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ESTUDIO ELECTROFORETICO EN CUATRO ESPECIES DEL GENERO
PROSOPIS (LEGUMINOSAE)

Por ALICIA D. BURGHARDT* y RAMON A. PALACIOS™

Summary  Electrophoretic study in four species of the genus Prosopis (Leguminosae). Seed proteins of
four species of Prosopis L. (P. alba, P. nigra, P. hassleri and P. ruscifolia) were studied by polyacrilamide gel
electrophoresis. A total of 49 different bands were identified. No species displayed any caracteristic and
constant “markers” bands and the polypeptidic patterns showed high homology. The results were treated
numerically by Cluster analysis and Minimum Spanning tree in order to study species relationships. P. alba
and P. hassleri were the species that showed highest protein similarity (in contrast with Burkart’s
classification). P. nigra was placed in a intermediate position between P. ruscifolia and P. alba. There was a
manifest differentiation between P. hassleri and P. ruscifolia. The results from protein electrophoresis are, in
general agreement with those obtained in other studies and suggest the importance to restate the subdivi-
sion, within section Algarobia, of the genus Prosopis.

INTRODUCCION

El género Prosopis L. cuenta con aproximada-

mente 45 especies distribuidas en el sudoeste de .

Asia, Africa y predominantemente en América
(Burkart, 1976). En la Reptblica Argentina, existen
representantes de 27 especies que habitan la mayo-
ria del territorio continental, excepto el sur de la
Patagonia y la provincia de Misiones (Burkart,
1976, Hunziker et al., 1986).

Dado que los perfiles de proteinas seminales
obtenidos por electroforesis demostraron ser alta-
mente estables a nivel especifico y se usaron con
éxito en mds de 45 géneros correspodientes a 13
familias de fanerégamas (Ladizinsky y Hymowitz,
1979), se encard el presente estudio para caracteri-
zar a un grupo de especies pertenencientes a dos
series de la seccién Algarobia, que viven simpétri-
camente en la provincia fitogeogréfica chaquefia.
Estas especies presentan algunos problemas para
su delimitacién debido a que no existen disconti-
nuidades morfoldgicas abruptas y aparecen fre-
cuentemente formas transicionales (Hunziker et
al., 1975). :

Las especies estudiadas son P. alba Griseb. y P.
nigra (Griseb.) Hieronymus de la serie Chilenses y
P. ruscifolia Griseb. y P. hassleri Harms de la serie
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Ruscifoliae (Burkart, 1976). Estas son especies es-
trechamente relacionadas segan lo_evidenciado
por los estudios morfoldgicos (Burkart, 1976), cro-
mosémicos (Hunziker et al., 1975, 1977, Naranjo et
al., 1984), de composicion acidica de aceites semi-
r}ales (Madrifian Polo et al., 1976), cromatograficos
(Carman, 1973, 1977, Gianinetto et al., 1975, 1976 a
y b, Palacios y Bravo, 1981, Gitelli et al., 1981, 1984,
Naranjo et al., 1984) e isoenzimdticos (Saidman,
1984, 1985); existiendo entre ellas hibridacién natu-
ral en algunas dreas (Burkart, 1952; Palacios y Bra-
vo, 1974, 1981; Hunziker et al., 1975, 1986; Naranjo
etal., 1984). Asimismo, estudios previos de electro-
foresis de protefnas seminales, indican una gran
similitud proteica entre algunas de estas especies
(Burghardt y Palacios, 1981, 1984; Burghardt,
1982). , :

MATERIAL Y METODOS

Se realizd electroforesis de proteinas seminales
(fraccién acuosa) de ejemplares coleccionados por
Ramoén A. Palacios (RAP) en las provincias de Tu-
cumdn, Salta, Santiago del Estero, Chaco y Formo-
sa; Otto T. Solbrig (OTS) en Formosa y Beryl Simp-
son (BS) en Santiago del Estero. La distribucién de
los ejemplares se detalla en la Figura 1.

A continuacién se indica la procedencia y el
namero de herbario de los ejemplares estudiados,
seflaldndose entre paréntesis el herbario donde se
encuentran depositados (utilizando las siglas pro-
puestas por Holmgren y Keuken, 1974). Las inicia-
les corresponden a los colectores ya indicados.
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Fig. 1.— Distribucién de los ejemplares estudiados.

Prosopis ruscifolia Griseb.. ARGENTINA. Prov. Formosa:
RAP 554,321,332,478, 539, 540, 550, 307, 334, 811, 813, 814,
815, 816 (BAFC). OTS 4266 (GH). Prov. de Santiago del
Estero: BS 1037-1, 1037-4, 1037-5 (GH), RAP 511, 513, 516,
518,519,520, 521,571,572,573,576,577, 667,668, 669, 671,
829, 835, 836, 837, 838, 842, 945, 946, 947 (BAFC).Prov.
Chaco: RAP 489, 498, 526, 527, 530, 533, 534, 536, 538
(BAFC). Prov. Tucumdn: RAP 661, 662, 663, 664, 839, 840,
841 (BAFQ). Prov. Salta: RAP 926, 937, 938 (BAFC).El total
de individuos analizados fue de 155. .

Prosopis alba Griseb.: ARGENTINA. Prov. Formosa: RAP
314, 323, 329, 330, 464, 548 (BAFC); OTS 4238 y 4247 (GH).
Prov. Santiago del Estero: RAP 512,522, 818 (BAFC); OTS-BS
4273 (GH). Prov. Chaco: RAP 496, 523, 529, 580, 920, 922,
923 (BAFC); OTS-BS 4281 (GH). Prov. Santa Fe: RAP 677
(BAFQ). Total de individuos estudiados: 64.

Prosopis hassleri Harms: ARGENTINA. Prov. Formosa:
RAP 311,316, 320, 322, 462, 480, 556, 557, 558, 560, 561, 563,
683, 684, 708, 796, 802, 805, 807 (BAFQ). El total de indivi-
duos analizados fue de 63.

Prosopis nigra (Griseb.) Hieronymus: ARGENTINA.
Prov. Formosa: RAP 465, 473, 487 (BAFC); OTS 4255, 4267
(GH). Prov. Santiago del Estero: RAP-578, 830 (BAFC). Prov.
Chaco: RAP 499, 524, 525, 528, 353 (BAFC). Total de indivi-
duos: 50.

Dado que algunas especies de la seccién Algaro-
bia (P. velutina, P. chilensis y P. flexuosa) serian
autoincompatibles (Simpson, 1977), asi como tam-
bién lo es P. nigra (Palacios y Bravo, 1981) y habién-
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dose encontrado autocompatibilidad parcial en P.
torquata (Simpson et al., 1977), se supone que las
especies aqui estudiadas son predominantemente
alégamas, por lo cual se consideraron semillas di-
ferentes como individuos genotipicamente distin-
tos.

En todos los casos se estudié un nimero mayor
de individuos que aquéllos que fueron aprovecha-
bles para el andlisis.

Técnicas electroforeticas

La electroforesis fue realizada en placas hori-
zontales de gel, al 7%, de poliacrilamida en agua ,
destilada, utilizando como catalizadores TMED y
persulfato de amonio. El gel se equilibré en “buf-
fer” Lactato de Aluminio 0,05 M + urea 3 M duran-
te 48 horas. Las muestras a analizar se realizaron

moliendo semillas (una por muestra) en mortero

de porcelana; seguido de tres extracciones con 0,5
ml de “buffer” Lactato de Aluminio 0,05 M + urea
3 M. El extracto obtenido se liofiliz, guarddndose
en desecador a 0° C. )

Se realizé la corrida electroforética: utilizando
como “buffer” de corrida Lactato de Aluminio 0,05
M, durante aproximadamente cinco horae con un
volta]e de20V/cm. ;



Los geles se colorearon en solucién de Amido-
black al 0,2% en Metanol-Agua-Acido acético 5:5:1
y fueron decolorados en Agua-Metanol-Acido acé-
tico 10:4:1.

Técnicas numéricas

Las cuatro especies de Prosopis estudiadas cons-
tituyeron otras tantas unidades taxonémicas ope-
rativas (OTU). El total de caracteres considerados
fue de 49, representando cada uno, una banda poli-
peptidica. Los estados posibles de cada cardcter

fueron sus respectivas frecuencias en las especies -

estudiadas.

A partir de la matriz basica de datos se calcula-
ron la Distancia Taxonémica Promedio y la Distan-
cia Manhattan (Sneath y Sokal, 1973) para cada par
posible de OTU, obteniéndose dos matrices de dis-
tancia. Para analizar la afinidad existente entre las
OTU, se realizaron andlisis de agrupamientos
(“Cluster”) mediante la aplicacién de distintos
métodos (Sneath y Sokal, 1973) sobre la base de
ambas matrices. Se calculé la distorsién introduci-
da durante el proceso de agrupamiento mediante
el coeficiente de correlacién cofenético (r) desarro-
llado por Sokal y Rohlf (1962). Sus valores oscilan
generalmente entre 0,6 y 0,9, siendo los cercanos o
mayores de 0,8 indicadores de escasa distorsion.

Tabla 1.— Matriz Bésica de datos. Frecuencias de ¢
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Tabla 2.— Matriz de distancias (Distancias Taxonémicas
Promedio)

'P. ruscifolia P.nigra P.alba P.hassleri

P. ruscifolia 0,000

P. nigra 0,168 0,000

P. alba 0,173 0,169 0,000

P. hassleri 0,168 0,183 0,135 0,000

Tabla 3.— Matriz de distancias (Distancias Manhattan)

P.ruscifolia P.nigra P.alba P.hassleri

P. ruscifolia 0,00

P. nigra 5,97 0,00

P.alba 6,01 5.35 0,00

P. hassleri 6,10 6,47 4,35 0,00

“También se calculé el coeficiente de congruencia
entre los fenogramas obtenidos. Con el mismo ob-
jeto y a partir de la matriz de Distancias Manhat-
_tan, se. confeccioné un Arbol de Valor Minimo
(Prim, 1957) que es también una forma de andlisis
de agrupamientos representado por un diagrama
en el cual, la suma de la totalidad de las distancias
es minima.

ada banda observadas en cada una de las especies.

NUMERO
DE ‘ %
BANDA 1 2 3 4 - 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
ESPECIE 2
P. alba 0,20 0,3 1,00 0,00 0,00 0,06 1,00 0,04 0,01 0,74 0,48 0,03 0,15 1,00 0,01 0,00 0,60
P. hassleri 0,06 0,41 1,00 0,00 0,00 0,10 1,00 0,00 0,02 0,81 0,48 0,10 0,10 1,00 0,00 0,03 0,63
P. nigra + 0,06 0,33 1,00 0,00 0,00 0,04 1,00 0,06 0,09 0,63 0,63 0,04 0,23 1,00 0,00 0,08 0,78
P. ruscifolia 0,31 '0,50 1,00 0,004 0,02 0503 1,00 0,03 .9,33 0,79 0,46 0,12 0,32 1,00 0,06 0,06 0,86
BANDA 18 19 y 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34
ESPECIE {
P. alba 0,82 0,00 0,32 0,50 0,46 0,31 0,51 0,73 0,00 0,00 0,00 0,49 0,29 0,71 0,98 1,00 0,44
P. hassleri 0,75 0,00 0,33 0,57 0,44 0,38 0,40 0,62 0,38 0,02 0,27 0,29 0,43 0,51 1,00 ‘1,00 0,60
P. nigra 0,740,120, 71 0,90 “0519%°0,0920508 0,73 "0,00 “0,01' “0,10'“0,06° *0,79' 0,54 1,00 1,00 0,40 "
P. ruscifolia 0,89 0,02 0,55 0,77 0,38 0,09 0,27 0,68 0,20 0,00 6,15 0,13 0,82 0,8 0,99 -1,00 0,65
BANDA 35 36 - 37 38 39 40 41 42 ‘43 44 45 46 47 48 49
ESPECIE '
P. alba 0,50::.0,35 ..0,33..0,02,..0,29 :Qy23.-0,51 0,36 0,16 0,05 0,39 0,00 0,08 0,00 0,30
P. hassleri 0,62 0,5 0,22 0,11 0,22 6,43 0,51 0,48 0,51 D,OZ 0,24 0,00 0,51 0,06 0,38
P. nigra 0,70 0,33 0,16 0,07 0,21 0,13 0,37 0,32 0,23 0,01 0,44 0,00 0,03 0,23 0,51
P. ruscifolia 0,29 0,44 0,56 0,02 0,30 0,16 0,71 0,75 0,42 0,02 0,50 0,04 0,30 0,04 0,42
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RESULTADOS

El total de bandas encontrado fue de 49. Las
mismas fueron numeradas de acuerdo a su movili-
dad catédica, comenzando por la de menor movili-
dad. .

Las bandas 3, 7 y 14 son constantes para las
cuatro especies estudiadas. Las muestras de P. rus-
cifolia, P. nigra y P. hassleri presentan siempre la
banda 33 que aparecié también en un 98% de los
individuos de P. alba. La banda 32, también se
presenta en alta frecuencia en las cuatro especies,
siendo constante para todos los individuos de P.
nigra 'y P. hassleri.

‘Las bandas 4, 5 y 46 sélo se encontraron en muy
pocos individuos de P. ruscifolia, estando ausentes
en el resto de las especies.

Las bandas 8, 15, 16, 19, 27, 28, 44 y 48 se hallan
en baja frecuencia en las cuatro especies, estando
alternativamente ausentes en algunas de ellas a
 saber: la8 en P. hassleri, 1a 15 en esta especie y en P.
nigra, 1a 19 en P. hassleri y P. alba, l1a banda 44 sélo
ausente en P. nigra, la 27 en P. ruscifolia y P. alba y
28 y 48 no fueron encontradas en ningan individuo
de P. alba. La banda 26 present6 frecuencia inter-
media en P. hassleri, baja en P. ruscifolia y P. alba y
estuvo ausente en P. nigra.

No se encontraron bandas “marcadoras” y ex-
clusivas de ninguna de las especies estudiadas; por
lo tanto, al no existir un electroforegrama caracte-
ristico para cada especie, no se consideré conve-
niente el confeccionar un esquema para represen-
tar a cada una de las especies, ya que cualquier
criterio de presencia o ausencia que se considerara
distorsionarfa mucho los datos. Por esto dltimo es
que el estudio de la variabilidad interespecifica se
realizé sobre la base de las frecuencias observadas
de cada banda proteica en cada una de las especies.
Dichas frecuencias observadas se resumen en la
Tabla 1.

Las distancias Taxonémicas Promedio y Man-
hattan, calculadas considerando los datos indica-
dos en la Tabla 1 se'registraron en las Tablas 2 y 3
respectivamente.

La Figura 2 muestra-dos de los fenogramas rea-
lizados: los obtenidos por el método de medias no
ponderadas (UPGMA), uno basado en la matriz de
distancias Taxonémicas Promedio (Tabla 2) y el
otro en la de distancias Manhattan (Tabla 3). Se
indican también los coeficientes de correlacién co-
fenética y el coeficiente de congruencia.

La Figura 3 es el Arbol de Valor Minimo, obte-
nido a partir de los datos de la Tabla 3.

0,2 0,15 0,10
P.hassleri
P. alba
P. nigra
r = 0,945 P. ruscifolia
A
6 5 L]
b Vel 4
s e P. hassieri
1——- P. alba
P. nigra
T = 0,900 P. ruscifolia
B

COEFICIENTE DE CONGRUENCIA ¢ = 0,988

Fig. 2.— Fenogramas obtenidos mediante el método de
pares no pesados basados en medias aritméticas (UPG-
MA). A: Fenograma basado en Distancias Taxonémicas
Promedio. B: Fenograma basado en Distancias Manhattan.

.

P. hassleri P. nigra

P. alba

®
@

4,35 5,35

L6°S

L)

P. ruscifolia

Fig. 3.— Arbol de Valor Minimo (Reticulo de Prim)

DISCUSION

Burkart (1976) incluye a las cuatro especies estu-
diadas en el presente trabajo dentro de la seccién
Algarobia y considera a P. alba y P. nigra como
pertenecientes a la serie Chilenses y a P. rusczfolza y .
P. hassleri a la serie Ruscifoliae.

Si bien el tratamiento sobre la base de estudios
morfolégicos (basados principalmente en caracte-.
risticas foliares) llevado a cabo por Burkart (1976)

determiné la inclusién de P. alba y P. hassleri en
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diferentes series, las distancias calculadas sobre la
base de datos electroforéticos de protefnas semina-
les indican una gran similitud entre estas dos espe-
cies y los distintos métodos de agrupamiento son
congruentes en reunirlas en un mismo nicleo taxo-
némico. Los estudios cromatogréficos (Palacios y
Bravo, 1981) y los andlisis isoenzimdticos (Said-
man, 1984, 1985) coinciden en estimar una alta
similitud entre estas dos especies. Ademds, la exis-
tencia de individuos hibridos interespecificos entre
ambas es significativa (once, segiin lo sefialado por
Palacios y Bravo (1981), considerada con respecto a
los hibridos entre P. alba y la otra especie de la
misma serie: P. nigra.

P. alba y P. nigra son morfolégicamente muy

similares y viven simpdtricamente en amplias re- -

giones de nuestro pais, sin embargo los hibridos
citados son escasos: dos para la regién chaqueiia
(Palacios y Bravo, 1981) y dos en la provincia de
Entre Rios (Naranjo et al., 1984).

P. nigra es una especie que tiene amplia distri-
bucién geogréfica, desarrollindose en zonas con
200 mm de precipitacién media anual, hasta 1200
mm y desde el nivel del mar hasta 2500 m s m. Su
afinidad con las otras especies estudiadas no pue-
de esclarecerse totalmente mediante la electrofore-
sis de proteinas seminales. Los estudios cromato-
gréficos (Palacios y Bravo, 1981) sefialan una ma-
yor similitud entre P. nigra y P. alba que entre la
primera y P. ruscifolia, sin embargo, estas dos com-
parten dos manchas en forma exclusiva (Palacios y
Bravo, 1981: 26); asimismo, Saidman (1985) encon-
tr6 mayor similitud isoenzimdtica entre P. alba y P.
nigra que entre ésta y P. ruscifolia, pero sefiala que
“en algunos individuos de P. nigra y P. ruscifolia,
las intensidades de coloracién relativa de las ban-
das de ADH se apartan de las esperadas, hecho
que suegeriria una incipiente divergencia génica
entre estas especies y P. alba y P. hassleri”. Los
distintos fenogramas obtenidos sobre la base del
presente estudio electroforético, a pesar de ser alta-
mente congruentes (segtin lo indica el coeficienté
de congruencia calculado) difieren en la ubicacién
'de P. nigra ya que algunos la agrupan con P.
ruscifolia y otros dentro del nicleo formado por P.
alba'y P. hassleri. En el Arbol de Valor Minimo (Fig.
3) se visualiza que P. nigra es un tax6n intermedio
entre P. ruscifolia y P. alba, mds cercano a esta
Gltima; una similitud més baja con P. hassleri po-
dria producir su agrupamiento alternativo con P.
ruscifolia. Las diferencias entre P. hassleri y P. nigra
son las mds pronunciadas a nivel electroforético;
en este caso existe concordancia con la divisién
infragenérica propuesta por Burkart (1976). Esta,
ademds, estd en cierta forma evidenciada por los
pocos individuos hibridos de ese origen (P. hassleri
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X P. nigra) encontrados (Palacios, obs. personales);
lo cual indicarfa poca afinidad entre ambas.

P. ruscifolia es una especie invasora que ocupa
grandes espacios caracterizados por modificacio-
nes naturales del ambiente (inundaciones por cam-
bio de los cauces y desbordes de los rios, principal- -
mente los rios Pilcomayo y Dulce) y por la activi-
dad humana (sobrepastoreo, tala, quema, agricul-
tura, etc.). El drea de distribucién coincide con las
de las otras tres especies, habiéndose detectado
hibridos con todas ellas (Palacios y Bravo, 1981).
Los hibridos P. ruscifolia x P: alba son los mds fre-
cuentes pero la presencia de dichos hibridos se da
principalmente en Santiago del Estero, halldindose
con menor frecuencia en otras procedencias estu-
diadas (Palacios, obs. personales); ésto podria indi-
car que existen diferencias genéticas entre pobla-
ciones de P. alba o de P. ruscifolia. Estudios prelimi-
nares (Burghardt, en preparacién) indicarian que
las homologias proteicas entre procedencias de P.
alba son mayores que las existentes entre poblacio-
nes de P. ruscifolia. La ocurrencia de mayor canti-
dad de hibridos en Sgo. del Estero puede ser debi-
da a condiciones ambientales que permitieron la-
manifestacién de la hibridacion. La presencia de
asentamientos europeos en esta drea datan de hace
aproximadamente 400 afios y la devastacion de la
masa boscosa determiné la existencia de hdbitats
abiertos que habrian permitido el desarrollo de
mayor cantidad de individuos hibridos; no siendo,
en este caso, necesariamente correlacionada su pre-
sencia con una mayor similitud genética entre las
especies involucradas. A pesar de su similitud exo-
morfolégica (folfolos grandes) son relativamente -
pocos los individuos hibridos detectados en la na-
turaleza entre P. ruscifolia y P. hassleri, lo cual estd
relacionado con la menor similitud de sus patrones
electroforéticos de proteinas seminales.

CONCLUSIONES

Los puntos principales a destacar son los si-
guientes:

a) Gran homologia proteica mterespec1f1ca que
no permite una identificacién precisa mediante.
electroforegramas caracteristicos, debido a la falta
de bandas marcadoras.

b) Alta similitud entre P. alba y P. hassleri, lo
cual no estd en concordancia con su posicién en el
sistema taxonémico de Burkart (1976).

c) Posicién incierta de P. nigra , que por su mor-
fologia estd préxima a P. alba (Burkart, 1976) y que
los datos cromatograficos (Palacios y Bravo, 1981),
isoenzimdticos (Saidman, 1984, 1985) y los aqui
presentados la colocan en una posicién 1ntermed1a
entre P.albay P. rusczfoha
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d) Separacién manifiesta entre P. hassleri y P.
ruscifolia, lo cual coincide con los datos cromato-
graficos (Palacios y Bravo, 1981) y electroforéticos
(Saidman, 1984, 1985; Hunziker et al., 1986; Burg-
hardt y Palacios, 1981, 1984).

Las evidencias presentadas en este trabajo, con-
juntamente con las de Saidman (1985) y Hunziker
et al. (1986), sugieren la realizacion de un replanteo
de las divisiones infragenéricas en el género Proso-

pis.
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