC---CGAAG
GC---CGAAG
GC---TGAAG
GC---CGAAG
GC---TGAGG
6----CATTG

TGCCTTGTGC
TGGGTCA-GC
TGCATTA-GC
TGCATCA-GC
TTCTTCG-GC
CTGGTCA-CA
TGCATTA-GC
TGGGTCA-CC
TGTGTCG-GC
TGTGTCG-GC
TGCGTTG-GT
TGTTTCA-GC
TGCGTCG-GC
CCAGGTG-AT

ACGCGCCAAG
GAGCATAAAT
AGGCGTGAAG
AGGCTTAAAC
GGGCTTAAGG
GAGCCTCAAT
AGGCGTGAAG
GAGCCTAAAT
AGGCATAAGG

GACTGGCAAG

CTTCACGATG
GGTTATCATG
GGCCAGAATT
GGCCATCATG
GGCAATATTA
GGCTGTCATG
GGCTAGTATT

GTGCCACGGC
GTGCCACGGC
GTGCCACGGC
GTGCCACGGC

AACCTGCGGA

ATCCGGTCGC
GCA----- -­
CA----- -—
ACA--—10—­
GTA----- -­
GCT —————-­

y

GCAAGllATC
ATA----- -­
ATAGG--CCC
CCGAAATTCA

GAAAACGAAG
GAACTGGAAC

GTCCTGGAAT
GGAACTGAAC
AGAACTCCAC

ACATGTT
GCTTTTA
GCGTATC
GCGTTTC
GCTTTTA
CCATTTA
GCGTATC

AC-Lbblulu
CC-TGGTAGC
CC-TGGTAGC
AC-TGGTGCT
CC-CGGTGCC
AT-CCGGTCC
GC--AGGCAT

(¡bb1A].bfllb
GGTGACCGTC
GGTGACCGTC
GGCCATCGTT
GGTCACCATC
GGACAACATT
GGCAAGCCGA

ACTTAACCAG
AATTAATAGG
AGTCGCTAGT
AATTGCCAGT
AGTTGCCAGC
AATCGATTGT
AGTCGCTAGT
AGTCAATAGT
AGTTGCCAGG
AGTCGCTAGT
AGTCGCCAGC

EBEQESLQZÉÉ

ULHLHLL
GCTTTTG
GCTTTTG
GCGTATC
GGTTTTC
GCCTATT
GCGTTCG

GCCCGAAGTC
GCCCGAAGTC
GCCCGAAGTC
GCCCGAAGTC

--8--AGAGC

AAACCCGTGT
-GGCCCCAGC C
-GGCCCTAGC

-GGCCCCAGC
-GGCCCCACC

CGGTCCCAAC
-GGCCCCAGC
CAGCCCCAAC
CTTCTATATG

CTGTTAGGTG
CGACGACAGG
CAAACAAAAC
CAAGCAAAAA
CAACACCAAG
CCACGATAGG
CAAGCAAAAO
CCACCATAGG
CAAACACAAC
CAAACACAAC
AAGCAAAGC
CAAGCAAAAC
CAAACAAAAC
CAAACACACG

O

TTTGCCTGCA
TGGGGCTGGT
TCTGCCTGCG
TCTGCCTGCG
CCTGCCCGTG
TTTGCCTGCA
TCTGCCGGCG
ATTGTTTGTG

CTCCCGACAA
G

CCCATCACCA
CCCACCATGG
CCCAACAACC
CCCAACCTGG
CCTGGCTCCA
CCTGGCTCCA
TCCAACAACC
CCCAGCATCA
CCCAACAACC
ACCAGCACCG

AGGCAAACGG
TCGTCCGTGC
ACGTCATTGG
ACGTCCTTGG
CGCAGTTTGT
TCGTCCTAGC
ACGTCGTTGG
TCGTCCTAGC
CCGTCCTCGC
CCGTCCTCGC
ATGCCGTTGG
CTGTGCTCGC
AAAGCGTTGG
GATTCCTGGT

CACGCTGAGG

CACACTGAGG
GGCG----9­
TGGAGGGGGT

AA-ACTAACC
C

AA----ACCC
AA----AACC
AA----AAAC
AA----AACC
AA----AACC
AA----AACC
AA----AACC
AA-lZ-AACC
AGATTCCGGT

GGGACGTGTC
TCTGGCTCGC
TCGCTCGGGC
TCATTTTCGC
TGTCCGGGGC
TCCGTTACCC
TTGCTCGGGC
TCCGTCACGC
TCTCGGTCGC
TCTCGGTCGC
TCGCCCGAGC
TGTTTCGGGC
TTAGCCGGGG
GGCTACACTG
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FLEXUOSA
ARGENTINA
REPTANS

VULGARIS
CALDENIA
NIGRA
AFFINIS
ALBA
VINALILLO
GLANDULOSA
RUSCIFOLIA
ALPATACO
VELUTINA
KUNTZEI
FLEXUOSA
ARGENTINA
REPTANS

VULGARIS
CALDENIA
NIGRA
AFFINIS
ALBA
VINALILLO
GLANDULOSA
RUSCIFOLIA
ALPATACO
VELUTINA
KUNTZEI
FLEXUOSA
ARGENTINA
REPTANS

VULGARIS
CALDENIA
NIGRA
AFFINIS
ALBA
VINALILLO
GLANDULOSA
RUSCIFOLIA
ALPATACO
VELUTINA
KUNTZEI
FLEXUOSA
ARGENTINA
REPTANS

VULGARIS
CALDENIA
NIGRA
AFFINIS
ALBA
VINALILLO
GLANDULOSA
RUSCIFOLIA
ALPATACO
VELUTINA
KUNTZEI
FLEXUOSA
ARGENTINA
REPTANS

AA ANTCGCTAGT
AA AGTCTCCAGT
AA AGTCGCCAGT

TTAAATGTGA

GCCCCGATCG
GCCCCCATCG

GCCCCCATTG
GCCCCCATCA
GCCCCCATCA

TGAAAAGCAA
CCAATCAAGG
G

GCTCGAG14A
GGTTGAGAGA
GCTCGAGAGA
GCTCGAGAGA

GCTTGAGAGA
GCTTGAGAGA
GCTCGAGAGA
GCTCGAGAGA
GCTCGAGAGA
GGTTGAGAGA

GCGCCC-TCT
GCTCCC-TCA
GCTCCC-TCA
GCTCCC-TCA
GCTCCC-TCG
GCTCCCCTCA
GCTCCC-TCA
GCTCCCTTCA
GCTCCC-TCA
GCTCCC-TCG
GCTCCC-TCG
GCTCCC-TCA
GCTCCCTCGA
GCTTCC-TTA

GGCAGTGGGT
CGGGCATAGC
CGGGCACGAC
CGGGCATGGC
CGGGCACGAC
CGGGCATGGC
CGGGCACGAC
CGGGCATGGC
CGGGCACGAC
CGGGCACGAC
CAGGCACAGT
CGGGCACGAC
CGGGCATGCC
CCGGCATAAC

GTTCGGGGCG
GCCCGAAGTG
GCCCGAAGTG
GCCCGAAGTG
GCTCGAAGTG
GCCGGAAGTG

GCNCGAAGTG
GCCCGAAGTG
GCCTGCAGTG

GA GCCCGGAATG

CCAATCGTGC
CCAGACGTGC
CCAGACGTGC
CCAGACGTGC
CCGGACGTGC
CCAGATGTGC
CCAGACGTGC
CCAGATGTGC
CCGGACGTGC
CCAGACGTGC
TTACACGTAC
CCAGACGTGC
CCGGACATGT
CCAAAAGTGC

GTGCAAACCG
ACAGGGAGAA
ACAGGGAGAA
ACAGGGAGAA
ACAGGGAGAA
GGGGAGAA

ACAGGGAGAA
ACGGGGAGAA
ACAGGGAGAA
ACAGGGAGAA
A-AGGGGAGG
ACAGGGAGAA
ACAGGGAGAA
ACAGGGGAGA

3’0

GAAAGTTGAC
AGATGATGGC
AGATGATTGC
GGATGATGGC
GGATGATGGC
AGATGATATC
AGATGATTGC
AGATGATTTC
GGATGATGGC
AGATGATGGC
GGATGATGGT
AGATGATTGC
GAATGATGGC
AGATGATGGC

GAGTCCCCCA
ATGGCGGCCA
ACGGTGGCCA
ACGGCGGCCA
ACGGCGGCCA

ACGGCGGCCA
ACGGCGGCCA
ACAGTGCCCA
ACGGCGGCCA
ACGGCGGCCC
ACGGCGGCCA

CTGTG-GGAC
ACGCGTCGTC
GCGCGTCGTC
ACGCGTCGTC
GCGCGTCGTC
ACGCGTCGTC
GCGCGTCGTC
ACGCGTCGTC
GCGCGTCGTC
GCGCGTCGTC
GAGCATCGTC
GCGTGTTGTT
GCGTTTTTTG
GGGCGTTGTT

AGTGTGCCAT
AA-GCCCATG
AA-GCCCATG
AA-GCCCATG
AA-GCCCATG
AA-GCCCATG
AA-GCCCATG
AA-GCCCATG
AA-GCCCATG
AA-GCCCATG

AAAGCCCAGG
AA-GCCCATG

CTCCCGCGAG
TCC GA

CTCCCGAGAG
ATCCCGTGAT
CTCCCGAGAG
CTCCCGTGAT
CTCCCGAGAG
CTCCCGAGAG
CTCCTGAGAA
CTCCCGAGAG
CTCCTGTGAG
CTCCCGAGAG

CGATA-ACGG
CGATCCACGG
CGATCCACGA
CGATCCACGA
CGATCCACGG

CGATCCACGG
CGATCCACGA
CGATCCACGC
TGATCCACGA
CGATCCACAG
CGATCCACGA

TCCGACGTAA
TCACAAAGAA
GCGCGAAGAA
GCGCAAAGAA
GTACAGAGAA
CA

GCTCGAAGAA

CTAC16­
ACACGTA
ACGTA17
ACACGTA
ACACGTA
ACATGTA
ACACGTA
ACATGTA
ACACGTA
ACACGTA
ACACGTA
ACACGTA
ACACGTA
ACACGTA

CCAGTTCCTC
CC-TTGACTT
CC-TTGACTC
CC-TTGACTT
CC-TTGACTC
CA-GTGCCTT
CC-TTGACTC
CC-TTGACTT
CC-TTGACTC
CC-TTGACTC
CC-TCGATTA
CC-TTGACTC
CC-TTGACTT
CC-TTGACTT

TGGATGAGCC
TGGATGA-TG
TGGATGA-TG
TGGATGAGTG
TGGATGAGTG

AA TGGATGAGTG
TGGATGAGTG
TGGATGA-TG
TGGATGAGTG
TGGATGAGTG
TGGATGAGTG
TGGATGAGTG
TGGATGAGTG
TGGATGAGTG

CGGACTTATC

GGGGCCTCAC
GAA GGGGCCTCAT

GGGGCCTCAT
GGGGCCTCAT
GGGGCCTCAT
GGGGCCTCAT
GGGGTCTCAC
GGGGCTTCAT
GGGGCCTCAC
GGGGCTTCAT

GTGGTTGGT­
GAGGCCGGC­
GTGGCCGGC­
GTGGTCGGC­
GCGGCCGGC­
GAGTTCGGC­
GTGGCCGGC­
GAGTTCGGC­
ATGGCCGGC­
GTGGCCGGC­
GCGACCCATT
ATAGCCGGT­
TCGGCCGGC­
GTGACCCGT­

CA-l 3 -———c
AATGAGATGT
AATGAGATGC
AATGAGATGC

AATGAGATGC
AATGAGATGC
AATGAGATGC
AATGAGATGC
AACGAGATAT
AATGAGAAGC

GACCCCACAC
G---ATGAGG
G-15ATGAGG
G---ATGAGG
G---ATGAGG
G---ATGAGG
G---ATGAGG
G---ATGAGG
G--‘ATGAGG
G---ATGAGG
G---ATGAGG
G---ATGAGG
A---ATGAGG
GG--ATGAGG
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