Estimacion de la diversidad isoenzimatica
en dos especies de Bromus'

ABSTRACT

This paper analyzes intra- and interpopulation variability
in five natural populations of B. auleticus and two populations
of B, catharticus, to obtain data for fonmulating strategies to
be used in future collecting field trips, and in the improvement
of species germ plasm.  Individual electrophoretic ananlyses
were carried oot using crude feaf extract taken from 20 to 25
pandets with fourt or five fully expanded lenves. Esterase and
peroxidase stains showed that B. auleticus has a pheantypic
diversity 2.8 times greater than B. catharticus. Total diversity
within and ameng population of B, arleticus vas found to be
62% and 38% respectively, wherens in B, catharticus diversity
was roughly equivalent. In the case of B. auleticus, no
correlation was found between geographic distance and those
measured by the Hedric index (¢ = -08.05). This allows us to
infer that interpopulntion variability does not follow a regular
geopraphic pattern. These preliminary rédals supgest that
further smmples of B. auleticus should be taken over lnzger
distances, exploring new areas, and that it is passible to predict
advances in genetic improvement advances in these species by
means of simple selection schemes.

- Key words: Bromus auleticus, Bromus catharticus, esterases,
peroxidases.
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RESUMEN

Este trabajo tiene como objetivo conocer Ia varabilidad
isoenzimdtica intra- e interpoblacional en cinco poblaciones
naturales de Bromus auleticus y dos poblaciones de Bromus
catharticus, con Ia finalidad de obtener datos que orienten las
estritegins futuras de recolecciin y o mejoramiento del
germoplasma de esta especie.  Los andlisis electroforéticos
individuales se realizaron con extracto crudo de hojas de 20 a
25 phintulas, en estade de coatre o cinco hojas bien desplega-
das. El revelade de esterasas y peroxidasas mostré que B
auleticus tiene ung diversidad fenotipica 2.8 veces superior que
B. catharticus. La distribucifn intra- e interpoblacional de 1o
diversidad total en B, auleticus es de 62% y 38%
respectivamente, mientras que en B catharicus o
aproximadamente equivalente, Por otra pacte er B, aufeticus
no se encontrd correlacion entre las distancias peegnificas y las
caleuladas con el indice de Hedrick (10} (r = -0.05),
permitiendo inferir que la varabilidad interpoblacional no
sigue un  patrén  geogrdfico regular.  Estos resullades
prefiminares permiten sugerir que fos muestreos en B, quleticus
se deben realizar a distancios mayeres explorando nuevas dreas
¥y que, por otra parte, es posible predecir avances en el
mejoramiente gendtico de esta especie mediante ta adopcién de
esquemas de seleccidn relativamente sencillos,

Palabras claves: B auleticus, B. catharticus, esterasus,
peroxidasas.

INTRODUCCION

Uno de los recursos fundamentales de Ia
produccidn pecuaria es la utilizacidn de pasturas
naturales que tienen la ventaja de encontrarse ya
adaptadas (Pahlen 1975) frente a Ia introduccidn de
especies  fordneas. Et género  Bromus estd
representado en la Argentina por unas 15 especies
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indigenas y 12 exdticas. Algunas de las especies
introducidas son importantes como malezas; las
indigenas  son, en general, buenas forrajeras
destacdndose B, ardeticus (Trin ex Nees) por su
resistencia a sequia, bajas temperaturas y fuertes
vientos, por lo que se considera una especie
apropiada para regiones semidridas y B. catharticus
{Vahl), por su productividad en suelos fértiles y
hdmedos, cultivada en paises templados del mundo
(Cabrera 1970).

En geoeral son escasos los datos que se tienen
acerca de la variabilidad genética en especies
forrajeras nativas. Esta informacién es necesaria para
escoger las téenicas de recoleccién y conservacidn
del germoplasma, asi como los métodos de
mejoramiento mds adecuados.  Las isoenzimas
permiten cuantificar ficilmente la diversidad gendtica
de las poblaciones, ya que al estar codificadas por
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alelos codominantes -cuya expresion no se halla
condicionada por el ambiente~ configuran fendtipos
isoenzimdticos distintos, producto de gendtipos
diferentes.  Asi mediante el registro de estos
marcadores altamente heredables es posible
contribnir con la caracterizacidn del material
coleccionado (IBPGR 1986). El objetivo de este
trabajo es conocer la estructura genética y la
distribucién de la diversidad en B. auleticus
utilizando como referentes algunas poblaciones de B.
catharticus,

Brown er al. (1974) al trabajar con B. mollis
utilizaron  seis  alozimas para estudiar la
diferenciacidon microgeogrifica, v Brown e al
(1976), en la misma especie, demostraron diferencias
fisioldgicas entre los gendtipos Adh que presentaron
adaptacidn diferencial al ambiente. Kahler er al.
{1981) emplearon cuatro sistermnas isvenzimdticos con
el objeto de identificar B. madritensis, B. rubens, B.
rectorunt, B. diandrus y B. sterilis y evidenciaron la
variabilidad poblacional de estas especies. Krzakowa
y Kraupe (1981), con los mismos sistemas
isoenziméticos, cuantificaron la variabilidad intra- e
interpoblacional en B. tectorum. En B. catharticus,
Cladera (1979) y Cladera y Pahlen (1984) realizaron
estudios genéticos y poblacionales con esterasas.
Ellos encontraron que las mismas tienen una
estructura monomérica y estin contreladas por un
gen con dos alelos codominantes, y que, ademds, las
frecuencias de los patrones isoenzimdticos difieren
segln la estacidn (primavera o verano) y el afio en
que se realiza la recoleccidn, no hallindose
diferencias entre las distintas localidades
muestreadas. En la misma especie, Morant (1988)
utilizé estos marcadores bioguimicos y la
pubescencia en vaina para determinar el porcentaje
de cruzamientos naturales.

MATERIALES Y METODOS

Los materiales estudiados consistieron en cinco
poblaciones naturales de B. awleticus provistas por el
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA), cosechados en "bulk" en las localidades de
Rio Cuarte (RC), El Morro (EM), Jovita (JO),
Huinca Renancé (HR) y General Cabrera (GC).
Estas localidades se hallan ubicadas en la regidn
central de Argentina, distribuidas en un drea de unos
260 km de didmetro con centro en los 30¢ 30’ de
latitud sur v 64° 30° de longitud occidental.

Ademds, se analizaron dos poblaciones de B.
catharticus recolectadas en dos sitios de la localidad
de Rio Cuarto, Banda Norte (BN) y Universidad
(UN), distantes a cinco kildmetros.

Las semillas se pusieron a germinar en cajas de
Petri a temperatura del ambiente, y después de siete
dias las plintulas fueron trasplantadas a macetas
individuales y mantenidas en inverndculo. Cuando
tas pldntulas tuvieron cuatro o cinco hojas bien
desplepadas, se obtuvo el extracto crudo de la
primera o segunda hoja con 0.2 ml de buffer 0.2 M
tris - citrico pH 7 y 0.3 g de PVP. Se analizaron
entre 23 a 3O individuos de cada poblacion. La
electroforesis se realizé en gel de almidén al 14%,
utilizando como buffer del gel 9 mM tris - citrico pH
7 y como buffer de electrodos 0.135 M tris - citrico
pH 7. El gel se sometid a una diferencia de
potencial de 300 V durante cuatro horas.

Se revelaron peroxidasas (PRX) y esterasas
(EST) siguiendo las técnicas de Vallejos (1983) con
algunas modificaciones {Di Renzo ef al. 1992). Para
PRX se mezeld en el momento de usar 40 mg de 3
etil 9 metil carbazol con 4 ml de NN
dimetilformamida, 100 mi de buffer 0.05 M acetato
de sodio pH 3.2 mil de cloruro de calcio y 0.5 mi de
agua oxigenada al 3%, y el revelado se realizé a
temperatura  ambiente. Para revelar EST se
prepararon 20 mg de o-naftil acetato disueltoen 1 ml
de acetonz y I mi de agua destilada y 20 mg de Fast
Blue RR disuelto en 100 mi de buffer 0.1 M de tris-
CiH pH 6 que fueron mezclados en el momento de
usar, v el revelado se realizé en estufa a 37°
centigrados.

Dado que se desconoce la forma de herencia de
estas enzimas en B. auleticus, en este trabajo se
utilizaron las  frecuencias de los patrones
iscenzimdticos.  Para determinar la diversidad
fenotipica intra- e interpoblacional, se usd el indice
de Shannon (Ibdnez et al. 1993; lain et al. 1975,
Lewontin 1972):

M
H=- L plogp,
[=1
Donde:
p; son las frecuencias de los patrones isoenzimaticos;
n el niimero de patrones diferentes.
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Fig. 1. Zimogramas de esterasas anddicas foliares de B. awleticus.

Fig. 2. Zimogramas de esterasas anddicas foliares de B, catharticus.
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Con el indice de Hedrick (1971) (1), modificado
para frecuencias fenotipicas, se construyd una matriz
de las distancias peograficas.

RESULTADOS

Las zonas en que se dividen los patrones
isoenziméticos (Figs. 1 y 2) son grupos de bandas
suficientemente separados vy, en algnnos casos, con
caracteristicas propias tales como difersncias en la
coloracidn. Este agrupamiento permitic suponer que
cada zona se halla regida por “loci" génicos
distintos, Sin embargo, a partir de los
polimorfismos observados. no fue posible deducir,
con un grado de certeza aceptable, la forma de
herencia de las bandas que componen cada zona.
Considerando que los diferentes patrones
isoenzimdticos de cada zona son el producto de
gendtipos distintos, la frecuencia de aparicidn de
estos patrones se utilizd como dato bdsico para
cuantificar la  variabilidad genética de las
poblaciones.

En las esterasas se observd actividad sélo en la
regién anddica donde las isoenzimas, en B. auleticus,
se agruparon en tres zonas: EST I, 1T y HI (Fig. 1)
y se presentaron 19, 10 y 5 fendtipos isoenzimdticos
diferentes para cada zona respectivamente. En B
catharticus se notaron dos zonas de actividad: EST
Iy Il (Fig 2) con dos y tres patrones distintos cada
una (Cuadro 1).

Cuadro 1. Némero de fendtipos izoenzimdticos
encontrados en las distintas zonas de
EST, aPRX y ¢PRX.

B. auleticus EST aPRX cPRX
Poblaciones 11 10 1 I

RC 1310 5 13 3 6 7 3
EM 35 913 5 1
JO 53 1 613 4 5
HR 3 3 4732 2 5
GC 31 2 412 2 3
Total 1910 5 21 3 6 g9 1l

Continua Cuadro 1

B. catharticus EST aPRX cPRX

Poblaciones I 11 I 11 11
BN 12 1 2 3 2
UN 2 1 1 i 21
Total 2 3 2 2 4 2

Las peroxidasas marcaron actividad en las
regiones anddicas y catddicas del gel. En B
auleticus se diferenciaron tres zonas de actividad
anddica (aPRX [, 1 y III) hallindose 21, 3 y 6
patrones diferentes para cada zona (Cuadro 1).
Aunque la regidn catddica sefiald tres zonas de
actividad {(cPRX I, IT y 1II), la zona ¢PRX Il no se
tuvo en cuenta porque, si bien mostré diferencias
entre las plantas analizadas, no se logré una
definicion de bandas. ¢PRX Iy II revelaron 9y 11
patrones diferentes.

En B. catharricus. las peroxidasas manifestaron
la actividad de dos zonas anddicas: aPRX I, que no
exhibid variantes en sus patrones isoenzimdticos, y
aPRX Tl que evidencié dos variantes Las
isoenzimas que migran hacia el citodo se agruparon
en tres zonas: cPRX 1, I1 y Il mostrando cada una:
dos, cuatro y dos fendtipos diferentes.

DISCUSION

No se pueden considerar como exhaustivas las
inferencias obtenidas en este frabajo aunque si
orientan respecto de las estrategias que han de
adoptarse en los futuros viajes de recoleccién vy en
las actividades de manejo y conservacidn de la
variabilidad genética. En B. catharticus se
analizaron solo dos poblaciones, ya que se tomd
como una especie de referencia, siendo el principal
objetivo la evaluacidn de B. awdeticus.

Segiin los resultados cbtenidos en el Cuadro I,
B. auleticus presentd el mayor nimero de fendtipos
ispenzimdticos tanto para esterasas como para
peroxidasas. De acuerdo con el Cuadro 2, en B
anleticus, las esteras son las enzimas que presentan
mayor indice de diversidad (Ho = 1.067}. En
general, todos los sistemas analizados se hallan cerca
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del promedio (Ho = 0.96), lo que indica una alta
repetibilidad de los resultados. En cambio en B.
catharticus existe una mayor dispersion de los
resultados; esta mayor heterogeneidad, asf como el
menor nimero de fendtipos observados (Cuadro 1),
puede deberse en parte al menor ndmero de
poblaciones analizadas, pero también a la menor
variabilidad de esta especie.  Las peroxidasas
anddicas con Ho = 0 indican que si bien esta zona
enzimdtica presenta dos patrones {Cuadro 1), cada
uno de ellos se encuentra sélo en una de las
poblaciones. Bs decir que observando los patrones
de esta enzima es posible identificar cada poblacidn
analizada lo cual implica un proceso de
diferenciacién entre fas mismas.

Cuadre 2. Valores de H para cada poblacién y
sistema isoenzimdtico en B. auleticus y
B. catharticus.

Bf‘ arlericus
Poblaciones EST aPRX c¢PRX Ho

RC 1.61 1.25  0.86 1.29
EM 1.27 677 070 0.94
JO 0.63 083 1.32  0.88
HR 1.18  0.87 I.10 1.04
GC 067 065 066 0.66
Ho .07  0.87 093 096
Hs 1.70 1.44 1.46 1.55
Ho/Hs 063 060 064 062

Hs-Ho)/Hs 0.37 0.40 036 0.38

B. catharticus

Poblaciones EST aPRX ¢PRX Ho

BN 032 000 069 045
UN 0.34 0.00 0.22 0.23
Ho 0.33 0.00 0.46 0.34
Hs 0.79 0.69 0.61 0.69
Ho/Hs Q.42 0.74 0.758 0.49

(Hs-Ho)/Hs  0.58 026 025 05]

La particidn de la variabilidad realizada para
cada sistema enzimdtico en B. auleticus (Cuadro 2)
presenta resultados muy semejantes al obtenido del
andlisis conjunto; cada uno de estos sistemas tienen
una variabilidad intra- e interpoblacional préxima al
62% y 38%, respectivamenie. Nuevamente en B.
catharticus, los resultados se hallan mds dispersos
con respecto a los valores promedios

De acuerdo con los resultados del Cuadro 2, B,
auleticus tiene un indice de diversidad total (Hs) de
1.55 mientras que B. catharticus de 0.69, el que
ademds es inferior a la mayoria de los indices de
diversidad de las poblaciones individuales (Ho) de B.
auleticus, a excepcidn de GC con el que no difiere
significativamente. La diversidad en promedio
dentro de las poblaciones de cada especie también es
2.8 veces mayor en B. auleticus (Ho = (0.96) que en
B. catharticus (Ho = 0.34). Ninguna poblacidn de
B. catharticus supera en diversidad a cualquiera de
las poblaciones de B. anleticus.

Con los datos presentados, es posible inferir que
B. auleticus es upa especie con una variabilidad
genética claramente superior a la de B. catharticus,
diferencia que resulta coherente con las
observaciones realizadas en el campo sobre
caracteres morfoldgicos y cuantitativos. Es conocido
que existe una asociacién positiva entre la cantidad
de fecundacidn cruzada y la variacidn genética
(Hamrick 1979). B. auleticus, especie considerada
por algunos mejoradores como eminentemente
alégama, posee un porcentaje de fecundacion cruzada
mayor que B. catharricus. Esta dltima, con un
porcentaje de alogamia de s6lo 1.8% (Morant 1988),
tiene un periodo de floracién prolongado
comportindose en su mayor parte como cleistégama
y si florece como chasmégama lo hace sdlo a
principios de periodo,

Por otra parte se ha demostrado que las especies
predominantemente aldgamas mantienen altos niveles
de variacidn intrapoblacional {Cabrera 1970; Gottlieb
1977) y, como ya se indicd, la diversidad total en B.
auleticus se distribuyd en un 62% y un 38 % adentro
y entre las poblaciones, respectivamente; en B
catharticus la distribucidn intra- e interpoblacional es
aproximadamente equivalente,

Esta menor diferenciacién interpoblacional en B,
auleticus se manifiesta en la imposibilidad de

caracterizar algin sitio de recoleccidn. Si bien existe
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un cierto rango de diversidad entre las poblaciones,
ninguna presenta un  fendtipo dnico que la
identifique; por el contrario, la mayoria de los
patrones isoenzimdticos, aunque con frecuencias
diferentes, se encuentran en més de una poblacién.
La falta de diferenciacién interpoblacional permite
suponer (ue la especie percibe un ambiente de grano
fino (Levins y MacArthur 1966), es decir como ¢i la
region fuera homogénea,

Ademds en B. auleticus, la ausencia de correla-
cion entre las distancias geogrificas y las distancias
calenladas con el indice de Hedrick (1971) (Cuadro
3) permitié inferir que la variabilidad entre las po-
blaciones no sigue un patrén geogrifico regular.
Esta falta de interdependencia causal entre ambas
distancias (r = -0.05) puede deberse en parte a la
escasa diferenciacidn interpoblacional (38%), y tam-
bién a que los sitios cercanos, localizados unos con-
tiguos de otros, no siguen un gradiente determinado.

Cuadro 3. Matriz de similitud segin el indice de
Hedrick (I;) (superior) y distancias
geogrdficas (inferior)

RC CM 10 HR GC
RC 0 .834 693 440 676
cM 110 0 687 350 .666

1O 175 205 0 341 557

HR 210 200 60 0 516

GC 60 195 210 255 0
Coeficiente de correlacién entre ambas matrices = —0.‘05

Ya que el material analizado es muy homogéneo,
es factible deducir que no resulta conveniente
aumentar la densidad de muestreo en B. aulericus
sino que, por el contrario, se recomienda realizar
muestreos mds espaciados, por lo menos a intervalos
mayores que la distancia en promedio que separa
cada poblacién (168 km) y ampliar el 4rea o explorar
nuevas dreas en busca de variabilidad.

S5i se presupone que asi como la alta variabilidad
manifestada a través de estos caracterss bioquimicos
-que representan una muestra aleatoria del genomio-
también existe una importante variabilidad en los
genes de herencia cuantitativa y que rigen caracteres
de importancia agrondmica, entonces es posible

predecir avances en el mejoramiento genético de B.
auleticus mediante Ia adopeidn de esquemas de
mejoramiento relativamente sencillos. Es decir que,
por lo menos, en las primeras etapas de la seleccidn
con este grado de variabilidad. podria esperarse una
buena respuesta a la seleccidn en corto tiempo y con
relativamente poco esfuerzo.
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