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RESUMEN

Se desarrolld una metodologia para describir, cuantificar y analizar el comportamiento
de la floracion de un rodal y de sus arboles individuales. Esta metodologia tiene por objeto
obtener la informacion necesaria sabre fenologia del rodal, para establecer modelos del sistema
de apareamiento a partir del andlisis conjunto con informacion proveniente de analisis con
marcadores moleculares sobre arboles semilleros y descendencias. Se aplica la metodologia
propuesta al estudio del sistema de apareamiento de un enjambre hibrido de Prosopis spp,
presentandose algunos resultados preliminares. El trabajo se llevo a cabo en un rodal ubicado
en la region del Chaco Arido argentino que constituye un enjambre hibrido formado por las
especies puras de Prosopis flexuosa y Prosopis chilensis y sus hibridos interespecificos. Para
el desarrollo del modelo fue necesario contar con informacion cuali y cuantitativa de la fase de
floracion. Se realizo un seguimiento fenologico individual de los arboles, teniendo en cuenta la
presencia y cantidad de flores en fase de flor completamente abierta (flor receptiva). En base
a estas observaciones fue posible estimar el periodo de floracion (inicio y fin) de cada uno de
los arboles. Para cuantificar |a floracion, se establecieron a campo categorias de intensidad de
produccion de flores. Con toda la informacién obtenida se determino la funcion que describe
la curva media de floracion individual relacionando tiempo e intensidad de floracién. Ajustando
las observaciones fenolégicas individuales a la funcion hallada, fue posible construir la curva
de floracion de cada planta. De esta forma se estima el aporte de flores de cada arbol dia por
dia. En base a esta informacion se desarrolla un modelo del sistema de apareamiento que con
informacion genética adicional obtenida mediante marcadores moleculares hace posible abrir
hipotesis sobre la existencia de mecanismos de aislamiento genélico entre los componentes
del enjambre.
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METHOD OF PHENOLOGICAL ANALYSIS OF A STAND
ITS APPLICATION IN A HYBRID SWARM OF Prosopis spp

SUMMARY

A methodology was developed to describe, to quantify and to analyse the behaviour of
flowering of a stand and its individual trees. This methodology intends to obtain the necessary
data on the stand phenology, to establish models of mating system from the joint analysis
with information originated with molecular markers about tree seed and theirs progenies. This
methodology is applied to the mating system of a hybrid swarm of Prosopis. The work was
carry out in a stand of the Argentinean region of the Arid Chaco, that constitute an hybrid swarm
formed by the pures species of Prosopis flexuosa and Prosopis chifensis and its interespecific
hybrids. To develop the model was needed to count with qualitative and quantitative information
about the floral phase. With this purpose, the pursue of the phenology of each tree was made,
having in count the presence and the quantity of flowers in receptive phase (full open flower).
These observations allow estimating the flowering period (beginning and end) of each tree.
To quantify the flowering, categories of intensity of flowers production were established in the
field. The function that described the average curve of individual flowering that relates time and
intensity was determined with the information obtained. Adjusting the individual phenological
observations to the function found was possible to construct individuals flowering curves. In this
way is possible to estimate the flowers contribute of each tree every day. A model of the mating
system is evolved on the basis of that information, which with additional genetic data, obtained
with molecular markers, makes possible to identify the existence of genetic isolation mechanism’
between the swarm components.

Key words: Prosopis, hybrids, phenology, mating models
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INTRODUCCION

El sistema de apareamiento determina en buena medida la constitucion genotipica de
la descendencia de un rodal. Los programas mas utilizados en la actualidad para analizar el
sistema de apareamiento y estimar sus principales parametros (CERVUS, Marshall et al. (1998);
MLTR, Ritland {2002) y otros) utilizan como informacion Unicamente la surgida del analisis de
marcadores moleculares sobre descendencias y progenitores. Sin embargo la informacién que
puede aportar el estudio fenolégico de un rodal, puede ser determinante para entender los
mecanismos involucrados.

Es obvio que una condicidn necesaria para que dos plantas se apareen entre si es
que ambas posean flores maduras simultaneamente. Si existe una distribucion no aleatoria
entre los tipos genéticos que se estudian y el comportamiento en los tiempos e intensidades
de floracion, habra un desfase entre la composicion genotipica esperada de la descendencia
segun se considere o no este aspecto. Estos programas asumen, entre otros supuestos, que
todos los individuos tienen la misma probabilidad de aparearse entre si, por lo que en el proceso
de andlisis el comportamiento de |a floracion es uno de los factores desconocidos.

Este trabajo presenta un método para introducir al analisis del sistema de apareamiento
el factor de la fenologia floral, con el cual se obtienen frecuencias genotipicas esperadas
en la descendencia que ya involucran el comportamiento fenoldgico del rodal, observado
empiricamente. Quedando asi descartado este efecto, se abre la posibilidad de afinar hipotesis
sobre otros mecanismos ante diferencias entre frecuencias esperadas por el modelo y
pbservadas mediante marcadores moleculares.

Cuando se trata de un enjambre hibrido, donde estan presentes por lo menos dos
especies y sus hibridos interespecificos el sistema de apareamiento toma un significado
especial. En este caso existe la posibilidad de estar frente a procesos microevolutivos que
tienden a la generacion de nuevas formas adaptadas a condiciones distintas que las de las
especies parentales. En el caso de que estas nuevas formas tengan aplicacion para el uso,
la conformacion de grupos de individuos con cierta estabilidad e identidad genética puede
transformarse en base para la obtencién de material de propagacion adaptado a condiciones
nuevas, tomando de esta forma importancia estratégica para el desarrollo de areas marginales
sujetas a procesos de desertificacion.

El conocimiento de los mecanismos de aislamiento incipientes que puedan haber
desarrollado estas nuevas formas permitiria su identificacion, quedando definida la unidad
genética basica para incorperarlas a un programa de mejoramiento, y a su vez podrian
ser utiizados como herramienta para orientar su evolucion posterior en el contexto de ese
programa.

Debido aque es de interés conocer estos mecanismos, |os tipos genéticos que se analizan
buscan no ser neutrales, sino que precisamente estén ligados a cada uno de los componentes
que integran el enjambre. Esto implica que es de esperar que no haya independencia entre los
distintos tipos genéticos bajo analisis y su comportamiento en los tiempos e intensidades de la
floracion.
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El género Prosopis, de flores hermafroditas y polinizacion entomofila, constituye en este
aspecto un excepcional objeto de estudio y de aplicacion para el uso en areas marginales. De
la simple observacién de campo se puede comprobar que en sitios donde entran en contacto
distintas especies afines de este género aparecen individuos de morfologia intermedia. Su
origen hibrido se ha podido comprobar en enjambres en el Chaco arido entre Prosopis flexuosa
y P. chilensis (Verga, 1995). También en estudios similares en areas de contacto entre P. alba,
P. nigra, P. chilensis y P. flexuosa al norte de Cordoba, sur de Santiago del Estero y entre P, alba
y P. ruscifolia en Santiago del Estero, existen evidencias de que se producirian cruzamientos
interespecificos con aparicion de hibridos que prosperan principalmente en ambientes
perturbados. En la Figura N° 1 se sefiala estos y otros sitios donde se ha podido observar este
fendmeno entre distintas especies del género.

En los casos en que se ha realizado estudios, estos hibridos pueden ser clasificados
morfoloégicamente y separados en grupos diferenciados de las especies puras. También se ha
observado que los enjambre hibridos estan asociados en general a ambientes perturbados
de origen antropico (bordes de ruta, campos desmontados y abandonados, areas de riego,
bosques secundarios a partir de incendios, etc.). La proliferacion de individuos hibridos bajo
estas condiciones hace pensar que éstos poseerian buena capacidad de adaptacion. En areas
degradadas del Chaco arido se pueden observar individuos de origen hibrido de muy buen
crecimiento y forma, destacandose en algunos casos, respecto de las especies puras.
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A (TARTAGAL - SALVADOR MAZA): Prosopis alba - P. sp

B (IMPENETRABLE, CHACO); P alba - P nigra;

C (FORMOSA - LAGUNA BLANCA): P. alba - P hassieri

D (Valles Calchaqules): P. alba - P. ferox;

E (RIOS DULCE Y SALADO, SANTIAGO DEL ESTERQ) Y

G (DEPRESION DE MAR CHIQUITA): P alba - P ruscifolia;

F (CORREDOR ENTRE SALINAS GRANDES Y
SIERRAS DE CORDOBA): P alba - P nigra - P chllensis,

H (CERES, SANTAFE): P. nigra - P. affinis

| (PEDEMONTE SIERRAS DE POCHO): P. chilensis - P
flexuosa;

J (SUR DEL BOSQUE TELTECA, MENDOZA): P flexuosa
- P, alpataco;

K (AREA INFLUENCIA RIO DESAGUADERO, MENDOZA
- SAN LUIS) Y L (VALLE CONLARA). P, flexucsa - P
caldenia.

Figura N° 1
ENJAMBRES HIBRIDOS DE Prosopis EN ARGENTINA. ALGUNAS AREAS DONDE APARECEN
EN SIMPATRIA ESPECIES AFINES DEL GENERO Y PROBABLES (EN ALGUNOS CASOS
COMPROBADOS) HIBRIDOS INTERESPECIFICOS

La posibilidad de integrar a los individuos de origen hibrido en grupos morfolégicos con base
genética comun y diferenciarlos netamente de las especies puras, significa que no todo el continuo
de formas intermedias se encuentra representado en estos enjambres, sino que tendrian una serie
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de caracteristicas propias que permiten su diferenciacion. Finalmente, otra caracteristica de estos
hibridos es su fertilidad normal, pudiendo producir semilla y propagarse sin inconvenientes.

Estas tres caracteristicas: capacidad adaptativa, cierta identidad morfologica y genética
y fertilidad normal, pueden tomarse como producto de un proceso microevolutivo que se
generaria a partir de estos enjambres hibridos.

Por otro lado la generalizacién de este proceso en distintas areas y entre distintas
especies del género, lleva a pensar que ésta podria ser una estrategia adaptativa de todo
el conjunto de especies. Esta capacidad le permitiria al conjunto acomodarse faciimente a
cambios ambientales y a la ocupacion de nuevos nichos a partir de exponer a la seleccion una
mayor diversidad, producto del intercambio genético entre distintas especies ya establecidas y
que evolucionaron bajo distintas condiciones.

Para que exista identidad y estabilidad genética de un grupo de individuos, y que estos
tengan la posibilidad de evolucionar adaptandose a nuevas condiciones ambientales (ocupacion
de nuevos nichos) es condicién necesaria que exista cierto grado de aislamiento genético de
algun tipo, entre este nuevo grupo y las especies parentales. De lo contrario, el intercambio
irrestricto imposibilitaria cualquier nueva adaptacion y una evolucién independiente, por lo que
el desarrollo de mecanismos de aislamiento aparece inmediatamente como un caracter con
ventaja adaptativa para la nueva “entidad taxonomica”.

El objeto de estudio para conocer estos procesos es el enjambre hibrido y dentro de el,
particularmente el sistema de apareamiento imperante. Es alli donde se manifiesta y esta activo
este complejo de especies. El conocimiento sobre estos mecanismos arrojara luz sobre el
funcionamiento de este conjunto de especies tomadas como un todo (singameoén). De acuerdo
con Grant (197 1) estos complejos generan nuevas formas con caracteristicas adaptativas nuevas
y sin impedimentos biolégicos para evolucionar, ya que los hibridos producen descendencia tan
fertil como las especies parentales. Entre los factores que permitirian la aparicion de los hibridos
uno de los mas importantes es el de la “hibridizacion” del habitat, en muchos casos como
producto de la intervencién humana (Anderson, 1948; Grant 1971). Prueba de esto, es que el
grupo de especies afines e interrelacionadas de Prosopis que se analiza, ha logrado adaptarse
a ambientes tan disimiles como el desierto de los bolsones cordilleranos donde forma masas
puras, y los palmares en la zona humeda de Formosa donde es un integrante secundario.

Para el desarrollo de una metodologia de estudio del sistema de apareamiento se tomo
como caso particular un enjambre hibrido entre P. flexuosa y P. chilensis ubicado al pie de las
sierras de Pocho en el Chaco arido argentino.

Estudios previos sobre Prosopis chilensis y P. flexuosa (Palacios y Bravo 1981; Saidman
y Vilardi, 1987; Saidman 1990; Verga 1995, Vilela y Palacios 1998, Verga 2000) han arrojado
luz sobre la variabilidad genetica, la diferenciacion intra e interpoblacional, como asi también
para la identificacion de hibridos interespecificos, que han permitido reconocer procesos de
introgresion entre ambas especies y afianzar la hipotesis general de que estas especies forman
parte de un singameon o complejo homogamético.
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Se llevaron a cabo estudios genéticos mediante marcadores isoenzimaticos y de
comportamiento de fenologia floral. Respecto de este ultimo, se desarrolld la metodologia para
obtener un modelo que permita describir y cuantificar el comportamiento de la floracion del
rodal y de sus arboles individuales,

En este caso en particular, de los distintos mecanismos de aislamiento entre especies
afines deben quedar descartados la falta de fertilidad o adaptacion de los hibridos y las diferencias
en el momento de receptividad de la flor (no existiria desfase producto de la receptividad de la
flor en distintos momentos del dia). Por otra parte, si entran en consideracion las diferencias en
las tasas de apareamiento entre los distintos tipos en el enjambre, debida a una capacidad de
competencia diferencial entre polen de distinto origen; preferencias por parte de los insectos;
arreglo espacial de los tipos que integran el enjambre en el rodal; desfases en el periodo de
floracion y en general incompatibilidad (pre- o postcigotica) determinadas genéticamente.

OBJETIVO

Desarrollar un método de analisis del comportamiento de la floracion de un rodal con especial
aplicacién al estudio del sistema de apareamiento en enjambres hibridos del género Prosopis.

MATERIAL Y METODO
Desarrollo Del Modelo

El modelo del sistema de apareamiento propuesto a partir del analisis de la fenologia
floral se construye sobre los siguientes supuestos:

a) Se aparean entre si unicamente individuos que superponen temporalmente la fase
de flor receptiva. Se excluyen todos los otros mecanismos posibles de aislamiento
enunciados mas arriba.

b) La cantidad de polen, évulos y semillas que una planta produce diariamente es
directamente proporcional a la cantidad de flores receptivas que genera el dia en
cuestion.

c) Lacantidad de polen no es limitante y su composicion es la misma en todo el rodal (no
hay efecto por distancia entre plantas).

d) La cantidad total de semilla producida por un arbol es la suma de la produccién
diaria.

e) No hay migracion de genes (la parcela se comporta como un sistema cerrado).

f) La meiosis es regular.

g) El conjunto de individuos es hermafrodita y diploide.

En el caso de conocerse la tasa de autofecundacion ésta puede ser incorporada en el
modelo.

Registro Fenologico

El rodal debe ser mapeado de tal forma de contar con la informacion de las distancias entre
todos los arboles que lo componen. Cada arbol debe ser identificado y estimado el volumen de
copa. Aintervalos regulares se visita el rodal y se realizan observaciones individuales asignando
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a cada arbol un indice de Intensidad de Floracion (/+), independiente del volumen de copa,
segun una escala cualitativa de por lo menos cuatro clases para el estadio de flor receptiva.

También se debe estimar el periodo de floracion de cada arbol individual, como el periodo
de tiempo en el cual las plantas presentaron flor receptiva. Para ello es necesario precisar
los momentos de inicio y fin de fase de flor abierta pero, dado que los registros fenoldgicos
son observaciones puntuales realizadas sobre un proceso que es continuo, en muy pocos
€asos sino en ninguno, coincidiran con el momento preciso de inicio y fin de la fenofase. En
consecuencia, éstos deben estimarse. Por ello se deben registrar los otros estadios florales,
ademas de la presencia y abundancia de flor receptiva, Esta informacion, analizada en forma
conjunta con la velocidad de cambio de cada fenofase, que surge de las observaciones del
comportamiento de la floracion a campo, permite proyectar y reproducir hacia adelante y hacia
atras en el tiempo, la ocurrencia de las distintas fenofases, pudiéndose asi delimitar el periodo
de floracion exacto de cada planta.

Por ofro lado se debe estimar la produccion total de frutos de cada arbol en el rodal
a través de una metodologia similar a la utilizada para el registro de la floracién. Se pueden
determinar clases de abundancia de frutos independientes del tamario de cada planta, para
luego ponderar por este factor. Al igual que para la produccion de flores individual, la informacion
obtenida debe permitir evaluar el aporte porcentual de frutos de cada planta al total de frutos
producidos por el rodal.

Estimacién de la Funcion de Intensidad de Floracién en el Tiempo, de un Arbol Individual

Para cuantificar el aporte de flores abiertas de cada arbol dia por dia (que representa en el
modelo del sistema de apareamiento la cantidad de gametas de cada arbol que participan de los
cruzamientos del rodal), es necesario hallar una funcién que lo describa. Sin embargo, dado que los
registros fenoldgicos se realizan periddicamente y no en forma continua, el nimero de observaciones
sobre cada individuo en particular no resulta suficiente para ajustar una funcion de floracién por arbol.

La funcion que describe la intensidad de floracién de cada arbol en el tiempo se puede
obtener a partir del analisis conjunto de todos los registros fenoldgicos individuales en el rodal. Para
poder realizar esta operacion se estandariza entre 0 y 1 el periodo de floracion individual de cada
arbol. De esta forma se obtiene un conjunto de pares ordenados tiempo — intensidad de floracion
(r. IF) que permiten su ajuste a una funcién. Para facilitar este ajuste puede dividirse el tiempo total
de floracion a intervalos regulares. Para cada intervalo se calcula la media de los valores de /-
correspondientes al conjunto de observaciones involucradas en ese intervalo, a fin de disminuir el
ruido que genera el numero distinto de puntos de / a lo largo de todo el periodo de floracion.

Una vez obtenida la funcion de ajuste de /f, se estandariza dividiendo cada valor diario
de /I por el maximo de la funcién.

Calculo del Aporte de Flores Receptivas de cada Arbol y de la Estructura Genética de la
Nube de Polen para un Locus dado dia por dia en el Rodal

Ajustando los valores observados para un arbol individual segun la funcion de fF
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estandarizada, se puede obtener el valor absoluto de /F para cada dia dentro de su periodo de
floracién. Este procedimiento implica el supuesto de que todos los arboles del rodal florecen
respetando una misma funcién. Si se comprueba que el ajuste de los valores observados es
bajo para algunos individuos o grupos de individuos, puede buscarse una funcion de /F para
cada grupo, a partir de su analisis conjunto, siguiendo el procedimiento descrito para el rodal.

A fin de obtener un indice del aporte total de flores receptivas de cada arbol dia por dia
(1) se debe multiplicar el //- por un factor que contemple el volumen de copa (V():

IO

Donde //" es el valor del indice de floracién absoluto de un arbol para un dia en
particular ajustado segun la funcion hallada. VC es, para el caso de algarrobo, el volumen de
copa estimado como una semiesfera, de radio igual a la mitad del diametro de copa medido

en metros.

Una vez calculado el indice de floracion diario /' para cada arbol dia por dia se pueden
ordenar los datos en una tabla de analisis (Cuadro N° 1).

. Cuadro N° 1 )
TABLA DE ANALISIS PARA EL INDICE DE FLORACION DIARIO

. Dia
o
N° Arbol p 2 3 = Total
ﬂ_
1 f f f f ey
JI2 f’l
n
2 b
£l f /. e
n
3 f. s f f 2 13
S =
%
" 8 f. A : i I
Ja 3 44 < j=1
i u i d a n
Total \__, i : f,': \__ ’,_1 .o EI_ S S ’-l
i=1 i=1 i= =1 i=1 =1

En el Cuadro N° 1, fes el aporte de flores del arbol i el diaj; i=1, 2, 3,...a, donde u es
igual al nimero de arboles considerado en el rodal yj=1,2 3,...n., donde; = 1 corresponde
al primer dia de floracion del arbol mas tempranoy j=n corresponde al ultimo dia de floracion
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del arbol mas tardio.

Zf; es el total de flores presentes en el rodal el dia /, mientras que Z}’, calcula el

il a n -1
total de flores aportadas al rodal por el arbol i. La doble sumatoria »_ > /, representa el total
de flores producidas por el rodal en todo el periodo de floracion. ' !

Para calcular la estructura genética de la nube de polen diaria en el rodal, para el locus
;

L

. , A = ——
Il con/=1, 2 3,... .mnumero de alelos, segun el modelo, se define " u como el

>

aporte relativo de flores del arbol ; el dia /, donde i 4=7y0=4<lyp= 2_ 4 -6, (1)
G ' o

como la frecuencia relativa en la nube de polen del alelo / el dia /, donde & = / siel arbol : es
homocigota para el alelo /; & = (1.5 si el arbol 7 es portador heterocigota para el alelo /'y 6 =1
si el arbol i no posee el alelo /.

Calculo de la Composicion Genotipica de la Descendencia para cada Arbol Individual y
de un Conjunto de Arboles

Se define P, como la frecuencia del genotipo »/ (diploide) para el locus L en la
descendencia del arbol:el diaj, donde r es el alelo materno, r=r, 0r=r yr=1,2,3 ...m.r
y r.son los dos alelos que constituyen el genotipo del arbol | para el locus L. m es el numero
total de alelos para el locus £ y finalmente / = 1, 2, 3 ...m y representa el alelo aportado por
la nube de polen (paterno).

 f
Por otro lado se define: Z. " como la cantidad relativa de flores aportadas por
el arbol i el dia j respecto del total de flores producidas por el arbol / durante todo el periodo

de floracion del rodal. Donde X B,=1y 0 < B - 1. Considerando un coeficiente de
autofecundacién § y un coeficiente de fecundacion cruzada de 1-5, , queda definido
como:

Py =B S8 V8 (-8 p,v
Donde s —1sir =r. =06 =025s8ir#2r yl=r0l=r;8=0si/#ryl#r;y=1si
ro=rop =058 su £r, yp es la frecuencia del alelo / en la nube de polen eldra; En casode

no conocerse S, § = 0, pasando éste a ser uno de los supuestos del modelo.

Al finalizar el periodo de floracién, la frecuencia final del genotipo rf en la descendencia
del arbol semillero / sera:

r=1 (=1

Z iy y ZZ rh“l ()S,ngl
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Para calcular la frecuencia genotipica de un grupo de arboles del rodal o de todo el
rodal, se debe tener en cuenta el aporte relativo de semilla de cada arbol respecto del total
de semilla producido por el conjunto.

Siguiendo |la metodologia utilizada para cuantificar las flores receptivas en un arbol,
se define un indice de fructificacion {fr. Al igual que /F, este indice surge de una escala
cualitativa, independiente del tamafio del arbol, que estima la cantidad de frutos producidos
por un arbol en por lo menos cuatro clases. A cada clase se le asigna un valor de /fr.
Finalmente se estima el volumen total de frutos producidos por un arbol (#r) multiplicando /Fr
por un factor de volumen de copa (£r = IF'r " FC).

Considerando un grupo de N arboles se puede calcular el aporte relativo de frutos (/i)
del arbol / (i = 1. 2, 3...N) respecto al total de frutos aportado por el grupo mediante:

: Fr
Jro= ‘

-Z\‘,F’ﬂ
1=

S p =1
Obsérvese que y 0 </ <1, Finalmente, la frecuencia relativa del genotipo
»/ para un grupo de arboles en el rodal o para todo el rodal considerando la fructificacion
diferencial de los individuos que lo integran, queda definida como:

po=S(r, fir) @

Si no existen datos sobre el nivel de fructificacion de los arboles del rodal se puede
asumir que el numero de frutos de cada individuo es proporcional al numero total de flores
producidas por el arbol. De esta forma la ecuacion 2 se modifica:

r,=3Ar, o) @)

=1

>4

o=,
SN iy . o

Donde ~ «—'«  esto es la produccion relativa de flores del arbol / respecto del

[T |

total de flores producidas por el rodal.
Contraste con Resultadas Empiricos Obtenidos Mediante Marcadores Moleculares
Al igual que para los otros modelos de sistema de apareamiento, una vez calculadas

las frecuencias genotipicas esperadas, tanto para el rodal como para cada arbol en particular,
éstas pueden contrastarse con el numerc de semillas por genotipo halladas empiricamente
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por analisis de marcadores moleculares o bioquimicos, utilizando la prueba de . Diferencias
no significativas pueden tomarse como un fuerte indicio de que los supuestos se cumplen,
es decir que para el arbol en cuestion, o para el rodal en su conjunto (segun el caso), los
apareamientos pueden explicarse por su genotipo, la composicion genotipica del rodal y su
comportamiento fenologico.

Cuando las diferencias entre observado y esperado son significativas indican con certeza
que los supuestos del modelo no se cumplen. En este caso, de la comparacién de Ias frecuencias
genotipicas esperadas y observadas, pueden surgir hipotesis sobre qué mecanismos operan
para que éstas surjan. Debido a que se tiene la informacion sobre la distribucion espacial de
los genotipos y de sus tiempos e intensidades de floracion se puede observar primero en forma
cualitativa, analizando cada arbol individualmente, si existe influencia del entorno inmediato
sobre la constitucion de la descendencia observada respecto de la esperada. En este caso
puede orientarse la investigacion posterior a este nuevo factor: la distribucién espacial del polen
de un individuo en particular.

Ante |la ausencia de otros mecanismos, el factor distancia puede determinarse mediante
la distribucion de un alelo tnico en el rodal, a través del analisis de las descendencias de
arboles ubicados a distintas distancias del arbol portador, 0 mediante analisis de paternidad
(Benedixen, 2001; Fromm, 2001). Con esta informacién es posible determinar una curva de
ajuste de frecuencias relativas de apareamientos en funcion de la distancia. En este modelo
esta funcién (normalizada entre 0 y 1) puede ser incorporada al modelo en el célculo de la nube
de polen, la que sera distinta para cada arbol en particular e igual a:

o
B, = Z (A” - f(d,) -0, )
1=1
Esta es la ecuacion (1) modificada, ponderando el aporte relativo de flores de cada
arbol 4, por el valor de frecuencia de apareamiento en funcién de la distancia fi«). Obsérvese
que se agrega el subindice i a la frecuencia alélica debido a que cada arbol posee, en este
caso, una nube de polen propia. Para el caso particular de « =0, fi«) sera igual a S (coeficiente
de autofecundacion).

Cuando las diferencias significativas entre observado y esperado no pueden ser
explicadas por los efectos de la distribucion espacial de los genotipos, quedan en consideracion
las incompatibilidades genéticas, y en general los mecanismos de aislamiento determinados
por factores genéticos, las posibles preferencias de insectos polinizadores (para el caso de
especies entomofilas), diferencias en competencia entre polen de distintos origenes, etc. que
abren ofras lineas de trabajo.

Aplicando la ecuacion (2) se obtienen las frecuencias genotipicas de un grupo de
individuos dentro del rodal o de todo el rodal. Este resultado esperado, segun el modelo,
también pude contrastarse con el observado para cada grupo o para el rodal segun el caso.
Debido a que el aporte en semilla al total de semillas del colectivo a analizar puede diferir y
no distribuirse aleatoriamente respecto de los genotipos, se deberia tener sumo cuidado en la
toma de la muestra para obtener el dato empirico de frecuencias genotipicas.
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El analisis de estos resultados comparados también con el esperado por equilibrio HW?
puede aportar hipétesis para comprender el sistema de apareamiento imperante.

Aplicacion Del Modelo. Analisis preliminar en un enjambre hibrido de Prosopis spp
Area de Estudio

El estudio se lleva a cabo en la Reserva Forestal Chancani, Provincia de Cérdoba,
Argentina, ubicada en la regién del Chaco Arido (Morello ef al, 1985). El rodal es producto de
treinta anos de regeneracién natural sobre un area abandonada, dedicada con anterioridad
a agricultura bajo riego. Lo componen 92 arboles, entre los que se encuentran individuos
pertenecientes a las especies puras de Prosopis chilensis y Prosopis flexuosa y otros de
caracteristicas morfologicas intermedia.

Caracterizacion Taxonomica de los Arboles del Rodal y Genética de las Descendencias

La clasificacién de los arboles se llevd a cabo en base al analisis combinado de
taxonomia numérica de caracteres morfoldgicos cualitativos y cuantitativos de hoja y fruto y de
un marcador isoenzimatico.

La caracterizacidn genética se realizd mediante el analisis isoenzimatico del locus
ADH-A (enzima Alcoholdeshidrogenasa) en 15 o mas semillas provenientes de cruzamientos
libres para cada arbol semillero, mediante separacion electroforética sobre gel de almidén.
Esta enzima es utilizada como marcador para facilitar la identificacion de las especies puras
de P. chilensis, que presenta el alelo 3 practicamente fijado, P. flexuosa con una frecuencia
del alelo 2 superior al 80% e hibridos interespecificos de frecuencias intermedias para ambos
alelos (Verga, 1995). El genotipo de los arboles semilleros se dedujo a partir de la composicion
genética de su descendencia mediante el método de Gillet (1997).

Registro Fenologico

Se realizaron las observaciones y los registros fenoldgicos siguiendo la metodologia
expuesta, durante un periodo de floracién completo (2003-2004), cada una semana 0 mas,
dependiendo de la velocidad de cambio de las fenofases.

La abundancia de flores se relevd en base a cuatro clases (Cuadro N°2). Para
caracterizarlas cuantitativamente, se asigné a cada una de ellas un valor estimado de la
cantidad total de flores incluyendo todos los estadios florales, independientemente del volumen
de la copa del arbol. Para ello, se seleccionaron arboles representativos de cada una de las
categorias y se determino, en cada caso, la cantidad de inflorescencias presentes en las ramas
y el porcentaje de ramas florecidas.

HW es la Ley del Equilibrio de Hardy-Weinberg Establece que en una poblacion con apareamiento al azar las
frecuencias genotipicas de un locus individual se fijan en un valor de equilibrio (Nota de/ editor)
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Por otro lado, las flores presentes en los arboles fueron clasificados en cuatro
estadios florales o fenofases: pimpollo cerrado (PC). pimpollo con pistilo emergiendo (#/), flor
completamente abierta (4) y flor vieja (V). Esta clasificacion se realizé en base a la presentada
por Genise et al. (1990) modificada. Luego, se asigné a cada fenofase presente en el arbol un
valor porcentual, que representa su abundancia relativa en el arbol respecto del total de flores
presentes, de tal forma que la suma PC% + Pl - 4% 1 V% 100%.

Cuadro N° 2
CATEGORIAS DE FLORACION, QUE REPRESENTAN DISTINTOS NIVELES DE ABUNDANCIA DE
AMENTOS ESPICIFORMES, ESTABLECIDAS ES.PECfFICAMENT.E PARA EL RODAL EN ESTUDIO Y
UTILIZADAS EN EL REGISTRO FENOLOGICO DE LOS ARBOLES INDIVIDUALES.

Categoria Himascandloras Numero de inflorescencias por
rama
1 Hasta el 30% 1a5
2 Del 31 al 50% 5a10
3 Del 51% al 80% 5a10
4 Mas del 80% Mas de 10

Para ponderar la intensidad de floracion que representa cada categoria se asigno a
cada una de ellas un valor de indice de floracion total (/FT) que involucra todas las fenofases.
Correspondiendo para la categoria 1 un valor de /FT = 1; categoria 2, /FFT = 2; categoria 3,
IFT = 4; categoria 4, /FT = 8. De esta manera queda ponderada la cantidad total de flores en
la planta. Finalmente se calcult el indice de flor receptiva (para aplicar al modelo):

]F7 .40 Q
T 100
RESULTADOS Y DISCUSION
Descripcién de la Floracién (fase flor receptiva) en el Rodal

Siguiendo la metodologia se hallé la funcion que describe la intensidad de floracion
en el tiempo fr). A partir de esta funcion se calculd cada una de las curvas de floracion
individuales. La funcién polinémica de tercer grado:

f=RBB6-F 15361 +678-1 (.08

ajusta con un # = 0.87. Este ajuste comresponde hasta el tiempo t = 0.8. A partir de
alli existen dos grupos de arboles que se comportan de distinta forma. En uno de ellos se
puede cbservar un muy peguefio segundo pulso de floracién que obligaria a la determinacion
de funciones especificas para cada uno de ellos. A los fines de esta presentacion, a modo
de ejemplo, se ajusto este Ultimo tramo (desde { = 0.8, hasta { = 1.0) mediante una funcion
cuadratica que representa una solucién de compromiso entre el comportamiento de ambos
grupos

En la Figura N° 2 se puede observar el resultado de la superposicion de las curvas de
floracion de cada uno de los 92 arboles que integran el rodal. Existen desfasajes importantes
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tanto en tiempo como en volumen de flores aportado por cada uno.

Figura N° 2
iNDICE DE FLORACION (F) EN FUNCION DEL TIEMPO (DIAS) DONDE PUEDE OBSERVARSE
EL PERIODO DE FLORACION (FASE FLOR RECEPTIVA) Y LA CANTIDAD TOTAL DE FLORES
APORTADAS POR CADA UNO DE LOS ARBOLES DEL RODAL DiA POR DiA.

Calculo de las Frecuencias Genotipicas Esperadas en la Descendencia segun el Analisis
Fenolégico y la Constitucién Genotipica de los Arboles Semilleros para el Locus ADH-A

Siguiendo con la aplicacién del metodo expuesto se calculd la evolucion de las
frecuencias alélicas del locus ADH-A en la nube de polen en el rodal durante todo el periodo de
floracion (Figura N° 3).
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Figura N° 3
EVOLUCION DIARIA DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS PARA EL LOCUS ADH-A EN LA NUBE
DE POLEN, SURGIDA DEL ANALISIS DE LA CONSTITUCION GENOTIPICA DE LOS ARBOLES
SEMILLEROS Y EL DESARROLLO DE LA FLORACION EN EL RODAL DURANTE TODO EL
PERIODO DE FLORACION. EN LINEA RECTA PUNTEADA LA NUBE DE POLEN ESTIMADA BAJO
EQUILIBRIO HW PARA CADA ALELO.

La importante variacion en la composicion alélica de la nube de polen a través del
periodo de floracion del rodal, demuestra que las diferencias en cuanto a periodo e intensidad
de floracion entre los arboles que constituyen el rodal, observada en la Figura N° 2, no se
distribuye al azar entre los genotipos. Una distribucién al azar respecto de los genotipos de los
arboles semilleros, deberia tender a una composicion uniforme de la nube de polen en el tiempo
y equivalente a la estructura alélica del rodal (en el grafico como lineas rectas punteadas), por
lo que puede deducirse una relacion entre los genotipos y el modo de floracion (periodo e
intensidad).

Obsérvese que ademas de la variacion, las frecuencias alélicas en la nube de polen
calculadas bajo el supuesto de apareamientos totalmente al azar se apartan de la media
esperada segun el calculo que involucra el comportamiento fenologico del rodal. Esto es
especialmente notorio para el alelo 3 donde este valor estad muy por encima de la media
esperada segln el modelo. Esto es consecuencia de que el volumen medio de flores
producido por los individuos portadores del alelo 3 es inferior al resto. A la inversa ocurre con
los portadores del alelo 2 y en menor medida del alelo 1. La media del indice de floracion f
para P. chilensis (con preponderancia del alelo 3) es de 580, mientras que para P. flexuosa
(principales portadores de los alelos 2 y 1) es de 1695 en este rodal. Por otro parte el grupo
hibrido (con frecuencias intermedias para los alelos 2 y 3) resulté el de mayor produccion de
flores f= 3302. Estas diferencias notables, junto a las diferencias en los tiempos de floracion,
asociadas a los tipos genéticos estudiados, determinan una estimacion distinta segun el
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modelo respecto del que puede hallarse considerando que todos los individuos tienen la
misma probabilidad de aparearse.

A partir de la estructura genética diaria de la nube de polen calculada y de los aportes
relativos diarios de flores receptivas de cada arbol, siguiendo los procedimientos del modelo,
se calculd la estructura genotipica de la descendencia del rodal. En el calculo se consideraron
coeficientes de autofecundacion determinados por Mottura para cada uno de los tres grupos que
conforman este rodal (comunicacion personal). En el Cuadro N° 3 se presenta este resultado
junto a las estructuras genotipicas para el locus ADH-A de los arboles semilleros y la calculada
segun el equilibrio HW correspondiente. Debido a que aun no se cuenta con el procesamiento
de la infarmacion sobre la fructificacidn del rodal, los calculos de frecuencias genotipicas segun
el modelo no incluyen este factor, sino que se realizo considerando la produccion diferencial de
flores (ecuacion 3).

Como se puede observaren el Cuadro N° 3 las estimaciones por el modelo y bajo equilibrio
HW difieren principalmente para los genotipos 22 y 23, lo que implica que el comportamiento
de la floracion en el rodal tiene un efecto significativo sobre la composicién genética de la
descendencia para aquellos alelos que estan ligados a numerosas caracteristicas que
diferencian especies puras de hibridos. Si se calcula el coeficiente de endogamia comparando
la descendencia esperada por el modelo contra la esperada por apareamientos totalmente al
azar se encuentra F = 0.23, indicando que el comportamiento de la floracién en el rodal actuaria
aumentando la probabilidad de apareamientos entre genotipos iguales. Considerando que
estos genotipos estan asociados a los grupos taxonémicos en estudio, esto indica un principio
de aislamiento entre ellos debido a su comportamiento diferencial en la fenologia floral.

Cuadro N° 3
FRECUENCIAS GENOTIPICAS DEL LOCUS ADH-A OBSERVADAS EN LOS ARBOLES
SEMILLEROS Y ESTIMADAS PARA LA DESCENDENCIA DEL RODAL, TOMADO EN CONJUNTO,
CALCULADAS SEGUN EL MODELO Y SEGUN LOS SUPUESTOS BAJO EQUILIBRO HW. EN
LA ULTIMA COLUMNA SE INDICA EL VALOR F DE ENDOGAMIA CORRESPONDIENTE A LA
ESTRUCTURA GENOTIPICA SEGUN EL MODELO COMPARADA CON LA ESPERADA SEGUN

EQUILIBRIO HW.
[ Genotipos
1n | 12 13 22 23 33 F
Arboles semilleros 000 | 003 | 004 | 061 | 019 | 012 | |
Esperado segun modelo 001 0.05 0.02 0.64 0.23 0.05 0.23
Esperado en equilibrio HW 000 | 006 | 002 | 055 | 032 | 005

El contraste posterior, contra frecuencias observadas tanto a nivel de rodal como a nivel
individual, podran dejar de lado el factor floracion para individualizar otros posibles mecanismos
de aislamiento que estén operando en el rodal entre los grupos que lo integran.
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CONCLUSIONES

Cuando se trata de analizar el sistema de apareamiento para conocer el comportamiento
de grupos genéticos que interactuan en un enjambre hibrido es necesario analizar la evolucion
de marcadores asociados a los grupos en cuestion. Debido a esta asociacion es de esperar que
el comportamiento de los portadores de estos marcadores sea distinto respecto de la fenologia
floral. El modelo propuesto, que considera este factor, ayuda a un analisis mas detallado de
los otros mecanismos involucrados en el sistema de apareamiento, en comparacion con los
modelos utilizados tradicionalmente, que presentan entre sus supuestos apareamientos al azar
para cada individuo del colectivo.

En el ejemplo expuesto se pudo comprobar que la fenologia floral tiene realmente un
efecto importante que modifica las frecuencias genotipicas esperadas, y ademas en un sentido
que afirma la hipotesis, de que en estos enjambres hibridos existen incipientes mecanismos de
aislamiento entre los grupos genéticos que lo componen.
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