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Resumen

Prosopis es un género que presenta gran importancia desde el punto de
vista econdémico, ecoldgico y evolutivo. Habita en las principales zonas dridas y
semidridas del mundo y en base a su morfologia ha sido dividido en cinco
secciones denominadas Prosopis, Anonychium, Monilicarpa, Strombocarpa y
Algarobia. Esta dltima incluye 30 especies de las cuales la mayor parte habitan
en América, con el principal centro de diversidad en Argentina. Algunas
especies de esta seccion hibridan frecuentemente en la naturaleza dando
lugar a individuos con fenotipos intermedios, dificiles en algunos casos de
determinar. En este trabajo se andlizaron marcadores bioquimicos y
moleculares en poblaciones de P. glandulosa, P. velutina, P. alba, P. nigra, P.
vinalillo, P. alpataco, P. caldenia, P. ruscifolia, P. flexuosa, P. chilensis, P. affinis,
P. kuntzei de Algarobia, P. reptans 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
diagndstico, estimar la variabilidad y analizar la estructura poblacional. Se
compararon poblaciones naturales de diferente subcontinentes pertenecientes
a Algarobia junto con P. reptans (Strombocarpa) y P. argentina (Monilicarpa).
Los resultados sefialaron que P. velutina 'y P. kuntzei son las Unicas que
presentaron loci isoenzimdticos diagndsticos. Las especies Norteamericanas A.
glandulosa y P. velutina no presentaron bandas RAPD diagndsticas 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 seccion; y las poblaciones presentan las misma
variantes isoenzimdticas. Los niveles de variabilidad genética de P. reptans
(Strombocarpa) y P. argentina (Monilicarpa) no difieren entre si, aunque son
significativamente menores que las de las especies de Algarobia. La
diferenciacién genética entre las poblaciones de la seccién Monilicarpa es
menor a la presentada por las especies de Algarobia estudiadas. Como
consecuencia, el flujo génico estimado entre las poblaciones de 2. argentina es
mayor que el de las especies de Algarobia.

Un estudio de individuos agrupados por familias fue realizado mediante
electroforesis de isoenzimas para inferir el sistema de apareamiento en siete
especies de la seccién Algarobia. Los resultados mostraron que las especies
presentan en la mayoria de los casos fecundacién cruzada pero que hasta un
28% de autofecundacién puede ocurrir (#m varié entre 0.72 y 1). El valor
promedio en todas las especies aqui estudiadas es de 15%. Las tasas de
fecundacién cruzada variaron entre los drboles dentro de las poblaciones y la




Resumen

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

Se realizé un estudio de RFLP utilizando como sonda 27.7 kb de cpDNA
heterdlogo de Nicotiana tabacum en 11 especies del género. Los resultados no
mostraron variacion intraespecifica en ningin caso y sélo permitieron
diferenciar a P. reptansy a P. kuntzei de las restantes especies de Algarobia
estudiadas (P. alba, P. nigra, P. vinalillo, P. alpataco, P. caldenia, P. ruscifolia, P.
flexuosa, P. glandulosa, P. affinis).

Por dultimo, las relaciones filogenéticas entre las especies fueron
reconstruidas mediante métodos de distancia y parsimonia a partir de las
frecuencias alélicas isoenzimdticas, de las secuencias correspondientes al
intergén TrnD-TrnT (cpDNA) y de las secuencias de los espaciadores internos
transcriptos de ADN ribosémico (ITS-1e ITS-2). Los fenogramas obtenidos a
partir de los datos de enzimas sefialaron que P. reptans (Strombocarpa), P
argentina (Monilicarpa) y P. kuntzei son las especies mas diferenciadas. A
pesar de que los cladogramas de cpDNA y de ADNr resultaron incongruentes,
presentan consistencia. El orden relativo de divergencia sefialado en ambos
cladogramas concuerda con el nivel de diferenciacion genética en los
fenogramas. Ademds, ni los fenogramas ni los cladogramas estdn de acuerdo
con la clasificacién morfoldgica en series propuesta para este grupo.

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

estructura poblacional, sistema de apareamiento, relaciones evolutivas



Abstract

Prosopis 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 A
glandulosa, P. velutina, P. alba, P. nigra, P. vinalillo, P. alpataco, P. caldenia, P.
ruscifolia, P. flexuosa, P. chilensis, P. affinis, P. kuntzei of Algarobia, P.
reptans of Strombocarpa and P. argentina of Monilicarpa.

Natural populations were studied by means of isoenzyme
electrophoresis and RAPD techniques, 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. reptans (Strombocarpa) and P. argentina
(Monilicarpa). The results indicated that A. velutina and P. kuntzei are the only
ones which showed isoenzymatic diagnostic loci. The North American species,
P. glandulosa and P. velutina, did not present diagnostic RAPD bands 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. £. reptans
(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 individuals grouped by families was carried out by isoenzyme
electrophoresis to estimate parameters of the mating system in seven species
of the section Algarobia. The results showed that species are mostly
outcrosser but up to 28% of selfing can occurs (#m varied between 0.72 and
1). The average value in all 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 cpDNA probe of Nicotiana
tabacum (27.7 kb) was carried out in 11 species of the genus. The results did
not show intraspecific variation in any of the species studied. Only P. reptans
and P. kuntzei could be distinguished from the remaining studies species of
Algarobia (P. alba, P. nigra, P. vindlillo, P. alpataco, P. caldenia, P. ruscifolia, P.
flexuosa, P. glandulosa, P. affinis).

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 (cpDNA) and the sequences of internal transcribed spacers from
ribosomic DNA (ITS-1 and ITS-2). The phenograms obtained from the
enzyme data indicated that A reptans (Strombocarpa), P. argentina
(Monilicarpa) and P. kuntzei are the most differentiated species. Although the
cpDNA 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 morphological classification
of proposed series for this group.

Key Words: Prosopis, Isoenzymes, RAPD, RFLP, TrnT-TrnD, ITS, Population

structure, Mating system, Evolutionary relationships
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I. Estudios Genético - Evolutivos En El Género Prosopis

El género Prosopis es uno de los mds primitivos dentro de la subfamilia
Mimosoidae de la familia Leguminosae. Sus especies son capaces de adaptarse
a las condiciones extremas de sequia, altas temperaturas y salinidad de las
zonas dridas y semidridas que habitan normalmente. Su amplia distribucién
geogrdfica abarca el sureste de Asia, Africa tropical y América. En este
dltimo continente se distribuye desde el Sudoeste de Estados Unidos hasta 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 drboles y arbustos de Prosopis tienen una importancia
fundamental en la economia de zonas dridas y semidridas por los mdltiples usos
a los que pueden destinarse. Las vainas se han utilizado como forraje desde
épocas prehistéricas en América, Asiay Africa (Roig 1993, Galera et a/ 1992).
Desde entonces en diferentes lugares del mundo se las emplea para
alimentacion debido a su alto valor alimenticio semejante a la cebada y al maiz.
En nuestro pais, en Chile y en Peri se las emplea en pastoreo directo y
diferido. La recoleccién y secado de frutos resulta ttil para alimentar ganado
vacuno, ovino y caballar durante el invierno (Galera et a/ 1992). La utilizacién
de los frutos como fuente de alimentacién humana persiste en zonas rurales
donde se obtiene harina para producir pan de algarroba (patay) y se elaboran
algunas bebidas como la chicha, afiapa y arrope. Ademds 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 aplicaciéon muy importante desde el punto de vista econémico es la
madera de algunas de sus especies que se emplea como combustible de alta
calidad, como lefia o carbén vegetal. La madera resulta muy Gtil en la
construccion de postes, muebles y aberturas ya que se muestra muy durable,
sélida y pesada. Es altamente resistente a la torsion y a la contraccién y en los
dltimos afios esta madera se ha puesto de moda por sus caracteristicas y su
bajo costo (Tortorelli 1956, Felker 1982, Roig 1993). De las raices y de la
corteza de algunas especies es posible también la obtencién de taninos ttiles

para curtientes y para la tincién de fibras (Karlin y Diaz 1988A, Roig 1993).

Desde el punto de vista ecolégico, algunas especies de este género
resultan muy Utiles en el control de la erosion y degradacion de suelos ya que
son especies fijadoras de dunas (Burkart 1952). Ademds poseen la habilidad
para la fijacion bioldgica de nitrégeno, que produce un mejoramiento en la
fertilidad del suelo. Ademds, ciertas especies resultan muy utiles en sistema
agroforestales y agropastoriles al suministrar sombra para la proteccién de

animales y cultivos (Karlin y Diaz 19888B).

En nuestro pais es posible distinguir cuatro épocas histéricas en el
empleo de los algarrobos (Roig 1993). La primera de ellas corresponde a la
época primitiva, la segunda, se inicié con la introduccion del ganado y la
tercera, coincide con el desarrollo ferroviario. La época actual, la cuarta, estd
orientada a la conservacién del recurso a través de planes de mejoramientoy a

la busqueda de un uso sostenido del mismo.

La gran importancia econémica que presentan las especies ha dado lugar

a la explotacién indiscriminada de los montes naturales de Prosopis. El
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desarrollo de planes que permitan mejorar caracteristicas beneficiosas y
conservar este recurso son cada vez mas necesarios. Dentro de este marco,
las especies arbéreas de mayor interés comercial estdn siendo utilizadas
actualmente en planes de reforestacion de zonas dridas. En particular, en el
monte argentino se llevan a cabo programas de conservacion y mejoramiento
de P. flexuosa (Cony 1993, Cataldn et a/ 1994) y en Brasil existen plantaciones

comerciales de P. juliflora (Ferndndez Lima 1990).

Desde el punto de vista tedrico Prosopis también ha resultado
sumamente interesante; recién en 1976 se realizé la primera monografia
integral de este género que ha sido tomada en cuenta por sistemdticos,
genetistas y ecélogos de todo el mundo. Muchos grupos de investigacion
trabajaron y trabajan a través de distintos enfoques en la resolucion de

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

En su monografia Burkart (1976) dividié al genero en cinco secciones:
Prosopis, Anonychium, Monilicarpa, Strombocarpa y Algarobia (Apéndice 1 pag.
125). Mientras que las primeras dos sélo estdn representadas en Asia y Africa,

las Ultimas tres se desarrollan en América.

En Algarobia, una de las cinco secciones que integran este género, la
determinacién morfoldgica es problemdtica debido al comportamiento de las
mismas en la naturaleza. Existen en la literatura numerosos ejemplos de
hibridacién interespecifica (Hunziker et a/ 1986) involucrando diferentes
especies tales como P. alba, P. nigra, P. flexvosa, P. ruscifolia, P. caldenia, P.
affinis, P. chilensis, P. hassleri, P. alpataco, etc., aunque también hay otras

especies en las cuales hasta el momento no han sido reportados casos de
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hibridacion tales como P. kuntzei, P. sericantha, P. denudans, etc. La alta
ocurrencia de hibridacion e introgresion produce la aparicién de fenotipos
nuevos que en algunos casos resultan dificiles de determinar

morfoldgicamente.

Estudios isoenzimdticos previos en algunas especies de la seccion
Algarobia (Saidman 1985, 1986, 1993, Verga 1995, Julio 2000, Ferreyra 2001,
Saidman y Vilardi 1987, 1993, Hunziker et al 1986) sefialaron una similitud
genética alta, tal como la que se esperaria para semi o subespecies. La
similitud alozimica podria indicar que los taxones se han diferenciado poco ge-
néticamente, lo cual coincidiria con una aparente debilidad de las barreras de
aislamiento reproductivo (Saidman 1990). Sin embargo, desde el punto de vista
morfoldgico, las especies mostraron una clara diferenciacién. En la seccién
Strombocarpa por el contrario, los problemas de delimitacion de las especies
son menos frecuentes. La hibridacion no es un hecho comin entre las especies
de esta seccién y las mismas estdn bien diferenciadas tanto morfoldgica como

bioquimicamente.

La hibridacidn que ocurre en la naturaleza debe ser distinguida del
proceso de especiacion por hibridacién. La hibridacién natural ha sido definida
como el fendmeno de cruzamiento al azar espontdneo entre razas disyuntas,
semiespecies o especies que estdn separadas por aislamiento ecoldgico parcial
o reproductivo, o ambos (Grant 1989 pag. 213). En la naturaleza existen
muchos ejemplos de hibridos interespecificos, presumiblemente de la
generacion Fy. Los mismos pueden ser fértiles, semiestériles o altamente
estériles y excepto en el Ultimo caso, pueden producir una progenie tardia. La

generacién F, parcialmente fértil puede reproducirse con plantas hibridas
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hermanas, o retrocruzarse con alguna de las especies parentales. La progenie
surgida puede cruzarse una vez mas entre si y con las plantas originales dando
como resultado un enjambre hibrido. Los enjambres hibridos estdn formados

por una mezcla de especies, hibridos y retrocruzas.

La especiacién por hibridacion se refiere al origen de una nueva especie
directamente a partir de un hibrido natural. El mismo proceso que formé al
hibrido natural ocasionard la desintegracién por segregacion de su combinacion
génica, por consiguiente una parte fundamental en el proceso de especiacion es
la estabilizacion del comportamiento reproductivo de los hibridos que puede
darse por diferentes mecanismos tales como la propagacién vegetativa, la
agamospermia, la heterocigosidad de translocacién permanente, la poliploidia
impar permanente, la anfiploidia, la especiacion por recombinacién y por la
segregacién de un nuevo tipo aislado por barreras externas (Grant 1989 pag.

262).

En Prosopis, algunas especies podrian haberse formado por especiacidn
hibrida (Ferreyra 2001, Saidman et a/ 1998). Palacios et a/ (1991) han
demostrado el posible origen hibrido para la especie P. burkartii (Seccién
Strombocarpa) a partir de P. famarugoy P. strombulifera. Tanto los estudios
morfolégicos como los de cromatografia de flavonoides y los de electroforesis
de proteinas seminales han permitido corroborar esta hipétesis.
Recientemente Burghardt et a/ (2001) estudiaron mediante electroforesis de
proteinas seminales individuos de PA. abreviatta, un arbusto espinoso
morfolégicamente intermedio entre P. forquata y P. strombulifera. Esta
especie presenta un perfil proteico que muestra adicién 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 hibrido que se corresponde con los datos

morfoldgicos previos y los estudios de fertilidad de polen,

En la seccién Algarobia, se ha sugerido un origen hibrido para P. vinaliflo
a partir de P. alba var. panta y P. ruscifolia (Burkart 1976). A través del
estudio isoenzimdtico y de RAPD, Ferreyra (2001) no encontré marcadores
caracteristicos de P. alba. Alli no se descarté a la hibridacion homégama como
mecanismo de especiacién hibrida, en donde se espera que los derivados
hibridos tengan un ciclo meidtico normal y las especies asi surgidas sean
homoploides respecto a las especies progenitoras originales (Grant 1989 pag.
292). Sin embargo, se propuso que los marcadores podrian haberse perdido
por recombinacidn y segregacion. Otros autores (Palacios com. pers.) proponen
que los individuos asi determinados no serian una especie de origen hibrido

sino un hibrido natural.

En base a las estructuras vegetativas Burkart (1937A, 1976) ha
definido la Seccidn Monilicarpa, que estd representada por una Unica especie,
P. argentina cuyo origen y afinidades son dudosos. Los trabajos fisiolégicos y
de maderas involucrando esta especie la muestran altamente tolerante a la
temperatura y al stress hidrico en concordancia con su hdbito de ocupar
suelos arenosos moviles y semifijos (Villagra 1995, 1997, Villagra y Roig Jufiet
1997). El nivel de variabilidad genética y diferenciacién isoenzimdtica que
existe entre las poblaciones de esta especie no ha sido descripto asi como

tampoco la ocurrencia de hibridos entre secciones que la involucraran.

Este género permite acercarse al estudio de un problema tedrico muy

importante como es el mecanismo de especiacion y a través del estudio de los
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datos genéticos es posible discutir la delimitacion existente entre las
especies. Asi, varios autores (Montoya ef a/ 1994, Burghardt 1995A, 19958,
Ferreyra 2001) han sugerido que algunas especies de Algarobia, que hibridan
en la naturaleza frecuentemente, no se ajustarian al concepto biolégico de
especie sino al concepto cohesivo propuesto por Templeton (1989). Segtn
éste, la principal fuerza que conduce al proceso de especiacion puede ser la
presion selectiva diferencial que permite la adaptacion a diferentes nichos.
Este concepto considera que las especies mantendrian su identidad por
mecanismos ecoldgicos o demogrdficos, independientemente de la ocurrencia

de flujo génico.

El mayor conocimiento de las especies de este género en cuanto a su
caracterizacion, el nivel de variabilidad, la estructura genética de sus
poblaciones y el andlisis de las relaciones filogenéticas podrén aportar

informacidn para el mejoramiento, conservacion y evolucion de este grupo.

II. Utilizacion De Marcadores Moleculares

Desde hace dlrededor de 30 afios se ha desarrollado el uso de
diferentes técnicas Utiles para revelar diferentes marcadores bioquimicos de
las plantas tales como los compuestos fendlicos, las proteinas seminales y las
isoenzimas. Los (ltimos avances en el andlisis de ADN hicieron posible
desarrollar nuevas metodologias que permiten el estudio de marcadores
moleculares tanto a nivel nuclear como en genomas de organelas (cloroplastos y
mitocondrias). Los marcadores moleculares permiten analizar y caracterizar la
variacién molecular y aplicar los datos genéticos para la construccién de

filogenias entre diferentes taxa. El marcador molecular a aplicar depende
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directamente del nivel taxonémico en que se encuentre el problema que se
quiere abordar pudiendo resolverse problemas de filiacion entre individuos,
diferenciacion de poblaciones, hasta filogenias en taxones superiores (Avise

1994).

La electroforesis de isoenzimas se ha utilizado desde los afios 70 para
acercarse a problemas taxonémicos, genéticos y evolutivos ya que permite
estudiar la variabilidad y diferenciacién 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 andlisis de variantes enzimdticas se estudia indirectamente los
polimorfismos en regiones codificantes tanto nucleares como de organelas y su
nivel de variacién es restringido ya que estd dado por el equilibrio entre la
tasa de sustitucion 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 et

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

Algunos afios mas tarde se desarrollé la técnica de RAPD (Amplificacién
al Azar de Fragmentos Polimérficos - Williams et a/ 1990), mediante esta
metodologia se estudian directamente polimorfismos de ADN en regiones
aleatorias del genoma siendo posible analizar los niveles de variabilidad y
diferenciacién genética. 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 podrian estar
subestimados. A pesar de ello, suelen andlizarse pues resultan mejores

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

genoma.

Para andlizar polimorfismos de ADN se utiliza también la técnica de
RFLP (Polimorfismos para el Largo de los Fragmentos de Restriccién); estos
marcadores suelen ser codominantes y a diferencia de los RAPD, se estudian
regiones especificas del genoma. El estudio de ADN de 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 mayoria
de las plantas que suele heredarse de forma materna y por lo general no
ocurre recombinacion enfre sus genes. Las regiones codificantes suelen
revelar bajos niveles de variacién intraespecifica 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 mutacion relativamente mayores y resultan ttiles para
buscar buenos marcadores genéticos y analizar la variabilidad genética en las

poblaciones naturales.

Una metodologia que se ha desarrollado en los dltimos 10 afios es la
secuenciacion directa del ADN. Son muchas las regiones que pueden analizarse
mediante esta metodologia y es dificil la eleccién de la porcién del genoma que
ayude a resolver la problemdtica 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 variacién intraespecifica.
Ademds, en términos generales, la informacion brindada por un grupo genémico
(organelas) se enriquece cuando es contrastada con datos de otra fuente de

informacién como ser los marcadores nucleares. Asi, la secuenciacion de una
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regién de cloroplasto (por ejemplo: un intergén) y de una regién nuclear (por
ejemplo: los espaciadores transcriptos de los genes ribosémicos) pueden
permitir analizar y contrastar las relaciones entre diferentes especies

taxondémicas.

III. Material Biologico

En este trabajo se analizaron especies pertenecientes a las secciones
Algarobia, Monilicarpa y Strombocarpa mediante las técnicas de
electroforesis de isoenzimas, amplificacion al azar de fragmentos
polimérficos, polimorfismos para el largo de los fragmentos de restriccion, y

secuenciacion directa de ADN.

En la Tabla 1.1 (pag. 17) se presentan las poblaciones naturales
estudiadas con cada metodologia: Isoenzimas, RAPD, RFLP, Secuenciacién
directa de intergén de cpDNA ( TrnT-TrnD)y de los espaciadores transcriptos

ribosémicos (ITS-1e ITS-2).

En la Tabla 1.2 (pag. 18) se presentan tanto los investigadores que
realizaron las colecciones y la determinacién del material asi como la ubicacién
(provincia, latitud y longitud) de los sitios de muestreo de cada poblacién

estudiada.

Las poblaciones han sido muestreadas siguiendo los criterios descriptos
por Vilardi et a/ (1988). Se coleccionaron aproximadamente 50 vainas
correspondientes a 10 drboles madre por poblacién tomando en cuenta una

separacién de alrededor de 50 m. con el fin de muestrear la mayor diversidad
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presente en cada poblacion. Todas las semillas de cada drbol madre fueron
puestas en una Unica bolsa a fin de evitar el estudio de individuos mds

emparentados.

Cada metodologia empleada requirié un nimero 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 mismo criterio,
aunque solamente cinco drboles madre fueron muestreados. Las dos
poblaciones de P. argentina'y una de las poblaciones de P. flexuosa 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 poblaciones Sud y Norteamericanas respectivamente.



Técnica

ISOENZIMAS

RAPD

TrnT - TrnD
e

ITS-1 - ITS-2

*tomado de Bessega 1997 // tomado de Julio 2000 # tomado de Ferreyra 2001

Tabla 1.1. Poblaciones naturales analizadas.

Especie

P. argentina
P. reptans
P. kuntzei

P. flexuosa * #

P. nigra #

P. ruscifolia #
P. vinalillo #
P. chilensis //
P. velutina *

P. glandulosa *

P. alba#

P. velutina
P. glandulosa

P. reptans
P. kuntzei
P. alba

P. flexuosa
P. nigra

P. ruscifolia
P. vinalillo
P. alpataco
P. caldenia
P. glandulosa
A. aroma

P. argentina
P. reptans
P. kuntzei
P. alba

P. flexuosa
P. nigra

P. ruscifolia
P. vinalillo
P. alpataco
P. caldenia
P. glandulosa
P. affinis

Poblacién

Tinogasta -Tucunuco

Herrera

Tacana

Quilmes ~ La Amarga

Huilla Catina -~ La Merced

Herrera - Rivadavia- Pinto ~ Sarmiento

7 de Abril

Talampaya ~ Belén ~ La Higuerita ~ Patquia
Santa Rita

Weslaco - La Copita - Frio Co ~ Bell Co
Chicoana - Trancas- La Merced- Sumalao -
Burruyac( ~Curtiembres - Icafio

Santa Rita
Weslaco - La Copita - Frio Co - Bell Co

Herrera
Herrera
Casares
Pipanaco
Huilla Catina
Herrera

7 de Abril
R152Km95
R152Km95
BellCo

Huilla Catina
Tinogasta
Herrera
Herrera
Casares
Pipanaco
Huilla Catina
Herrera

7 de Abril
R152Km95
R152Km95
BellCo
Hasenkamp

Capitulo 1
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Tabla 1.2 Descripcidn de sitios de coleccidon (provincia, latitud y longitud) e
investigadores que realizaron las colecciones y determinacion del material.

Especie
P. argentina

P. reptans
P. kuntzei

Palba

P. flexuosa

P. nigra

P. ruscifolia

P. vinalillo
P. chilensis

P. alpataco
P. caldenia
P. affinis
P. velutina
P. glandulosa

A. aroma

Poblacion

Tucunuco
Tinogasta

Herrera

Tacana
Herrera

Chicoana
Trancas
La Merced
Sumalao
Burruyacu
Curtiembres
Icafio
Casares
Quilmes
La Amarga
Pipanaco
Huilla Catina
La Merced
Herrera
Rivadavia
Pinto
Sarmiento

7 de Abril
Talampaya
Belén
La Higuerita
Patquia
R152Km95
R152Km95
Hasenkamp
Santa Rita
Weslaco
La Copita
Frio Co
Bell Co
Huilla Catina

Provincia
San Juan
Catamarca
S. Estero

Salta
S. Estero

Salta
Tucumdn
Salta
Salta
Tucumdn
Salta
S. Estero

Tucumdn
La Pampa
Catamarca
S. Estero
Salta
S. Estero
Salta
S. Estero
S. Estero
Tucumdn
La Rioja
Catamarca
San Luis
La Rioja
La Pampa
La Pampa
E. Rios
Arizona, USA

Texas,USA
Texas,USA
Texas,USA
Texas USA

S. Estero

Latitud-Longitud
30°35'5-68°36'W
28°38'S-68°19'W
28°28'S-63°04'W
28°39'5-65°36'W
28°28'5-63°04'W
25°06'S-65°30'W
26°13'5-65°16'W
24°58'5-65°29'W
25°02'5-65°30'W
26°30'S-64°43'W
25°41'5-65°42'W
28°41'5-62°53'W
28°56'S-62°48'W
26°22'5-65°58'W
38°10'5-66°06'W
27°48'5-66°20'W
27°32'5-64°06'W
24°58'5-65°29'W
28°28'S-63°04'W
24°11'5-62°53'W
29°14'S-62°33'W
28°20'5-63°20'W
26°18'S-64°30'W
29°45'S-67°01'W
27°39'5-67°02'W
33°28'S-66°36'W
30°02'S-66°52'W
37°28'5-65°40'W
37°28'S-65°40'W
31°31'5-59°50'W

32°05'N-110°57'W

26°09'N-98°00'W
27°45'N-98°04'W
29°02'N-99°01'W
31°05' N-97°21'W
27°32'S-64°06'W

Colector
IADIZA
IADIZA
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
TIADIZA
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
U. Karlin-R. Coirini
R. Coirini
H. Capurro
J. Joseau
Saidman-Vilardi
Saidman-Vilardi
F. Mollard
J. Evans
J. Evans
J. Evans
J. Evans
J. Evans
Saidman-Vilardi

Determinado por
Ing. F. Roig (TADIZA)
Ing. F. Roig (IADIZA)
Ing. R.A. Palacios (UBA)

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

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

Ing. R.A. Palacios (UBA)
Ing. R.A. Palacios (UBA)
Ing. R.A. Palacios (UBA)
Ing. R.A. Palacios (UBA)
Ing. R.A. Palacios (UBA)
Ing. P. Steibel y H. Troiani
Ing. P. Steibel y H. Troiani
Ing. R.A. Palacios (UBA)
J. Evans (USDA)

J. Evans (USDA)
J. Evans (USDA)
J. Evans (USDA)
J. Evans (USDA)

Ing. A. Cialdella (Darwinion)
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/ Figura 1.1 Ubicacién geogrdfica de las poblaciones Sudamericanas
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Figura 1.2 Ubicacién geogrdfica de las poblaciones
Norteamericanas
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Variabilidad Genética y Estructura de Poblaciones

I. Introduccién
II. Conocimiento Actual En El Género Prosopis

III. Variabilidad Y Diferenciaciéon Genética En Poblaciones Norteamericanas.
Comparacién Con Especies Sudamericanas Previamente Estudiadas.

a. Resultados

b. Discusién

IV. Variabilidad Y Diferenciacion Genética En Especies Sudamericanas De Las
Secciones Monilicarpa, Strombocarpa Y Algarobia.

a. Resultados

b. Discusién

V. Sistema De Apareamiento
a. Resultados
b. Discusién



I. Introduccion

Las especies de Prosopis que presentan importancia econémica han
comenzado a explotarse de forma no racional en los dltimos afios causando la
extincion de bosques extensos que constituyen una parte significativa de
nuestra riqueza natural renovable. La conservacion de la diversidad bioldgica
se basa en preservar la variabilidad genética. Las poblaciones que presentan
menores valores de diversidad tendrdn mayor dificultad para soportar
condiciones cambiantes del medio y menor probabilidad de poder ser
conservadas eficientemente. El conocimiento de la variabilidad, diferenciacién
y estructura genética de las poblaciones constituye un aspecto muy importante
desde el punto de vista del mejoramiento genético y la conservacién del
recurso. Dicha informacién permite emprender planes de mejoramiento para
caracteristicas beneficiosa heredables y disefiar estrategias de muestreo mas
eficientes a fin de capturar la mayor parte de la diversidad existente dentro

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

El estudio de los niveles de variabilidad genética presente en las
pablaciones naturales es importante también para estudiar procesos
evolutivas. El surgimiento de montafias, la aparicién de rios, etc. son procesos
naturales que, junto a las alteraciones producidas por el hombre en la
naturaleza, pueden provocar aislamiento y fragmentacién en las poblaciones.
En Prosopis, los incerdios, la deforestacién y explotacién exhaustiva de los
ambientes naturales son fenémenos 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 indices que pueden ser analizados en combinacién con
caracteristicas biolégicas tales como el tipo de fecundacién, el modo de
polinizacién y la duracién de los intervalos poblacionales (Gibson y Hamrick
1991, Brown y Allard 1970, Loveless y Hamrick 1984, Hamrick et a/1993). Los
indices mas utilizados (Hedrick 1983 pag. 65) son el porcentaje de loci
polimérficos (P), la heterocigosis media (H) y el nimero medio de alelos por

locus (A) (Apéndice 2A pag. 127).

La estructura genética de una poblacién toma en cuenta la distribucién
de la variacién genética que resulta de la interaccién de los procesos
microevolutivos tales como la migracidn, mutacion, seleccién y deriva. La
estructura poblacional suele andlizarse a través de los estadisticos F
desarrollados por Wright (1951) y reexaminados por Weir y Cockerham
(1984). Estos son tres coeficientes: Frr , Fsr y Frs que pueden ser
relacionados entre si (Apéndice 2B pag. 127). El Frrestima la desviacién de la
panmixia del conjunto global de las subpaoblaciones, el Fsres una medida de la
diferenciacién genética entre subpoblaciones y toma siempre un valor positivo
y por Ultimo el Frs que estima el grado de endogamia dentro de una
subpoblacion. Los valores de Frs y Frr varian entre -1y 1. Los Frs positivos
indican que existe un exceso de homocigotas y los valores negativos indican la
ocurrencia de un exceso de heterocigotas. Se espera que Fsr varie entre Oy 1

a medida que la diferenciacién aumenta.

El flujo génico 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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movimiento de genes restringido presentan mayor diferenciacién genética que
las especies con amplia dispersion de polen y semillas (Brown 1979). Dado que
es muy dificil medir el flujo génico de modo directo en poblaciones naturales
de drboles, se utilizan métodos indirectos para estimar el nimero de

migrantes que efectivamente entran en una poblacién por generacién (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 Nim que utiliza el indice
Fsr y se basa en distribucidn de alelos comunes. Por otro lado, Slatkin (1985)
describié otro método que se basa en la distribucién de los alelos exclusivos.
Las estimas obtenidas en drboles y arbustos por ambas metodologias se
correlacionan significativamente (Hamrick y Loveless 1989) a pesar de que el
modelo de Wright (1951) ha sido discutido en los Ultimos afios (Bossart y
Pashley Prowell 1998, Hutchinson y Templeton 1999, Whitlock y McCauley
1999). Sin embargo, dado que es dificil 6 practicamente imposible marcar el
polen o semillas de drboles para medir directamente el flujo génico los

métodos indirectos resultan muy dGtiles.

De los pardmetros utilizados para estudiar la estructura de las
poblaciones, el Frs mide el exceso o defecto de homocigotas en una poblacion
(endogamia). Este indice estd estrechamente relacionado con el sistema de
apareamiento de las especies (Brown y 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 fusion de gametas dando lugar al genotipo de los
individuos de la siguiente generacion (Clegg 1980). Brown (1990) ha

caracterizado los sistemas de apareamiento que ocurren en las plantas dentro
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de cinco clases: predominantemente autégamas o de autofecundacién,
predominantemente aldgamas o de fecundacién cruzada, mezcla de ambas,

apomixis y autégamas intragametofiticas.

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 autofecundacién dard lugar a una estructura genética temporal
y espacialmente constante en las poblaciones, mientras que la fecundacién
cruzada provocard cambios o fluctuaciones en la estructura genética de las
poblaciones a lo largo del tiempo (Godt y Hamrick 1993, Turner et a/ 1982).
En general, la autofecundacién producird niveles bajos de diferenciacién 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 fecundacién cruzada y paternidad multiple dard lugar a
mayores niveles de variacion entre la progenie de un mismo individuo y una

menor variacién entre las progenies de diferentes individuos.

En el pasado, el sistema de apareamiento en plantas ha sido inferido a
partir de la morfologia floral o estimado a través de marcadores visibles
(Hedrick 1990). En la actuadlidad, la posibilidad de estudiar variantes
bioquimicas para medir directamente el sistema de apareamiento constituye un
avance muy importante que permitié el estudio en diferentes especies tales
como los drboles tropicales Ceiba pentalandra (Bombacaceae), Platypodium
elegans (Fabaceae), Beilschmedia pendula (Lauraceae), Trichilia tuberculata
(Meliaceae) (Murawski y Hamrick 1991). en Trillium kamtschaticum (Liliaceae)
(Ohara et al/ 1996); en Pinus leucodermis (Morgante et a/ 1991); en Carapa

procera (Meliaceae) (Doliguez y Joly 1997); en Lupinus arboreus (Fabaceae)
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(Kittelson y Maron 2000). en Davinesia suaveolans y D. mimosoides (Young y

Brown 1998) y en Helicteres brevispira (Franceschinelli y Bawa 2000).

El método mas comin para medir el sistema de apareamiento se realiza
sobre la base de un modelo de apareamiento mixto, éste supone que puede
existir cierta proporcion de fecundacion cruzada y cierto grado de
autofertilizacién. Los supuestos del modelo mixto (Clegg 1980, Brown et a/

1985) pueden resumirse de la siguiente forma:

e Cada apareamiento aleatorio ocurre con una probabilidad S de ser por
autofecundacién y una probabilidad T de ser por fecundacién cruzada
siendo S + T = 1. No se espera apareamiento entre parientes y se supone
que S es constante temporal y espacialmente.

» La frecuencia esperada de alelos en el polen es idéntica para todos los
individuos madres. Se supone que no hay variacion temporal ni espacial
en las frecuencias alélicas del polen y que no hay correlacién en las
frecuencias alélicas del polen causadas por factores tales como la
polinizacion o dispersién del polen.

e La tasa de autofecundacion o fecundacién cruzada es independiente del
genotipo materno es decir, que no hay diferencias genéticas en las tasas
de apareamiento.

» Existe segregacién mendeliana de los alelos en los individuos
heterocigotas maternos tanto en la produccién de polen como en la de
évulos. Ademds cualquier gameta tiene la misma probabilidad de formar
cigotas, es decir, que no hay seleccion gamética.

e No ocurre seleccién entre la fertilizacion y la determinacion del

genotipo de la progenie, es decir, que todos los embriones producidos
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por autofecundacidn o fecundacién 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. Un ejemplo claro es el
modo en que el mismo se ve afectado por los diferentes sistemas de
polinizacién. Asi, cuando la dispersién es mediada por el viento, la distribucién
de polen producido por los individuos de la poblacidn resulta homogénea en la
nube total de polen. Sin embargo, es posible que la nube de polen no sea
homogénea cuando la dispersidn 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 drbol en el drea

de su liberacidn, la dispersién limitada del mismo, etc.

Tomando en cuenta el modelo de apareamiento mixto es posible estimar
de un modo indirecto los pardmetros del sistema de apareamiento (Apéndice
2C pag. 128). Los marcadores bioquimicos tales como las isoenzimas permiten
estimar la tasa de exogamia multilocus (#m) y la tasa de exogamia promedio
para loci individuales (7s) que permiten inferir la proporcién de fecundacidn
cruzada que ocurre. Las desviaciones del modelo proveen informacidn 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 (77) y la variacién de frecuencias alélicas entre
la nube de polen y las plantas madres a través de la correlacién de paternidad

por exocruza (7p).



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 Prosopis utilizando
metodologias tales como la electroforesis de proteinas seminales, la
electroforesis de isoenzimas, los RAPD, etc. Muchos de estos estudios se han
realizado en especies de la seccion Algarobia y un menor nimero 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, Keys y Smith 1994, Saidman et a/1996).

Tal como se describié en el capitulo 1 pag. 8 la seccién Algarobia
presenta fuertes evidencias morfoldgicas de hibridacidn frecuente entre
varias de sus especies (Burkart 1976, Palacios y Bravo 1981, Hunziker et a/
1986). La aparente ausencia de barreras reproductivas y la alta similitud
genética entre especies taxondmicamente buenas a permitido asumir que
varias especies de la seccion Algarobia que habitan en la Regidén Biogeogrdfica
Chaquefia serian integrantes de un singamedn (Palacios y Bravo 1981). Algunos
afios mas tarde estas especies han sido denominadas especies cohesivas
(Montoya et a/ 1994, Burghardt 1995A, Ferreyra 2001) dada la habilidad para

mantener su identidad especifica a pesar de la ocurrencia de hibridacidn.

A nivel isoenzimdtico, la mayor parte de las especies de Algarobia
estudiadas hasta el momento no mostraron loci diagndstico y presentaron altos
niveles de variabilidad genética y bajos niveles de diferenciacion entre
poblaciones y especies (Saidman 1985, Saidman y Vilardi 1987, 1993, Saidman
et al 1997, Julio 2000, Ferreyra 2001). A nivel de RAPD, los primeros loci
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diagndstico pudieron ser encontrados (Ferreyra 2001) permitiendo la
identificacion de P. alba, P. ruscifolia, P. nigra'y P. flexvosa. En general la
variabilidad genética fue alta y la diferenciacion genética resulté baja
(Ferreyra 2001, Saidman et a/1998A, Bessega et a/ 2000A). Ambas evidencias
son discordantes con la morfologia ya que las bajas distancias genéticas
encontradas no estdn de acuerdo con la gran diferenciacién morfolégica que
muestran las especies; y las asociaciones, basadas en la similitud genética
entre las mismas, no se ajustan en ningin caso a las series propuestas por
Burkart (1976)(Apéndice 1 pag. 125). La falta de consistencia entre los datos
moleculares y morfoldgicos fue observada también en el andlisis de bandas
RAPD realizado por Ramirez et a/ (1999) en donde las relaciones fenéticas
entre las especies no apoyan las series propuestas y se propone una revisién de

las mismas.

En la seccion Strombocarpa es diferente; Saidman et a/ (1996)
estudiaron cinco especies y pudieron hallar algunos loci diagndsticos entre las
mismas. Los niveles de variabilidad genética estimados fueron mas bajos que
los presentados por las especies estudiadas de la seccién Algarobia y la
divergencia genética estimada fue mucho mayor. P. reptansy P. strombulifera
presentaron una similitud genética tan alta que fueron consideradas
subespecies o razas geogrdficas de P. strombulifera en lugar de dos especies
taxonémicas buenas aunque Burkart (1976), ya habia sefialado la posibilidad
que fuesen subespecies de una misma especie. P. reptans, P. strombuliferay P.
pubescens (Seccién Strombocarpae) fueron mas parecidas entre si que con P,
torquatay P. ferox. Estas (ltimas son mds 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 hibridos interespecificos ni fenémenos 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 segtin la morfologia. La diferencia mostrada por
ambas secciones ha llevado a proponer diferentes estrategias adaptativas y
mecanismos involucrados en el aislamiento reproductivo y el proceso de

especiacion para cada una de ellas (Saidman et a/1996).

En las especies de la Seccién Algarobia es posible relacionar la alta
variabilidad intraespecifica que se observa y la hibridacién interespecifica con
la biologia floral. Por un largo tiempo se asumia que estas especies eran
protdginas (Burkart 19378, 1952, 1976) y esta propiedad junto con la ausencia
de barreras reproductivas claras fue considerada como la principal explicacion
del sistema de fecundacion cruzada que podia explicar los altos niveles de
variabilidad genética y las tasas de hibridacién interespecifica (Solbrig y Bawa
1975, Solbrig y Cantino 1975, Neff et a/ 1977, Simpson 1977, Simpson et a/
1977, Hunziker et a/1986).

Sin embargo, de acuerdo a resultados mas recientes, estas conclusiones
tuvieron que ser revisadas. Los estudios de maduracion del polen y produccién
de néctar en P. flexuosa, P. chilensisy P. pugionata de Genisse et a/(1990) no
estdn de acuerdo con este punto. Estos autores concluyeron que las flores no
son protdginas y que la alta variabilidad que presentan algunas especies de
Algarobia se debe a un sistema de autoincompatibilidad que no depende de la

protoginia. Ademds Galindo-Almanza et a/ (1992) observaron a través de
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estudios de polinizacién que las poblaciones mejicanas de P. glandulosa var
torreyanay P. laevigata son al menos autocompatibles. Algunos afios mas tarde
Keys y Smith (1994) estudiaron pardmetros del sistema de apareamiento
utilizando marcadores isoenzimdticos en tres poblaciones de P. velutina de
Estados Unidos y concluyeron que la tasa de fecundacién cruzada es de
alrededor del 90% y que ocurre autofecundacién en bajas tasas. Por otro lado,
estudios de estructura poblacional basados en electroforesis de isoenzimas
utilizando el estadistico de F de Wright (1951) sefialaron 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,
Julio 2000, Ferreyra 2001) compatible con cierto grado de autofecundacion y

ademds con cierto grado de estructura poblacional.

Los objetivos desarrollados en el presente capitulo fueron:
1. Detectar loci diagnésticos para las diferentes especies a través de la
técnica de electroforesis de isoenzimas y RAPD.
2. Andlizar la variabilidad genética y estructura poblacional en
poblaciones naturales.

2.1. Estudiar mediante la técnica de RAPD poblaciones
Norteamericanas de P. glandulosa y P. velutina (USA) y
comparar las estimas de variabilidad con especies
Sudamericanas previamente estudiadas.

2.2. Andlizar isoenzimdticamente poblaciones argentinas de P,
argentina (Monilicarpa), P. reptans (Strombocarpa) y 2.
kuntzei (Algarobia) y comparar las estimas de variabilidad

con especies previamente estudiadas.
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3. Estimar pardmetros del sistema de apareamiento en especies de la

Seccién Algarobia.

ITI. Variabilidad y Diferenciacion Genética en Poblaciones Norteamericanas

Comparacion con especies Sudamericanas previamente estudiadas.

IIIa. Resultados

Se andlizaron cuatro poblaciones naturales Norteamericanas
pertenecientes a P. glandulosa (Weslaco, La Copita, Bell Co y Frio Co) y una
poblacion de P. velutina (Santa Rita). La ubicacidn geogrdfica 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 3B pag. 132).

P. glandulosa y P. velutina son especies conocidas como “honey" y
“velvet” mesquite respectivamente. Ambas pertenecen a la serie Chilenses
(Apéndice 1 pag. 125) y estdn distribuidas en México y Estados Unidos. P,
glandulosa es una especie invasora en regiones desérticas y semidesérticas de
Norteamérica que presenta una estrategia colonizadora similar a la de A.

ruscifolia en Argentina (Burkart, 1976).

Se estudiaron nueve sistemas isoenzimdticos (Apéndice 2D pag. 128)
analizdndose alrededor de 35 individuos por poblacion (indicado como N en la
Tabla 2.1) El estudio permitié revelar un total de 27 loci de los cuales nueve
fueron monomdrficos en las cinco poblaciones estudiadas (Amp-1, Adh-2, Idh-

2, 6-Pgd-1, Sod-1, Sod-2, Sod-3, Sod-4, Sod-5). En la tabla 2.1 se presentan
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aquellos loci que mostraron variacion. Cuatro loci resultaron diagnésticos (6o?-

3, Got-4, Prx-4y Prx-5)y permitieron reconocer a P. velutina de P. glandulosa.

Las poblaciones de esta ltima especie sélo se diferenciaron por sus

frecuencias alélicas (Tabla 2.1).

Locus
Adh-1
D*

Adh-2
D*

Amp-2

Est-1

Est-2

Est-3

Est-4

Got-1

Got-2

P. gla We

45
0,936
0,064

PglalLC

35
0,950
0,050

Poblacion
P. gla BC

37
0,950
0,050

0,206
0,929
0,071

0

P. glaFC P. vel SR
35 31
1 0,738
0 0,262
0 0
0 0
1 1
0 0
0,381 0,794
0,548 0,206
0,071 0
0,379 0,100
0,190 0,767
0,431 0,133
0 0
0,673 0,351
0,327 0,649
0,433 0,239
0,567 0,761
0,134 0,487
0,866 0,513
0,205 0,116
0,346 0,082
0 0
0 0,802
0,449 0
0,903 0
0,097 0
0 0
0 0
0 1

Tabla 2.1 Continda.
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P. gla We PglalLC P. gla BC P.glaFC P. vel SR

Got-3  3¥ a= == == = 1
Got-4 4% Ss 2= -2 i 1
Idh-1 ji00 0,054 0,072 0,384 0,211 0,167
D* 17 0,920 0,714 0,593 0,611 0,833 1
12 0,027 0,214 0,023 0,178 0 |
12 0 0 0 0 0
Idh-2 2 0 0 0 0 0
D* 2% 1 1 1 1 1
6Pgd-1  1°° 0 0 0 0 0
M = 1 1 1 1 1
6Pgd-2 2% 0 0,028 0,022 0 0
M gt 0 0 0 0 0
0 1 0,972 0,978 1 1
Prx-1 P 0,190 0,520 0,065 0,068 0
M 0 0,810 0,480 0,935 0,932 0
Prx-2 22 1 0,667 0,842 0,719 0
M 0 0 0,333 0,158 0,281 0
Prx-3 3 0,561 0,194 0,275 0,111 0
M 0 0,439 0,806 0,725 0,889 0
Prx-4 4% - -= 48 2 1
Prx-5 5% - e = it 1
Skd-1 2 0,093 0,190 0,250 0,157 0,531
M 1% 0,651 0,429 0,659 0,711 0,469
o 0,256 0,381 0,091 0,132 0

Tabla 2.1. Frecuencias alélicas estimadas en todas las poblaciones a partir de los 27 loci
isoenzimdticos. M = monomérica, D= dimérica, * = la enzima presenté interacciones alélicas o no alélicas.

Los cuatro “primers" aleatorios utilizados (Apéndice 2E pag. 128)
permitieron revelar 46 bandas RAPD que fueron interpretadas como
diferentes loci (Figura 2.1). Se estudiaron entre 7 y 24 individuos por
poblacién (indicado como N en la Tabla 2.2). Cada banda fue referida con un
nombre (locus en la Tabla 2.2) y con su peso molecular (PM(pb) en la Tabla
2.2). La estimacion del tamahio de cada fragmento se realizé por comparacion
con el marcador de peso molecular A digerido con EcoRI y HindIII que fue

sembrado en cada gel simultdneamente (A en la Figura 2.1).




Primer lq

b 2—tg LCg BC—gWs

Primer j

N 9 BRC 4 [y ) ] LC 4

Figura 2.1 Productos de amplificacion obtenidos por RAPD.
Se detallan los pesos moleculares (pb) de las bandas analizadas.
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Se analizé el posible ligamiento entre todos los loci RAPD (Apéndice 2F
pag. 129) y de los 990 pares de comparaciones posibles sélo 7 (0.71%)
sugirieron desequilibrio epistdtico por lo que se consideré que los loci eran
independientes. Del total de loci estudiados, 45 resultaron polimérficos entre

las poblaciones Norteamericanas (Tabla 2.2).

Poblacién
PglaLC PglaFC PglaBC P.gla WE P. ve/ SR

Locus PM (pb) N 24 7 13 12 15
01-01 2094 0.074 0 0 0.083 0
01-02 915 0.167 0.375 0.077 0 0
01-03 893 0.556 1 0.692 0.292 0.714
01-04 809 0.074 0 0.038 0 0.179
01-05 694 0.056 0 0.154 0.25 0.464
01-06 626 1 1 1 1 1
01-07 528 0.019 1 0.115 0.083 0
01-08 508 0.019 0.25 0.385 0 0
01-09 489 0.037 1 0.038 0 0
01-10 455 0.426 1 1 1 0.071
01-11 440 0.556 0 0 0.25 0.286
01-12 420 1 0.25 1 1 0.536
07-01 2238 0.024 0 0.038 0 0
07-02 1580 0.048 02 0.192 0.167 0.7
07-03 1260 0.762 0.5 0.577 1 0.167
07-04 1000 0 0.1 0.077 0 0
07-05 950 1 1 0.5 1 0
Q7-06 803 0.548 0.2 1 0.583 (0]
07-07 708 1 0.2 1 1 0.7
Q7-08 630 1 1 1 1 0.367
07-09 562 0 0 0 0 0.033
07-10 500 1 05 1 1 0.7
07-11 447 0.262 0.3 0.692 0.667 0.033
o7-12 355 0.405 1 0.692 0.667 0
07-13 316 0.136 0.3 0 0 0

Tabla 2.2. Continda.
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Locus PM (pb) PglalLC PglaFC PglaBC P.gla WE P. vel SR
08-01 1000 0 0.063 0.042 0.042 0.1
08-02 891 0.269 0.25 0.083 0.125 0
08-03 708 0.115 1 0.417 0.417 0.067
08-04 562 0.135 05 0.5 0.25 0.3
08-05 501 0.308 0.375 0.042 0.167 0.067
08-06 398 0.769 1 0.667 1 0.7
08-07 316 1 1 0.667 1 1
10-01 3162 0.352 0.063 0.115 0.042 0.464
10-02 2239 0.352 0.063 0.115 0.042 0.464
10-03 1540 0.704 0.5 1 1 1
10-04 1259 0.426 05 0.269 05 0.036
10-05 1122 0.019 0 0.077 1 0.036
10-06 1000 0.481 1 0.385 0 0.036
10-07 977 0.444 0.375 0 0 0.143
10-08 932 0.778 1 1 1 1
10-09 724 1 1 1 1 0.179
10-10 660 1 1 1 1 0.321
10-11 549 0.704 1 1 0.667 0.536
10-12 331 0.185 0.125 0.385 0.417 0.036
10-13 301 1 1 0.692 0.667 0.607
10-14 275 0.019 0 0 0 0

Tabla 2.2. Frecuencias alélicas estimadas por el método de Lynch y Milligan (1994) en todas las poblaciones a
partir de los 46 loci RAPD.

Las frecuencias alélicas estimadas por ambas metodologias (Apéndice
26 pag. 129) permitieron analizar la variabilidad genética a través de los
pardmetros: Nimero medio de alelos por loci (A), Porcentaje de loci
polimérfico (P) y Heterocigosis media (H) (Apéndice 2A pag. 127). En la Tabla
2.3 se presentan las estimas correspondientes, N indica el tamafio promedio

de la muestra estudiada y SE se refiere al error estandar.

Las estimas de variabilidad genética en especies Norteamericanas
fueron altas y similares en todos los casos. Los valores de A variaron entre 1.4
y 1.8 cuando se analizaron las isoenzimas y entre 1.4 y 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.

ISOENZIMAS RAPD
N A P H N A P H

(SE) (SE) (SE) (SE) (SE) (SE) (SE) (SE)

P. glandulosa 347 18 48.1 0.203 241 1.7 556 0215
La Copita @7 0.2) (96) (0.048) 0.4) 0.1) (74) (0.030)
P. glandulosa 346 1.6 48.1 0.177 £l 14 444 0.186
Frio Co (2.2) 0.1) (96) (0.043) 0.2) (0.1) (74) (0.039)

P. glandulosa 36.7 1.7 40.7 0.161 128 16 48.9 0.192
Bell Co (2.2) (0.2) (94) (0.043) 0.1) 0.1) (74) (0.031)

P. glandulesa 44.7 17 444 0.187 12 1.4 378 0.151
Weslaco (3.3) 0.2) (95) (0.047) (0.0) 0.1) (72) (0.030)
P. velutina 30.5 14 333 0.127 14.4 16 489 0.192
Santa Rita (2.4) 0.1) (8.1)  (0.036) ©1) (0.1) (74) (0.030)

Tabla 2.3. Variabilidad genética estimada a partir de 27 loci isoenzimdticos y 46 loci RAPD.

P. velutina resulté menos variable que todas las poblaciones de 2.
glandulosa estudiadas a través de las isoenzimas. Por el contrario cuando la
variabilidad fue estimada a través de la técnica de RAPD, la poblacién ~.
glandulosa Weslaco fue la que presentd los menores valores de variabilidad
genética aunque las diferencias en los niveles de variacién no resultaron
estadisticamente significativos ya que los intervalos de confianza se

superpusieron en todos los casos.

El grado de diferenciacion entre las poblaciones fue estimado a través
del coeficiente Fsr no jerdrquico de Wright (1978) y a partir de éste se
estimé el flujo génico para ambos tipos de datos (Apéndice 2B y 2H pag. 127 y

129). Los resultados se sefialan en la Tabla 2.4.
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ISOENZIMAS RAPD
Fsr Nm Fsr Nm
P. glandulosay P. velutina 0.388** 0.39 0.290** 0.60
P. glandulosa 0.071** 3.27 0.283** 0.63

Tabla 2.4. Fsry Nmestimados a partir de 27 loci isoenzimdticos y 46 loci RAPD.

Los valores de Fsr fueron en todos los casos altamente significativos
(Apéndice 2T pag. 129) indicando que existe diferenciacién genética entre las
poblaciones estudiadas. Cuando las poblaciones de P. glandulosay P. velutina se
analizaron de manera conjunta, las estimas de Fsr para ambas metodologias
(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 2J pag. 130). Ademds, en este
caso, el flujo génico estimado indirectamente fue menor a un migrante por

generacion.

Sin embargo, cuando se analizaron Unicamente poblaciones coespecificas
de P. glandulosa (Tabla 2.4 fila 2), las estimas de Fsr que se obtuvieron por
cada metodologia resultaron diferentes (isoenzimas=0.071, RAPD=0.283). El
Nm estimado a través de los resultados enzimdticos indicarian un mayor flujo
génico entre las poblaciones de P. glandulosa que el indicado a través de los

RAPD.

IIIb. Discusion

La comparacidon de los patrones isoenzimdticos entre las especies
Norteamericanas P. glandulosa y P. velutina y las Sudamericanas P. chilensis
(Julio 2000), P. ruscifolia, P. alba, P. nigra, P. flexuosay P. vinalillo (Ferreyra

2001) mostré que las variantes alélicas presentadas por especies de ambos
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subcontinentes eran las mismas y que éstas sélo diferian en las frecuencias
alélicas con la Udnica excepcion de P. velutina en la que en dos sistemas

isoenzimdticos presentaron loci diagndsticos.

El estudio isoenzimdtico en poblaciones Sudamericanas de P. ruscifolia,
P. alba, P. nigra, P. flexuosa, P. vindlillo y P. chilensis mostré que el nimero
promedio de alelos por locus (A) varié entre 1.6 (P. alba)y 2.1 (P. chilensis), la
heterocigosis media lo hizo entre 0.140 (P. alba) y 0.332 (P. chilensis) y el
porcentaje de loci polimérficos (P), entre 375 % (P. alba) y 66.7% (P.
chilensis). La comparacion de los resultados previos y los aqui presentados
permite concluir que los niveles de variabilidad genética estimados en las
especies Norteamericanas son similares a los presentados por las

Sudamericanas de la seccidn Algarobia hasta ahora estudiadas.

Las frecuencias alélicas de los patrones de RAPD de las especies Norte
y Sudamericanas no fueron analizadas de forma conjunta en una misma matriz
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. ruscifolia, P. alba, P. nigra, P.
flexvosa y P. vinalillo (Ferreyra 2001) mostraron que el porcentaje de loci
polimérfico (P) varié entre 25% y 50% mientras que la hetrocigosis media (H)
lo hizo entre 0.123 y 0.246. La poblacién mds variable habia resultado 2.
ruscifolia (Sarmiento, Sgo. del Estero) y la menos variable P. flexuosa
(Km1150, Sgo. del Estero). Para las Norteamericanas, los rangos de los RAPD

variaron de forma similar, mostrando también por esta metodologia 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 la

seccion Algarobia estudiadas.

Los estudios de diferenciacién genética a través del Fsr en las especies
argentinas P. ruscifolia, P. alba, P. nigra, P. flexuosa'y P. vinalillo (Ferreyra
2001) mostraron que el Fsrpromedio para todas las poblaciones fue de 0.364
indicando que existe diferenciacion genética entre ellas. Las estimas de flujo
génico (Nm) entre las mismas fue menor a un migrante por generacién al
analizar los 27 loci isoenzimdticos. Por el contrario, cuando se calculé el flujo
génico entre poblaciones de la misma especie se observé que el Nm era mayor
a un migrante por generacién en todas las especies, mostrando cada una,
valores de Fsr significativos. El andlisis por la técnica de RAPD de 28 loci
(Ferreyra 2001) mostré un valor de Fsr promedio para todas las poblaciones
altamente significativo y la estima de Nim entre todas las especies fue de 0.3
indicando un flujo génico menor a un migrante por generacién. Cuando el
estudio se hizo analizando poblaciones coespecificas, los valores de Fsrfueron
significativos o altamente significativos y el Nm fue diferente en las distintas
especies. Mientras que éste fue mayor a 1 en P. alba (1.5) y P. flexuvosa (3.9),

resulté menor a 1 en P. nigra(0.29) y en P. ruscifolia(0.7).

El nivel de diferenciacién y flujo génico mostrado por las poblaciones de
P. glandulosa a través de la electroforesis de isoenzimas (Fsr = 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
diferenciacion y flujo génico obtenidos por RAPD (Fsr = 0.28 y Nim = 0.6) son

mas similares a los presentados por P. ruscifoliay a los de P. nigra 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 metodologia
sobreestima las diferencias al no permitir distinguir a los homocigotas de los
heterocigotas. Sin embargo, este resultado podria estar apoyado por la
presencia de ecotipos que han sido descriptos tanto para P. ruscifolia (Morello

et al1971) como para P. glandulosa (Peacock y McMillan, 1965).

IV. Variabilidad Y Diferenciacion Genética En Especies Sudamericanas De

Las Secciones Monilicarpa, Strombocarpa Y Algarobia

IVa. Resultados

Se analizaron 9 sistemas isoenzimdticos (Apéndice 2D pag. 128) en dos
poblaciones naturales de P. argentina (Monilicarpa), una de P kuntzei
(Algarobia) y una de P. reptans (Strombocarpa). Estas fueron comparadas con
poblaciones argentinas de P. chilensis, P. alba, P. flexuosa, P. nigra, P. ruscifolia
y P. vinalillo previamente estudiadas (Julio 2000, Ferreyra 2001) asi como
también con las Norteamericanas descriptas en la seccion anterior del
presente capitulo P. glandulosay P. velutina. En las Figuras 1.1y 1.2 (pag. 19 y

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

P. argentina es la Unica especie que conforma la seccién Monilicarpa.
Suelen ser arbustos de 1.5 a 2 mts de altura. Su principal distribucién abarca
la Provincia Fitogeogréfica del Monte (Cabrera 1976). Desde el punto de vista
ecolégico es una especie que se encuentra en médanos méviles o semifijos con

condiciones ambientales bastantes definidas. Es tolerante al stress hidrico y



Capitulo 2

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

1993) .

P. kuntzei pertenece a la seccion Algarobia Serie Sericanthae. Son
drboles de 4 a 10 mts de alto, subdfilo debido a sus hojas tempranamente
caducas y con ramas epinescentes. Se comporta como una bioforma de savanna
adaptada a largos perfodos de sequia (Roig 1993). Se ubica desde el norte de
Paraguay y este de Bolivia hasta el centro de Argentina (norte de Cérdoba,
Santa Fé y Corrientes). Segin Addmoli (1973), es preferentemente del Chaco
himedo. En el Chaco seco, drea subdptima, presenta aspecto hérrido con
ramas mas grdciles y flexibles. Su madera es muy dura y posee el mayor poder
calorifico dentro del género (Tortorelli 1956). Hasta el momento no han sido

descriptos hibridos interespecificos que la involucraran.

P. reptans pertenece a la seccion Strombocarpa, Serie Strombocarpae.
Son arbustos que miden de 0.3 a 0.5 mts de altura que presentan estructuras
de tipo raices geminiferas o rizomas para invadir el suelo. Existen dos
variedades: P. reptans var. reptans que estd distribuida en el centro de
Argentina y aparentemente también se encuentra en Perd y P. reptans var.
cinerascens que esta ubicada en USA y México. P. reptans var. reptans de Perd
ha sido descripta como el nexo entre las dreas ocupadas por ambas variedades

(Burkart 1976).

La mejor forma para poder estimar el nimero de loci y alelos por locus
es efectuando cruzamientos controlados y analizando la segregacion. Dado que

para las especies arbdreas ésto es muy dificil en base a tiempos reales, la
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determinacion estuvo basada en la comparacién de la velocidad de migracién

relativa de cada banda.

Estudios previos isoenzimdticos en especies pertenecientes a las
secciones Strombocarpa y Algarobia sefialaron que las movilidades de las
enzimas de ambas secciones eran muy diferentes para casi todos los sistemas
ensayados con excepcién de la enzima Superéxido dismutasa 6 SOD (Saidman
1985, Hunziker et af 1986, Saidman et a/ 1996). Sobre la base de estos
antecedentes, se consideraron como bandas codificadas por el mismo gen
aquellas que presentaban velocidad de migracién similar y fueron
interpretadas como genes distintos, las bandas que presentaban velocidad de
migracidn relativa diferente. De acuerdo con esto, en el presente estudio no
se ha realizado un estricto andlisis de la homologia entre las bandas de las

secciones.

El andlisis conjunto de P. kuntzei (Tacana), P. reptans (Herrera) y P.
argentina (Tinogasta y Tucunuco) con las poblaciones previamente estudiadas
permitié interpretar 47 loci isoenzimdticos. En la Figura 2.2 se presentan los
loci encontrados en cada especie. Alli se indican los alelos encontrados en cada
una de ellas junto a algunos zimogramas. Los loci isoenzimdticos fueron
denominados de acuerdo al orden decreciente de velocidad de migracion
respetando los trabajos ya publicados a fin de simplificar futuras
interpretaciones. Las variantes alélicas fueron nombradas de acuerdo a la
velocidad de migracién relativa al frente de bromofenol. A continuacién (pag.
46) se describe la interpretacion de cada sistema isoenzimdtico que fue

considerada en el presente trabajo:
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Figura 2.2. Zimogramas para los distintos
sistemas isoenzimdticos.
Se detalla la interpretacién de loci
y alelos del presente trabaqjo.
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ADH: Esta enzima seria dimérica y presentaria 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-1y Adh-2). En Adh-1 se
detectaron 5 alelos posibles que fueron variables en todas las poblaciones
excepto en P. kuntzei, P. argentina'y P. reptans. P. kuntzei presenté fijado el
alelo 18 mientras que las otras dos especies presentaron unicamente el alelo
1?. Adh-2 fue menos variable y presentd tres alelos. En la mayoria de las

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

SKD: Una Unica zona de actividad pudo ser detectada y se interpreté como un
Unico gen codificante para una enzima monomérica en concordancia con
estudios previos (Verga, 1995, Bessega 1997, Ferreyra 2001). Tres (1?41,
1) de las cuatro variantes alélicas encontradas estuvieron en P. alba, P.
chilensis, P. nigra, P. vinalillo y P. glandulosa. 1** y 1% fueron los tnicos alelos

encontrados en P. ruscifoliay P. velutina. P. kuntzeiy P. reptans mostraron el

alelo 1% 119

2.2 y Apéndice 4 pag. 140)

mientras que P. argentina presenté este alelo y la variante 17 (Figura

IDH: Esta seria una enzima dimérica (Verga 1995, Bessega 1997, Ferreyra
2001) con dos loci isoenzimdticos. Idh-1 presentaria 8 variantes alélicas (134,
133,132 13! 128 126 124 122) |os alelos 134, 133, 1% se encontraron Gnicamente

en P. reptans: 1%

estuvo presente en todos los individuos estudiados de 2.
kuntzei. Los alelos 1%8,1%° 1** y 1%% variaron en frecuencia entre las restantes
poblaciones de la seccidon Algarobia y P. argentina. Idh-2 presenté 4 dlelos:

217 212 211 210 En la mayoria de las poblaciones una variante estuvo fijada con
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excepcidn de P. kuntzei y P. alba en donde mds de un alelo fue encontrado

(Figura 2.2 y Apéndice 4 pag. 141).

EST: En la seccion Algarobia varios autores (Saidman 1985, Bessega 1997,
Julio 2000, Ferreyra 2001) sefialaron que ésta serfa una enzima monomérica y
que presenta patrones enzimdticos complejos. En este estudio se
interpretaron un total de 13 loci isoenzimdticos. Es7-1 tendria 4 alelos activos
(1%, 1%, 19!, 1% y los restantes loci presentaron un alelo activo y otro nulo.
Est-1 estuvo presente en todas las especies de Algarobia, resultando variable
en todas ellas menos en P. kuntzei que presentd un alelo fijado (1%). Este locus
estuvo ausente tanto en P. argentina como en P. reptans. Los loci Est-2, Est-3
y Est-4 se consideraron ausentes en P. kuntzei, P. argentinay P. reptans ya
que en ningin caso presentaron la banda correspondiente al alelo activo.
P.ruscifolia, P. alba, P. chilensis, P. nigra, P. flexuosa, P. nigra, P. glandulosa, P.
velutina'y P. vinalillo presentaron un alelo activo y un alelo nulo en diferentes
frecuencias. Los loci Est-5, Est -6, Est-7 'y Est-8 sélo mostraron una banda
fija en P. reptans. Los loci Est-9, Est-10, Est-11, Est-12 y Est-13 estuvieron
presentes en P. argentina con una Unica variante alélica fijada en ambas

poblaciones (Figura 2.2 y Apéndice 4 pag. 142)

AMP: Tomando en cuenta los antecedentes previos para este género (Saidman
1985, Pocovi 1992, Julio 2000, Ferreyra 2001) en este sistema se
interpretaron tres genes diferentes (Amp-1, Amp-2y Amp-3). Amp-1y Amp-2
estuvieron presentes en todas las poblaciones y especies pero Amp-3 sélo
estuvo presente en P. argentina y P. reptans. Amp-1 presenté una Unica

variante alélica fijada en todas las poblaciones y especies. Amp-2 fue variable

y mostré tres alelos: 2%, 27° y 27°. P. argentina 'y P. reptans presentaron

Y

47
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Unicamente el alelo 2%, Amp-3 presenté tres alelos en P. argentina (37 37y
3™) y sélo las variantes 377 y 37! fueron encontradas en P. reptans (Figura 2.2

y Apéndice 4 pag. 143).

SOD: Cada banda ha sido interpretada como un loci monomérfico siguiendo la
interpretacidn previa realizada en especies de este género (Saidman 1985,
Pocovi 1992, Julio 2000, Ferreyra 2001). Se detectaron un total de 8 loci
monomérficos (Sod-1, Sod-2, Sod-3, Sod-4, Sod-5, Sod-6, Sod-7y Sod-8). De
ellos, cinco (Sod-1, Sod-2, Sod-3, Sod-4, Sod-5) estuvieron presentes en P.
reptans y en todas las especies de la seccion Algarobia estudiadas con
excepcién de P. kuntzei. Esta Gltima especie presenté los loci Sod-1, Sod-3,
Sod-4y ademds Sod-6. P. argentina presenté algunos loci comunes a las demds
especies (Sod-1, Sod-2, Sod-3, Sod-4, Sod-5) junto a los loci exclusivos Sod-7
y Sod-8 (Figura 2.2 y Apéndice 4 pag. 144)

6-P6D: La interpretacion hasta el momento de esta enzima en especies de
Prosopis ha sido dificultosa y se ha propuesto como una enzima dimérica con
presencia de alelos nulos (Saidman 1985, Pocovi, 1992, Verga, 1996, Bessega,
1997, Ferreyra, 2001). En el presente trabajo se interpretaron dos loci (6-

pgd-1y 6-pgd-2). 6-pgd-1 presentaria tres variantes activas y una nula (13,

12,12 19). P. nigra, P. flexuosa, P. alba, P. ruscifolia, P. chilensis'y P. vinalillo

presentaron variacién entre los alelos activos. P. glandulosa y P. velutina

126

presentaron fijado en todas las poblaciones el alelo 1°°. P. reptansy P. kuntzei

130

solo presentaron el alelo 17 mientras que P. argentina fue variable entre los

13°, 1% y el alelo nulo (1°). El locus 6-pgd-2 presentd dos alelos activos

alelos
(2%%,2%") y uno nulo (2°). P. nigra, P. flexuosa, P. alba, P. ruscifolia, P. chilensis'y

P. vinalillo presentaron variacién entre los alelos activos. P, glandulosa presenté

48
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el alelo activo (2*%) y el alelo nulo (2°) en distinta frecuencia. 2. velutinay P
reptans no presentaron actividad en este locus (2°). Finalmente, 2. argentina
presenté variacién entre el alelo activo (2*) y el alelo nulo (2°) (Figura 2.2 y

Apéndice 4 pag. 145)

PRX: En especies del género Prosopis esta enzima se interpreté como
monomérica codificada al menos por tres loci (Saidman 1985, Pocovi 1992,
Julio 2000, Ferreyra 2001). Al incluir especies de diferentes secciones se
interpretaron siete loci (Prx-1, Prx-2, Prx-3, Prx-4, Prx-5, Prx-6 y Prx-7).
Prx-1, Prx-2'y Prx-3 presentaron una variante activa (13¢,2%°,3%") y una nula
respectivamente (1°,2°,3% y estuvieron presentes en P. argentinay en todas
las especies de la seccién Algarobia estudiadas con excepcién de P. velutina.
Esta ditima presenté dos genes diferentes fijados con una variante activa
(Prx-6%°, Prx-7%). P. reptans presenté dos loci exclusivos cuyas variantes
mostraron mayor velocidad de migracién (Prx-4y Prx-5). Prx-4 presenté un
alelo activo fijo (4*°) mientras que Prx-5 presenté dos alelos activos (5%, 5%)

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

60T: Siguiendo estudios previos (Saidman 1985, Pocovi 1992, Verga 1995,
Julio 2000, Ferreyra 2001) este sistema isoenzimdtico se interpreté como una
enzima dimérica ya que para cada gen presenté una dnica banda en los
individuos homocigotas y tres en los heterocigotas. Para explicar los patrones
obtenidos se describieron 7 genes diferentes (6ot-1, 6ot-2, 6ot-3, Got-4,
Got-5, Got-6, Got-7). Got-1 y Got-2 estuvieron presentes en todas las

especies analizadas difiriendo en los alelos que presentaban y en las

171.5

frecuencias de los mismos. P. kuntzei presenté el alelo en todos los

168.0 167.0

individuos mientras que P. reptans presenté los alelos en forma

Y
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variable. Las poblaciones de P. argentina presentaron en diferente frecuencia

169.5

los alelos y 1983 P velutina presenté en diferentes frecuencias los alelos

1729 1899 y o) glelo 1'% fue exclusivo de esta especie. Las restantes
poblaciones variaron en las frecuencias de los alelos 17291709 199 y, 1610 gp
Got- 2 se detectaron un total de 9 alelos (227, 234, 236, 237, 238, 239 290 28
2**) y las frecuencias variaron en las diferentes poblaciones y especies
excepto en P. velutina que presenté una Gnica variante alélica fijada (2%4). Los
loci 60t-3y Got-4 fueron encontrados Gnicamente en P. velutina con una banda
fija para cada locus. Got-5 y Got-6 estuvieron presentes unicamente en P,
kuntzei presentando el primer locus una tnica variante alélica fijada (5%°) y el
segundo dos variantes alélicas activas (6?°, 6?°) y una nula (6°). 6o7-7 séio se

encontré en P. reptans y presenté dos alelos activos (7%*y 7%) (Figura 2.2 y

Apéndice 4 pag. 147).

La variabilidad genética fue cuantificada a través del porcentaje de loci
polimérficos (P), la heterocigosis media (H) y el nimero medio de alelos por
locus (A), (Apéndice 2A pag 127). Las estimas obtenidas para P. kuntzei, P.
reptans, P. argentina, P. glandulosa 'y P. velutina son presentadas junto a las
descriptas para P. chilensis (Julio 2000), P. alba, P. ruscifolia, P. nigra, P.
flexuosay P. vinalillo (Ferreyra 2001) (Tabla 2.5).

Los niveles de variabilidad genética fueron altos y similares en la mayor
parte de las poblaciones estudiadas. El nimero medio de alelos por locus varié
entre 1.3 y 2.1 mientras que el P lo hizo entre 17.4% y 66.7%. La heterocigosis
media varié entre 0.092 y 0.334. En todos los casos P. chilensis (Belén) y P.
reptans (Herrera) fueron las poblaciones mds y menos variables

respectivamente.



P. kun Tacana
P.arg Tinogasta
P.arg Tucunuco
P.rep Herrera

P. rusRivadavia

P. rus Herrera

P. rus Sarmiento
P. rusPinto

P. alb Chicoana

P. alb Trancas

P. alb Sumalao

P. albLaMerced

P. alb Icafio

P. alb Burruyact

P. alb Curtiembres
P. chiPatquia

P. chiBelén

P. chiLa Higuerita
P. chi Talampaya
P. nig Huilla Catina
P. nigla Merced
P. fleLaAmarga

P. fle Quilmes

P. vinTdeAbril

P. gla Weslaco

P. glaLaCopita

P. glaBell Co

P. glaFrio Co

P. vel Santa Rita

N2 loci

22
28
28
23
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
23
23
23
23
24

N

483 (5.1)
354 (2.3)
36.4(2.2)
56.0 (3.9)
535 (2.3)
630 (3.6)
54.5 (3.2)
61.7 (4.9)
39.5(2.1)
38.6 (2.0)
53.9 (2.2)
50.4 (2.8)
56.3 (2.8)
66.0 (4.0)
74.2 (5.3)
47.7 (3.2)
59.5 (5.3)
50.1 (5.9)
48.9 (3.1)
65.5 (3.2)
48.2 (2.3)
68.4 (4.9)
570 (3.7)
65.4 (4.2)
449 (3.7)
330(2.9)
37.7 (2.4)
342 (26)
31.2 (2.7)

P

22.7(79)
28.6 (7.3)
250 (6.7)
17.4 (6.2)
62.5(9.8)
54.2 (10.3)
58.3 (10.1)
62.5(9.8)
50.0 (10.4)
417 (10.1)
417 (10.1)
37.5(9.8)
50.0 (10.4)
50.0 (10.4)
4538 (10.3)
66.7 (9.25)
66.7 (9.25)
58.3 (10.1)
54.2 (10.3)
66.7 (9.2)
58.3 (10.1)
58.3 (10.1)
58.3 (10.1)
625 (9.8)
55.2 (11.4)
56.5 (10.3)
478 (10.4)
56.5 (10.3)
37.5(9.8)

H

0.102 (0.041)
0.097 (0.033)
0.109 (0.037)
0.092 (0.042)
0.225 (0.047)
0.233 (0.048)
0.226 (0.047)
0.234 (0.046)
0.169 (0.043)
0.139 (0.038)
0.159 (0.044)
0.159 (0.044)
0.198 (0.044)
0.191 (0.043)
0.179 (0.042)
0.293 (0.047)
0.334 (0.053)
0.254 (0.048)
0.224 (0.045)
0.280 (0.048)
0.244 (0.046)
0.217 (0.046)
0.262 (0.048)
0.253 (0.047)
0.218 (0.050)
0.224 (0.050)
0.186 (0.048)
0.212 (0 .050)
0.315 (0.074)
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A

13(0.1)
14 (0.1)
14(0.)
13(0.1)
1.8 (0.1)
18(0.2)
1.8 (0.1)
1.8 (0.2)
16 (0.1)
1.6 (0.1)
17 (0.1)
1.6 (0.1)
17 (0.1)
17 (0.1)
17 (0.1)
19(0.2)
21(0.2)
19(0.2)
1.8 (0.2)
2.1(0.2)
1.8 (0.2)
1.8(0.2)
20(0.2)
20(0.2)
18(0.2)
19 (0.2)
1.8 (0.2)
1.7 (0.2)
15 (0.1)

Tabla 2.5, Variabilidad genética estimada a partir de isoenzimas. N= tamafio promedio de la muestra.

En términos generales las poblaciones pertenecientes a la Seccién

Algarobia resultan mds variables (H= 0.220) que las poblaciones de

Monilicarpa (H= 0.102) y que la Gnica especie de Strombocarpa (H = 0.09).

Para probar si los valores de variabilidad genética diferian significativamente

entre poblaciones, especies y secciones se realizé un andlisis de componentes

de varianza (Apéndice 2K pag. 130).
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Cuando se analizaron todas las poblaciones de manera conjunta, las
mismas mostraron diferencias significativas tanto entre secciones (p= 1.3 10°°)
como entre especies (p= 7.2 10°°). Las poblaciones pertenecientes a la misma
especie no difirieron significativamente en ninguna de las especies aqui

estudiadas.

Al comparar las secciones de a pares, Algarobia resulté diferente de
Monilicarpa (p= 0.00032) y de Strombocarpa (p= 1.6 107). Sin embargo,

Monilicarpa y Strombocarpa muestran estimas de H similares (p= 0.300).

Dentro de Algarobia, los niveles de variabilidad decrecen en el siguiente
orden: P. velutina (H=0.315), P. chilensis (H=0.274), P nigra (H=0.261), P
vinaliflo (H=0.253), P. flexuosa (H=0.239), P. ruscifolia (H=0.229), P.
glandulosa (H=0.210), P. alba (H=0.171) y P. kuntzei (H=0.102).

Como al comparar todas las poblaciones de Algarobia de manera
conjunta, las diferencias resultan significativas (p= 2.09 107°), se estudiaron
las diferencias dentro de esta seccion excluyendo a las poblaciones de aquellas
especies que presentaban los menores valores de variabilidad. Cuando se
excluyeron P. kuntzei y P. alba las diferencias dejaron de ser altamente
significativas (P=0.049) aunque P. kuntzei y P. alba mostraron entre si

diferencias significativas (P=0.0054).

Dado que P. kuntzeiy P. alba presentaban estimas de H mds bajas en
relacién a las restantes especies de Algarobia, éstas fueron comparadas con 7.

argentina (Monilicarpa) y P. reptans (Strombocarpa). Mientras que P. kuntzei
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no mostré diferencias significativas (P=0.639), la heterocigosis media de 2.

alba resulté altamente diferente (P=0.012).

El grado de diferenciacién genética entre las dos poblaciones de 2.
argentina (Tucunuco y Tinogasta) fue estudiado a través del indice de fijacién
Fsr para los loci variables con alelos codominantes que no presentaron alelos
nulos. El valor promedio para todos los loci fue positivo y altamente
significativo (Fsr = 0.067) y el flujo génico estimado (Nm) igual a 3.48 de

acuerdo a lo esperado para poblaciones coespecificas.

IVb. Discusion

Estudios previos en especies de Algarobia mostraron una gran dificultad
para reconocer las especies a través de marcadores isoenzimdticos (Saidman
1985, Ferreyra 2001) De las especies aqui analizadas sélo P. velutinay P.
kuntzei pueden ser reconocidas fdcilmente a través de los zimogramas.
Mientras que la primera puede reconocerse a través de los sistemas
isoenzimaticos 60T y PRX, P. kuntzei se distingue principalmente a través de

los sistemas SOD, EST y GOT.

Las especies de las otras dos secciones pueden reconocerse sin
dificultad. P. reptans (Strombocarpa) puede identificarse a través de EST y
PRX mientras que las poblaciones de P. argentina son reconocidas por medio de

los sistemas SOD, EST y 6OT (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 2. reptans
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(Strombocarpa) y P. argentina (Monilicarpa) que no muestran diferencias
significativas. Saidman et a/ (1996) sefialaron que los niveles de heterocigosis
relativamente menores en Strombocarpa podrian ser el resultado de un efecto
fundador asociado a la colonizacidn y a la ocurrencia de un cierto grado de

endogamia.

Los estimas de diferenciacion genética mostraron para todas las especies
la misma tendencia. En todos los casos se observé un nivel de diferenciacién
genética altamente significativo y un Am mayor a un migrante por generacién.
Sin embargo, en la seccién Monilicarpa, la diferenciacién genética observada
es menor a la presentada por las especies de la seccién 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 morfoldgica y poca
plasticidad fenotipica ya que en diferentes condiciones ambientales suele

presentar fenotipos muy similares.

V. Sistema De Apareamiento

La estructura poblacional ha sido estudiada en diferentes especies de la
Seccién Algarobia a través de la electroforesis de isoenzimas por diferentes
autores (Saidman 1985, Saidman y Vilardi 1987, Bessega et a/ 2000A, 20008,
Julio 2000, Ferreyra 2001). Alli, las frecuencias genotipicas observadas y
esperadas suponiendo equilibrio Hardy-Weinberg, fueron comparadas a través
del coeficiente Frs (Wright 1951). Las poblaciones estudiadas de P. chilensis,

P. alba, P. nigra, P. flexuosa, P. ruscifolia, P. vinalillo, P. glandulosay P. velutina
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mostraron una tendencia general al exceso de homocigotas dentro de las
poblaciones que se explicé por la ocurrencia de estructuracion poblacional y/o
cierto grado de endogamia. Sin embargo, estas especies fueron consideradas
por mucho tiempo de fecundacidn cruzada obligada (Burkart 1976, Simpson
1977, Simpson et a/1977) y para explicar el exceso de homocigotas observado

fue necesario andlizar el sistema de apareamiento.

Va. Resultados

Con el objeto de estudiar el sistema de apareamiento que presentan las
especies de Algarobia se estudié isoenzimdticamente una poblacion de cada
una de las siguientes especies: P. glandulosa (Weslaco), P. velutina (Santa Rita),
P. chilensis (Patquia), P. nigra (Huilla Catina), P. alba (Burruyact), P. flexuosa
(Quilmes), y P. ruscifolia (Rivadavia). Los detalles de coleccién y ubicacién de
sitios de muestreo se detallaron en el capitulo 1 pag. 18. Los sistemas
enzimdticos ensayados son los mismos que en las secciones anteriores
(Apéndice 2D pag. 128) pero para este estudio se utilizaron solamente aquellos
loci que pudieron ser ensayados simultdneamente en el mismo individuo. Aqui,
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 modo que se estudiaron 10 familias en las
poblaciones argentinas y 5 en las Norteamericanas. Las familias consistian en
hermanos o medio hermanos segin la procedencia del polen que haya
fertilizado cada évulo 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 Brown & Allard (1970).
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Se estimaron pardmetros del sistema de apareamiento tales como la
tasa de exogamia (o fecundacion cruzada) multilocus (#m), la tasa de exogamia
para loci individuales (7s), la correlacion de estas tasas dentro de los grupos
fraternos (rf), la correlacion de paternidad por exocruza (rp) y los indices de
fijacién para la poblacién de plantas madres (Fzsu) y para la poblacién de hijos

(Frso) (Apéndice 2B y 2C pag. 127).

Las estimas de las tasas de fecundacién cruzada no variaron
significativamente cuando se calcularon a partir de un tnico locus (#s) o varios
simultaneamente (7#m) (Test de student T4,=0.98 P=0.36). #m varié entre 0.72
en P. albay 1 en P. nigraindicando que las especies presentan en la mayoria de
los casos fecundacién cruzada pero que hasta un 28% de autofecundacién
puede ocurrir. Un promedio del 15% de autofecundacidn ocurriria en todas las

especies aqui estudiadas.

Palb P.nig P.chi Pfle Prus P.vel Pgla

Otm Ots

Figura 2.3. tmy ts correspondientes a las siete especies estudiadas.

La correlacion de fm dentro de los grupos fraternos (r#) varié entre
0.398 en P. chilensis y 0.942 en P. flexuosa. En general, en la mayoria de las

especies, los valores fueron altos indicando que las tasas varian entre los
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drboles dentro de las poblaciones. Las correlaciones de paternidad por
exocruza (rp) variaron entre 0.620 en P. nigra'y 0.990 en P. flexuosa, P.
ruscifolia, P. velutinay P. glandulosa. Los altos valores de rp indicaron que la
mayoria de los individuos analizados (semillas) dentro de cada familia eran

hermanos completos y no medio hermanos.

Palb P.nig Pchi Pfle P.rus P.vel P.gla

Brt B p

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

Las estimas de coeficiente de endogamia calculadas a partir de los
genotipos de las plantas madres (Fzsu) y en la poblacién hija (Fzsp) fueron en
todos los casos mayores o iguales a cero (Tabla 2.6). Los valores de Frso
resultaron siempre significativamente mayores (Test de Student T= 7.87, P=

0.0002) que los valores de Frsy.

Frso Frsy
P. alba Burruyaci 0.242 (0.161) 0.008 (0.001)
P. nigra Huilla Catina 0.175 (0.086) 0.000 (0.000)
P. chilensis Patquia 0.391 (0.139) 0.225 (0.116)
P. flexuosa Quilmes 0.295 (0.085) 0.000 (0.000)
P. ruscifolia Rivadavia 0.389 (0.107) 0.022 (0.003)
P.velutina Santa Rita 0.312 (0.175) 0.098 (0.032)
P.glandulosa Weslaco 0.383 (0.103) 0.022 (0.000)
Tabla 2.6. Frsestimados a partir de los genotipos de las semillas hijas (Fzs0) y de
los genotipos maternos (Fzsu). '
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Las frecuencias alélicas observadas en polen y évulo fueron comparadas
por medio de tablas de contingencia. De las 44 comparaciones realizadas sélo 8
(en negrita en la Tabla 2.7) dieron diferencias significativas sugiriendo baja

heterogeneidad entre las frecuencias de las mismas.

P.alba P.nigra P.chilensis P.flexuosa  P.ruscifolia P.velutina  P.glandulosa

P o P 0 P (6} P (o} P 0 P 0 P 0

Amp-2 2% — — — - — — 045 040 — — 079 087 043 040
2%¢ — — — — - — 054 060 — — 021 043 043 050

2% — — - - - - - — — — - — 014 010

Est-1 1 002 006 030 028 — — 001 004 003 005 013 011 007 0.10
12 | 094 078 051 061 — — 085 073 08 09 069 078 052 050

§3 004 017 018 011 — — 013 018 011 005 048 041 042 040

g it s [0 s [ S s — - -

Got-1 172 | 005 005 001 005 — — 05 050 006 040 0.03 0.30 0.17 0.08
19 | 094 095 062 053 — — 044 050 09 09 0.21 0.10 0.22 0.30

19 — — 037 042 — — — — o — 0.03 0.10 0.01 0.08

14 - — - - - — - — - — 073 050 0.01 0.08

i — — - — — — — — - — — —  0.59 0.46

Got-2 2* | 009 005 033 017 — — 020 040 045 081 003 008 061 070
2 | 091 095 065 078 — — 065 055 052 0.14 003 008 039 0.30

2% - — 001 006 — — 015 005 003 005 003 008 — —

277 — — - - - - - — — — 003 008 — -

i -~ — - - - - — — — — 088 068 — -

Tt P - - — — 030 043 001 005 — — 0.47 0.11 006 009
i — — — — 066 050 019 009 — — 053 0.89 089 082

go3 — — — — 004 007 078 081 — —- - — 005 009

L — - e — — — 001 005 — — — — — —
Idh-2 2% —- — - — 004 007 09 095 — — 003 041 002 009
226 — — — — 067 047 001 005 — — 097 089 098 091

2% — — — — 029 047 — — —_ — — — — —
bpgd-1 1% — — — — 023 067 06 045 — — 004 011 002 009
1% - - - — 0.24 027 035 055 — — 09 089 098 091

1° — - - — 053 0.07 — - - — — — — -
bpgd-2 2% - - — — 080 071 029 035 — — 004 010 002 008
22 — — — — 010 007 009 015 — — 004 010 002 008

2° — — — — 010 021 062 05 — — 092 080 09 084

Skd-1 1** | 023 0.06 0.36 006 012 0.87 057 060 003 010 067 063 0.9 009
12 1058 0.61 046 067 057 006 024 015 097 09 033 037 049 064

1 | 0.19 033 0.18 0.28 031 006 019 025 — — — — 032 027

Tabla 2.7. Frecuencias alélicas para polen y évulo para cada especie estudiada.
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Vb. Discusion

Los valores de tmy ts obtenidos sefalan que las especies estudiadas no
presentan fecundacion cruzada obligada sino que cierto grado de endogamia
puede ocurrir. De acuerdo con esto, los valores de Frs encontrados en las
especies de la Seccién Algarobia podrian ser explicados por ocurrencia de

autofecundacién ademds de por estructuracién poblacional.

La diferencia entre los valores de Fis entre las plantas madres y la
generacion hija sefiala que en los adultos el exceso de homocigotas no seria tan
importante como el que se observa en las semillas. Esto podria deberse a
fuerzas selectivas diferenciales a favor de las semillas heterocigotas

reduciendo la proporcién de individuos autofecundados en la poblacién adulta.

Si tomamos en cuenta las tasas de fecundacidn cruzadas obtenidas y los
valores de correlacién rp y rt se puede concluir que los individuos de la
progenie estudiada son hermanos y no medio hermanos (es decir que
comparten el mismo padre ademds de la madre). Esto podria ser explicado por
la ocurrencia de autofecundacién parcial y por la dispersidn limitada del polen
que favorece el cruzamiento entre vecinos, dando como resultado una gran
estructura familiar. La idea de dispersién limitada de polen es compatible con

la falta de diferenciacién entre las frecuencias de polen y de évulo observada.

Cuando ocurre cierto grado de autofecundacion y la dispersién 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 dispersién de las semillas también es limitada, ya que es por via
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endozoica el nivel de endogamia esperado es ain mayor. Esto dificulta la
comprension del nivel de variabilidad genética tan alto observado en las
poblaciones de la seccién Algarobia estudiadas hasta el momento y los bajos
niveles de diferenciacion genética observados entre las poblaciones

coespecificas.

Las poblaciones pertenecientes a las especies P. ruscifolia, P. nigra, P.
glandulosa, P. velutina, P. nigra, P. alba y P. flexuosa incluidas en el presente
trabajo muestran en general una misma tendencia y las tasas de
autofecundacion estimadas son similares a las previamente descriptas para
tres poblaciones de P. velutina (Keys y Smith 1994). Un mayor nimero de
especies de Algarobia deberian ser estudiadas a fin de poder andlizar si la

misma tendencia se mantiene en las restantes especies de la seccidn.
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Relaciones Filogenéticas: Métodos De Distancia Y Parsimonia.

I. Introduccidn
a. Relaciones Filogenéticas
b. Prosopis

II. Resultados y Discusion

a. I'soenzimas

b. RFLP

¢. Secuenciacién Del Intergén TrnT-TrnD (cpDNA)

d. Secuenciacién De Los Espaciadores InternosTranscriptos
del ADNr (ITS-1e ITS-2)

e. Congruencia Entre Arboles



I. Introduccidn

Ia. Relaciones Filogenéticas

Las metodologias tradicionales tales como la morfologia, anatomia,
fisiologia o paleontologia resultan muy dtiles para realizar estudios evolutivos.
Asi, las diferentes aproximaciones suelen proveer datos que resultan
complementarios. Las caracteristicas morfolégicas y anatémicas son
necesarias para estudios taxonémicos y la informacion paleontolégica es

fundamental para reconstruir el marco en los estudios evolutivos.

En los dltimos aflos, nuevas metodologias han comenzado a aplicarse
para estudiar las relaciones evolutivas entre organismos. Estas se basan en la
utilizacién de marcadores moleculares y son referidas como relaciones
filogenéticas. El uso de datos moleculares para realizar filogenias comenzé
alrededor de los afios 60. Los datos de secuencias de proteinas permitieron
por primera vez dilucidar las relaciones entre los drdenes de los mamiferos y
de taxa ain mds distantes (Fitch y Margoliash 1967). Estos datos permitieron
resolver interrogantes a diferentes niveles taxonémicos, los mismos fueron
dtiles en estudios de poblaciones o especies cercanas (Templeton 1992), en
eventos evolutivos muy antiguos tal como el origen de las mitocondrias y
cloroplastos (Cedergren et a/ 1988, Giovannovi et a/1988, Lockhart et a/1994)

y al definir la divergencia entre phyla y reinos (Sogin et a/1986, Woese 1990).

Los datos moleculares y bioquimicos resultan herramientas muy (tiles
junto con los datos morfoldgicos y fisioldgicos. Sin embargo, los datos
moleculares poseen caracteristicas que les confieren ciertas ventajas frente a

los otros, razén por la cual estdn siendo ampliamente utilizados. Las secuencias
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de ADN y de proteinas evolucionan de un modo mds constante que los
caracteres morfoldgicos y fisiolégicos por lo que pueden brindar una idea mds
clara de las relaciones entre los organismos. Ademds, los datos de este tipo
son muy abundantes y se han desarrollado un gran nimero de algoritmos

matemdticos para ellos (Nei 1987, Felsestein 1988, Swofford y Olsen 1990).

Independientemente de la fuente de datos que se analice, se pueden
distinguir dos esquemas de clasificacion dado que es posible analizar las
relaciones entre especies desde diferentes aspectos. Uno, basado en el
agrupamiento de los taxa de acuerdo a la similitud presente entre ellos y otro
basado en el agrupamiento de acuerdo a la secuencia histdrica de los eventos

de divergencia.

Los seguidores del primer esquema de clasificacién suelen ser llamados
"feneticistas”.. Elos_estudian las relaciones de los grupos de organismos en
base-al grado de: similitud fenatipica, anatémica, molecular, etc. Los seguidores
de esta. escuela suelen utilizar medidas de distancia para reconstruir las
relaciones entre los taxa. Las seguidores del segunda esquema de clasificacién
suelen ser referidos como "cladistas” y establecen las relaciores genealdgicas
entre las 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 estdn relacionados entre

si por descendencia y los organismos mds cercanamente relacionados
descienden de un antecesor comin mds reciente que los organismos mds

distantes. Los estudios filogenéticos intentan reconstruir la genealogia
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correcta entre los organismos y en algunos casos, estimar el tiempo de

divergencia entre los mismos desde el tltimo antecesor comun.

Las relaciones evolutivas entre un grupo de organismos suelen ser

ilustradas en un drbol filogenético. Este es un grdafico compuesto por nodos y

ramas en donde los nodos internos representan a las unidades ancestrales y
los externos a las unidades taxondmicas operativas u OTUs (especies,
poblaciones, individuos, genes, etc.). El patrén de ramificacién del érbol suele
ser llamado topologia y las ramas definen las relaciones entre las OTUs en
términos de descendencia y ancestralidad o simplemente relaciones de
similitud. Ademds, es posible representar el nimero de cambios que ha
ocurrido entre los taxa en la topologia del drbol a través de diferencias en el

largo de las ramas.

En general los drboles que se obtienen suelen ser no enraizados, pero
pueden transformarse en enraizados utilizando un grupo externo o "outgroup”,
el cual esté representado por una OTU que por informacién adicional
(taxonomia, paleontologia, etc.) es posible establecer que se diferencié con

anterioridad respecto al grupo en estudio.

Los drboles pueden ser aditivos y/o ultramétricos. Las drboles aditivos
contienen informacién 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 drbol es aditivo cuando las distancias entre dos OTUs cualquiera
es equivalente a la suma del largo de todas las ramas que las conectan. Las
drboles ultramétricos son un caso particular de drboles aditivos en los que los

taxones termirales estdn equidistantes de la raiz del drbol. En este dltimo tipo
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de drbol el largo de las ramas puede brindar informacién acerca del grado de
separacién entre nodos 6 el tiempo de divergencia entre linajes dado que las

tasas de evolucidn se consideran similares entre las mismas.

Los drboles 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
cladisticas, pero no siempre los drboles son iguales. Cuando existe una relacién
lineal entre el tiempo de divergencia y el grado de diferenciacion genética (o

morfoldgica) los mismos resultardn idénticos.

Arbol Verdadero, Arbol De Las Especies, Arbol Del Gen- Existe un

solo drbol que representa la verdadera historia evolutiva para un nimero
determinado de OTUs pues la forma en que ocurrieron los eventos de
especiacion en un grupo es uUnica. A partir de un "set" de datos es posible

inferir un drbol, pero el mismo puede no ser idéntico al érbol verdadero.

Un drbol filogenético que representa el orden de especiacién de un
grupo de especies se denomina “drbol de especies” y cuando se construye un
drbol a partir de un gen, lo que se obtiene es el "drbol del gen". Este dltimo
puede corresponder o no con el drbol de las especies. A fin de obtener una
buena reconstruccién del drbol de las especies es necesario incluir la mayor
cantidad de informacién posible como datos de diversas fuentes y un alto

nimero de caracteres.

Métodos De Reconstruccion De Arboles- Existen varios métodos

(Sreath 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 mdxima parsimonia y de mdxima

verosimilitud.

En los métodos de matrices de distancia se calculan las distancias

evolutivas para todos los pares de taxa y se reconstruye el érbol filogenético
utilizando un algoritmo basado en las relaciones entre dichos valores. Dentro
de este tipo de métodos, el mds simple es el método de medias no ponderadas
(UPGMA) y fue desarrollado para construir fenogramas taxonémicos, es decir,
drboles que mostraban el parecido entre OTUs (Sokal y Michener 1958). Este
algoritmo puede ser utilizado para reconstruir drboles filogenéticos cuando las
tasas de evolucidn son aproximadamente constantes entre los diferentes
linajes, es decir, cuando existe una relacién 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 topoldgicas son inferidas en
orden de disimilitud decreciente y el drbol va siendo construido agregando las
OTUs de a una por vez dando lugar a un érbol ultramétrico (ver Li 1997 pag.

106).

Otro método basado en las matrices de distancias es el Neighbor-
Joiring (NJ) (Saitou y Nei 1987). Este método se basa en encontrar los taxa
vecinos secuencialmente de modo que se minimice el largo total del drbol
dando lugar a un drbol aditivo. Este algoritmo parte de un drbol en forma de
estrella donde ninguna OTU estd asociada, selecciona aquellas dos OTUs
(cualesquiera) que impliquen la meror suma de largo de ramas. Luego este par

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

topologia final del drbol (ver Li 1997 pag. 111).

El segundo tipo de método de reconstruccion filogenética es el método

de mdxima parsimonia (MP). Aqui, en lugar de construir el drbol a partir de las

distancias genéticas se utilizan los estados de los caracteres. El principio de
MP busca el drbol que requiera el menor nimero de cambios evolutivos para
explicar las diferencias observadas entre las OTUs que se estudian. Pueden
obtenerse mas de un drbol que posean el mismo nimero de cambios, es decir
que mas de un érbol puede inferirse a partir de un mismo "set” de datos. El
método para datos moleculares fue disefiado en primer lugar para datos de
secuencias de aminodcidos (Eck y DayHoff 1966) y luego fue modificado para
secuencias nucleotidicas (Fitch 1977). El procedimiento para inferir el drbol a
través de este método requiere: primero, identificar los sitios informativos
es decir, las homologias derivadas compartidas por dos o mds taxa de un mismo
grupo (sinapomorfias). Luego, en cada drbol posible, se infiere el nimero
minimo de sustituciones para cada uno de los sitios informativos.
Posteriormente se suma en cada drbol los nimeros de pasos calculados (suma
total) y finalmente se elige él o los drboles con el menor nimero de

sustituciones totales (ver Li 1997 pag. 112).

El tercer método de reconstruccién, método de mdxima 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. Mds tarde, Felsenstein (1973, 1981) desarrollé algoritmos de ML para
secuencias de proteinas y de ADN. El principio de este algoritmo sostiene que

si la informacién relativa de los procesos evolutivos es incluida en el andlisis,
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las estimas de la filogenia que se obtengan resultardn 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 drbol preferido resulta aquel que con mayor probabilidad

haya dado lugar al conjunto particular de datos (ver Li 1997 pag. 116)

Eleccion Del Método De Reconstruccion Filogenética- No todos los

métodos de reconstruccion filogenética son aplicables en todas las
circunstancias. Dependiendo del tipo de datos disponibles y del nimero de
taxones analizados alguno de ellos puede resultar mejor que otro. Para elegir
el modo de reconstruccion mas adecuado es necesario considerar el tipo de
drbol que se obtiene y la informaciéon que brindan, el tipo de datos que
consideran, los supuestos inherentes de cada modelo, los tiempos

computacionales, etc.

Como se describid anteriormente, los drboles basados en distancias y los
cladogramas brindan diferente tipo de informacién. El método de MP
representa tipicamente a la escuela cladistica mientras que el UPGMA es
tipico de la escuela feneticista. Sin embargo, los otros métodos descriptos, no
pueden ser clasificados tan fdcilmente. Por ejemplo, se ha dicho por muchos
afios que el NJ es un algoritmo fenético pero algunos autores lo discuten. Si
bien utiliza medidas de distancias genéticas, no asume una correlacién directa

entre la similitud y las relaciones evolutivas (Ver Li 1997 pag. 126).

Los diferentes métodos de reconstrucciéon también varian en los datos

que consideran. Por mucho tiempo ha sido argumentado que tomar los datos
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segun el estado del cardcter resulta mas informativo que considerar distancias
genéticas, porque al transformar toda los datos en una Unica medida de
distancia cierta informacién puede perderse. Si bien ésto es cierto, el método
MP dispone de todos los datos y sélo utiliza una pequefia fraccion de ellos.
Este es el motivo por el que se requiere un alto nimero de caracteres para que
la reconstruccion se pueda realizar eficientemente. El método de 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. Asi, a diferencia del NJ, el método UPGMA asume
tasas constantes de evolucidn para todas las ramas. El método de MP no tiene
supuestos explicitos, salvo el principio del modelo que asume que el mejor érbol
es aquel con menor nimero de sustituciones. Aquél drbol que minimiza el
nimero de sustituciones también minimiza el nimero de eventos homopldsicos,
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 homoplasias son raras. Por
el contrario cuando la divergencia entre secuencias es alta y el nimero de
homoplasias es mayor, el método ro resulta tan bueno. El método de ML tiene
supuestos explicitos acerca de la tasa de evolucidn y el patrén de sustitucion
nucleotidica. La necesidad de suponer a priori un modelo evolutivo ha llevado a
algunos autores a sugerir que este método no seria muy robusto (Tateno et a/
1994) y se ha discutido la necesidad de presuponer parédmetros detallados del

mecanismo con el que la evolucidn opera para estudiar justamente, la evolucidn

de un grupo (Farris 1983, Goloboff 1998).
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Con respecto a los tiempos computacionales, en los métodos de matrices
de distancias, las OTUs son agrupadas de modo secuencial para dar el érbol
derivado. Por esta razdn estos algoritmos suelen funcionar rdpidamente. En
comparacién el método de mdxima parsimonia (MP) toma en cuenta todas las
alternativas posibles de arboles y resulta algo mas lento. El método de médxima
verosimilitud (ML) es el algoritmo que utiliza mas tiempo al buscar todas las
topologias y calcular el valor de verosimilitud para cada una de ellas. Aunque
los métodos varian en el tiempo computacional que requieren para realizar la
reconstruccion filogenética, el mismo esté directamente relacionado con el

nimero de taxones incluidos y la cantidad de caracteres estudiados.

Estimacion Del Error De Muestreo: Bootstrap- Una forma de estimar

el error de muestreo es tomar multiples muestras de la poblacion que estd
siendo estudiada y comparar las estimas obtenidas en las diferentes muestras.
La distribucion de dichas estimas brindara una idea del error de muestreo, es
decir, que proporcion de nuestras conclusiones variard dependiendo de la
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 miltiples.
Para la mayor parte de las distribuciones sencillas (por ejemplo la distribucion
normal) existen ecuaciones simples para calcular los intervalos de confianza
alrededor de una estima (por ejemplo, el error estindar de la media). Sin
embargo, aunque los drboles son estructuras complicadas y es muy dificil
desarrollar ecuaciones para estimar intervalos de confianza alrededor de una
filogenia, en los dltimos afios, algunos métodos computacionales han sido
desarrollados para estimarlos. El método de remuestreo conocido como

“bootstrap” es el mds utilizado en los estudios filogenéticos. Esta metodologia
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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 hipdtesis

filogenéticas.

El "bootstrapping” imita el método de estimacion de error de muestreo
pero en lugar de muestrear la poblacidn 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 pardmetro que se intenta medir (drbol
filogenético). La variacion entre las estimas obtenidas en cada una de las
pseudoréplicas es una medida del error de muestreo asociada al pardmetro de

interés.

El "bootstrap” puede ser aplicado en estudios filogenéticos al generar
pseudoréplicas 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
nimero de caracteres. Dado que el método implica reemplazo, en las
diferentes pseudoréplicas un mismo cardcter puede aparecer mas de una vez
mientras que otros estdn ausentes. Este proceso se repite un gran nimero de
veces (aproximadamente 100) y a partir de cada una de las diferentes réplicas
se reconstruyen los drboles utilizando cualquiera de los métodos
anteriormente descriptos. El "set” de drboles resultante contiene la

informacién acerca del error asociado con nuestra muestra.

Incongruencia Filogenética- Las reconstrucciones filogenéticas deben

ser basadas en miiltiples caracteres moleculares a fin de poder reconstruir la
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historia del grupo y no simplemente la historia de los genes (Jansen et a/

1998).

Una de las consecuencias de analizar miltiples datos es que las
filogenias que se infieren de cada tipo de datos pueden diferir entre si en uno
o varios puntos. La incongruencia filogenética no es rara; por el contrario,
parece ser mas la regla que la excepcion (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 bioldgico. En este caso los clados estdn
débilmente soportados y las diferentes reconstrucciones difieren en unos
pocos pasos. Puede suceder que los datos no sean suficientes, que la regién del
genoma elegida no sea la correcta, que la calidad de las secuencias no sea
buena, que se haya muestreado un bajo nimero de taxones, o que éstos no

hayan sido correctamente identificados.

Los casos mds interesantes que provocan incongruencia entre filogenias
no son los resultantes de causas técnicas sino aquellos que reflejan diferentes
historias evolutivas de los datos. Varios fenémenos tales como las diferentes
tasa de evolucion entre los caracteres, la rdpida diversificacion, la hibridacién

y la introgresidn, la clasificacion en linajes de los diferentes polimorfismos
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(“lineaje sorting” LS) y la transferencia horizontal pueden producir drboles de
genes que no son equivalentes a los drboles de las especies (Wendel y Doyle

1998).

Ib. Prosopis

Tal como se describié en el primer capitulo, las especies de Prosopis son
muy variables desde el punto de vista morfoldgico (Burkart 1976). Las
relaciones sistemdticas y evolutivas en algunas especies de la Seccién
Algarobia se ven opacadas por los frecuentes eventos de hibridacion
interespecifica que ocurren en la naturaleza y que dan lugar a hibridos fértiles
en dreas de simpatria (Palacios y Bravo 1981, Hunziker et a/1986). En nuestro
pais, en la Regidén Biogeogrdfica Chaquefia, la hibridacién involucra especies
pertenecientes a la misma o a diferentes series. Como los hibridos son fértiles
y los mecanismos de aislamiento entre las especies parecen ser débiles, estas
especies fueron consideradas integrantes de un singamedn (Palacios y Bravo
1981, Saidman 1985, Saidman y Vilardi 1987, 1993). Aunque afios mas tarde
varios autores han sugerido (Montoya et a/ 1994, Burghardt 1995A, 19958,

Ferreyra 2001) que las mismas serian especies cohesivas (Templeton 1989).

Resultados previos sefialaron que la diferenciacién genética encontrada
a través de marcadores bioquimicos y genéticos dentro de este grupo es muy
baja y las asociaciones basadas en el nivel de similitud entre las especies no se
ajustan a las series descriptas en base a la morfologia (Saidman 1985,
Saidman y Vilardi 1987, 1993). Los factores que promueven la alta similitud
genética observada no se comprenden totalmente. Asi, las evidencias

disponibles hasta el presente son compatibles con la hipdtesis de que la alta
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similitud genética es una consecuencia de la hibridacién e introgresién
(Saidman 1985, Saidman y Vilardi 1987, 1993). Sin embargo, estudios previos
(Bessega et a/ 2000B) también sefialaron que las especies son capaces de
mantener las frecuencias alélicas dentro de un estrecho rango de variacién;
esta habilidad puede ser relacionada también con factores adicionales
independientes de la hibridacién tales como tiempos de divergencia cortos,
poblaciones con grandes tamafios efectivos que reducen los efectos de la

deriva génica, o seleccion sobre los marcadores estudiados.

Una forma de evaluar la importancia relativa de la hibridacién en este
grupo es a través de la comparacion del nivel de similitud genética entre
especies simpdtricas y alopdtricas. De hecho, si la similitud genética se debe a
la hibridacién, se espera que las especies simpdtricas de esta seccién con
oportunidad para hibridar muestren niveles de diferenciacion genética
menores que las especies alopatricas. Otra forma de analizar la importancia de
este proceso es a través del estudio de especies simpdtricas con y sin
evidencias de hibridacién. Si la similitud genética se debe a hibridacién, se
espera que las especies incapaces de hibridar muestren una diferenciacion

genética mds alta que las especies que lo hacen naturaimente.

Sin embargo, también puede ocurrir que el nivel de diferenciacién
genética esté mds 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 través del estudio de las relaciones de ancestralidad-
descendencia. El estudio conjunto del nivel de diferenciacion genética y el
orden de divergencia incluyendo tanto especies simpdtricas y alopatricas como

especies que muestren y no muestren evidencias de hibridacién, brindard
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informacién para explicar el nivel de similitud genética encontrado entre ellas

y permitird aportar datos acerca del proceso de especiacién.

De acuerdo con estos antecedentes el objetivo del presente capitulo fue:
» Estudiar las relaciones filogenéticas entre especies pertenecientes a
las Secciones Algarobia, Monilicarpa y Strombocarpa utilizando datos
isoenzimdticos, patrones de restriccion de ADN de cloroplasto (RFLP) y
secuencias de la region intergénica de cpDNA TrnT-TrnD y de los
espaciadores internos transcriptos del ADN ribosdmico nuclear 18S-

26S (ITS-1eITS-2).

Para ello, se incluyeron diferentes especies de Algarobia con evidencias
de hibridacidn, una especie que hasta el presente no se han descripto hibridos
interespecificos (P. kuntzei), dos especies norteamericanas (P. glandulosay P.
velutina) que por la distribucion geogrdfica tienen escasa o ninguna capacidad
de hibridar con las especies Sudamericanas. Ademds, se estudié la unica
especie de la Seccidn Monilicarpa (£. argentina) y una especie representante

de la Seccién Strombocarpa (P. reptans).

II. Resultados y Discusion

IIa. Isoenzimas

A partir de los resultados isoenzimdticos presentados en el capitulo
anterior se realizé un andlisis fenético incluyendo 29 poblaciones
representando a las secciones: Monilicarpa, Strombocarpa y Algarobia (Ver

tabla 1.1 pag. 17 primera fila). En este andlisis 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 fenogramas
obtenidos utilizando el algoritmo de agrupamiento UPGMA (drbol ultramétrico)
y el método de Neighbor-Joining (NJ) (arbol aditivo). El nivel de confianza de
las ramas fue medido por medio del método de “bootstrap” (Felsenstein 1985)
utilizando el sub-programa segboot del paquete PHYLIP 35 (Felsenstein,

1993) y se representan sobre los nodos de ambas figuras.

En términos generales los resultados obtenidos utilizando ambos
algoritmos (UPGMA y NJ) fueron similares. En la mayor parte de los casos los
valores de bootstrap sefialaron 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~.
reptans (Strombocarpa) presentaron una distancia genética alta respecto a las
restantes especies de Algarobia (0.52 y 0.48 respectivamente). Practicamente
el mismo nivel de diferenciacion se encontré entre cualquiera de éstas
especies y las de la Seccién Algarobia. Las poblaciones estudiadas de P,
argentina fueron muy similares entre si presentando un valor de distancia
genética muy bajo (0.012) y similar al presentado entre las poblaciones de A,

ruscifolia, P. glandulosay P. alba.

Dentro de la Seccidn Algarobia, las poblaciones coespecificas resultan
agrupadas entre si en la mayoria de los casos. Las especies no resultaron
asociadas segun las series morfoldgicas y el nivel de diferenciacién entre

especies fue bajo. Todas las poblaciones de las especies pertenecientes a las
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Series Chilenses y Ruscifoliae estudiadas presentaron bajos niveles de
diferenciacion genética (0.005 - 0.23) en concordancia con la falta de
marcadores -especificos: isoenzimdticos. P glandulesa y. P. ruscifolia formaron
un grupo junto.a P. nigra. Ademds; P. vinalillo resulté similar a . albay éstas se
asociaron con P. flexuosa con una distancia genética- menor respectc a /.
chilensis: Dentro de este grupo, £, velutina presentd. la mas alta diferenciacion
genética’ (0.23) en concordancia con. la presencia de dos sistemas

isoenzimdticos diagndsticos (6OT y PRX).

En el NJ (Figura 3.2 pag. 80) el largo de las ramas permite observar que
algunas especies estan muy diferenciadas respecto a las demds y que otras
presentan muy baja diferenciacion genética. P. reptans (Strombocarpa), P
argentina (Monilicarpa) y P. kuntzei (Algarobia Ser. Sericanthae) resultaron
muy diferenciadas de las restantes especies de Algarobia estudiadas. Dentro
de éste grupo, P. velutina fue la especie mas diferenciada. Las restantes
especies de Algarobia estudiadas presentaron bajos niveles de diferenciacion
genética (parte ampliada de la Figura 3.2). En todos los casos, las poblaciones
coespecificas mostraron distancias genéticas menores que las poblaciones de
diferentes especies. P. velutina resulté asociada a P. glandulosa pero la
distancia genética es mayor a la presentada entre ésta dltima 'y P. ruscifoliao
P. nigra (valores no presentados). Los valores de distancias pueden ser

inferidos a partir del largo de las ramas.

En ambos drboles, los agrupamientos observados fueron independientes
de la distribucion geografica: en el UPGMA, P. glandulosa (USA) resulté mas
similar @ P. ruscifolia (Argentina) que a P.” velutina, la otra especie

Norteamericana incluida. En el NJ, éstas resultaron agrupadas entre si pero la
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distancia genética entre las especies Norteamericanas fue mayor que entre
las cuatro poblaciones de 2. glandulosa (USA) y las poblaciones argentinas de

P. ruscifolia é P. nigra.

P. kuntzei (Algarobia, Sericanthae) es una especie simpdtrica que en
base a estudios morfolégicos no ha demostrado evidencias de hibridacién con
las restantes especies estudiadas, mostré gran cantidad de loci diagnéstico y
por lo tanto el grado de diferenciacién 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 isoenzimdticos
coinciden con la clasificacion basada en datos morfoldgicos al separar
claramente a las tres secciones estudiadas (Algarobia, Monilicarpa,
Strombocarpa). Sin embargo dentro de Algarobia, ésta no se ajusta
completamente a la clasificacién en series propuesta por Burkart (1976). Con
los resultados aqui obtenidos sélo la serie Sericanthae resulté diferenciada
dado que las restantes especies que pertenecen a las series Chilenses y
Ruscifoliae no resultaron agrupadas. Aunque la separacién en series dentro de
la secciéon Strombocarpa no pudo ser analizada en esta trabajo, otros autores
sefialaron que la clasificacion en series de esta seccion no estaria apoyada por
evidencias isoenzimdticas (Pocovi 1992; Saidman et a/ 1996) ni por los

patrones de electroforesis de semillas (Burghardt, 20008B).
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Figura 3.2 Neigbor-Joining (NJ) construido a partir de las distancias
genéticas de Nei. Sobre los nodos se representan los valores de bootstrap.
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IIb. Polimorfismos Para El Largo De Los Fragmentos De Restriccion

Con el fin de incluir un nuevo marcador molecular se analizaron 11

especies de Prosopis (Tabla 11 pag. 17
tercera fila) por medio de la técnica de RFLP

(Apéndice 3D pag: 134).

Se utilizaron dos sondas “heterdlogas

de Nicotiana tabacum que fueron donados

T R R S——

gentilmente por el Dr. J. J. Doyle (Cornell w28 Sonda A

University, Ithaca, USA). Las sondas incluian
Representacién de las

varios clones que cubrian una region de la sondas utilizadas.

"Short Single Copy" é SSC (sonda A) de 17.4 kb y una porcién de la regidn
repetida invertida é IR (sonda B) de 10.3 kb. El tamatio del cloroplasto de
Prosopis no ha sido descripto pero si se considera que el tamafio  de los
cloroplastos varia entre 120 y 160 kb (Sugiura, 1992), estas sondas

representarian aproximadamente el 17.5- 23% del genoma de cloroplasto.

Se analizaron un total de 10 enzimas de restriccion capaces de
reconocer seis (EcoRI, Xbal, Sca, PstI, BamHI, HindIII) y cuatro pares de
bases (HinfI, Rsa I, Alul, HaeIII). El cpDNA presenta en la mayoria 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 considerd la herencia materna y
se extrajo ADN de aproximadamente 10 semillas hijas, de modo de obtener
suficiente cantidad para aplicar esta metodologia (1ng). Entre 8 y 10 individuos

fueron analizados por especie- para las- 20 combinaciones- enzima-sonda-
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detectdndose un total de 99 fragmentos (Figura 3.3 pag. 84). La presencia de

distintos fragmentos de restricciéon permitieron definir 30 patrones 6

haplotipos: El haplotipo mds comin en cada caso fue llamado A y los restantes

fueron nombrados en orden de apariciéon. En la Tabla 3.1 se indican los

fragmentos que conformaron cada uno de los patrones encontrados y en la

Tabla 3.2 se indica en que especies fue hallado cada uno de ellos.

Enzima
Alul
Rsal

EcoRI

HinfT

PstT

BamHI

Sca.
Xbal:
EcoRI

HinfI.
Alul-

RsaTI

PStT

BamHI

XbaI

HindIII
Sca

" HaeIIl

Patrén

>332 323> 2>>2 >R3> OR>D>AOAP>PDOO>DOTOAB> >

Tamafio fragmentos
2.01; 1.31; 0.91; 0.81; 0.56

3.38;1.9; 1.69;148;1.17;1.07; 0.91; 0.71; 0.55
3.38:25;1.78; 1.69; 1.48; 1.17; 1.07; 0.91: 0.71; 0.55
3.38; 1.78; 1.69: 1.48; 1.17; 1.07; 0.91; 0.55; 047
3.38; 2.1; 1.48; 1.30; 1.07; 0.91; 0.71; 0.55

4.27;195;1.74;1.3; 0.78

1.44; 1.34; 0.8; 0.5; 0.45; 0.38; 0.27
1.3;1; 0.9; 0.5; 0.45; 0.38; 0.27; 0.19
2.95; 2.14; 2.03:; 1.45; 1.12; 0.65; 0.50
2.95::2.09; 1.45; 1.12; 0.65; 0.50

2.95; 2.09; 1.97; 1.45; 1.12; 0.95; 0.65; 0.50
1.34; 0.90; 0.8; 0.50; 0.45; 0.38; 0.27
1.44; 1.34; 0.8; 0.5; 0.45; 0.38; 0.27
1.3; 1;0.9; 0.5; 0.45; 0.38; 0.27; 0.19
11.4;: 6.7. 0.9

21, 2.37; 1.94

479:417:20; 19

125; 6.3: 4.6; 2.04

18.6;11.48; 178

4.07; 2.66; 1.41; 1.35; 1.17; Q.77

4.07: 2.66; 1.41; 1.35; 1.23; 0.77; 0.66.
2.29; 0.74; 0.67; 0.60; 0.42; 0.39; 0.29
1.1;:0.29;0.23; 0.21

2.04; 1.86; 1.12; 0.81; 047; 042; 0.27
2:39:1.30; 1.09: 0.50

2f -

457; 2.82; 2.03; 1.53

18.2; 17.1

12.6; 1.35; 1.20

10;56

Tabla 3.1. Patrones de restriccién y tamafio de los fragmentos (en kb).
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El nivel de variabilidad detectado por esta metodologia en general fue
bajo, y-en ningin caso se encontré variacién intraespecifica. Las once especies
de Prosopis analizadas presentaron variacion para la sonda A en cuatro
enzimas' de restriccién (EcoRI, HinfIII, Rsa I y HaeIII) mientras que para la
sonda B, sélo. presentd variacion la enzima EcoRI (indicado en negrita en la
Tabla 3.2). De las especies estudiadas sélo P. kuntzei (Algarobia, Sericanthae)

y- P. reptans-(Strombocarpa) pudieron ser reconocidas mediante los patrones

especies a nivel de cpDNA.

SondaA Palb Prus Pvin Pnig Pgla Pfle Pcai Paff Palp Pkun Prep A.aro
EcoRI A A A A A A A A A B B c

Hnfl (A A A A A A A A A A B c
Xbal A A AT R R SRR R R R A A
Sea LA LA AU AT TR R AT AL TR A L A
BeEE UK A A AT A DT R R TS B A
BamHI A A A A A A A A A A A B
RsaI A A A A A A A A A B ¢ b»©
BindfIT © & & A LA DR R A AT A R TR B
AKE ARG VAL RS AT R R R R AT A A
HaeIIT A A A A A A A A A A B c

SondaB Palb Prus Pvin P.nig Pgla P.fle P.cai Paft Palp Pkun Prep A.aro
EcoRI A AR A TR A A A B B B

HinfI A A A A A A A A A A A A
Xbal A A A A A A A A A A A A
Sca A A A A A A A A A A A A
PstI A A A A A A A A A A A A
BamHI A A A A A A A A A A A A
Rsa I A A A A A A A A A A A A
HindIIT A A A A A A A A A A A A
Alul A A A A A A A A A A A A
HoeIII A A A A A A A A A A A A
Tabla 3.2. Patrones de restriccion hallados en cada especie
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Figura 3.3 Patrones obtenidos por RFLP para cada enzima.
La parte superior corresponde a la sonda A y la parte inferior a la sonda B. Se detallan los pesos moleculares (kb).




Capitulo 3

Los resultados de este andlisis 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 drbol fue la mdxima parsimonia considerando los
caracteres no ordenados y todos igualmente pesados (Parsimonia de Fitch) a
través de un algoritmo de bisqueda exacto *Branch and Bound". E! soporte de
las ramas fue estimado por el método de "bootstrap” (Felsenstein, 1985) y el
nivel de homoplasia medido a través de los indices de consistencia (CI) y de
retencion (R) (Apéndice 3M pag. 130). El cladograma se realizé utilizando el
programa PAUP (version win-PAUP 4b-8)(Swofford, 1998).

Como resultado se obtuvo un Gnico drbol parsimonioso (Figura 3.4) con
37 pasos cuyo indice de consistencia considerando todos los caracteres fue de
0.946 y 0.833 al excluir los caracteres no informativos. El indice de retencién
fue de 0.867; y todos los valores de “bootstrap” obtenidos fueron altos por lo
que se consideré que el drbol obtenido era confiable. El drbol indicé una
separacion temprana de P. reptans (Seccion Strombocarpa) respecto a las
restantes especies estudiadas pertenecientes a la seccion Algarobia con un
valor de bootstrap del 68%. P. kuntzei (Serie Sericanthae) se separé
tempranamente de las restantes especies de Algarobia pertenecientes a las
series Chilenses, Ruscifoliae y Pallidae con la robustez maxima posible (100%).
Los marcadores estudiados mediante esta metodologia no permitieron
diferenciar ni reconstruir la filogenia de las restantes nueve especies de la

seccién Algarobia ya que resultaron en una policotomia.
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P.alba
P.alpataco
P.affinis

P.caldenia
100

P.glandulosa

P.nigra

a8 P.flexuosa
P.vinalillo
P.ruscifolia
e Pkuntzei [}
Preptans [

A.aroma

[l Algarobia ] Strombocarpa
Figura 3.4. Cladograma obtenido a partir de los datos de RFLP utilizando el
método de-mdxima parsimania. Los valores sobre los nados indican los resultados del

"bootstrap”.

IIc. Secuenciacion De Intergen TrnT-TrnD (CpDNA)

Tomando en cuenta que el nivel de variacién detectado a nivel de cpDNA
utilizando regiones codificantes y no codificantes a través de la técnica de
RFLP fue bajo, fue necesario buscar y estudiar otra region que presentara una
tasa de evolucién mas alta y que pudiera brindar mayor cantidad de datos para

poder inferir las relaciones entre las especies de la Seccién Algarobia.

Recientemente muchos autores han utilizado exitosamente distintas

regiones no codificantes de ADN de cloroplastos para reconstruir filogenias a
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niveles taxonémicos intragenéricos e intraespecificos (Gielly-y. Taberlet 1994,
1996, Soltis y Soltis 1998, Soltis et a/ 1998, Bayer et a/ 2000, Richardson et
al 2000) debido al mayor nivel de variacién presentado por estas regiones.
Existen muchos cebadores 6 “primers" universales disefiados para amplificar
regiones que demostraron gran ventaja por su nivel de variacion (Taberlet et
al 1991, Demesure et a/ 1995, Petit et a/ 1998) y en el presente trabajo se

estudid el intergén TrnT-TrnD.

El intergén TrnT-TrnD, que estd ubicado en la regidn LSC (long single
copy) del cloroplasto, fue amplificado en 13 individuos correspondientes a las
especies descriptas en el Capitulo 1 (Tabla 1.1 pag. 17 fila 4). La metodologia 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 ANAGEN Technologies (http://www.ana-gen.com).

Una vez interpretados los cromatogramas, las secuencias fueron alineadas
utilizando el programa ClustalW (Thompson et 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 adlinear 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 internro. Ademads, se detectaron dos
indels de 3 pb que diferenciaron A. aroma de las especies de Prosopis. P.
reptans presenta un indel de 23 pb que no estd presente en ninguna de las
restantes especies aunque en la misma region todas las especies de Prosopis

aqui estudiadas presentan un indel de 4 pb.
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A partir de los datos de secuencia, utilizando el programa PAUP
(Swofford, 1998), se calcularon las distancias genéticas no corregidas entre
las” secuencias (distancias-P) y se realizé un andlisis cladistico utilizando el
método de mdxima parsimonia de Fitch. Los indels fueron analizados de dos
formas diferentes, la primera sin ningin tipo de codificacién y la sequnda
codificando los mismos (Apéndice 2N pag. 131) para evitar la ocurrencia de
informacion repetida (Simmons y Ochoterena, 2000). El soporte de los grupos
se estimé por el método de "bootstrap” (Felsenstein, 1985) y el nivel de
homoplasia se evalué a través de los indices de consistencia (CI) y de

retencion (R).

A.aro P.alb P.rus P.vin P. fle P. kun P. nig P. gla P. rep P. cal P. aff P. alp P.vel
P.alb 0.095 '

P.rus 0.089
P.vin 0.120
P. fle 0.087
P kun 0:103
P. nig- 0.088
P. gla 0.090
P. rep 0.084
P.cal: 0.113

P. aff 0.098
P alp- 0109

P. vel 0.092
P.arg 0.096

0.012

0.067 0.059
0.022- 0.013
0.060 0048
0.025 0016
0.034 0026
0.039 0028
0.021 0033
0.005 0.013
0.041 0037

- 0.031 0.022
0.039 0.030

0.050

0063 0043
0.051 0.009
0.046 0.015
0.062 0.026
0.075 0.039
0.069 0.021

Q.059 0.039

0.057 0.018

0047 0024

0.045
0.042
0.044
0.068
0.060

Q.059

0.043

0044

0.015

0.022 0032

0.043 0.048 0.057
0.024 0.033 0.037
Q045 0.042 Q.048
0.015 0.023 0.029

0.023 0032 0034

0.022
0.048 Q.039

0.049 0:.030 0:05%
- 0.057- 0.038 0.062- 0.020"

Tabla 3.3. Distancias genéticas no corregidas entre las secuencias (distancias-P)

Cuando se comparan las distancias genéticas entre las especies de
Prosaopis con el "outgroup” la divergencia genética varia entre 0.084 y 0.120.
Las distancias genéticas entre las especies estudiadas de la seccién Algarobia
variaron entre 0.005 (P. affinis - P. alba ) y 0.075 (P. vinalillo - P. caldenia)

resultando el valor promedio para esta seccién de 0.038. Cuando se compara la
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distancia genética entre todas las especies de Algarobia y £. reptans, la unica
especie incluida de Strombocarpa, ésta resulté en 0.038. Este valor es
semejante al mostrado entre esta ultima especie y P. argentina, la unica
especie de Monilicarpa (0.034) y a la distancia genética promedio observada
entre todas las especies de Algarobia estudiadas y £. argentina (Monilicarpa)

(0.0378).

Cuando se realizd el andlisis cladistico considerando a los "gaps* como
quinto estado a partir de los 707 caracteres obtenidos; 521 resultaron
constantes (73.7%) y sélo 70 resultaron filogenéticamente informativos
(9.9%). Mediante un método exacto (Branch and Bound) se obtuvo un unico
drbol mas parsimonioso con 287 pasos (Figura 3.5). El indice 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 indice de retencion fue

0.52.

El cladograma (Figura 3.5) sugiere que P. reptans (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. Ademds, el drbol muestra a P argentina
(Monilicarpa) incluida dentro del clado formado por las especies de la Seccidn
Algarobia. Dentro de las especies de Algarobia estudiadas, P. kuntzei fue la
especie diferenciada mas tempranamente (87%). Las restantes especies de
Algarobia forman un clado dénde P. velutina es la especie que ha divergido en
tiempos mas tempranos respecto a las restantes (31%). Mas hacia adentro en
el drbol, se distinguen dos grupos aunque presentaron bgjos valores de

“bootstrap”, uno incluyé a las especies P. vinalillo, P. alpataco, P. glandulosa'y P.
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flexuosay P. nigra (11%) y el otro a P. alba, P. caldenia, P. affinis y P. ruscifolia
(48%). Aunque la mayor parte de las relaciones establecidas entre las especies
de Algarobia estudiadas no presentaron altos valores de "bootstrap”, algunas
relaciones resultaron bien sostenidas: P. alba resulté especie hermana de P,

caldenia (65%) y estas (ltimas de P. affinis (68%).

P.vinalillo
35
25 P.alpataco
2 P.glandulosa

= P.flexuosa

P.nigra

- «— P.alba
eer P.caldenia

kL 48 pP.affinis

m—— D ruscifolia
P.velutina

31

87
P.argentina

P.kuntzei .

P.reptans .
A.aroma

. Algarobia . Strombocarpa Monilicarpa

Ruscifoliae Pallidae - Chilenses  Sericanthae

Figura 3.5. Cladograma obtenido a partir de las secuencias del intergén TrnT-TrnD
utilizando método de maxima parsimonia. Los valores sobre los nodos indican los
resultados del "bootstrap".

Cuando los "gap” fueron tratados como datos ausentes asi como cuando
los “indels" fueron codificados siguiendo el método mas simple (Simmons y
Ochoterena 2000) la topologia de los drboles mas parsimoniosos obtenidos fue

prdcticamente idéntica. Ademds, cuando se analizaron las relaciones fenéticas
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entre estas especies a través de un NJ (distancias-P), mostraron relaciones

concordantes.

ITId. Secuenciacion De Los Espaciadores Internos No Transcriptos Del

ADN Ribosomico (ITS-1 e ITS-2)

La comparacion de filogenias realizados a partir de diferentes "sets" de
datos es fundamental para poder garantizar la obtencion de la filogenia del
grupo y no la filogenia de los genes estudiados dado que se espera que los loci
genéticos no ligados evolucionen independientemente y éstos se transmitan de
modo diferencial a la descendencia (Pamilo y Nei 1988). Las filogenias
obtenidas a partir de diferentes-grupes gendmicos brindan distinto tipo de
informacion y las hipétesis a probar-y las- conclusiones obtenidas se ven

enriquecidas (Soltis et a/1998).

El ADN ribosémico eucarionte presenta cientos de copias repetidas en
tdndem 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 18S, 58S y 26S (Figura 3.6). Estos
espaciadores forman parte del transcripto ribosémico pero no forman parte
de la estructura final del mismo. Su funcién ha sido relacionada con la
maduracién de los ARNr al permitirles un acercamiento a las subunidades del

ARNP.

Las diferentes regiones del ADNr presentan diferencias en la tasa
evolutiva: siendo las subunidades pequefias (18S) las que evolucionan mas

lentamente, las subunidades mayores (26S) lo hacen con una tasa de evolucién
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mayor y las regiones espaciadoras tienen una tasa evolutiva atn mas alta que
permiten inferir filogenias entre taxones cercanamente relacionados (Hillis y
Dixon 1991). Los cistrones ribosomicos suelen estar ubicados en las regiones
organizadoras nucleolares (NOR) y pueden estar representados en varios

cromosomas diferentes (Thomson y Flavell 1988).

H 185 !5.85! 265 —l 185]5.85. 265 ——ff

1 7
ITS-1 ITS-2 ITS-1 ITS-2

Figura 3.6. Diagrama esquemdtico de una repeticion de ADN ribosomico en plantas.

Dentro de un organismo existe una alta similitud en la secuencia de los
cistrones. Esta homogeneidad estd dada por un proceso conocido como
evolucién concertada (Arnheim et a/1980, Zimmer et a/1980). Los mecanismos
posibles implicados en este proceso incluyen el cruzamiento desigual,
conversion génica, transposicion y “slipagge” o patinaje, aunque la proporcién
con la que contribuye cada mecanismo ain no estd clara. La homogenizacion
completa de los loci ribosémicos es una ventaja que permite la utilizacién de
este marcador para inferir filogenias ya que la ausencia de variantes alélicas

simplifica notablemente la tarea.

Los espaciadores internos no transcriptos del ADN ribosémico (ITS1-

ITS2) son regiones nucleares que presentan algunas ventajas que los hacen
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utiles 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, Baldwin et
a/ 1995, Andelberg et a/ 2000, Stanford ef a/ 2000, Watson et a/ 2000,)

En el presente trabajo se secuenciaron los ITS-1 e ITS-2 de 13
especies del género Prosopis (Tabla 1.1 pag 17 fila 4) y se tomé como grupo
externo la secuencia de Phaseolus wulgaris disponible en la base de datos
GenBank. Aunque el andlisis se realizé utilizando las secuencias de un dnico
individuo de cada especie, en algunos casos (P. alpataco y P. vinalillo) se
analizaron mas de un individuo para comprobar si existia variacién
intraespecifica, no encontrdndose dicha variacién. A partir de las secuencias
se calcularon las distancias genéticas y se realizé un andlisis de parsimonia
(Fitch) donde los “gaps” fueron considerados como quinto estado utilizando
una vez mas el programa PAUP (Swofford, 1998). Como en los casos anteriores
se estimd el valor de "bootstrap” para cada nodo y se calcularon los indices de

consistencia y retencidn del drbol mas parsimonioso (Apéndice 2M pag. 130).

La medida de distancia genética mas simple es el valor P que no suele
involucrar ninguna correccidn. El cdlculo de distancias a través del método de
Kimura 2 pardmetros (Kimura 1980) supone que la frecuencia de las bases es
equivalente y que la relacién entre la ocurrencia de transiciones vy
transversiones no lo es. El valor que toma la relacién 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,
Leskinen y Alstrom-Rapaport 1999, Yang et a/1999, Hao et a/ 2000, Hardig et
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al 2000) es el que se presenta en este trabajo (Tabla 3.4), aunque los

resultados con otros valores de distancia son coincidentes.

Las distancias genéticas entre las especies estudiadas de la seccién

Algarobia variaron entre 0.036 (7. alpataco - P. velutina) y 0.521 (P. vinalillo -

P. kuntzei) resultando el valor promedio para esta seccion de 0.278. Cuando P,

kuntzei fue excluida, el mayor valor de distancia genética ocurrié entre P. alba

y P. vinalillo (0.366).

Ph.wil P.cal
0.999

0942 0.213
0912 0.172
0.927 0.227
1144 0.207
0.903 0.207
1.031 0.139
0.900 0.174
0.944 0.182
1159 0.377
0.993 0.236
1.019 0.296
1413 0539

P.nig P.aff

0.142
0.244
0.319
0.050
0.214
0.192
0.155
0.292
0.160
0.254
0.504

0.218
0.241
0.133
0.194
0.169
0.169
0.300
0.197
0.236
0.531

P.alb

0.366
0.234
0.307
0.160
0177
0.331
0.237
0.287
0.538

P.vin

0.319
0.126
0.356
0.330
0.521
0.355
0.462
0.624

P.gla

0.204
0.188
0.159
0.294
0.145
0.251
0.470

P.rus

0.261
0.239
0.428
0.255
0.355
0.563

P.alp

0.036
0.328
0.154
0.253
0.525

P.vel P.kun P.fle P.arg

0.343

0.131 0.392

0276 0.332 0.296
0.490 0.596 0520 0.587

Tabla 3.4. Distancias genéticas estimadas a través del método de Kimura-2 pardmetros.

Cuando se comparé la distancia genética entre todas las especies de

Algarobia y P. reptans, la tnica especie incluida de Strombocarpa, ésta resulté

en 0.536. Este valor es semejante al mostrado entre esta Ultima especie y 2.

argentina, la Unica especie de Monilicarpa (0.587). Por el contrario, la distancia

genética promedio observada entre las especies de Algarobia y Monilicarpa

fue menor a las dos estimas anteriores y semejante al valor presentado entre

las especies de Algarobia (0.297).
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El andlisis cladistico de los datos de secuencia de los ITS dio como
resultado dos drboles igualmente parsimoniosos compuesto por 967 pasos. De
los 496 caracteres incluidos en la matriz basica de datos, 74 (14.9%) fueron

constantes, 207 no informativos (41.73%) y 215 fueron informativos (43.35%).

Los dos cladogramas obtenidos sélo diferian en la posicién de P. affinis
dado que los datos aqui utilizados no resultaron capaces de brindar la correcta
relacién de esta especie. En la figura 3.7 se presenta el drbol consenso de
ambos cladogramas cuyo indice de consistencia fue 0.70 y 0.59 al excluir los

caracteres no informativos. El indice de retencion fue 0.49.

Del cladograma surge que P. reptans ha divergido con anterioridad
(95%) respecto a las especies de Algarobia y Monilicarpa sefialando una

anterior separacion de la seccién Strombocarpa respecto a estas secciones.

P. argentina de la seccion Monilicarpa queda incluida en el clado formado
por las especies de Algarobia con un valor de soporte para este nodo del 95%.
El arbol muestra a P. kuntzei como especie hermana de P. argentina

(confiabilidad para este nodo =70%).

Dentro de Algarobia, excluyendo a P. kuntzei, se pueden distinguir tres
clados. El primero esté integrado por . vinalillo, P. ruscifoliay P. caldeniay el
segundo por P. alpataco, P. velutinay P. alba. El tercero, diferenciado con
anterioridad de los otros dos, lo conforman P. nigra, P. glandulosa y P.
flexuosa. Aunque los valores de "bootstrap” no son altos (<50%) para todas los
eventos de divergencia sefialados, ciertas relaciones presentan altos soportes.

De este modo, P. vinalillo resulta especie hermana de P. ruscifolia (100%) y
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éstas de P. caldenia (100%). P. alpataco hermana de P. velutina (98%) y P. nigra
hermana de P. glandulosa (96%).

, |

P.vinalillo
1
100 %EP.ruscifolia
e P.caldenia
19
qu:P.alpataco
27 P.velutina
— P.alba
= -%E P.nigra
3 P.gtandulosa

-

95 t—P.flexuosa
P.affinis
70‘—P.argentina
CpPkuntzei [ T
. Preptans [
P.vulgaris

. Algarobia . Strombocarpa Manilicarpa

Ruscifoliae ' Pallidae [l Chilenses [ Sericanthae

Figura 3.7. Cladograma consenso obtenido por el método de mdxima parsimonia a
partir de las secuencias de ITS-1e ITS-2.

El andlisis fenética utilizando las distancias K-2P (no presentado) dio un
drbol que se-ajustd parcialmente al drbol mas parsimonioso. Al igual que en
drbol de MP, tanto P. velutina con P. alpataco como P. vinalillo con P. ruscifolia
resultaron asociadas: con- altos: valores de: bootstrap: (92% y 100%
respectivamente). Estas Ultimas resultaron mas similares a P. caldenia (100%)
y P. nigra resulté similar a P. glandulosa. Sin embargo, a diferencia del drbol

de MP, el NJ sefialé que P. kuntzeiy P. reptans 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 isoenzimdticos fueron
analizados junto a los cladogramas obtenidos a partir de los datos de RFLP y
secuencias. La reconstruccién filogenética realizada a partir de datos de RFLP
no permitié resolver las relaciones entre la mayoria de las especies de
Algarobia dado el bajo nivel de variabilidad presentado por la sonda elegida
que incluia tanto regiones codificantes como no codificantes. De acuerdo con
esto, se secuencié parcialmente el intergén TrnT-TrnD que permitio resolver
la policotomia encontrada entre estas especies. A fin de contrastar las
filogenias de diferentes grupos genémicos se realizé también la
reconstruccion filogenética a partir de la secuencia de los espaciadores

transcriptos internos del ADN ribosdomico.

A simple vista las topologias de los drboles obtenidos a partir de los
datos de organela y nucleo no son coincidentes (Figura 3.8). La congruencia
entre los cladogramas surgidos a partir de cada "set” de datos fue medida a
través de la prueba de parsimonia menos significativa (SLPt) propuesta por
Templeton (1983) (Apéndice 2N pag. 131). Este método permite probar si los
datos disponibles proveen un soporte significativamente menor para una
topologia alternativa en comparacion con el drbol mas parsimonioso. Como
resultado se obtuvo que la topologia 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. Cladogramas obtenidos a partir de datos de secuencia de 7rnT-TrnD
(parte superior) e ITS-1 e ITS-2 (parte inferior). Sobre los nodos se indica la
robustez de la hipdtesis filogenética (bootstrap) y sobre las ramas, el nimero de
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Aunque las topologias resultaron incongruentes, es posible describir
algunos puntos en comin entre ellos y los fenogramas obtenidos. En los
cladogramas P. reptans (Strombocarpa) es una especie basal hermana de un
clado formado por todas las especies de Algarobia incluidas en este estudio y
P. argentina (Monilicarpa). Ademds P. glandulosa 'y P. velutina (ambas especies
Norteamericanas) no forman un clado en ninguno de los dos drboles. Los
fenogramas (UPGMA y NJ) obtenidos a partir de las isoenzimas estdn de
acuerdo con ambos cladogramas al mostrar diferenciadas las especies

pertenecientes a las diferentes secciones.

Diferentes hipétesis alternativas fueron probadas utilizando la prueba
de parsimonia menos significativa (SLPy) (Templeton 1983) y discutidas
considerando las evidencias brindadas por las diferentes metodologias
disponibles. Asi, es posible abordar la discusion previamente planteada acerca
de si P. vinaliflo es una especie de origen hibrido. La hipétesis de que 2. vinalillo
es una especie de origen hibrido entre P. ruscifoliay P. alba var. panta fue
planteada por Burkart (1976) a partir de datos morfoldgicos. Los drboles
obtenidos a partir de las isoenzimas (Figuras 3.1 y 3.2) mostraron a P. vinalillo
muy similar a P. afba conformando un mismo grupo. Estos hechos podrian
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 resulté una de las mas altas dentro de Algarobia (0.366) y en ningin
cladograma, que sefiala las relaciones de ancestralidad-descendencia, 2. alba
resulté hermana de P. vinalillo. Por el contrario, cuando esta asociacién fue
forzada sobre los datos del intergén y de los ITS los drboles resultantes
fueron significativamente menos parsimoniosos (p < 0.012 y p=0.0001). Por otro

lado, P. ruscifolia no resulté tan similar desde el punto de vista isoenzimdtico
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pero formé un grupo hermano con P. vinalillo en el érbol basado en las
secuencias de ITS. Cuando esta asociacidn fue forzada en el drbol de cpDNA,
el drbol obtenido no resulté significativamente diferente (p= 0.1671).
Resultados previos basados en la técnica de RAPD (Ferreyra 2001) mostraron
que P. vinalillo presenta una mayor similitud con P. nigray P. ruscifolia que con
P. alba. Basdndose en los resultados aqui obtenidos y en los antecedentes por

RAPD, no surge que P. alba sea una de las especies progenitoras de P. vinalillo.

También es posible discutir en base a estos resultados la ocurrencia de
mds de un evento de colonizacion entre Norte y Sudamérica. Las
reconstrucciones filogenéticas aqui obtenidas no muestran asociadas a las
especies de acuerdo a la ubicacion geogrdfica actual. Las especies
norteamericanas P. glandulosa y P. velutina resultaron en ambos casos mds
relacionadas con especies Sudamericanas de diferentes grupos, sugiriendo que
ellas no son derivadas entre si y que debié ocurrir mas de un evento de
colonizacion. Sin embargo cuando se probd la posibilidad de que ambas
especies formen un clado a través del SLPy, los datos de cpDNA dieron
diferencias no significativas (p>0.226) y los datos de ITS mostraron que los
drboles obtenidos son significativamente menos parsimoniosos (p<0.0001)
siendo el arbol nuclear el que presenta mayor cantidad de caracteres

informativas y mayores valores de "bootstrap” para la mayoria de los grupos.

Los datos isoenzimdticos fueron concordantes. Aunque el drbol
resultante de las similitudes genéticas (NJ) muestra a P. glandulosa asociada a
P. velutina, éstas se encuentran muy diferenciadas (el largo de las ramas
brinda una idea de la distancia genética). P. glandulosa presenta mayor

similitud genética con las especies Sudamericanas que con la Norteamericana
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P. velutina (Figura 3.2). Esta misma asociacion se observé también en el
UPGMA (Figura 3.1). La informacion disponible sefiala que 2. glandulosa y P.

velutina tendrian diferentes origenes.

Finalmente, es posible andlizar si las secciones son grupos naturales,
considerando todas las evidencias aqui obtenidas. Las isoenzimas sefialaron que
P. argentina, P. reptansy P. kuntzei estdn bien diferenciadas de las restantes
especies resultando alejadas en los fenogramas. Los cladogramas por el
contrario coincidieron en que P. reptans es una especie ancestral pero la
ubicacion de P. argentina'y P. kuntzei no fue la misma en los drboles de
organela y nicleo. A primera vista ninguno de los dos cladogramas ( 7rn 7- TrnD
e ITS-1 e ITS -2) reflejan la separacion en secciones propuestas por Burkart
(1796). A fin de que la clasificacion en secciones concuerde con estas
reconstrucciones filogenéticas, P. argentina deberia pertenecer a Algarobia o
P. kuntzei no pertenecer a ella. Cuando P. argentina fue forzada a formar un
grupo hermano con P. kuntzei sobre los datos de cpDNA, tal como aparece en
el arbol de los ITS, el drbol resultante no fue significativamente menos
parsimonioso (p=1). Sin embargo, cuando se probdé la hipétesis de que ~.
argentina forme un grupo hermano con P. reptans, las diferencias tampoco
resultaron significativas en ninguno de los dos drboles (p>0.077 en cpDNA y
p=0.093 en ITS). Esto sugiere que la posicion de P. argentina debe ser
considerada cuidadosamente y que un nimero mayor de caracteres deben ser
analizados. Ni las relaciones cladisticas ni las fenéticas obtenidas en este
trabajo reflejan la clasificacién en series propuesta por Burkart (1976) en
base a la morfologia en concordancia con trabajos previos (Saidman y Vilardi

1987, Ferreyra, 2001, Burghardt 2000A).
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Muchas veces existe incongruencia entre los cladogramas obtenidos a
partir de diferentes regiones del genoma y esto no implica que la historia de
las secuencias moleculares no sea la correcta pues el “drbol de los genes" no
siempre coincide con el “drbol de las especies”. Sin embargo, la incongruencia
también puede explicarse por causas técnicas y/o bioldgicas. La incongruencia
técnica (Wendel y Doyle 1998) puede estar dada por la porcién 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 llevan a reconstrucciones erréneas. En
el presente estudio, las regiones analizadas han demostrado ser (tiles en
estudios filogenéticos de especies relacionadas y el nimero de caracteres
incluidos es semejante a los empleados en la literatura (Smith 2000, Wen
2000, Anderberg et a/ 2000, Bayer et a/ 2000, Richardson et a/ 2000). Sin
embargo, el nimero de caracteres informativos brindados por el intergén
resulté mas bajo (10%) que el de los ITS (43%) y como consecuencia, los
valores de soporte de ramas fueron mucho mayores en el drbol nuclear que en

el drbol de cpDNA (Figura 3.8).

QOtro factor técnico importante puede ser la calidad de las secuencias
(Clark y Whittam 1992). En particular, cuando se analizan secuencias de
taxores recientemente divergentes suelen elegirse porciones genémicas que
presenten altas tasas de sustitucién tal como los intrones o los intergenes.
Estas zonas son ventajosas al proveer caracteres informativos pero, al ser
regiones no codificantes, es dificil registrar errores en los alineamientos ya
que no es posible realizar los controles de alineacién que si pueden realizarse
cuando se trabaja con regiones codificantes (codones). Ademds, estas zonas
suelen presentar alta frecuencia de inserciones y deleciones (indels) que

dificultan el alineamiento. En cuanto a las secuencias aqui obtenidas, el
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alineamiento de las mismas se realizé sin dificultad a pesar de no ser regiones
codificantes: ademds, los indels pudieron ser codificados de modo simple

cuando fue necesario.

Por otra parte, la incongruencia por causas bioldgicas son comunes en la
literatura. Se han encontrado muchos casos de incongruencia en los resultados
filogenéticos basados en evidencia nuclear y de cpDNA y estudios mas
profundos en estos grupos de especies indicaron que la misma se debia a la
ocurrencia de hibridacién e introgresién (Rieserberg y Soltis 1991, Wendel y
Doyle 1998). En Algarobia, se describieron varios ejemplos de hibridacion
natural entre especies (Palacios y Bravo 1981, Hunziker et af/ 1986) y resulta
consistente con la incongruencia encontrada entre los drboles de los ITS y el
intergén de cpDNA. Aunque la hibridacién actual pueda modificar el escenario
y llevar a reconstrucciones no reales, es necesario considerar eventos de
hibridacidn durante el proceso de especiacion. Si éste fuera el caso en este
grupo, tal como ha sido planteado previamente por otros autores (Ferreyra
2001), uno podria explicar la falta de congruencia entre los drboles de
organela y nicleo entendiendo que cada uno de ellos representa un lingje
diferente, asi para las relaciones incongruentes, el arbol de T7rnT-TrnD
indicaria la linea materna y el drbol de ITS podria verse afectado por
diferentes procesos que involucren la contribucion de ambos progenitores.
Ademads, las reconstrucciones filogenéticas construidas mediante el método de
méxima parsimonia pueden verse significativamente distorsionadas cuando la
evolucion es del tipo reticulada, dado que este método, se basa en relaciones
jerérquicas de descendencia en donde las especies divergen dicotémicamente

sin volver a ponerse en contacto.
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Sin embargo la hibridacion no es el tnico proceso que puede opacar las
reconstrucciones filogenéticas. Si las especies de Prosopis evolucionaron en un
tiempo relativamente corto a partir de un antecesor comin que fue
polimérfico para un cardcter 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 lingjes génicos, las poblaciones que descienden
dividirdn de manera aleatoria las secuencias nucleares y de organelas
independientemente de la filogenia real de los organismos. Este proceso
estocdstico de division de lingjes se conoce como clasificacion de linajes 6
“lineage sorting” (LS). Este mecanismo puede afectar tanto a los genes
nucleares como a los de organela. Existen pocos ejemplos de polimorfismos de
cpDNA (Mason-Gamer et a/ 1995, Levy et a/ 1996) dada la baja tasa de
evolucién del mismo y aunque para algunos genes nucleares distintos autores
(éaut y Clegg 1993, Buckler y Holtsford 1996) obtuvieron topologias
consistentes con "LS", en todos los casos se discute la alternativa de
ocurrencia de flujo génico interespecifico dado que este proceso deja sefiales
sabre la topologia de los drboles semejantes a las de otro mecanismo tal como
la intragresién. Aunque la comparacién de los datos basados en la organela y en
el nicleo ha sido propuesto como un método capaz de identificar hibridacion
(Rieserberg y Brunsfeld 1992) es imposible distinguir inequivocamente entre la

introgresién y el "LS" basado tinicamente en las relaciones filogenéticas.

Por iltimo, también puede observarse incongruencia si la diversificacién
de un grupo ocurre en un tiempo corto. La radiacién rdpida sugiere que una
poblacién ampliamente distribuida ha sido fragmentada en poblaciones aisladas

geogrdficamente 6 que la diversificacién ocurrié rdpidamente luego del
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surgimiento de una adaptacion ecoldgica o morfoldgica novedosa (Wendel y
Doyle 1998). Esta explicacién es consistente con los resultados obtenidos. El
cladograma basado en RFLP (utilizando como sonda regiones codificantes y no
codificantes) permitié diferenciar a las especies P. reptansy P. kuntzeiy no a
las restantes especies de Algarobia. Es sabido que el genoma de cloroplasto
resulta Gtil para realizar andlisis filogenéticos al permitir hallar polimorfismos
para el largo de los fragmentos de restriccion debido al alto nivel de
conservacién de secuencias que posee. Sin embargo, no proveen suficiente
variacion como para permitir inferir la filogenia cuando se comparan géneros 6
especies poco diferenciadas (Palmer 1987, Brettin et a/ 2000). Para
identificar polimorfismos adicionales se pueden utilizar las zonas mas
variables tales como las regiones no codificantes de cpDNA que en general
presentan un aumento en la frecuencia de polimorfismos por sustitucién de
bases una vez y media mayor que las regiones codificantes (Gielly y Taberlet
1994, Wolfe et a/ 1987). De acuerdo con esto, el cladograma basado en la
secuencia del intergén TrnT-TrnD permitio resolver la policotomia encontrada
a través de RFLP entre la mayor parte de las especies de Algarobia
estudiadas. Por lo tanto, los resultados a nivel de cloroplasto sugeririan que las
especies estudiadas de Algarobia han especiado recientemente. Si éste fuera
el caso, la gran diferenciaciéon morfolégica que presentan las especies podria
interpretarse como una radiacion rdpida en donde fuerzas evolutivas
diferenciales permitieron el surgimiento de adaptaciones ecoldgicas y
morfoldgicas novedosas dando lugar a las especies que se distinguen

actualmente.
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Estudios bioquimicos previos realizados en especies pertenecientes a
las secciones Algarobia, Strombocarpa y Monilicarpa mostraron diferencias en
los pardmetros genético-poblacionales (Saidman 1985, Saidman y Vilardi 1987,
Burghardt y Palacios 1991, Verga 1995, Julio 2000, Ferreyra 2001, Burghardt
2000A, 2000B). Aqui una especie de la seccién Strombocarpa (P. reptans) fue
estudiada simultdneamente con la tnica especie de la seccién Monilicarpa (2.
argentina) y trece especies de Algarobia utilizando marcadores bioquimicos y
moleculares. Los estudios isoenzimdticos muestran a las especies de Algarobia
estudiadas dentro del rango descripto para otras especies de la seccion
(H=0.13-0.28 y P=38-62%) aunque P. kuntzei presenta estimas menores.
Ademads, las especies de Algarobia muestran valores de heterocigosis media
significativamente diferentes de Monilicarpa y de P. reptans, la Gnica especie
estudiada de Strombocarpa. Sin embargo, P. argentina (Monilicarpa) y 2.

reptans (Strombocarpa) muestran valores de variabilidad genética similares.

La diferenciacidn isoenzimdtica entre las especies de Algarobia, medida
a través de la distancia genética de Nei (1972), fue relativamente baja con
valores que oscilan entre los de sub o semi especies (Ayala et a/ 1974, Avise
1975). Dentro de Algarobia, P. kuntzei es la especie mas diferenciada (0.326)
en concordancia con Burghardt y Palacios (1996). Sin embargo, estos autores
sefialan que la diferenciacién es semejante a la presentada entre P. argentina
(Monilicarpa) y las restantes especies de Algarobia, hecho que aqui no se
observa (0.52). La similitud genética entre especies de esta seccién no se
ajusta a lo esperado en funcién de las series morfolégicas propuestas por

Burkart (1976) (Apéndice 1 pag. 125).
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La diferenciacién genética medida a través de isoenzimas entre
poblaciones de P. argentina fue levemente menor a la de las restantes especies
de Algarobia previamente estudiadas (Ferreyra 2001). Como consecuencia, el
flujo génico estimado entre sus poblaciones fue mayor. P. argentina
(Monilicarpa) y P. reptans (Strombocarpa) presentan la mayor diferenciacion
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 bioquimicos previos (Burghardt y Palacios 1996) avalan la
separacion de P. argentina en una seccién diferente segun los niveles de
aislamiento genético y la presencia de un patrén electroforético caracteristico
con bandas marcadoras. La alta diferenciaciéon entre Strombocarpa y
Algarobia a nivel isoenzimdtico también fue sefialada por Hunziker et a/(1996)
y Saidman et a/ (1996); y la mayor parte de las especies de Strombocarpa
estdan claramente diferenciadas existiendo una buena cantidad de loci
diagndsticos entre ellas. Unicamente P. reptansy P. strombulifera 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. glandulosa y una poblacion de P. velutina. En
concordancia con resultados isoenzimdticos previos, 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=
0.151-0.215, P= 37.8%-55.6%, A= 1.4-17). Los estudios de diferenciacién entre
poblaciones de P. glandulosa, medidos a través del Fsr, sefialaron la ocurrencia

de diferenciacién genética y el Nim estimado fue mayor a un migrante por
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generacion sefialando la ocurrencia de flujo génico entre las poblaciones

coespecificas.

Cuando se estudiaron las relaciones fenéticas mediante RAPD (Ferreyra
2001), se encontré falta de consistencia con la clasificacion morfolégica al no
observarse asociaciones de acuerdo a las series al igual que en los estudios
isoenzimdticos. Sin embargo, a diferencia de estos Ultimos, esta técnica ha
permitido distinguir loci caracteristicos de Secciones (Ramirez et a/ 1999) y
combinaciones de bandas que permiten identificar a 2. ruscifolia, P. alba, P.
nigray P. flexuosa. Por el contrario, no se ha encontrado un patrén diagnéstico
de P. vinalillo con los "primers” ensayados (Ferreyra 2001). Aqui las especies
Norteamericanas estudiadas, no pudieron ser distinguidas por los patrones de

bandas y sélo variaron en las frecuencias alélicas.

Los estudios isoenzimdticos y de RAPD permitieron andlizar la
estructura poblacional a través de los estadisticos F (Wright 1951) en
poblaciones de P. nigra, P. alba, P. flexuosa, P. chilensis, P. ruscifolia, P.
glandulosa, P. velutina 'y P. vinaliflo (Saidman 1985, Saidman y Vilardi 1987,
Verga 1995, Julio 2000, Bessega et a/ 2000A y Bessega et a/ 20008, Ferreyra
2001). En la mayor parte de los casos, los valores de Frs obtenidos fueron
positivos y significativos. Estos resultados sefialan una tendencia general a un
exceso de homocigotas dentro de las poblaciones que podrian deberse a cierto

nivel de endogamia.

Dado que por mucho tiempo estas especies fueran consideradas de
fecundacidon cruzada obligada (Burkart 1976, Simpson 1977) la explicacién 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
sefalé que las especies pertenecientes a la seccion Algarobia son protéginas y
presentan fecundacion cruzada obligada. Sin embargo, este punto de vista
contrasta con el presentado por Genisse et a/ (1990) quienes indicaron que las
especies de Algarobia no serian protdginas. Estos autores aceptan que las
mismas presentan fecundacion cruzada obligada y que esta caracteristica

estaria determinada por algtin sistema de autoincompatibilidad.

Al igual que en los estudios isoenzimdticos previos (Saidman 1985, 1986,
1988, 1990, 1993, Saidman y Vilardi 1987, 1993, Saidman et 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 (F1so > O) 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
autofecundacidn. Esta udltima posibilidad parece estar apoyada por diferentes
estudios de polinizacidn que mostraron que P. glandulosa, P. laevigata (Galindo-
Almanza et al 1992) y P. velutina (Keys y Smith 1994) no son totalmente

autoincompatibles.

La importancia relativa de la estructura familiar y la autofecundacién
fue medida a través de los pardmetros del sistema de apareamiento en P. alba,
P. glandulosa, P. nigra, P. flexuosa, P. velutina, P. ruscifolia'y P. chilensis
(Bessega et a/ 2000C). Las estimas de tasa de exogamia (fecundacién cruzada)
no variaron segin se calcularan a partir de un dnico locus (7s) o varios
simultdneamente (#m). Entre las diferentes especies #m varié 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. velutina. Los rangos
de las estimas de Prosopis son similares también a las estimadas para arbustos
y otros drboles (Prémoli 1996, Doliguez y Joly 1997) asi como también en otras
leguminosas entoméfilas (Moran et a/1989, Surles et 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. velutina
previamente descriptas (Keys y Smith 1994), el valor promedio para #m es de
0.81. Este valor indica que alrededor del 19% de autofecundacién puede
ocurrir en todas las especies estudiadas; este valor es compatible con el
exceso de homacigotas observado en la poblacién de semillas hijas. La similitud
observada entre las estimas #my s sugieren que el exceso de homocigotas no

se debe a endogamia biparental.

Sin embargo, el exceso de homocigotas observado no puede explicarse
solamente por autofecundacion. Como se indicé en la introduccién del capitulo
2, la tasa de autofecundacion (S) puede ser estimada por diferencia a partir
de los valores de T (S = 1 - T). Aqui, la tasa de exogamia multilocus 6
fecundacion cruzada varié entre 0.28 y O siendo el valor promedio 0.15. Como
consecuencia, si las poblaciones se encuentran en equilibrio, el coeficiente de
endogamia esperado (F) debido a autofecundacion parcial puede estimarse de
acuerdo con la ecuacién F= S / (2-S) (Hedrick 1983 pag. 94) y cuando s es
igual a 0.15 el valor de F correspondiente es 0.081. Sin embargo, las estimas
de F1s para las especies incluidas en este trabgjo variaron entre 0.175y 0.391
(Tabla 2.6) con un valor promedio de 0.312. La diferencia entre estos dos
valores (0.081 y 0.312) deberian ser atribuidas a subestructura poblacional.

De acuerdo con ésto y dado que las especies presentan predominantemente

m
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fecundacion cruzada, el exceso de homocigotas observado debe ser atribuido

tanto a estructura poblacional como a la ocurrencia de autofecundacién.

El andlisis conjunto de las tasas de fecundacién cruzada (#m, 7s), la
correlacion de paternidad por exocruza (rp) y la correlacién de #m dentro de
los grupos fraternos (r7) 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 autofecundacidn parcial y la limitada dispersién
del polen que favorece los cruzamientos entre vecinos cercanos resultando en
una estructura familiar importante. La falta de diferenciaciéon entre las
frecuencias alélicas del polen y el évulo es compatible también con la hipétesis
de dispersidn de polen limitada. Ademds, la tasa de fecundacién cruzada varia
entre plantas madres, probablemente debido a variacion micro-espacial en la
densidad poblacional y/o factores ecoldgicos. De este modo, las plantas mas
aisladas tendrdn tasas de autofecundacién mayores que aquellas plantas

ubicadas en parches mas densos.

En condiciones naturales se espera que el nivel de autofecundacién
aumente cuando un grupo es autocompatible y cuando la dispersion del polen es
limitada. Esto podria suceder en Prosopis dada la existencia de
autocompatibilidad parcial en algunas especies (Gdlindo-Almanza et af 1992,
Keys y Smith 1994) y la dispersion del polen por via entomofilica que
determina que el mismo no pueda normalmente migrar largas distancias
(Genisse et af 1990). Otro factor adicional que podria hacer aumentar la

endogamia en este género es la via endozoica de dispersién de las semillas.
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En todas las especies aqui estudiadas el coeficiente de endogamia de la
poblacion madre (Frs4) fue mucho menor que el de la poblacién hija
correspondiente (Fzso). Las diferencias observadas entre Frsyy Frso permiten
sugerir una explicacion alternativa para el mantenimiento de la variabilidad
genética en las especies. El cambio aqui observado entre las frecuencias
genotipicas de un estado a otro podria ser determinado selectivamente. Los
cambios en los coeficientes de endogamia entre muestras adultas y de semillas
pueden ser relacionados con un fenomeno denominado “depresién por
endogamia” (Ritland 1989, 1990). Este fendmeno es comuln en plantas con flor
(Schemske 1983, Johnston 1992, Hamilton y Mitchel-Odds, 1994, Husband y
Schemske 1995) y los indices de fijacion suelen ser buenos indicadores de la
ocurrencia de este mecanismo (Latta y Ritland 1994). Asi, si la poblacién
adulta se encuentra en equilibrio, la estima de F indica la aptitud o "fitness"
de los individuos obtenidos por autofecundacién en relacion a aquellos
obtenidos por fecundacion cruzada (Ritland 1990). Kittelson y Maron (2000)
describieron la ocurrencia de este fenémeno en Luppinus (Fabaceae) al
encontrar que los valores de £ no eran significativamente diferentes de cero
y sugirieron la ocurrencia de seleccién para los heterocigotas o en contra de
los individuos surgidos por autofecundacién. Ritland (1989), estudiando los
valores de F para 10 poblaciones de tres géneros de plantas herbdceas,
encontrd valores que variaban entre O y 0.84, mientras que para Mimulus
guttatus 'y M. nasutus los valores estimados fueron significativamente
menores a 0.5, el valor necesario para favorecer genes para autofecundacién
(Ritland 1990). En Prosopis, Keys y Smith (1994) también propusieron que en
una poblacién de P. velutina las fuerzas selectivas favorecerian a las semillas
heterocigotas y reducirian la proporcidn de individuos autofecundados en la

poblacién adulta. Sin embargo, para poder aceptar que la seleccién favorece a
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los individuos de fecundacidn cruzada en las especies estudiadas de la Seccién
Algarobia es necesario suponer la existencia de una condicién de equilibrio
para mantener la variabilidad genética a pesar del nivel de autofecundacién 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 diagnésticos
isoenzimdticos. Las mismas se diferencian fundamentalmente por variacién en
las frecuencias alélicas (Saidman 1985, Saidman y Vilardi 1987, Bessega et a/
2000B, Ferreyra 2001) dando lugar a una alta similitud genética. Esta
observacion lleva a preguntarse cémo la alta variabilidad genética es
mantenida en las especies de la Seccion Algarobia estudiadas hasta el
momento y por qué las distancias genéticas entre especies son tan bajas como
las observadas entre poblaciones coespecificas de otros géneros (Saidman
1985, 1986, 1988, 1990, 1993, Saidman y Vilardi 1987, 1993, Saidman et a/
1997, 19988B).

Una posibilidad podria ser que la similitud genética entre estas especies
es una consecuencia de la hibridacién interespecifica descripta para esta
Seccién (Hunziker et a/ 1986). Sin embargo, existen evidencias que no apoyan
a este mecanismo como la principal causa de esta alta similitud. Las
poblaciones tetraploides de P. juliflora estudiadas (Saidman et af 1997)
muestran alta similitud genética con las especies diploides y alopdtricas .-
ruscifoliay P. caldenia. En este caso, la hibridacidn y la introgresién deben ser
descartadas como explicacion de la similitud presentada dado que la
distribucion geogrdfica y el nivel de ploidia no permiten ningln intercambio

entre estas especies. Mas aun, estudios de poblaciones argentinas con
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diferente status taxondmico y una amplia distribucion geogréfica indicaron,
que las estimas de Fsr entre poblaciones coespecificas alopatricas son mucho
menores que los valores registrados para poblaciones parapdtricas/simpatricas
de diferentes especies que hibridan frecuentemente en la naturaleza
(Saidman 1998B, Ferreyra 2001). Ademds, estudios de especies Norte y
Sudamericanas de Algarobia (Bessega 1997, Bessega et a/ 2000B) también
indicaron que la alta similitud entre las especies es independiente de la
capacidad de hibridar. En ese trabajo se encontré que las distancias genéticas
interespecificas no estdn correlacionadas con las distancias geogrdficas. El
andlisis de poblaciones de P. glandulosa de Texas y de P. ruscifolia y P.
flexuosa de Argentina mostraron los mismos niveles de diferenciacién entre
las especies Sudamericanas y entre éstas con la Norteamericana. Como los
fenémenos de hibridacidn y de introgresiéon no podrian ocurrir dado el
aislamiento geogrdfico, la similitud entre las especies no pudo ser explicada de

acuerdo al flujo génico interespecifico.

Distintos autores han discutido el mecanismo de especiacién ocurrido en
las especies de Prosopis. Solbrig (1972) enfatizé que las disyunciones
floristicas entre las regiones desérticas de Norte y Sudamérica son
complejas, y probablemente se hayan dado en un largo periodo de tiempo de
modo que ninguna hipdtesis pueden explicarlas completamente. El autor
describe tres formas para explicar la similitud floristica encontrada entre
Norte y Sudamérica. El sefala que las disyunciones han surgido como
consecuencia de un proceso de dispersién a larga distancia, de una distribucion

continua a través de los trépicos 6 de una evolucion paralela convergente.



Capitulo 4

En ese trabajo el autor sefiala que la dispersidn a larga distancia es
dificil de probar aunque para él, es la forma mas sencilla de explicar la
distribucion disyunta entre las especies del desierto de Sonora (USA) y
Monte (Argentina). La explicacion es simple si no se considera el agente de
dispersion, dado que si se excluye al viento, los animales son los Gnicos agentes
capaces de llevar las semillas de un subcontinente al otro y el autor discute la
dificultad del transporte por medio de los pdjaros. La segunda propuesta
considera una distribucion a través de un cinturén tropical entre el desierto
de Sonora (USA) y el Monte (Argentina). Segin Solbrig (1972) existe
dificultad para explicar la dispersién a través de barreras climdticas y por lo
tanto sugiere que si éste fuera el caso, las dreas secas que existen al abrigo
de las montafias en el lado oeste del continente, debieron funcionar como
estaciones ("stepping stones") para el movimiento desde el Norte hacia el Sur
o viceversa. La explicacion alternativa para la distribucién disyunta establece
que no es un caso de disyuncidn sino de evolucion convergente. Los que
proponen esta hipdtesis (Barbour 1969) establecen que aquellos elementos
tropicales se debieron haber establecido bgjo seleccién de climas similares de
las regiones desérticas de los diferentes subcontinentes dando lugar a tipos
idénticos. Solbrig (1972) discute el caso de la seccion Algarobia, y sefiala que
las especies menos especializadas se encuentran en las regiones mésicas del
drea tropical y subtropical mientras que las mas especializadas estén
distribuidas en el Monte (Argentina) y el desierto de Sonora (USA). El sefiala
que esto va acompafiado por el desarrollo de especializaciones morfolégicas en
la estructura de las hojas y el hdbitat. Ademds, se indica que la convergencia
no es tan grande como para dudar del diferente origen de las especies de cada
subcontinente. Sin embargo, este proceso podria continuar hasta el punto que

las especies sean idénticas morfoldgicamente. Si este fuera el caso, y las

116



Capitulo 4

especies parentales se extinguieran la distribucién resultante podria

confundirse con un caso de dispersidn a larga distancia.

Carman y Mabry (1975), estudiando compuestos fendlicos de P. reptans,
abordaron nuevamente este tema. P. reptans var. cinerasces habita en USA y
P. reptans var. reptans en Sudamérica. La alta similitud morfoldgica y quimica,
encontradas a nivel de fenoles, entre estos dos taxones permitié sugerir que
la disyuncidn entre estos dos taxa ocurrié recientemente y sugirieron que éste
representa un ejemplo de introduccion a larga distancia probablemente por

transporte mas que por migracion hacia el Norte.

Dicho trabajo establece que la introduccion a larga distancia de 2.
reptans en Norteamérica debid ocurrir en un momento diferente al de las
restantes especies de Prosopis sugiriendo que ocurrieron mas de un evento de
inmigracion en Norteamérica. Estos autores se basan en que las otras dos
especies Norteamericanas de Strombocarpa, P. pubescens y P. palmeri son
quimica y morfoldgicamente tan diferentes de las mesquites americanas
relacionadas a P. juliflora (Algarobia) que indicaron que al menos tres
introducciones del género hacia el Norte debieron ocurrir aclarando que la
dispersion a larga distancia seria un fendmeno frecuente en los grupos que

tienen distribuciones disyuntas.

Alli se sefala que el origen ancestral de estas especies podria haber
estado en Sudamérica dénde la mayor parte de las especies ocurren. Asi, la
dispersion a larga distancia desde Argentina, probablemente dio lugar a la

presencia de P. reptans var. cinerascens en Norteamérica del mismo modo que
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podrian haberse originado todas las demds especies de Prosopis de ese

subcontinente.

Carman y Mabry (1975) discuten el planteo de Solbrig (1972) quién
sugirié que el género Prosopis podria haber tenido un origen tropical y que
posteriormente se haya dado la migracion y especiacion hacia el Norte y el
Sur. Segun ellos, este punto de vista podria explicar la presencia de P. palmeri
y P. pubescens (Strombocarpa) y de las restantes especies de la seccidn
Algarobia Norteamericanas, pero no podria explicar la similitud quimica y

morfoldgica observada entre las variedades de 2. reptars.

Las hipdtesis planteadas por Solbrig (1972) pueden ser discutidas en
funcidon de los resultados disponibles para este grupo de especies de
Algarobia. Si el antecesor de las especies de ambos subcontinentes tuvo una
amplia distribucion a través de las zonas semi-desérticas que se redujo y se
subdividid, es dificil explicar la falta de diferenciacién en las frecuencias
alélicas isoenzimdticas en los extremos de la distribucidn, es decir entre A
glandulosa y P. velutina y las especies de Sudamérica estudiadas. Si la
dispersiéon del polen y de las semillas es limitada, como se discutié
anteriormente, las especies de los extremos de la distribucién se deberian
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
migracién trans-trépico como describié Carman y Mabry (1975) para las
variedades de P. reptans. Un proceso de este tipo fue descripto para el género
Larrea. Axelroad (1950) ha sefalado que la actual existencia de tipos

australes, tales como Larrea, en América del Norte, pueden ser explicados por

118




Capitulo 4

migracion trans-tropical hacia fines del Cenozoico y que la dispersién a larga
distancia puede haber ocurrido a través de una serie de hdbitat semidridos
intermedios apropiados que sirvieron como estaciones (Raven 1963). Sin
embargo, otros autores propusieron que la migracidn trans-tropical ha tenido
un origen reciente desde Sud a Norteamérica y que la dispersion ha sido
mediada por aves migratorias (Hunziker et a/ 1977, Wells y Hunziker 1977).
Esta Gltima propuesta ha sido apoyada por la reconstruccion filogenética

basada en la secuencia del gen rbcl (Lia et a/2001).

La ocurrencia de migracion trans-trépico desde Sudamérica hacia el
Norte dando lugar a P. glandulosa'y a P. velutina no requiere que las distancias
genéticas estén correlacionadas con las distancias geogrdficas, pero el hecho
de que las especies de los diferentes subcontinentes presenten las mismas
variantes alélicas en frecuencias isoenzimdticas similares, requiere la
ocurrencia de muchos eventos de migracion efectivos. De hecho, los
cladogramas obtenidos a partir del intergén de cpDNA y de los ITS sugieren
que mds de un evento de colonizacién debié ocurrir en la diversificacion de P,
glandulosa y P. velutina. Si el mecanismo hubiera sido por migracién trans-
trépico con estos resultados no es posible inferir el sentido en que dicha
migracion sucedié, aunque basado en el nimero de especies que habitan
actualmente en cada subcontinente, Sudamérica podria ser el centro de origen

de dichas especies.

De acuerdo a la tercera hipdtesis planteada por Solbrig (1972) las
especies de ambos subcontinentes podrian presentar las mismas variantes y
frecuencias alélicas por convergencia evolutiva. De acuerdo con esto,

asumiendo que las enzimas podrian ser selectivas, las variantes enzimdticas

119



Capitulo 4

evolucionarian de modo convergente dando lugar a los resultados observados.
Sin embargo los resultados presentados por otros marcadores moleculares
considerados neutros (como la secuencias de TrnT-TrnD e ITS) mostraron la
misma tendencia que las isoenzimas en la cual se observa que todas las
especies de Algarobia aqui estudiadas presentan niveles similares de
divergencia genética independientemente de la ubicacion geogréfica. Ademds,
los rasgos morfoldgicos, que pueden ser considerados selectivos, permiten la
identificacidn inequivoca de estas especies, y si estuviéramos frente a un caso
de convergencia, la diferenciacion tenderia a desaparecer con el tiempo y
como propuso Solbrig (1972) podriamos confundir el escenario con aquel

presentado por la migracion a larga distancia.

En funcién de nuestros resultados ninguna de las tres hipdtesis explican
satisfactoriamente la distribucion actual de las especies en ambos
subcontinentes. Sin embargo, los datos obtenidos mediante el andlisis
fenético, cladistico y de genética poblacional aportan nueva informacién para
establecer relaciones de similitud y parentesco asi como de la estructura de
las poblaciones naturales y todos estos resultados son importantes para

comprender la evolucion y dindmica de este grupo.

De esta manera, los estudios isoenzimdticos mostraron que P. argentina,
P. reptans y P. kuntzei estén bien diferenciadas de las restantes especies
resultando alejadas en los fenogramas. En concordancia, los estudios
cladisticos sefalaron que P. reptans es, de las especies aqui estudiadas, la que
divergié en tiempos mas tempranos. Sin embargo, la posicién de P. argentina
en los cladogramas debe ser considerada cuidadosamente siendo necesario

analizar un nimero mayor de caracteres.
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Dentro de Algarobia, P. kuntzei es la especie mas diferenciada a nivel
isoenzimdtico y es la Unica que puede ser distinguida mediante los patrones de
restriccion (RFLP) utilizando como sonda cpDNA. Sin embargo esta tendencia
no se refleja en las secuencias de 7TrnT-TrnD e ITS donde la divergencia de
ésta se encuentra dentro del rango mostrado por las restantes especies.
Ambos cladogramas la ubican en una posicién basal sefialando que esta especie
ha divergido con anterioridad a las restantes especies de Algarobia incluidas

en el presente trabajo.

Con respecto a las especies Norteamericanas estudiadas, los resultados
isoenzimdticos sefialaron que P. glandulosa (USA) presenta mayor similitud
genética con las especies Sudamericanas estudiadas que con P. velutina (USA),
ademds ni en el cladograma obtenido a partir del intergén TrnT-TrnD ni en el
de los ITS ambas especies Norteamericanas resultaron asociadas sugiriendo

para ellas diferentes origenes.

En concordancia con trabajos previos, ni las relaciones cladisticas ni las
fenéticas obtenidas en este trabajo reflejan la clasificacién en series

propuesta por Burkart (1976) en base a la morfologia.

Los resultados isoenzimdticos sefalaron a P. vinalillo asociada a P. alba,
aunque ni los datos del intergén ni los de ITS apoyaron dicha relacién. Por el
contrario, cuando dicha asociacién fue forzada sobre los cladogramas ambos
resultaron significativamente menos parsimoniosos. P. ruscifolia resulté

asociada a P. vinalillo en el cladograma basado en ITS.
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Ademds del enfoque evolutivo, el conocimiento de la estructura
poblacional resulta sumamente interesante cuando la finalidad es la
explotacion racional de los algarrobos. La variabilidad genética en las especies
Norteamericanas medida a través de isoenzimas y RAPD resulté similar a las
estimas registrados por Ferreyra (2001) en especies Sudamericanas de
Algarobia y en todos los casos las estimas fueron relativamente altas. Ademds,
las especies de Algarobia muestran valores significativamente mayores de
heterocigosis que los descriptos para Monilicarpa y 2. reptans, la Unica
especie estudiada de Strombocarpa. Sin embargo, P. argentina (Monilicarpa)
muestra valores de variabilidad genética similares a los de P. reptans

(Strombocarpa).

Los estudios isoenzimdticos permitieron andlizar la estructura
poblacional a través de los estadisticos Fy 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 (fecundacién cruzada) indicaron que alrededor del 15% de
autofecundacion puede ocurrir en las poblaciones aqui estudiadas y la similitud
observada entre las estimas fm y fs sugirieron que no ocurre endogamia
biparental. Ademds el andlisis conjunto de las tasas de fecundacidn cruzada
(tm, 1s), la correlacién de paternidad por exocruza (rp) y la correlacién de tm
dentro de los grupos fraternos (r7) permitieron sugerir que la mayor parte de
los individuos dentro de las progenies son hermanos completos y que existe

variacion en la tasa de fecundacion cruzada entre plantas madres.
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Los resultados presentados contribuyen a ampliar la informacién que se
tiene acerca de los pardmetros poblacionales y las complejas relaciones
evolutivas entre las especies de Prosopis abriendo a la vez nuevos
interrogantes que alientan a continuar con esta investigacién. La incorporacion
de un nimero mayor de especies y de nuevos disefios experimentales permitird
profundizar ain mas el conocimiento de este género. De esta manera, toda la
informacién podra ser utilizada en un futuro para la explotacion racional de
este recurso y para el emprendimiento de planes de mejoramiento para

caracteristicas heredables de interés.
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Clasificacion Del Género Prosopis Basada En Caracteres Morfoldgicos

(Burkart 1976)

Prosopis sect. PROSOPIS
1- P cireraria
2 - P farcta
3 - P. koelziana
Prosopis sect. ANONYCHIUM
4 - P africana
Prosopis sect. STROMBOCARPA
Ser. Strombocarpae
5- P. strombulifera (var. strombulifera, var. ruiziana)
6- P. reptans (var. reptans, var. cinerascens)
7- P. abbreviata
8- P. torquata
9- P. pubescens
10- P. palmeri
11- P. burkartii
Ser. Cavenicarpae
12- P, ferox
13- P. tamarugo
Prosopis sect. MONILICARPA
14- P, argentina
Prosopis sect. ALGAROBIA
Ser. Sericanthae
15- P, sericantha
16- P. kuntzer
Ser. Ruscifoliae
17- P. ruscifolia
18- P, fiebrigii
19- P, vinalillo
20- P. hassleri (var. hassleri, var. nigroides)
Ser. Denudans

21- P. denudans (var. denudans, var. patagonica, var. stenocarpa)

22- P. rurzleali

23- P. castellanosii

24- P. calingastana
Ser. Humiles

25- P. humilis

26- P. rojasiana



Ser. Pallidae
27- P. rubriflora
28- P. campes'ris
29- P, pallida
30- P. affinis
31- P, articulata
32- P. elata
33- P. tamaulijpana
Ser. Chilenses
34- P. chilensis(var. chilensis, var. rigjana, var. catamarcana)
35- P. juliflora{var. juliflora, var. inermis, var. horrida)
36- P. nigra(var. nigra, var. ragonesi, var. longispina)
37- P. caldenia
38- P. Jaevigata (var. laevigata, var. andicola)
39- P. flexuosa (forma subinermis)
40- P, glandulosa(var: glandulosa, var. torreyana, var. prostrata)
41- P, alpataco
42- P, alba(var. alba,var. panta)
43- P. velutina
44- P, pugionata



A. Estimas De Variabilidad Genética
Nuimero promedio de alelos por locus (A)
A = N° de alelos encontrados

Total de loci analizados

Porcentaje de loci polimérfico (P)
P = N° de loci polimérficos
N°-de loci analizados

En el presente trabajo un locus fue considerado polimdrfico cuando la frecuencia del alelo mas
comuin es igual o menor a 95%

Heterocigosis media esperada por locus (H)

Isoenzimas

H= 1LY (1- £ pij)

L: N° de loci analizados Pij: frecuencia del alelo i-ésimo del locus j-ésimo
O<H«<«I1

RAPD

Hj = /L T (Hj(i))

Hj(i) =2pg = 29 i) (1-q;0)

p= frec. alelo marcador, g= frec. alelo nulo y X=q* X = frecuencia de individuos sin banda

B. Estimaciones De Indices De Fijacion
Los indices de fijacion pueden ser definidos en funcién de las diferencias
observadas y esperadas de heterocigotas (Nei 1977)

Frr Expresa las desviaciones de las subpoblaciones con respecto a la panmixia
Frr=Hr Hs/Hr

Fis Mide el grado de endogamia dentro de cada poblacion
Frs = Hs - Ho / Hs

Fst Mide divergencia entre poblaciones
Fsr=Hr Hs /Hr

Hs: Heterocigosis esperada promedio por poblacidn; Hr: Heterocigosis esperada en la
poblacién total suponiendo apareamiento al azar y ausencia de subdivisién; Ho: Heterocigosis
observada promedio

La relacién entre los indices es: (I-Frr)= (I-Fis)(1-Fs1)

La significacion estadistica de los valores de F;s se calculd por el estadistico x2 de acuerdo a
la férmula de Li y Horvitz (1953): %% = N F, ;% (k-1) dénde N es el nimero total de individuos
analizados y k: es el nimero de alelos en el locus.
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C. Estimas De Sistema De Apareamiento

Para estimar los pardmetros de sistema de apareamiento se utilizé el
programa MLTR (Dr. Kermit Ritland, Department of Forest Sciences,
University of British Columbia). Se utilizaron solamente aquellos loci que
pudieron ser estudiados simultdneamente en el mismo individuo para calcular
los siguientes pardmetros:

tm:Tasa de exogamia multilocus

ts Tasa de exogamia promedio para loci individuales

rt Correlacion de tm dentro de los grupos fraternos

rp Correlacion de paternidad por exocruza

El modelo de apareamiento mixto supone segregacién independiente de los
alelos de los diferentes loci. Se probd la falta de asociacion entre los
genotipos de los diferentes loci y se utilizé como evidencia la segregacién
independiente de los mismos que fue probada utilizando el programa GENEPOP
(Raymond y Rousset, 1995). El método crea tablas de contingencia para todos
los pares de loci en cada poblacion 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 évulo se compararon por medio de
tablas de contingencia utilizando el test Chi cuadrado de Pearson.

D. Sistemas Isoenzimaticos

Esterasas EST E.C3.11
Peroxidas PRX ECLILLT
Glutamato oxalacetato deshidrogenasa 6OT EC26.11
Superdxidodismutasa SOD E.C.115.1.1
Isocitrato dehidrogenasa IDH EC11.142
Shikimico dehidrogenasa SKD E€11125
6-fosfoglucénicodehidrogenasa 6-PGD  E.C.1.1.143
Aminopeptidasas AMP E.C34.12
Alcohol deshidrogenasa ADH E.C1.1.11

E. Primers Uftilizados

B-O1 5-TCGAAGTCCT -3'
B-O7 bB'- AGATGCAGCC -3'
B-O8 b5'-TCACCACGGT -3
B- 10 5'- CAGGCACTAG -3

= = 128
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F. Ligamiento Entre Bandas.

El ligamiento entre loci RAPD fue estimado utilizando el programa RAPDLD del
paquete RAPD (Black IV, 1996). Este programa utiliza el método propuesto por
Otha (1982) donde la varianza total de desequilibrio de la muestra es dividida
en dos componente. Los mismos miden la proporcion de la varianza que ocurre
dentro y entre poblaciones respectivamente. El primer componente (dentro) es
una medida de la proporcion de la varianza total de desequilibrio debida a
epistasis, el segundo componente (entre) es una medida de la proporcion 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. Estimacion De Frecuencias Alélicas

Para los datos isoenzimdticos, se identificaron los posibles loci y alelos y se
calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas utilizando el programa
BIOSYS 1.7 (Swofford y Selander, 1981). Las frecuencias alélicas en los loci
con alelos nulos se calcularon a partir de la raiz cuadrada de la frecuencia de
los genotipos homocigotas recesivos.

Para los datos RAPD, se construyé 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 reproduccion sexual y se estimaron
aplicando la correccidn propuesta por Lynch y Milligan (1994).

H. Estimacion Indirecta De Flujo Génico
Wright (1931) introdujo un modelo simple de estructura poblacional, llamado
madelo de islas, que predice la relacidn entre el nimero de migrantes que una
poblacién recibe por generacidn y el Fsr.. Bajo los supuestos de dicho modelo,
el flujo génico (Nm) puede ser estimado a partir de la siguiente ecuacidén:
Nim = 1-Fst

4Fst

I. Significacion De Fsr

El nivel de significacion de los Fst fue evaluado mediante el andlisis 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 Mantel

Las matrices de Fsrobtenidas por cada metodologia fueron comparadas. Este
andlisis 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 lineas o
columnas de las matrices. El programa computacional utiliza para evaluar las
correlaciones el método de "correlacion de rangos sin aproximaciones”. La
hipotesis nula (Ho) es la independencia entre las dos matrices y la misma es
rechazada cuando la proporcién de permutaciones que generan una correlacion
mayor que la observada entre las matrices originales es menor a 0.05.

K. Andlisis De Componentes De Varianza

Para comprobar si los niveles de variabilidad genética difieren
significativamente entre poblaciones, especies y secciones se realizd un
andlisis de componentes de varianza utilizando el programa STATISTICA
(StatSoft Inc. 1995). Para ello se transformaron los valores de heterocigosis
de todos los loci isoenzimdticos estudiados como el arcoseno de la raiz de H y
se normalizaron a varianza 1 y media O.

L. Identidad y Distancia Genética (Nei 1972)
L K
> 2 (pjixpjiy)
In= J I
V2 2Piix)? Y Y (piiy):

L= N° de Loci, K= n® de alelos para un locus
Pix Y Piiy= frecuencias alélicas del locus j en las poblaciones x e y.

D= 'In In

M. Indices de Consistencia y de Retencién (Farris 1989)

Una vez obtenido el drbol a partir de un "set" de datos es necesario describir
el ajuste de los datos a los drboles obtenidos. Esto se hace a través de indices
que expresan el grado de homoplasia requerida para explicar la variacion
observada. Los indices se calculan para cada cardcter y para todos los
caracteres de manera conjunta dando una idea global del ajuste de los datos al
drbol. El indice global mas utilizado es el indice de consistencia (Kludge y
Farris 1969). El mismo ha sido definido como €=Ym/Y s donde m es el nimero
minimo de transiciones de estado que cada cardcter puede mostrar en un drbol
y s es el nimero de cambios requerido por cada cardcter en el drbol que se
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evalia. Si los valores C van a ser comparados entre drboles, es conveniente
excluir los caracteres no informativos ya que este indice suele verse
influenciado. Otros indices muy utilizados son el indice de retencién (R) y el
indice de consistencia rescalado (RC) dénde R = . (g-s)/(g-m) (Farris 1989)
siendo g el nimero maximo de transiciones que puede presentar cada cardcter
en un drbol. El indice de retencion indica que proporcion de las sinapomorfias
aparentes pueden ser aceptadas como verdaderas sinapomorfias, 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 sinapomorfias se deben a
ocurrencia de homoplasia. RC puede ser estimado como el producto entre C y
R.

N. Codificacion De Indels

Todos los indels que tenian diferentes extremos 5' y/o 3' fueron codificados
como caracteres que se adicionaron a la matriz de datos cuyos estados fueron
presencia y ausencia siguiendo el método simple de codificacién descripto por
Simmons y Ochoterena (2000). Cuando un "gap" de una secuencia correspondia
a una parte de otro indel mayor, el mismo fue considerado inaplicable y
excluido de la matriz bdsica de datos (Apéndice 4 pag. 150).

N. Test De Parsimonia Significativamente Menor (SLPt)

Para estimar si los datos disponibles proveen un soporte significativamente
menor para una topologia alternativa en comparacion con el drbol mas
parsimonioso se utilizé el test de signos-rangos de dos colas de Wilcoxon
(Wilcoxon et a/ 1970) como sugiere Templeton (1983). Las topologias
alternativas fueron establecidas utilizando los comandos CONSTRAINTS y
ENFORCE del programa PAUP (Swofford 1998) y mediante la buisqueda
(Branch and Bound) se obtuvieron los drboles mas parsimoniosos para cada
caso. El nimero de pasos requerido por cada drbol (en donde ciertos grupos
eran forzados), fue comparado con el nimero de pasos del drbol mas
parsimonioso en donde ningln grupo era establecido a priori.
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La composicién de las soluciones utilizadas se describen en la pdgina 138.

A- Electroforesis De Isoenzimas

Se realizé a partir de cotiledones germinados siete dias para todos los
sistemas excepto para ADH que se utilizaron semillas remojadas por 24 hrs.
aproximadamente. Se extrajeron las proteinas de los cotiledones al aplastar
los mismos con Buffer de Extraccién Isoenzimas en placas de toque. Se
utilizaron papeles Whattman que fueron mojados en estos homogenatos y
sembrados en geles al 5 6 7% de acrilamida-bisacrilamida y corridos por 4 hrs.
a 100 volts con diferentes Buffers para cada sistema. Cada uno de ellos fue
tefiido diferencialmente siguiendo descripciones previas (Saidman 1985,
Bessega 1997, Julio 2000, Ferreyra 2001). Las recetas para cada sistema se
resumen a continuacion.

Receta para cada sistema isoenzimdtico

Buffer gel (g.) - Buffer corrida (c.) Tincién y revelado

EST  g.0.06M Tris, 0.016M Acido citrico 0.03 gr Fast blue RR salt, 0.01 gr ay B-
c. 0.06M Tris, 0.016M Acido citrico naftilacetato en Tris-HCl pH6 a 37°C
por 1 hora en oscuridad.
PRX g. 0.06M Tris, 0.016M Acido citrico 0.08 mg bencidina en 9 ml de dcido
c. 0.06M Tris, 0.016M Acido citrico acético, 3 ml de agua oxigenada 0.02% y
30 ml de agua destilada por 10 minutos a
temperatura ambiente,
SOD g 0.06M Tris, 0.016M Acido citrico 0.01 gr NBT, 0.01 gr NAD, 0.002 gr
¢. 0.06M Tris, 0.016M Acido citrico PMS, 0.02 gr EDTA en 50 ml Tris-HCL
pH5.2 a la luz por 1 hora.
60T g.9A:1B : 0.001 gr Piridoxal fosfato, 0.226 gr
c.A dcido aspdrtico, 0.037 gr dcido
A: 02M Ac. Bdrico pH8.3, 0.05M cetoglutdrico, 0.125 gr poli-vinil-
Hidréxido de Litio pirrolidona en 50 ml de Buffer fosfato
B: 0.05M Tris. 0.008M Acido citrico (0.2M) pH7.5 a 37° en oscuridad por una
hora.
ADH  g.0.13M Tris, 0.043M Acido citrico 0.001 gr PMS, 0.04 gr NBT, 0.05 gr
c. 0.13M Tris, 0.043M Acido citrico NAD, 1 ml etanol 100%, 25 ml agua

destilada, 4.5 ml Tris-HCl 0.5M pH7.1
por 20 minutos a 37°C en oscuridad.

IDH g .1A: 2 aguadestilada 0.01 gr NADP, 0.01 gr MTT, 0.01 gr PMS,
c. A 0.005 gr de CiMg, 0.03 gr dcido
A: 0.13M Tris, 0.043M Acido citrico isocitrico en 30 ml de Tris-HC! 0.1M pH8
en oscuridad a 37°C por 1 hora.
Continda.

132




Apéndice 3

Buffer gel (g.) - Buffer corrida (c.) Tincién y revelado

SKD  g.1A: 2 aguadestilada 0.01 gr NADP, 0.01 gr MTT, 0.01 gr PMS,
c.A 0005 gr de Cl:Mg, 0.03 gr dcido
A: 0.13M Tris, 0.043M Acido citrico shikimico en 30 ml de Tris-HCl 0.1M pH9

en oscuridad a 37°C por 1 hora.
6-P6D g.1 A : 2 agua destilada 0.01 gr NADP, 0.01 gr MTT, 0.01 gr PMS,
GA 0.005 gr de Cl,Mg, 0.03 gr dcido 6-
A: 0.13M Tris, 0.043M Acido citrico fosfoglucénico en 30 ml de Tris-HCl
e 0.IM pHB8 en oscuridad a 37°C por 1

hora.

AMP g SA:B 0.03 gr Fast Black K salt, 0.05 gr Fast
c.B Garnet K salt en 50 ml de sol. dcido

A: 0.045M Tris, 0.013M Acido citrico maleico (19.6gr/1) y 10 ml de sol. NaOH
B: 0.22M Acido Bédrico, 0.011M Hidréxido (12.8gr/l) + 0.07 gr de L - leucyl - B -
de Litio naftilamida disuelta en metanol (10 ml).

Revelar a 37°C en oscuridad por 2 horas.

B- Amplificacion Al Azar De ADN Polimérfico (RAPD)

Una vez extraido el ADN (parte C de este mismo Apéndice) el mismo fue
cuantificado en gel de agarosa al 0.8%. La reaccién se llevé a cabo en un
volumen final de 50 pl. La mezcla de reaccidn contenia: 30-80 ng de ADN,
100mM de cada dNTP, 60 ng de "primer" arbitrario (PROMEGA), Buffer 1X de
Tag-polimerasa, 2mM de Cl2Mg y 05 u de Tag-polimerasa. La mezcla de
reaccidn se la colocé en termociclador Techne-Genee programado del siguiente
modo: un ciclo de 1 min a 94°C, 40 ciclos de 1 min a 92°C, 2 min a 36°C, 2 mina
72°C y un ciclo de extensién final de 6 min a 72°C. Los productos de PCR
fueron visualizados luego de la correspondiente electroforesis en gel de
agarasa al 1.4% y tincién con bromuro de etidio en transiluminador UV.

C- Extraccion De ADN

El protocolo utilizado es una modificacién del descripto por Dellaporta et a/
(1983).

I-Maoler los cotiledones en mortero utilizando aire liquido

2-Pasar el material molido a un tubo ependorf

3-Colocar 500 pl de Buffer de Extraccién A y 35 ul de SDS 20%

4-Incubar a 55°C durante 10 minutos

5-Agregar 175 nul de Acetato de K 5M pH 5.2 y mezclar por inversién
6-Incubar en hielo durante 20 minutos

7-Centrifugar durante 10 minutos a 13000 rpm.

8-Tomar el sobrenadante y agregar 500 pl de fenol: cloroformo:isoamilico
(25:24:1)

9-Centrifugar 5 minutos a 13000 rpm.
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10-Tomar la fase superior y colocarla en nuevos tubos.

11-Agregar 50 pl de Acetato de Na 5M pH 5.2 y 1000 pl de etanol 100%
12-Incubar toda la noche a -20°C

13-Centrifugar 10 minutos a 13000 rpm.

14-Lavar con etanol 70% y dejar secar

15-Resuspender en 100 ml de agua destilada estéril

16-Agregar 10ml de ARNasa e incubar 1 hora a 37°C

17-Conservar las muestras a -20°C hasta el momento de su utilizacién

D- Polimorfismo Para El Largo De Los Fragmentos De Restriccion (RFLP)
Transformacidn con los clones de ADN de cloroplasto de Aicotiana tabacum
Se disponia de 40 pldsmidos que contenian insertos de diferentes tamafios
cubriendo la totalidad del cloroplasto de Nicotiana tabacum 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% del cloroplasto e incluye una porcidn de la copia tnica menor (SSC) y una
porcion de la region repetida invertida (IR) llamadas sonda A y B
respectivamente (pag. 81).

Las células competentes JM109 (PROMEGA) fueron transformadas por
tratamiento térmico de acuerdo al siguiente protocolo (Maniatis et a/1982).
1-Incubar las células en hielo durante 30 minutos. Agregar 10 a 200 ng de
DNA.

2-Pasarlas rapidamente a un bafio térmico a 42° durante dos minutos y luego a
hielo durante un minuto.

3-Afadir 2 ml de LB y agitar durante 1 hr. a 37°C

4-Plaquear las células en placas con LB y antibidtico (Ampicilina) y dejar toda
la noche a 37°C.

5-Dado que el pldsmido posee el gen de resistencia a Ampicilina, solo creceran
aquellas bacterias que contengan el pldsmido y por como consecuencia el
inserto.

Extraccion de ADN plasmidico

1-Repicar las colonias crecidas en las placas y ponerlas a crecer en medio
liquido (10 ml) a 37°C toda la noche.

2-Centrifugar el medio liquido con las bacterias crecidas en dos tubos
ependorf hasta completar el volumen total.

3-Resuspender en 200ml de Solucidn I y una punta de espdtula de lisozima.
4-Incubar 10 minutos a temperatura ambiente

5-Agregar 400m| de solucidn IT.




6-Incubar 5 minutos en hielo.

7-Agregar 300 ml de solucion III y agitar por inversion

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 15 minutos a 13000rpm

11-Lavar con etanol 80%, dejar secar y resuspender en TE

12-Tratar con RNAsa

13-Extraer el ADN plasmidico una vez con fenol y otra con fenol-
cloroformo:isoamilico (25:24:1)

14-Precipitar el ADN con solucién III y dos volimenes de etanol 100%
15-Incubar a -20°C durante 30 minutos

16- Centrifugar 15 minutos a 13000rpm

17- Lavar con etanol 80%, dejar secar y resuspender en agua destilada estéril.

Marcacidn no radioactiva de la sonda

Previamente a la marcacién de la sonda, se digirieron los plasmidos con las
enzimas de restriccion que correspondian en cada caso y se corrieron en gel de
agarosa al 0.8%. Se purificaron los fragmentos de interés utilizando kit
QUIAQUICK gel siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para la marcacidn se utilizé kit "DIG DNA labelling" (Boheringer Mannheim)
que incorpara los nucleétidos 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.

La mezcla de reaccidn contiene:

Entre 10 ng y 3 ug de ADN desnaturalizado a 100°C por 10 minutos, 2 u| de
mezcla de hexanucleétidos (10X), 2 p| de dNTP marcados (10X), 2 ul de
Buffer de enzima (10X), 1 p| de enzima Klenow y cantidad suficiente de agua
destilada estéril para un volumen final de 20 p .

La mezla de reaccién es incubada a 37°C durante toda la noche y guardada a
-20°C hasta el momento de su utilizacién.

Digestidon con enzimas de restriccion

Se utilizaron 10 enzimas de restriccién (PROMEGA) que reconocen secuencias
de cuatro y seis pares de bases. Para la digestion se colocé: 30 ul de ADN
gendmico (entre 500 ngy 1 pg) , 5 ul de Buffer de enzima (10X), 5 ul de
suero de albimina bovina (10 mg/ml), 1 u| de enzima (1U/ pul), 9 pl de agua
destilada estéril. La reaccién se lleva a cabo a 37°C durante toda la noche.
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Corrida en geles de agarosa del ADN previamente digerido

El ADN digerido se corrié 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 sembré fago lambda
digerido con Hind III y EcoRI (PROMEGA) como marcador de peso molecular.

Transferencia

Al ADN gendmico digerido fue transferido a membranas de nylon
(GeneScreen) de acuerdo al método de Southern (1975).

1-Colocar el gel en solucién desnaturalizante durante 45 minutos a
temperatura ambiente con agitacién

2-Descartar la solucién desnaturalizante y agregar solucién neutralizante
durante 20 minutos

3-Descartar la solucién neutralizante y agregar nueva solucién durante 20
minutos mds.

4-Preparar el sistema de transferencia colocando un soporte de acrilico con
papel Whattman 2MM en contacto con solucion 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
solucién neutralizante de modo que 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 solucién 2X SSC
10-Dejar secar la membrana y fijar el ADN en transiluminador UV durante 2
minutos.

Hibridacidn y deteccién

La hibridacién se realizé siguiendo el protocolo descripto en Maniatis et a/
(1982).

1-Introducir la membrana en un tubo de hibridacion y colocar 20 ml de
solucién de pre-hibridacién.

2-Incubar durante 2 hrs. a 55°C

3-Reemplazar la solucién de pre-hibridacién por solucién de hibridacién 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, 0.1% SDS) y ¢ (05X SSC, 0.1 %
SDS).

6-Enjuagar la membrana con Buffer I e incubarla durante media hora con
Buffer IT a temperatura ambiente.
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7-Lavar con Buffer I e incubar con solucion de anticuerpo anti-DIG
(Boheringer Mannheim) durante media hora a temperatura ambiente con
agitacion.

8- Descartar solucién de anticuerpo y realizar dos lavados de media hora con
Buffer I a temperatura ambiente.

Afiadir 20 ml de solucién de color (Boheringer Mannheim) y conservar hasta la
visualizacién de las bandas.

E-Amplificacion De Fragmentos De ADN Especificos Para Su Posterior
Secuenciacion.

La PCR se realizé en un volumen final de 50 ul y la mezcla de reaccién contenia
10 ng de ADN molde, 0.25 ym de cada "primer”, 1 yl de un stock 10 mM de cada
dNTP, ImM (4 pl de 25 mM) Cl.Mg, 5 ul de Buffer de Tag-polimerasa (10X) y
0.25 u de Tag-polimerasa (Promega). A continuacion se presentan los "primers"
universales utilizados para amplificar el intergén T7rnT-TrnD y los
espaciadores internos transcriptos del ADN ribosémico (ITS-1 e ITS-2). Para
estudiar ambos ITS se amplificé una Gnica region que incluia el ITS-1, el gen
ribosémico 5.85 y el ITS-2. El "primer” Q1 se une a la regién 3' del gen
ribosémico 18S y Q2 al extremo 5' del gen 26S.

Regién ~ Primers Referencia
TrnT - TrnD TrnT 5" ACC AAT TGA ACT ACA ATCCC 3 Demesure et a/(1995)
TrnD 5 CTA CCA CTG AGT TAA AAG GG 3

ITS-1eITS5-2 QIS5 6GAACCT6GC6G6AAGGATCATTG3  Samuel et a/(1998)
Q25 C66GTAGTTCCCGLC TGACCT 6 3

La reaccién se realizé 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; 1 minuto a 54°C para el intergén 6 50°C para los
ITS y 2 minutos a 72°C. Por ultimo un ciclo final de extensién de 10 minutos a
72°C

Corrida en gel, obtencidn del fragmento, purificacion y secuenciacidn,

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 amplificacion de modo de poder
concentrar la muestra de interés para su posterior secuenciacién. Los
productos de PCR fueron secuenciados utilizando protocolos standards de
secuenciacion (dye terminator/dye primer) utilizando secuenciador automatico
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PE BioSystems 377 por la empresa ANA-GEN Technologies, Inc. (Palo Alto,
CA, USA; http://www.ana-gen.com)

Composicién de las soluciones utilizadas

Solucion

Buffer extraccién Isoenzimas
Buffer extraccion ADN

Rnasa
TE
LB

Ampicilina
Solucién I
Solucién IT
Solucién ITI
TAE 50X

20X ssC

Sol Desnaturalizante
Sol Neutralizante
Sol pre-hibridacién

Buffer I

Buffer IT

Buffer ITI
Solucidn anticuerpo
Solucién color

Composicion
Tris-HCl 0.1M pH 7.1

50 ml Tris 1M pH 8, 100 ml EDTA 0.25M pH 8 y 14.61 gr
NaCl para 500 ml

10mg/ml de agua destilada
10mM Tris-HCL pH 8 y ImM EDTA

10 gr. Bactotriptona, 5 gr. Extracto de levadura y 10 gr.
de NaCl por litro de solucion pH 7

50mg/ml de agua destilada

5mM glucosa, 25 mM Tris-HCI pH 8 y 10mM EDTA

02N NaOH y 1% SDS

Acetato de Na 3M pH 5.2

242 gr Tris, 57.1 ml dcido acético y 200 ml EDTA 0.25M
pH 8 por litro

3M de NaCl y 300mM citrato de sodio pH 7

0.5N NaOH, 1.5M Nacl

0.5M Tris-HCl pH 7.5, 3M NaCl

0.5% agente bloqueante, 5X SSC, 0.1% L-lauroyl-
sarcosing, 0.02 % SDS

100mM Tris-HCI pH7.5, 150 mM NaCl

0.5% de agente bloqueante en Buffer I

100mM Tris-HCl pH 9.5, 100mM NaCl, 50mM Cl,Mg
4m| de anticuerpo anti-dig en 20 ml de Buffer I

90ml NBT (75mg/ml), 70 ml X-fosfato (50mg/ml) en 20ml
de Buffer III
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A-Frecuencias Aléelicas En Las Poblaciones Estudiadas (Isoenzimas).

Adh-1 Adh-2
(N) 130 128 124 133 129 (N) 220 217 214
P.ruHe 68 1000 000 000 000 .000 68 .000 1.000 .000
P.ruSA 53 1.000 .000 000 000 .000 53 009 .991 .000
P.ruRi 62 1000 000 000 000 000 61 .057 926 .016
P.ruPi 41 927 073 000 .000 .000 41 .000 1.000 .000
p.alCH 40 000 1000 .000 000 .000 40 000 1.000 .000
P.alTR 25 000 1000 .000 .000 .000 25 .000 1.000 .000
P.alLM 90 000 1000 .000 .000 000 90 .000 1.000 .000
P.alSU 81 000 1.000 000 000 ©QOC 81 .000 1.000 .0OC
P.allC 65 015 985 000 .000 .000 66 000 1.000 .000
P.alBU 60 000 1000 .000 000 000 62 000 1.000 .000
P.alCy 62 000 1000 .000 000 .000 62 000 1.000 .000
PchiPA 50 120 880 000 .000 .000 50 .000 1.000 .000
PchiBE 40 038 050 438 475 000 40 000 .938 .063
P.chiTA 59 136 864 000 000 .000 59 .000 1.000 .000
PchitH 49 .041 755 204 000 .000 42 976 .024  .000
PniHC 108 579 412 009 .00 .000 100 .000 1.000 .000
P.niLM 42 310 690 000 000 000 28 000 1000 .000
PALA 100 640 250 .110 .000 .000 100 .000 1.000 .000
PAQU 49 490 388 122 000 000 49 000 1.000 .000
PViTA 65 685 315 000 000 000 65 .000 1.000 .000
PgWE 39 936 064 000 000 .000 39 000 1000 .000
PgiLC 40 950 050 .000 .000 .000 40 .000 1.000 .000
P.giBC 40 950 050 000 .000 .000 40 000 1.000 .000
PgIFC 30 1000 .000 .000 .000 .000 30 .000 1.000 .000
PveSR 41 780 220 000 000 .000 42 000 1.000 .000
P.kuTA 39 000 1000 .000 000 .000 39 1000 .000 .000
P.arT! 64 000 000 .000 .000 1.000 64 1000 .000 .000
P.arTU 64 000 000 .000 .000 1000 64 1000 .000 .000
PreHE 50 000 .000 .000 .000 1.000 50 .00 .000 1.000




Skd-1
(N) 124 122 119 117
P.ruHe 66 152 848 000 000
P.rusA 55 073 927 000  .000
P.ruRi 59 076 924 000 000
P.ruPi 102 142 284 574  .000
p.alCH 50 .080 940 000  .000
PalTR 34 118 868 015 000
P.alLM 49 214 786 000  .000
P.alSU 70 314 643 043 000
PallC 47 245 755 000 000
P.alBU 66 144 561 295  .000
P.alcU 98 107 852 041 000
P.chiPA 16 750 031 219 .000
P.chiBE 28 393 266 321 .000
P.chiTA 24 729 229 042 000
P.chiLH 34 838 103 059  .000
P.niHC 61 352 549 098  .000
P.niLM 48 729 240 031 .000
P.ALA 48 333 504 073 .000
P.AQU 46 000 587 207 207
PVi7TA 72 089 868 063  .000
P.gWE 43 093 651 256 .000
PgiLC 42 190 429 381 000
P.giBC 4“ 250 659 091 000
P.gIFC 36 167 750 083 000
P.veSR 32 531 469 000 000
P.kuTA 50 000 1000 000  .000
ParT 47 .000 287 521 191
P.arTU 47 .000 160 649 A9
P. re HE 40 000 1000 000  .000
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idh-1
(N) 175 170 163 160 186 184 182 180
P.ruHe 63 .000 421 579 .000 .000 .000 .000 .000
P.ruSA 22 .000 .568 432 .000 .000 .000 .000 .000
P.ruRi 55 .000 .391 609 .000 .000 .000 .000 .000
P.ruPi 97 .000 619 .366 015 .000 .000 .000 .000
p.alCH 45 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.alTR 40 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.allM 34 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.alSU 57 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.allC 65 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.alBU 70 .093 .886 .021 .000 .000 .000 .000 .000
P.alCU 108 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.chiPA 31 .258 677 .065 .000 .000 .000 .000 .000
P.chiBE 47 468 404 128 .000 .000 .000 .000 .000
P.chiTA 25 960 .040 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.chiLH 46 772 228 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.niHC 85 012 176 782 029 .000 .000 .000 .000
P.nilM 37 .000 .257 743 .000 .000 .000 .000 .000
P.fILA 40 .083 100 .813 .025 .000 .000 .000 .000
P.AQU 95 .005 116 .858 .021 .000 .000 .000 .000
Pvi7A 89 .264 652 .084 .000 .000 .000 .000 .000
P.gIWE 56 .054 920 .027 .000 .000 .000 .000 .000
PgiLC 47 .043 628 330 .000 .000 .000 .000 .000
P.giBC 43 384 593 .023 .000 .000 .000 .000 .000
P.glFC 45 211 611 178 .000 .000 .000 .000 .000
P.veSR 42 833 167 .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 .000 .000 .000 .000
ParTU 47 .000 .000 1.000 .000 .000 .000 .000 .000
P.re HE 29 .000 .000 .000 .000 224 448 328 .000
idh-2
(N) 243 240 226 245
P.ruHe 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 .000 .000 1.000 .000
p.alCH 45 1.000 .000 .000 .000
P.alTR 36 1.000 .000 .000 .000
P.allM 34 1.000 .000 .000 .000
P.alSU 57 1.000 .000 .000 .000
P.allC 65 1.000 .000 .000 .000
P.alBU 70 1.000 .000 .000 .000
P.alCU 108 .861 139 .000 .000
P.chiPA 34 .000 632 .368 .000
P.chiBE 23 .087 .761 152 .000
P.chiTA 46 .000 .663 337 .000
P.chiLH M .000 632 .368 .000
P.niHC 60 .000 .000 1.000 .000
P.nilM 37 .000 .000 1.000 .000
P.fiLA 40 1.000 .000 .000 .000
P.AQU 96 1.000 .000 .000 .000
P.vi7TA 60 1.000 .000 .000 .000
P.gWE 56 .000 .000 1.000 .000
PgiLC 36 .000 .000 1.000 .000
P.giBC 44 .000 .000 1.000 .000
P.gIFC 46 .000 .000 1.000 .000
P.veSR 42 .000 .000 1.000 .000
P.kuTA 50 .000 .000 1.000 .000
P.erTl 47 1.000 .000 .000 .000
P.arTU 47 1.000 .000 .000 .000
P. re HE 29 .000 .000 .000 1.000
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Est-1 Est-2 Est-3 Est4

(N) 193 192 191 190 (N) 287 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 32 472 .828 22 A77 .523
P.alTR 40 063  .887 .050 .000 38 434 566 38 342 658 38 395 605
P.alLM 45 .000 11 289 .000 45 644 356 45 644 156 45 433 567
P.alSU 54 .000 870 130 .000 49 592 .408 39 833 167 49 214 .786
P.aliC 55 .000 .891 .109 .000 54 481 519 53 717 .283 53 472 528
P.alBU 90 .000 .889 111 .000 79 .696 304 67 343 657 72 .250 750
P.alCU 90 .000 978 022 .000 90 694 .306 90 817 183 90 278 T2
P.chiPA 56 .000 125 634 241 57 482 518 57 605 3985 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
PALA 9% 167 516 318 .000 82 .909 .091 87 1.000 .000 87 .879 21
PAQU 84 .000 .833 161 .006 49 776 224 49 776 224 50 .500 .500
P.ViTA 52 .000 .760 212 .029 55 518 482 54 491 .509 56 .196 .804
P.gWE 64 .094 469 438 .000 32 .750 250 32 391 .609 31 A77 .823
PgiLC 30 .087 .800 133 .000 34 .750 250 34 162 .838 34 .029 971
PgiBC 76 .000 263 737 .000 38 1.000 .000 48 427 573 38 026 974
PgIFC 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.arT! 32 _ _ _ _ 32 _ — 32 _ _ 32 _ _
P.arTu 32 _ _ _ _ 32 . _ 32 _ _ 32 _ _
P.re HE 50 _ _ _ _ 50 _ _ 50 _ _ 50 _ _

Est-6 Est-7 Est8 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.alCH 40 _ 40 _ 40 _ 40 _ 40 _
P.alTR 40 _ 40 _ 40 _ 40 _ 40 _
P.alLM 45 _ 45 _ 45 _ 45 _ 45 .
P.alSU 54 _ 54 _ 54 _ 54 _ 54 _
PallC 55 _ 55 _ 55 _ 55 _ 55 .
P.alBU 90 _ 90 _ 90 _ 90 — 90 _
P.alCU 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.chiLH 62 _ 62 _ 62 . 62 _ 62 _
P.niHC 76 _ 76 _ 76 _ 76 _ 76 _
P.niLM 57 _ 57 _ 57 _ 57 _ 57 _
P.ALA 9% _ 96 _ 9% _ 96 _ 96 _
P.AQU 84 _ 84 _ 84 — 84 _ 84 _
P.ViTA 52 _ 52 — 52 _ 52 _ 52 _
P.gWE 64 _ 64 _ 64 _ 64 — 64 _
PgILC 56 _ 56 . 56 _ 56 . 56 _
pP.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.arT! 32 _ 32 _ 32 _ 32 _ 32 _
P.arTU 32 32 32 32 32

P. re HE 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 50  1.000
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Est-11 Est-12 Est-13 Est-14
(N) 1146  (N) 1240 (N) 1330 (N) 1420
P.ruHe 7 _ 7 _ 77 _ 77 .
P.ruSA 68 _ 68 — 68 _ 68 _
P.ruRi 44 _ 44 _ 44 _ 44 _
P.ruPi 72 _ 72 _ 72 _ 72 _
p.alCH 40 _ 40 _ 40 _ 40 _
P.alTR 40 — 40 — 40 — 40 _
P.allM 45 _ 45 — 45 _ 45 _
P.alSU 54 _ 54 _ 54 _ 54 _
P.aliC 55 — 55 — 55 _ 55 _
P.alBU 80 _ 80 _ 90 _ 90 _
P.alCU 08 _ 88 _ 88 _ 08 .
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.niHC 76 — 76 _ 76 _ 76 —
P.niLM 57 _ 57 — 57 _ 57 _
P.ALA 96 — 96 . 96 — 96 _
P.fiQu 84 _ 84 _ 84 _ 84 .
P.vi7TA 52 _ 52 _ 52 _ 52 _
P.gWE 64 . 64 _ 64 — 64 _
PglLC 56 — 56 _ 56 _ 56 _
P.giBC 76 — 76 _ 76 _ 76 _
PgIFC 43 _ 43 — 43 — 43 —
P.veSR K} —- 31 — 31 — 3 _
P.kuTA 50 _ 50 _ 50 _ 50 —
P.arTl 32 1.000 32 1.000 32 1.000 32 1.000
ParTU 32 1.000 32 1.000 32 1.000 32 1.000
P.re HE 50 _ 50 _ 50 _ 50 _
Amp-1 Amp-2 Amp-3
(N) 1100 (N) 288 276 270 (N) 377 374 37N
P.ruHe 41 1000 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 29 326 552 121 29 — — —
p.alCH 19 1.000 19 421 579  .000 19 _ . _
P.alTR 60 1.000 6 250 750  .000 6 _ _ _
P.allM 61 1.000 61 410 475 15 61 _ _ _
P.alSU 37 1.000 37 270 554 176 37 _ _ _
P.allC 61 1.000 61 238 582 .180 61 — _ .
P.alBU 48 1.000 48 408 594  .000 48 — _ _
P.alCU 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.chiltH 132 1.000 132 379 413 .208 132 _ _ _
P.niHC 51 1000 51 427 461 412 51 _ . _
P.nilM 40 1.000 40 .138 .587 275 40 _ . —
PfILA 105 1.000 105 .248 571 181 105 _ _ _
PAQU 44 1.000 44 455 545  .000 44 _ _ -
P.viTA 52 1.000 62 .387 411 .202 52 _ — _
P.gWE 30 1.000 30 417 467 117 30 _ _ .
PgiLC 37 1.000 37 405 392 203 a7 _ _ —
P.giBC 44 1.000 4 250 455 295 4 _ _ _
PglFC 42 1.000 42 81 548 071 42 _ — _
P.veSR 34 1.000 34 794 206 .000 4 _ _ _
P.kuTA 30 1.000 30 .000 17 .283 30 _ __ —
P.arTl 16 1.000 16 1.000 .000 .000 1 .000 273 727
P.arTu 16 1.000 16 1.000 .000 .000 14 .071 714 214
P.re HE 80 1.000 80 1.000 000  .000 80 237  .000 .762

143




Sod-1 Sod-2 Sod-3 Sod+4 Sod-5 Sod-6 Sod-7 Sod-8
(N 191 (N) 283 (N) 375 (N) 472 (N) 550 (N) 670 (N) 760 (N) 895
PruHe 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 S0 1000 50 _ 5 _ 50 __
PuSA 50 1000 50 1000 S50 1000 50 1000 50 1000 50 __ 50 __ 50 __
PruRi 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 S0 1000 S0 _ 50 _ 50 __
PruPi 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 S50 _ S50 _ S50 __
palcCH 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 5 __ S50 __ S0 __
PalTR 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 5 __ S0 __ 50 __
PallM 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 5 _ S50 __ 50 __
PalSU 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 S0 __ S50 __ 50 __
P.aliC 5 1000 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 5 _ 50 __ S0 __
PalBU 50 1000 50 1000 50 1.000 50 1000 S0 1006 50 _ 50 __ 50 __
PalcCU 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 S0 __ 5 _ 50 __
PchiPA 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 S0 1006 50 _ 50 __ 50 _
PchiBE S0 1000 50 1000 S50 1000 50 1000 S50 1000 5 __ 50 __ S0 __
PchiTA 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 S __ 50 __ 50 __
PchitH 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 5 _ SO _ S50 __
PniHC 50 1000 50 1000 50 1000 S0 1000 50 1000 SO _ 50 __ 50 __
PniLtM 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 50 __ S50 __ 50 __
P.ALA 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 S0 __ 50 __ 50 __
PAQU 50 1000 50 1.000 50 1000 50 1000 50 1.000 5 __ 50 __ 50 __
Pvi7A 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 50 1006 50 __ S50 __ 50 __
PgWE 50 1000 50 1000 S0 1000 50 1000 50 1000 5 __ 50 __ 50 __
PgiLC S0 1000 50 1000 50 1000 S0 1000 50 1000 5 __ 5 __ 50 __
PgiBC 50 1000 50 1000 50 1000 S0 1000 50 1000 50 _ S50 __ 50 __
PglFC 50 1000 50 1000 50 1000 50 1000 S0 1000 S0 __ S0 __ 50 __
PveSR 40 1000 40 1000 40 1000 40 1000 40 1000 40 _ 40 40 _
PkuTA 31 1000 31  _ 31 1000 31 1000 31 _ 31 1000 31 _ 31 _
ParTl 32 1000 32 1000 32 1000 32 1000 32 1000 32 _ 32 1000 32 1.000
ParTU 32 1000 32 1000 32 1000 32 1000 32 1000 32 __ 32 1000 32 1.000
PreHE S0 1000 50 1000 50 1000 50 1.000 50 1.000 50 50 50
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Pgd-1 Pgd-2

(N) 130 126 123 10 (N) 233 221 20

P.rute 101 604 .396 .000 .000 100 295 165 540
P.ruSA 62 403 597 .000 .000 62 210 226 .565
P.ruRi 74 628 372 .000 .000 84 256 161 .583
P.ruPi 78 A41 .859 .000 .000 79 190 203 608
p.alCH 46 .098 902 .000 .000 46 478 152 370
P.alTR 33 .061 939 .000 .000 36 61 .389 .000
P.altM 30 17 .883 .000 .000 49 418 112 469
P.alSU 52 .029 97 .000 .000 54 q22 278 .000
P.aliC 94 .096 .904 .000 .000 94 527 .080 394
P.alBU 64 .000 1.000 .000 .000 61 230 .098 672
P.alCU 113 142 .858 .000 .000 119 538 282 181
P.chiPA 16 53 .250 219 .000 16 625 .063 313
P.chiBE 27 444 426 130 .000 27 .481 222 296
P.chiTA 18 .306 .583 A1 .000 18 .833 .056 A1
P.chiLH 27 630 185 185 .000 27 .704 A1 185
P.niHC 58 431 .569 .000 .000 60 .067 .008 925
P.niLM 69 .486 514 .000 .000 71 141 106 754
PAiLA 41 .780 220 .000 .000 41 .081 .000 .939
PAQU 102 .010 .990 .000 .000 68 118 199 684
P.vi7A 53 .009 849 142 .000 55 373 A73 455
P.gWE 56 .000 1.000 .000 .000 56 .000 .000 1.000
PgiLC 36 .000 1.000 .000 .000 36 028 .000 972
P.giBC 46 .000 1.000 .000 .000 46 .022 .000 978
P.gIFC 32 .000 1.000 .000 .000 32 .000 .000 1.000
P.veSR 34 .000 1.000 .000 .000 34 .000 .000 1.000
P.kuTA 26 1.000 .000 .000 .000 26 .000 .000 1.000
ParTl 47 936 .021 .000 043 47 1.000 .000 000
P.arTU 48 1.000 .000 .000 .000 48 .990 .000 .010
P.reHE 50 1.000 .000 .000 .000 50 .000 .000 1.000




Prx-1 Prx-2 Prx-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 4 .068 932 44 466 534 44 773 227 44 _
P.ruRi 40 .063 938 40 725 275 40 375 625 40 _
P.ruPj 40 425 575 40 275 .725 40 287 712 40 _
p.alCH M4 J79 221 23 348 652 23 217 783 23 _
P.alTR 40 875 125 40 075 925 40 .025 975 40 _
P.alLM 50 1.000 .000 54 194 .806 50 .010 .990 50 _
P.alSU 57 912 .088 57 404 596 57 .026 974 57 _
P.allC 4 739 261 41 305 695 41 195 .805 41 _
P.alBU 98 .786 214 110 .345 655 108 23 .769 105 _
P.alCU 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.ALA 90 .867 133 98 .883 A17 96 .661 339 96 _
PAQU 41 317 .683 41 720 .280 41 378 .622 41 _
PviTA 110 123 877 114 719 281 114 605 395 114 _
P.gWE 3 194 .806 A 1.000 .000 N 565 435 N _
PgiLC 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 a8 724 278 5 114 .886 35 _
P.veSR 48 _ 48 _ 48 _ _ 48 _
P.kuTA 47 617 383 47 .851 149 47 447 .553 47 _
P.arTl 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
Prx-5 Prx-6 Prx-7
(N) 539 538 537 (N) 632 (N) 725
P.ruHe 33 _ _ _ a3 _ 3 _
P.ruSA 44 _ _ . 4 . 4 .
P.ruRi 40 . _ 40 _ 40 _
P.ruPi 40 . _ 40 _ 40 _
p.alCH 23 _ _ 23 _ 23 _
P.alTR 40 - _ _ 40 _ 40 _
P.allM 50 _ _ . 50 . 50 B
P.alSu 57 _ _ _ 57 _ 57 .
P.aliC 41 _ _ _ 41 _ 4 _
P.alBU 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.ALA 96 _ _ . 96 . 9% .
P.AQU 41 _ _ . 41 _ 41 _
P.viTA 114 _ _ _ 114 _ 114 _
P.gIWE 31 _ _ _ 31 _ 31 _
PgILC 26 _ _ _ 26 _ 26 _
P.giBC 40 . . _ 40 _ 40 .
P.gIFC 35 _ _ _ 5 . a5 _
P.veSR 48 _ _ _ 48 1000 48  1.000
PkuTA 47 _ _ _ 47 _ 47 _
ParTl 37 . _ 7 _ 37 _
P.arTU 41 . _ _ 41 _ 41 _
P. re HE 50 420 140 440 50 50
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Got-1
(N) 172 169 161 171 170 1695 168,5 168 167 1715
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.alCH 39 .000 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
PalTR 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.alSU 48 .000 979 .021 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.allC 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.alCU 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.nilLM 58 .000 1.000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
PALA 60 442 558 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
P.iQU 64 516 438 .047 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000
Pvi7TA 72 .063 903 .035 .000 .000 .000 000 .000 .000 .000
P.gWE 91 110 .385 .000 .000 .505 .000 000 .000 .000 .000
PgiLC 56 .098 .455 .000 .000 446 .000 000 .000 .000 .000
PgiBC 34 .250 544 .000 .000 .206 .000 000 .000 .000 .000
PgIFC 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 .000 .000 .000 .000 .000 000 000 045 955 .000
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.ruSA 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.alCH 39 .013 .936 .051 .000 .000 .000 .000 .000 .000 39 _
P.alTR 40 .000 975 .025 .000 .000 .000 .000 .000 .000 40 _
P.allM 45 033 967 .000 .000 .000 .000 000 .000 .000 48 _
P.alSU 45 .056 .889 .056 .000 .000 .000 .000 .000 .000 48 _
P.aliC 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.alCU 87 .034 .966 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 87 _
P.chiPA 67 134 .866 .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.niLM 55 409 .545 .045 .000 .000 .000 .000 .000 .000 58 _
PAiLA 51 .284 716 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 60 .
P.AQU 51 314 637 .049 .000 .000 000 .000 .000 .000 51 _
PViTA 69 .087 .783 1130 .000 .000 .000 .000 .000 .000 72 _
P.glWE 55 627 373 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 55 _
PgiLC 53 .821 179 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 53 _
P.giBC 21 929 .071 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 34 _
PgIFC 36 903 .097 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .000 39 _
P.veSR 34 .000 .000 .000 .000 1000 .000 .000 .000 .000 34 1.000
PkuTA 82 .000 .000 .000 .000 .000 963 037 .000 .000 100 _
P.arTl 39 423 .000 577 .000 .000 .000 .000 .000 .000 31 _
P.arTVU 39 .808 .038 154 .000 .000 .000 .000 .000 .000 3
P re HE 100 .000 .000 .000 .000 .000 000 000 275 725 31
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Got4 Got-5 Got-6 Got-7
(N) 444 (N) 550 (N) 625 626 60 (N) 724 722

P.ruHe 86  __ 86 _ 86 000 000 1000 8 _
P.ruSA 52 52 _ 52 000 000 1000 52 __
P.ruRi 49 49 _ 49 000 000 1000 49 __

P.ruPi 38 38 _ 38 000 000 1000 38 __  __

p.alCH 39 _ 39 _ 39 000 000 1000 38
P.alTR 0 40 _ 40 000 000 1000 40 __
P.alLM 48 _ 48 _ 48 000 000 1000 48
P.alSU 8 48 _ 48 000 .000 1.000 48 __
P.aliC 48 48 _ 48 000 000 1000 48 __

P.aIBU 41 _ 4 _ 41 000 000 1.000 41 __
P.alcu 87 a7 _ 87 000 000 1000 87 _
PchiPA 67 49 _ 49 000 000 1000 67 __  __
P.chiBE 57 _ 56 _ 56 000 000 1000 57 __  __
P.chiTA 70 _ 70 _ 70 000 .000 1000 70 _
PchitH 114  _ 113  _ 113 000 .000 1000 114 _
P.niHC 79 _ 19 _ 79 000 000 1000 79 __  __
P.niLM 58 __ 58 _ 58 000 .000 1.000 58
PfiLA 60 60 _ 60 000 .000 1000 60 __  __

P.AQU 51 . s4 64 000 000 1000 51 __

P.viTA 72 1 _ 72 000 000 1000 72 __  __

PgWE 55 9 _ 91 000 000 1000 55 __  __
P.giLC 53 _ 56 _ 56 000 .000 1000 53 __  __
P.glIBC 34 _ 34 _ 34 000 000 1000 34 __  __
P.gIFC 39 _ 39 _ 39 000 .000 1000 39 _  __
PveSR 34 1000 43 _ 43 000 .000 1000 34 __  __
PkiTA 100 __ 98 1000 98 224 633 .143 100 __
P.arTl 31 27 _ 27 000 .00 1000 31 839 .161

P.arTU 31 30 _ 30 000 000 1000 39 833 .167
PreHE 31 _ 100 100 000 000 1000 31




B-Matriz 1 y O (RAPD).

Primer BO1l

Primer BO7

Primer B1lO

Primer BO0S8

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/0Ola 101001100011 1110111101111 1110111111110 0111011
Pg/LC/02a 101001000011 0110102101111 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/06b 011001000111 0010111101000 1110111111010 0000111
Pg/LC/07b 011001000111 0010111101000 0110111111010 0100111
Pg/LC/08b 011001000111 0010111101000 1110111111010 0000111
Pg/LC/11b 011001000111 0010111101010 0110111111010 0000111
Pg/LC/12b 001001000111 0010111101010 1110111111010  .......
Pg/LC/18b 011001000111 0010111101010 0100110111010 0000111
Pg/LC/20b 001001001111 0010111101010 1110111111010 0000101
Pg/LC/21b 001001000011 .......c.uunn 1110011111010 0000111
Pg/LC/22b 001101000011 .......c0cew 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/0la 011001111101 ............. 1110111111110 1111111
Pg/FC/01b 011001111100 0110110101111 0110111111010 0010111
Pg/FC/02a 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 .......cc0e0.. 0100111111010 0011011
Pg/FC/05b 011001101101 ......cecvvnnn 0000101111010 0111111
Pg/BC/01la 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/01f 001111000101 0101111101110 1110001111010 0001011
Pg/BC/01g 000011000101 0111111101110 1111001111010 0111011
Pg/BC/01lh 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/0O4a 0010010001110 0101211011120 0111001111110 0010011
Pg/WE/02a 0010010001110 010111101110 0111001111110 0010011
Pg/WE/0Sb 0010011001110 010111101110 0111001111110 0111011
Pg/WE/03a 1010010001010 010111101110 0111001111110 0000011
Pg/WE/05a 0000110001010 010111101110 0111001111110 0000111
Pg/WE/03b 0000011001010 010111101110 0111001111110 0000011
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Pg/WE/02b 1010010001110 010111101110 0111001111110 0010111
Pg/WE/02b 0000110001010 110101101000 0111001111000 0111011
Pg/WE/05e 0000110001010 110101101110 0101001111010 1011011
Pg/WE/05f 0000110001010 110111101110 0101001111010 0111011
Pg/WE/Q5g 0000110001010 110111101110 1101001110010 0011111
Pv/AR/Ola 0010010000110 100001101000 ............. 0011011
Pv/AR/01lb 0011110000110 100001101000 1100101111010 0001011
PV/AR/01lC .iiiiieeeann 010000110100 0110011111100 0001011
Pv/AR/01d 0011010000010 100001101000 1100001111010 0000011
Pv/AR/0Ole 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 0011110000210 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
FLE
KUN
NIG
GLA
REP
CAL
AFF
ALP
D-Secuencias Alineadas (7rnT-TrnD).

ACA
ALB
RUS
VIN
FLE
KON
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
TTATATGARA
TTATATGAAA
TTATATGARA
TTATATGAAA
TTATATGAAA
TTATATGAAA

TTATATGTTA
TGATAT----
TTATAT--2-
TTATAT----
TTATAT----
TTATAT----
TTATAT----
TTATAT----
T---1-----
TGATAT----
TGATAT~-~-
TGATAT----
TTATAT-~--
TTATAT---~

TGCARATATA
TTAGAATATA
TTAGAATATA
TTAGAATATA
TTAGAATATA
TGAGAATATA
TTAGAATATA
TTAGAATATA
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REP
CAL
AFF
ALP
VEL
ARG

ACA
ALB
RUS
VIN
FLE
KUN
NIG
GLA
REP
CAL
AFF
ALP
VEL

ACA
ALB
RUS
VIN
FLE
KUN
NIG
GLA
REP
CAL
AFF
ALP
VEL

ACA
ALB
RUS
VIN
FLE
KUN
NIG
GLA
REP
CAL
AFF
ALP
VEL

ACA
ALB
RUS
VIN
FLE

NIG
GLA
REP
CAL
AFF
ALP
VEL

-GTTATA-AC
-GTTATA-AC
TGTTATA-AC
-GTTATA-AC
-GTTATA-AC

TGTACGTAGA
TGTATATAGA
TGTATATAGA
TGTATGTAGA
TGTATATAGA
TGTATATAGA
TGTATATAGA
TGTATGTAGA
TGTACATAAA
TGTATATAGA
TGTATATAGA
TGTATGTAGA
TGTATATAGA
TGTATATAGA

CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA
CTAGTGAGTA

TTTCARAATA
---CTAAATA
---CTAAATA
—-~CTRAATA
--~CTAAATA
---CTAAATA
---CTAAATA
---CTAAATA
--~CTAAATA
---CTAAATA
---CTAAATA
---CTAAATA
---CTAAATA
---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
TACGTTTTAT
TACGTTTTAT
TACGTTTTAT
TACGTTTTAT

TAG----TAT
TAG----TAT
TAG----TAT
TAG--3-TAT
TAG----TAT
TAG----TAT
TAG----TAT
TAG----TAT
TAGATAGTAT
TAG----TAT
TAG----TAT
TAG----TAT
TAG----TAT
TAG---~TAT

TCAATGGAAT
TCAATGTAAT
TCAATGTAAT
TCAATGTAAT
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
CTGCATAGCG
CTGCATAGCG

AGGTAAAAT-
AGGTAAAAT-
AGGTAAAAT-
AGGTAAAAT-
AGGTARAAT-
AGGTAAAAT-
AGGTAAAAT-
AGGTAAAAT-
AGGTAAAATT
AGGTAAAAT-
AGGTAAAAT-
AGGTAAAAT-
AGGTAAAAT-
AGGTARAAT-

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
GCTCATTAAG
GCTCATTAAG

————— GGGTT
----- GGGTT
————— GGGTT
-4---GGGTT
————— GGGTT
————— GGGTT
————— GGGTT
----- GGGTT
AARAATGGGTT
————— GGGTT
————— GGGTT
----- GGGTT
----- GGGTT
----- GGGTT

AAAACCGATT
CAAATCGATT
CAAATCGATT
CAAATCGATT
CARATCGATT
ARAATCGATT
CCAATCGATT
CAAATCGATT
C-ARCCGATT
CAAATCGATT
CARATCGATT
CAAATCGATT
CAAATCGATT
AARATCGATT

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
TTATATGARAA
TTATATGAAA
TTATATGAAA
TTATATGAAA

GAACAAGAAA
GAACAAGAAA
GAACAAGARAA
GAACAAGAAA
GAACAAGAAA
GAACAAGAAA
GAACAAGAAA
GAACAAGAAA
GAACAAGAAA
GAACAAGAAA
GAACAAGARAA
GAACAAGAAA
GAACAAGAAA
GAACAAGAAR

TATTGATATT
TTTTGATATT
TTTTGATATT
TCCCGATATT
TTTTGATATT
TCCTGATATIT
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
TTAGAATATA
TTAGAATATA
TTAGAATATA
TTAGAATATA

TTGGATTTAG
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC
TTGGATTTAC

AGATTTTAAT
GGATTTT-~--
GGATTTT---
GGATCTT-5-
GGATTTT---
GGATTTT---
GGATTTT---
GGATTTT---
GGATTTT---
GGATTTT---
GGATTTT---
GGATTTT--~
GGATTTT---
GGATTTT-~~

TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
CGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT
TGATCCTCAT

AGATACCAGA
AGATACCAGA
AGATACCAGA
AGATACCGAT
AGATACCAGA
AGATACCAGA
AGATACCAGA
AGATACC-GA
AGATACCAGA
AGATACCAGA
AGATACCAGA
AGATACCAGA
AGATACAAGA
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ARG

ACA
ALB
RUS
VIN
FLE
KUN
NIG
GLA
REP
CAL
AFF
ALP
VEL

ACA
ALB
RUS
VIN
FLE

NIG
GLA
REP

AFF
ALP
VEL
ARG

ACA
ALB
RUS
VIN
FLE

NIG
GLA
REP
CAL
AFF
ALP
VEL
ARG

ACA
ALB
RUS
VIN
FLE

NIG
GLA
REP
CAL
AFF
ALP
VEL
ARG

ACa
ALB
RUS

CCTAA-CGAA

TTTTTCCATC
TTTTTC-ATC
TTTTTC-ATC
TTGTTC-ATC
TTTTTC-ATC
TTTTTC-CTC
TTTTTC-ATC
TTTTTC-ATC
TTTGTC-ATC
TTTTTC-ATC
TTTTTC-ATC
TTTTTC-ATC
TTTTTC-ATC
TTTTTC-ATC

AGTGT-CATC
AGTG-GCATC
AATGTGCATC
AATG-ACATC
AATGTGCAGC
AATGTACAGC
AATGTACAGC
ARATG-ACAGC
AATG-ACAGC
AGTG~-GCAGC
AGTGTGCAGC
AGTG-GCAGC
AATGTACAGC
AATGTACAGC

TTAGAATGGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT
TTAGAATTGT

ATATCAATAT
ATATGGATAT
ATATGGATAT
ATATGGATAT
ATATGGATAT
ATATGGATAT
ATATGGATAT
ATATGGATAT
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
AAARTAAATC
AAAATAAATC

TTGATACATG TATCCACC-A ATTCAA~CAT AGATAGAAGA

TAAAT-GGGT
TAAAT-GGGT
TAAAT-GGGT
TGGAT-AAAT
TAAAT-GGGT
TAAAT-GAAT
TAAAT-GGGT
TAAAT-GGGT
TAAAT-GGGT
TAAAT-GGGT
TAAAT-GGGT
TAAAT-GGGT
TAAAT-GGAT
TGGATTAAAT

T-TACGATTT
TCTACGATCC
T-TACGATTT
T-TACGATTT
T-TACGATTT
T-TACGATTT
T-TACGATTT
T-TACGATTT
T-TACGATTT
T~-TACGATCC
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

CATTCAAACC
CATTCAAACC
CATTCAAACC
CATTCAAACC
CATTCAAACC
CATTCAAACC
CATTCAAACC
CATTCAAACC
CATTCAAACC
CATTCAAACC
CATTCAAACC
CATTCAAACC
CATTCAAACC
CATTCAAACC

GCTGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA
GCGGGACTAA

CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CCGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA
CGGATTACTA

TCAACGAAGG
TCAATGAAARA
TCAATGAAAA

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
TAARAARGAG
TAAAARAGAG

TGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA
CGATTTTAGA

TG---6---T
TTCTTTTTTT
TTCTTTTTTT
TTCTTTTATT
TTCTTTTTTT
GT-TTTTTTT
TTCTTTTTTT
TTCTTTTTTT

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
FLE

NIG
GLA
REP
CAL
AFF
ALP
VEL
ARG

ACA

RUS
VIN
FLE
KUN
NIG
GLA
REP
CAL
AFF
ALP
VEL
ARG

ACA
ALB
RUS
VIN
FLE
KUN
NIG
GLA
REP
CAL
AFF
ALP
VEL
ARG

ARATCGATTG
AAATCGATTG
AAATCGATTG
AAATCGATTG
AAATCGATTG
AAATCGATTG
AAATCGATTG
ARATCGATTG
AAATCGATTG
AAATCGATTG
AAATCGATTG

ATTTAGACTC
ATTTAGACTT
ATTTAGACTT
ATTTAGACTT
ATTTAGACTT
ATTTATACTT
ATTTAGACTT
ATTTAGACTT
ATTTAGACTT
ATTTAGACTT
ATTTAGACTT
ATTTAGACTT
ATTTAGACTT
ATTTAGACTT

TGGCGGAAAA
TGTGGAAAAA
TGTGGAAAAA
TGTGGAAAAA
TGTGGAAAAA
CGTGGAAAAG
TGTGGARARA
TGTGGAAAAA
TGTGGAAAAA
TGTGGAAAAA
TGTGGAAARA
TGTGGARAAR
GGGGGAAAAA
TGTGGAAARA

AARATAAATC
AAAATAAATC
AAAATARATC
AARATAAATC
AAAATAAATC
AAAATAAATC
AGAATAAATC
AARATARATC
AAAATAAATC
AAAATAAATC
AARATAAATC

TATGCTTACA
TATACTTACA
TATACTTACA
GATACTTACA
TATACTTACA
GATACTTACA
TATACTTACA
TATACTTACA
TATACTTACA
GATACTTACA
TATACTTACA
GATACTTACA
TATACTTACA
TATACTTACA

CATACGT
AT-ACGT
AT-ACGT
AT-ACGT
AT-ACGT
AT-ACGT
AT-ACGT
AT-ACGT
AT-ACGT
ATTACGT
AT-ACGT
ATACCGT
AT-ACGT
AT-ACGT

E-Secuencias Alineadas (ITS-1

VULGARIS
CALDENIA
NIGRA
AFFINIS
ALBA
VINALILLO
GLANDULOSA
RUSCIFOLIA
ALPATACO
VELUTINA
KUNTZEI
FLEXUOSA
ARGENTINA
REPTANS

VULGARIS
CALDENIA
NIGRA
AFFINIS
ALBA
VINALILLO

TCGATGCCTC
CAAATGCCAA
CTAATGCCAA
TAGATGCCAA
TAGATGCCAA
TAGATGCCAA
TAGATGCCAA
TAGATGCCAA
=~AATGCCAA
--AATGCCAA
-TAATGCCAA
TGCATGCCAA
-TAATGCCAA
—————— 1--A

AGGCCAGCGG
GGGGCAGAAG
GGGGCAGAAG
GGGGCAGAAG
GGGGCAGAAG
GGGGCAAAAG

AA-2--ACAA
TGC--GARAAG
TGC3-CAAAG
AGC--GARAG
TAC--GARAAG
AGC--GAAAG
ATC--AARAAG
AGC--GRAAG
AGC--AAAAG
AGC--GAARAG
AGG--AAAAG
AGC-~-AAAAG
AGC~-GAAAG
AAC--TAAAG

GGGCACGCAA
GC~---CGAAG
GC-7-CGAAG
GC---CCAAG
GC---TGAAG
GC---CCAAA

TTTCAATAAA
TTTCAATAAA
TTTCAATAAA
TTTCAATAAA
TTTCAATAAA
TTTCAATAAA
TTTCGATAAA
TTTCAATAAA
TTTCAATAAA
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
TCAATGAAAA
TCAATGARAR
TCAATGAAAA
TCAATGAAAA
TCAGTGAAAA
TCAATGAAAA
TCAATGAAAA
TCAATGAAAA
TCAATGAAAR

TGAATCTACA
TGAATCTAGA
TGAATCTAGA
TGAATCTAGA
TGAATCTAGA
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

TAAAARAGAG
TAARAAAGAG
TAAAAAAGAG
TAAAAAAGAG
TAAAAAAGAG
TAAARARGAG
TARAAAGGAG
TAAAAAAGAG
TGAAACAGAG
TAAAAAAGAG
TAARARAGAG

TCATGAGCAG
TCATTAGCAA
TCATTAGCAA
TCAGTAGCAA
TCATTAGCAA
TCATTACCAG
TCATTAGCAA
TCAGTAGCAA
TCATTAGCAA
TCAGTACCCA
TCATTAGCAA
TCAGTAGCAA
TCATTAGCAA
TCATTAGCAA

CAAACACACA
ACACAAGTCT
ACACAAGTCT
ACACAAGTCT
ACACAAGTCT
ACACAAGTCT
ACGCAAGTCT
ACACAAGTCT
ACACAAGTCT
ACACAAGTCT
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
GATCTGAATT
GATCTTAATT
GATCTTAATT
GATCTTAATT
GACCTTAATT
GATCTGAATT

ACAACGCGCA
GG-5-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
CALDENIA
NIGRA
AFFINIS
ALBA
VINALILLO
GLANDULOSA
RUSCIFOLIA
ALPATACO
VELUTINA
KUNTZEIX
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
GGGGCAAAAG
GGGGCAAAAG
GGGGCAAAAG
GGGGCAGAAG
GGGGCAAAAG
GGGGCAGAAG
GAAGGAT---

GGCGTCTTGA
ACAGTTCCTG
ATAGATTCTG
ATGGGTCCTG
GCGGGTCCTA
ATAATTCGAG
ACAGATTCTG
ATAGTTTCTG
GCGGGTCCTG
GCGGGTCCTG
ATTAGTCCTG
ACAAATCCTG
-==GGTCCTG
TCTGAACCCG

CCGGCGTTTT
ACGGGTCCAG
CCGGCGCCAC
CCGGCTCCAG
CGAGGCCCAA
CGGGGTCCAG
CCGGCGCCAC
ACGGGTCCAG
CCGGCCCCAG
CCGGCCCCAG
CTAACGCCAC
CCGGTCCCAG
CCGGTGCCAC
TAAGGGCGAC

CCGCGGGCGC
AC-CGGCGTC
AC-CGGTGCC
AT-CAGTGCC
CC-CATTGTC
GC-CAGTGTC
AC-CGGTGCC
AC-CGGTGTC
CC-TGGTAGC
CC-TGGTAGC
AC-TGGTGCT
CC-CGGTGCC
AT-CCGGTCC
GC--AGGCAT

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
AGGCATARGG
AGGGGTTAAG
AGTCTTAAGG
AGGG-TTAAG
GACTGGCAAG

CTTCACGATG
GGTTATCATG
GGCCAGAATT
GGCCATCATG
GGCAATATTA
GGCTGTCATG
GGCTAGTATT
GGCTATCATG
GGTGACCGTC
GGTGACCGTC
GGCCATCGTT
GGTCACCATC
GGACAACATT
GGCAAGCCGA

AC

»5 58

Q

A

55

A

EER

ACTTAACCAG
AATTAATAGG
AGTCGCTAGT
AATTGCCAGT
AGTTGCCAGC
AATCGATTGT
AGTCGCTAGT
AGTCAATAGT
AGTTGCCAGG
AGTCGCTAGT
AGTCGCCAGC

GTGCCACGGC
GTGCCACGGC
GTGCCACGGC
GTGCCACGGC
GTGCCACGGT
GTGCCACGGC
GTGCCATGGC
AARCCTGCGGA

ATCCGGTCGC
GCA--=====
ACA-------
ACA---10--
GTA--—~===
GCT—=====~
ACA-------
GCA-------
ATA--—---~
ATA---—-—-
GCAAG11ATC
ATA--====m
ATAGG--CCC
CCGAAATTCA

GAAAACGAAG
GAACTGGAAC
GAACTGAAAC
GAACCGAAAC
AACCTGGAAC
GAACTGAAGA
GAACTGCARC
GAACTGGAAA
GTCCCGGAAC
GTCCCGGAAC
GAATCCCAAC
GTCCTGGAAT
GGAACTGAAC
AGAACTCCAC

ACATGTT
GCTTTTA
GCGTATC
GCGITTC
GCTTTTA
CCATTTA
GCGTATC
GCATATC
GCTTTTG
GCTTTTG
GCGTATC
GGTTTTC
GCCTATT
GCGTTCG

GCCCGAAGTC
GCCCGAAGTC
GCCCGAAGTC
GCCCGAAGTC
GCCTGAAATC
ACCCGAAGTC
GCCCGAAGTC
--8--AGAGC

AAACCCGTGT
~GGCCCCAGC
-GGCCCTAGC
-GGCCCCAGC
-GGCCCCAGC
=GGCCCCACC
~GGCCCCAGT
=TGCCCCAGC
~GGCCCCAGC
-GGCCCCAGC
CGGTCCCAAC
=GGCCCCAGC
CAGCCCCAAC
CTTCTATATG

CTGTTAGGTG
CGACGACAGG
CAAACARAAC
CAAGCAAAAA
CAACACCAAG
CCACGATAGG
CAAGCAAAAC
CCACCATAGG
CAAACACARC
CAARCACAAC
CAAGCAAAGC
CARGCAAAAC
CAAACAARAC
CAAACACACG

TTTGCCTGCA
TGGGGCTGGT
TCTGCCTGCG
TCTGCCTGCG
CCTGCCCGTG
TTTGCCTGCA
TCTGCCGGCG
ATTGTTTGTG

CTCCCGACAA
CCCAGCATCG
CCCAACAACC
CCCAACAACC
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
CACGCTGATG
CACGCTGGGG
CACGCTGGGG
CTCGCCGGGG
CACACTGAGG
GGCG----9-
TGGAGGGGGT

AA-ACTAACC
AA----AACC
AA----AACC
AAn----ARACC
AA----AACC
AA--~--ACCC
AA----AACC
AA----AARC
AR----ARCC
AR----AACC
AA----AACC
AA----AACC
AA-12-ARCC
AGATTCCGGT

GGGACGTGTC
TCTGGCTCGC
TCGCTCGGGC
TCATTTTCGC
TGTCCGGGGC
TCCGTTACCC
TTGCTCGGGC
TCCGTCACGC
TCTCGGTCGC
TCTCGGTCGC
TCGCCCGAGC
TGITTCGGGC
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
GCCCCCATCG
GCCCCCATCG
GCCCCCATCG
GCCCCCATCA
GCCCCGATCG
GCCCCCATCG
GCCCCCATCG
GCCCCCATCG
GCCCCCATCG
GCCCCCATCA
GCCCCCATTG
GCCCCCATCA
GCCCCCATCA

TGAAAAGCAA
CCAATCAAGG
CGAAAAAAGA
CGAAAARAGG
CGRATARAGG
CCAACCAAGA
CGAAAARAGA
CCAACCAAGA
CGAATAAAGG
CGAATAAAGA
CGAAGAAAGG
CGAAAAAAGA
TGARAGAAGG
CGAAAAAAGA

GCTCGAGLl4A
GCTTGAGAGA
GCTCGAGAGA
GCTCGAGAGA
GCTTGAGAGA
GCTTGAGAGA
GCTCGAGAGA
GCTTGAGAGA
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
GCCCGAAGTG
GCCGGAAGTG
GCNCGAAGTG
GCCCGAAGTG
GCCTGCAGTG
GCCCGAAGTG
GCCCAAAGTG
GCCCGGAATG

CCAATCGTGC
CCAGACGTGC
CCAGACGTGC
CCAGACGTGC
CCGGACGTGC
CCAGATGTGC
CCAGACGTGC
CCAGATGTGC
CCGGACGTGC
CCAGACGTGC
TTACACGTAC
CCAGACGTGC
CCGGACATGT
CCAAAAGTGC

GTGCAAACCG
ACAGGGAGAA
ACAGGGAGAA
ACAGGGAGAA
ACAGGGAGAA
ACGGGGAGAA
ACAGGGAGAA
ACGGGGAGAA
ACAGGGAGAA
ACAGGGAGAA
A-AGGGGAGG
ACAGGGAGAA
ACAGGGAGAA
ACAGGGGAGA

GAAAGTTGAC
AGATGATGGC
AGATGATTGC
GGATGATGGC
GGATGATGGC
AGATGATATC
AGATGATTGC
AGATGATTTC
GGATGATGGC
AGATGATGGC
GGATGATGGT
AGATGATTGC
GAATGATGGC
AGATGATGGC

GAGTCCCCCA
ATGGCGGCCA
ACGGTGGCCA
ACGGCGGCCA
ACGGCGGCCA
ATGGCGGCCA
ACGGCGGCCA
ACGGCGGCCA
ACGGCGGCCA
ACGGCGGCCA
ACAGTGCCCA
ACGGCGGCCA
ACGGCGGCCC
ACGGCGGCCA

CTGTG-GGAC
ACGCGTCGTC
GCGCGTCGTC
ACGCGTCGTC
GCGCGTCGTC
ACGCGTCGTC
GCGCGTCGTC
ACGCGTCGTC
GCGCGTCGTC
GCGCGTCGTC
GAGCATCGTC
GCGTGTTGTT
GCGTTTTTTG
GGGCGTTGTT

AGTGTGCCAT
AR-GCCCATG
AA-GCCCATG
AA-GCCCATG
AA-GCCCATG
AR-GCCCATG
AN-GCCCATG
AR-GCCCATG
AA-GCCCATG
AA-GCCCATG
AR-GCTCAGG
AA-GCCCATG
AARGCCCAGG
AA-GCCCATG

CTCCCGCGAG
CTCCCGAGAG
CTCCCGAGAG
CTCCCGAGAA
CTCCCGAGAG
ATCCCGTGAT
CTCCCGAGAG
CTCCCGTGAT
CTCCCGAGAG
CTCCCGAGAG
CTCCTGAGAA
CTCCCGAGAG
CTCCTGTGAG
CTCCCGAGAG

CGATA-ACGG
CGATCCACGG
CGATCCACGA
CGATCCACGA
CGATCCACGG
CGATCCACAA
CGATCCACGA
CGATCCACGG
CGATCCACGG
CGATCCACGA
CGATCCACGC
TGATCCACGA
CGATCCACAG
CGATCCACGA

TCCGACGTAA
TCACAAAGAA
GCGCGAAGAA
GCGCAAAGAA
GTACAGAGAA
TCACAAAGAA
GCGCGAAGAA
TCGCGAAGAA
ACACAAAGAA
GCGCGAAGAA
TTCTAAAGAA
GTGCGAAGAA
GCACAAAGGA
GCTCGAAGAA

CTACle-
ACACGTA
ACGTAl7
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
TGGATGAGTG
TGGATGAGTG
TGGATGA-TG
TGGATGAGTG
TGGATGAGTG
TGGATGAGTG
TGGATGAGTG
TGGATGAGTG
TGGATGAGTG

CGGACTTATC
GGGGCCTCAT
GGGGCCTCAT
GGGGCCTCAT
GGGGCCTCAC
GGGGCCTCAT
GGGGCCTCAT
GGGGCCTCAT
GGGGCCTCAT
GGGGCCTCAT
GGGGTCTCAC
GGGGCTTCAT
GGGGCCTCAC
GGGGCTTCAT

GTGGTTGGT~
GAGGCCGGC-
GTGGCCGGC-
GTGGTCGGC-
GCGGCCGGC-
GAGTTCGGC-
GTGGCCGGC-
GAGTTCGGC-
ATGGCCGGC-
GTGGCCGGC~
GCGACCCATT
ATAGCCGGT-
TCGGCCGGC~
GTGACCCGT-

CA-13~----C
AATGAGATGT
AATGAGATGC
AATGAGATGC
AATGAGATGC
AATGAGATGC
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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