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Diversidad isoenzimatica en accesiones de Medicago polymorpha
colectadas a lo largo del gradiente climdtico en Chile, y su relacién con
otras especies de Medicago
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RESUMEN

Medicago polymorpha es una especie naturalizada en Chile que presenta una gran varaibilidad en caracteristicas
agronomicas, tales como precocidad, produccién de semilla, y produccién de materia seca, asociada de un gradiente
climético. Los objetivos de este trabajo fueron evaluar la diversidad isoenzimadtica en accesiones de M. polymorpha y
su relacién con la variabilidad fenotipica, y establecer posibles relaciones genéticas con otras especies de Medicago.
Paraesto se analizaron 12 sistemas isoenzimaticos en 41 accesiones de M. polymorpha, provenientes de un amplio rango
de condiciones edafoclimaticas, y de 16 accesiones de M. arabica, M rotata, M. rigidula, M. tornata, M. littoralis y M.
truncatula. Los resultados indicaron una escasa diversidad isoenzimatica dentro de M. polymorpha, y una falta de
correspondencia con la variabilidad fenotipica y distribucién geogrifica de las accesiones. El andlisis multivariado
permitié agrupar las especies en forma separada. M. arabica, que también estd naturalizada en Chile, fue la especie mas
cercana a M. polymorpha, en cambio, M. littoralis, M. rigidula y M. rotata fueron las especies que presentaron una
mayor distancia genética con M. polymorpha.
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ABSTRACT

Medicago polymorpha is a naturalized species in Chile which presents great variability in agronomic traits such as
flowering and reproductive phenology, seed production, seed hardness, and dry matter production, associated to a
climatic gradient. The objectives of this work were to assess the isozymatic diversity in accessions of M. polymorpha
and its relation with the phenotypic variability, and to establish possible genetic links with other species of Medicago.
Forty one accessions of M. polymorpha obtained from a wide range of climatic and edaphic conditions, and 16
accessions of M. arabica, M. rotata, M. rigidula, M. tornata, M. littoralis and M. truncatula, were evaluated for 12
isozyme systems. The results showed a low isozymatic diversity within accessions of M. polymorpha, and a lack of
association between geographical distribution and isozyme diversity. Multivariate analysis allowed to cluster the
species separately. M. arabica, another naturalized species in Chile, was the closest species to M. polymorpha, whereas
M. littoralis, M. rigidula and M. rotata presented a higher genetic distance from M. polymorpha.

Key words : genetic diversity, Medicago polymorpha, annual medics, multivariate analysis.

INTRODUCCION orbicularis (L.) Bart., Medicago turbinata (L.)
All. y Medicago lupulina L., siendo las dos pri-

Los medicagos anuales (Medicago spp) fueron  .161a5 m4s abundantes (Marticorena & Quezada
introducidos a Chile en forma accidental (Del 1985, Del Pozo et al. 1989). En el pais, se han

Pozo et al. 1989). Actualmente, se conocen seis descrito al menos cinco variedades de M.
especies naturalizadas en la zona med1te.rranea: polymorpha: M. polymorpha var. hispida Gaerth,
Medicago polymorpha L., Medicago arabica(L.) 6 1vmorpha var. denticulata (Willd).Urb, M.
Huds., Medicago minima (L.) Bart., Medicago polymorpha var. confinis (Koch) Aschet et

(Recibido el 2 de octubre de 1998; aceptado el 1 de marzo de 2000; manejado por L. Corcuera)
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Graebn. y M. polymorpha var. inermis Urb. (Na-
vas 1976).

Medicago polymorpha constituye un importan-
te germoplasma, puesto que es una leguminosa
forrajera que se utiliza en rotaciones con cereales
en diversas zonas mediterrdneas (Puckridge &
French 1983), particularmente en Australia
(Ewing & Howienson 1989), y mis recientemente
en Chile (Del Pozo et al. 1999). Presenta una
amplia distribucién dentro de la zona mediterra-
nea de Chile, extendiéndose desde la zona 4rida
hasta la zona perhimeda (Del Pozo et al. 1989,
Ovalle et al. 1997).

Estudios de caracterizacién efectuadas en di-
versas accesiones de M. polymorpha, colectadas
entre La Serena (29°54° S) y Temuco (38° S), han
determinado que existe diferenciacién fenotipica
en caracteristicas agronémicas tales como preco-
cidad, produccién de semilla, porcentaje de semi-
llas duras y produccién de materia seca (Ovalle et
al. 1997, Ovalle et al. 1998). Las poblaciones
recolectadas en el norte de Chile son mds preco-
ces que las del sur (Del Pozo et al. 1995, Ovalle et
al. 1997). El proceso de naturalizacién de M.
polymorpha, estimado en aproximadamente 450
afios, ha generado una diferenciacién ecotipica en
la fenologia y en otras caracteristicas. Sin embar-
go, se desconoce c6mo es la diversidad genética
en accesiones chilenas de M. polymorpha.

A través de marcadores bioquimicos
(isoenzimas), Bullita et al. (1994) encontraron
una baja variabilidad genética en accesiones de
M. polymorpha, colectadas en un amplio rango de
climas y condiciones edédficas en Cerdefia. En
este estudio, los sistemas isoenzimaticos que pre-
sentaron variacién alélica fueron Malato
dehidrogenasa (MDH), Aspartato amino
transferasa (AAT), Esterasa (EST), Acido
fosfatasa (ACPH), Leucina amino peptidasa (LAP)
y Fosfo glucosa isomerasa(GPI). También, Fyad-
Lamache et al. (1996), al analizar 11 sistemas
enzimditicos en poblaciones pertenecientes a 8
especies de Medicago, detectaron un bajo nivel
de polimorfismo, aunque si encontraron varia-
cién interespecifica en la enzima Leucina
aminopeptidasa (LAP). Abdelkefi et al. (1996)
encontraron un grado variable de polimorfismo
en 7 sistemas enzimdticos, que les permitié sepa-
rar poblaciones de M. polymorpha. Al parecer, el
nivel de polimorfismo posible de detectar depen-
de de los sistemas enzimdticos y de las poblacio-
nes que se utilicen.

Los objetivos del presente trabajo fueron deter-
minar la diversidad genética del germoplasma de
M. polymorpha naturalizado en Chile, mediante
el uso de 12 marcadores bioquimicos, y estable-
cer posibles relaciones genéticas con otras espe-
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cies de Medicago. En este estudio se postula que
existe variabilidad isoenzimadtica entre accesio-
nes de M. polymorpha, y que esta variacién se
relaciona con caracteristicas fenotipicas y/o dis-
tribucién geogrifica de las accesiones.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron 41 accesiones de M. polymorpha, 7
de M. arabicay 9 accesiones y cultivares pertene-
cientes a otras especies de Medicago (Tabla 1).
Las accesiones de M. polymorphay de M. arabica,
fueron obtenidas de colectas efectuadas entre los
afios 1988 y 1994, y provienen de una amplia
distribucién geogréfica con variadas condiciones
de clima y suelo (Tabla 1). Actualmente, estas
accesiones se encuentran en ¢l Banco de
Germoplasma del Centro Regional de Investiga-
cién (CRI) Quilamapu del Instituto de Investiga-
ciones Agropecuarias (INIA). M. rotata, M.
rigidula, M. littoralis, M. tornata, M. truncatula
y 3 cultivares de M. polymorpha fueron introdu-
cidas desde Australia, Francia y Siria (Tabla 1).

Estudio isoenzimdtico

Las accesiones utilizadas en el estudio fueron
sembradas bajo condiciones de invernadero. Para
el estudio isoenzimético se analizaron 5 indivi-
duos por accesién, cosechdndose de ellas hojas
jovenes y sanas. Los 12 sistemas evaluados fue-
ron los siguientes: Fosfo-glucosaisomerasa (GPI;
EC.5.3.1.9), Leucina aminopeptidasa (LAP;
EC.4.11.1), Peroxidasa (PXR; EC.1.11.1.7), En-
zima madlica (ME; EC.1.1.1.40), Fosfoglu-
comutasa (PGM; EC.2.7.5.1), Esterasa (EST,;
EC.3.1.1.1.1) y Aspartato amino tranferasa (AAT;
EC.2.6.1.1), todos bajo condiciones de buffer
Tris citrato- Litio borato, pH 8,1. Ademds, se
evaluaron los sistemas Shikimato dehidrogenasa
(SKDH; EC.1.1.1.25), Malato deshidrogenasa
(MDH; EC.1.1.1.37), 6-Fosfo-glucodehidro-
genasa (6PGD; EC.1.1.1.44)), Diaforasa (DIAP;
EC.1.6.4.3) y Fosfatasa 4cida (ACP; EC.3.1.3.2)
bajo condiciones de Histidina, pH 6,5 (Quiroz
1981, Bullita et al. 1994).

La proteina cruda se obtuvo mediante la
maceracion de las hojas con Glutation reducido y
a4°C. Laseparacién de las proteinas se realiz6 en
un gel de almiddn horizontal (10%), al cual se le
realiz6 un corte a 40 mm, desde el borde (origen
de migracién de las proteinas). En este corte se
colocaron filtros embebidos con el extracto de
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Accesiones y cultivares de Medicago spp. naturalizadas e introducidas en Chile

Accesions and cultivars of Medicago spp naturalized and introduced in Chile

Accesion o cultivar Pais/Localidad Zona Climética Latitud Longitud
M. polymorpha Chile

MPO-10-88 Vicuiia Arida 30°07° 70°41°
MPO-11-88 El Tangue Arida 30°17 71°27
MPO-8-88 Chafiaral Alto Arida 30°58° 71°01°
MPO-7-88 Combarbala Arida 31°09° 71°00°
MPO-13-1-88 * Totoral Arida 3113 71°36°
MPO-13-88 * Totoral Arida 31°13 71°36’°
MPO-13-88 Totoral Arida 31°13° 71°36’
MPO-5-88 Illapel Arida 31°40° 71°16’
MPO-44-88 Los Vilos Semiérida 31°53° 71°28’
MPO-15-88 Zapallar Semidrida 32032’ 71°26°
MPO-16-88 * Maitencillo Semidrida 32°40° 71°26°
MPO-16-88 Maitencillo Semidrida 32°40° 71°26°
MPO-2-88 Palmas Ocoa Semiérida 32052’ 71°07°
MPO-1-88 Batuco Semidrida 33°11’ 70°46°
MPO-18-88 Los Maitenes Semidrida 33°20° 71°19°
MPO-19-88 Rapel Subhdmeda 33°57° 71°32’
MPO-20-88 Hidango Subhdmeda 34°10° 71°56°
MPO-21-88 Calleuque Subhimeda 34°26° 71°27
MPO-25-88 Curicé Subhiimeda 34°58’ 71°41°
MPO-26-88 Licantén Subhimeda 35°01° 72°01°
MPO-26-1-88 * Licantén Subhimeda 35°01° 72°01°
MPO-27-1-88 * Quivolgo Subhdmeda 35°19° 72°20°
MPO-27-88 Quivolgo Subhimeda 35°19 72°20°
MPO-28-88 * Faro Carranza Subhiimeda 35°35° 72°31°
MPO-29-88 * Chanco Subhimeda 35°41° 72°29°
MPO-41-88 Rucapequen Subhimeda 36°42° 72°13°
MPO-31-88 Cauquenes Subhimeda 35°50° 72°19°
MPO-30-88 Cauquenes Subhtimeda 35°52° 72°11°
MPO-30-1-88 * Cauquenes Subhimeda 35052’ 72°11°
MPO-43-88 Cauquenes Subhimeda 35°58° 72°19°
MPO-42-88 Sauzal Subhimeda 35°58’ 72°19°
MPO-32-88 * Coronel Hiimeda 37°03° 73°09°
MPO-33-88 * Caiiete Himeda 37°48’ 73°23
MPO-34-88 Los Sauces Himeda 37°58’ 72°44’
MPO-34-1-88 * Los Sauces Himeda 37°58’ 72°44’
MPOQO-36-88 * Traiguén Perhimeda 38°14° 72°23°
MPO-40-88 * Victoria Perhimeda 38°14’ 72°23’
MPO-39-88 * Temuco Perhiimeda 38°47 72°37
M. polymorpha Australia

cv. Circle Valley

cv. Serena

cv. Santiago

M. arabica Chile

MAR-7-94 Los Vilos Semirida 31°52° 71°29°
MAR-41-94 Rungue Semidrida 33°00° 70°53°
MAR-2-94 Tierras Blancas Semiérida 32°36’ 71°17
MAR-65-88 Calleuque Subhiimeda 34°26° 7127
MAR-1-88 Cauquenes Subhiimeda 35°52° 72°11°
MAR-62-94 Huape Subhimeda 36°35° 72°14°
MAR-38-88 Galvarino Hdmeda 38°24° 72°49°
M. rotata Siria

2600 (ICARDA)

M. rigidula

FR-83004 (INRA) Francia

M. litoralis

cv. Harbinger Australia

M. tornata

cv. Tornafield Australia

M. truncatula

cv. Borung Australia

cv. Cyprus Australia

cv. Jemalong Australia

cv. El Wassat Australia

FR-83005 (INRA) Francia

* Accesiones con gloquideos espinudos
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proteina cruda de las diferentes accesiones. A
cada lado del gel se colocaron filtros con azul de
bromofenol para indicar el estado de avance de
las proteinas.

Los geles fueron sometidos a electroforesis a
4°C, cubriendo el gel para prevenir su deshidrata-
cién. En los geles con Tris-citrato se hizo una pre-
corrida de 30 minutos a 25 mA, luego de sacados
los filtros se subié la corriente a 75 mA, hasta que
el bromofenol azul alcanzé una distancia de mi-
graciéonde 15 cm desde el origen. En los geles con
Histidina se hizo una pre-corrida de 30 minutos a
15 mA, luego de sacados los filtros se subié la
corriente a 30 mA, bajo las mismas condiciones
de término de electroforesis de los geles de litio.
Terminada la electroforesis los geles fueron lami-
nados y sometidos a los diferentes sistemas de
tincién histoquimica (Arulsekar & Parfitt 1986).
La incubacién de los geles se realizé a 37° C.

Andlisis de los datos

La evaluacién de las bandas se realizé midien-
do su distancia de migracion desde el origen. Las
bandas fueron enumeradas en orden correlativo,
desde la que alcanzé la mayor distancia (1) de
migracién hacia la de menor distancia (2). Se
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realizé el zimograma para todos los sistemas
isoenzimdticos analizados.

Los resultados fenotipicos de las isoenzimas
fueron analizados en forma cualitativa
(SIMQUAL). La comparacion de pares de acce-
siones fue realizada con bandas presentes en co-
mun y bandas tinicas para calcular los coeficien-
tes de similaridad de Jaccard ( Rohlf 1992). Los
coeficientes fueron usados para la confeccién del
fenograma basado en el método UPGMA,
Unweighted pair group with arithmetic mean. El
andlisis fue realizado mediante el programa
NTSYS-pc ( Rohif 1992).

Para aquellos sistemas isoenzimdticos cuya se-
gregacion genética ha sido descrita previamente
se analiz6 el nimero de alelos y locus presentes.

RESULTADOS
Diversidad isoenzimdtica

De los 12 sistemas isoenzimdticos evaluados ini-
cialmente, los sistemas EST y ACPH fueron des-
cartados por su baja resolucién e inconsistencia.
El nimero total de patrones de bandas obtenidos
en todas las especies y accesiones fue 36, de los
cuales los sistemas que utilizaron como buffer
Tris-Citrato presentaron un menor porcentaje

TABLA 2

Nimero de patrones y bandas totales por sistema isoensimatico en Medicago spp.

Banding patterns and total number of bands per isozyme system in Medicago spp.

Sistema Nimero de patrones Nimero de bandas*
Medicago spp Medicago polymorpha Medicago spp Medicago polymorpha
Tris-Citrato
AAT 2 2 3 3
GPI 1 1 2 2
LAP 4 2 4 2
ME 2 1 2 1
PRX 4 3 7 7
PGM 2 2 3 3
Sub-total 15 11 21 18
Porcentaje 41,7 61,1 41,2 54,5
Histidina
6-PGD 3 2 6 3
SKDH 5 1 5 1
MDH 7 2 11 8
DIAP 6 2 8 3
Sub-total 21 7 30 15
Porcentaje 58,3 38,9 58,8 45,5
Total 36 18 51 33
Porcentaje 100 52,9 100 64,7

* bandas con diferente migracién desde el origen
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(42%) que los sistemas que utilizaron Histidina
(58%) (Tabla 2). En M. polymorpha se detect6 un
52,9% del total de patrones, pero en este caso los
sistemas que usaron Tris-citrato (61%) como bu-
ffer presentaron un mayor nimero de fenotipos en
comparacién con Histidina ( 39%) (Tabla 2).

El niimero de bandas totales generadas por la
actividad isoenzimatica fue de 51, de las cuales
33 fueron detectadas en M. polymorpha, es decir,
un 64,7%. Considerando el nimero de bandas
totales generadas en los dos sistemas de buffer,
podemos apreciar que Tris-citrato detecté un
41,2% e Histidina un 58,8%. Sin embargo, parael
caso de M. polymorpha se observé una situacién
inversa, ya que el sistema de buffer Tris-citrato
detectd un 54,5%, mientras que en Histidina se
observd un 45,5% (Tabla 2).

Los datos obtenidos en este estudio mostraron
un bajo polimorfismo para todas las isoenzimas
estudiadas. A menudo se observé en forma predo-
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minante un genotipo por especie. Para algunas
isoenzimas se pudo constatar su control genético
a través de la estabilidad y del bajo nimero de
bandas que presentaron los sistemas (Tabla 3).
Para la isoenzima AAT las bandas son producto
de dos loci AAT 1 y AAT 2. En este estudio,
Medicago polymorpha presenté monomorfismo
con los alelos AAT la y AAT 2 (Tabla 3); en
cambio M. truncatula, M. tornata, M. littoralis y
M. rotata presentaron una variante alélica parael
locus AAT 1b. En términos de fenotipos, con la
enzima AAT se observaron sélo dos patrones, en
las 7 especies de Medicago incluidas en el estu-
dio. Ambos fenotipos tienen una banda en comin
ubicada a 5 mm del origen (AAT 2). La segunda
banda est4 situada a 30 mm (AAT la) y a27 mm
(AAT 1 b) en el primer y segundo patrén, respec-
tivamente. El alelo AAT 1a también fue presen-
tado por M. arabica, M. rigidula y M. truncatula.

TABLA 3

Enzimas, nimero de loci, alelos en poblaciones de Medicago spp naturalizadas en Chile

Enzymes, number of loci, alleles in Medicago spp populations naturalized in Chile

Enzima Locus y alelos M. polymorpha Presencia de alelos en otros Medicago.
Aspartato amino transferasa AAT 1 a 100,0 % M. arabica,
AAT 1b M. truncatula, M. tornata, M. littoralis,
M. rotata
AAT 2 100,0 % M. arabica,, M. tornata, M. littoralis,
M. rotata., M. rigidula
Fosfoglucomutasa PGM 1 a 100,0 % M. arabica, M. truncatula,, M. tornata,
M. littoralis, M. rotata
PGM2a 9.8 % M. arabica, M. rigidula, M. truncatula,
M. tornata, M. littoralis, M. rotata
PGM2b 90,2 % M. arabica,, M. truncatula,, M. tornata,
M. littoralis, M. rotata
Gluco Fosfo isomerasa GPI 1 100,0 % M. arabica,, M. truncatula,, M. tornata,
M. littoralis, M. rotata
GPI 2 100,0 % M. arabica,, M. truncatula,, M. tornata,
M. littoralis, M. rotata
Enzima madlica ME 1 a 100,0 %
ME1b M. arabica,, M. truncatula,, M. tornata,
M. littoralis, M. rotata
Shikimato dehidrogenasa SKDH 1 a - M. truncatula
SKDH 1b - M. rotata, M. rigidula
SKDH 1 ¢ 100,0% M. littoralis
SKDH 1d - M. arabica
SKDH 1l e - M. arabica
Leucina aminopeptidasa LAP2a 95,1% M. rigidula, M arabica
LAP2Db 4, 9% M. truncatula
LAP2c M. tornata, M. littoralis, M rotata
LAP2d M. truncatula
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En el caso de GP1 y PGM los fenotipos de dos
bandas podrian ser el producto de dos loci (Tabla
3); en medicagos anuales se ha reportado ante-
riormente que estos loci son monomoérficos més
que polimdrficos. Ello se observé en el caso de
GPI, donde el tdnico patrén observado presentd
dos bandas, ubicadas a 50 y 40 mm, respectiva-
mente, para todas las especies analizadas.

En el caso de PGM se presentaron dos loci,
PGM 1 a 45 mm del origen de migracién y PGM
2, con dos variantes alélicas PGM 2ay PGM 2 b
ubicados a 38 y 41 mm respectivamente. En
Medicago polymorpha, el 90,2 % de las accesio-
nes presentd el aleloPGM 2b y un 9,8% presentd
la variante alélica PGM 2 a. Para las otras espe-
cies de medicagos las formas alélicas no fueron
especie especifica.

Las bandas de LAP son para la mayoria de las
especies codificadas por dos loci LAP 1 y LAP 2,
por baja resolucién LAP 1 no fue analizada. El
locus LAP 2a se presenté en un 95% de las
accesiones de M. polimorpha, a una distancia de
migracién de 38 mm desde el origen. Este alelo
fue compartido con las especies M. rigidulay M.
arabica. Por otro lado, el alelo LAP 2b se presen-
té en un 5% a 35 mm del origen. El locus LAP 2
lo presentd un 5% de M. polymorpha, este locus
fue observado en una accesién de M. truncatula.
El resto de las especies presentaron una sola
banda de actividad, pero con distintas distancias
de migracién. El fenotipo 3, presentdé una zona de
actividad a 32 mm y correspondid a las especies
M. tornata, M. littoralis y M. rotata. El fenotipo
4 present6 una banda a 27 mm y fue observada en
4 accesiones de M. truncatula.

Con el locus de ME se presentaron dos alelos; el
primero ME laconunazonade actividad a23 mm
del origen, se observé en forma exclusiva en M.
polymorpha no presentando polimorfismo, mien-
tras que el segundo alelo ME 1b, a 25 mm se
observd en el resto de las especies estudiadas.

La wvariacién interespecifica fue demostrada
por SKDH, donde la migracién de sus bandas fue
especie especifica. Con este sistema se detecta-
ron 5 fenotipos de banda dnica, que al parecer es
la expresién de un solo gen. El primer fenotipo
con una banda a 19 mm, fue monomérfico en
todas las accesiones de M. polymorpha y M.
littoralis. El segundo patrén, a 26 mm se observo
exclusivamente en M. truncatula. El tercer
fenotipo, a 23 mm lo presentaron M. rotata y M.
rigidula. Finalmente, el cuarto y quinto fenotipo,
localizados a 17 mm y 13 mm respectivamente,
fueron exclusivos para la especie M. arabica.

Para los sistemas PRX, 6PGD, MDH y DIAP no
se han realizado estudios de herencia en medicago,
por lo cual fueron analizados fenotipicamente. El
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sistema 6PGD presenté 3 fenotipos con bandas
heteroduplex. El fenotipo 1, con bandas a 34 y 32
mm, lo presentaron todas las accesiones de M.
polymorpha, un 80% de las accesiones de M.
truncatula, M. littoralis y M. rigidula. El segun-
do fenotipo, con bandas a 32 y 30 mm, se observo
solo en M. rotata. Finalmente, el fenotipo 3, con
bandas a 38 y 40 mm, lo presentaron M. arabica,
M. tornata y M. truncatula.

Con la PRX catodal se detectaron cuatro
fenotipos isoenzimdticos. El fenotipo 1, con ban-
das a 38, 35, 25, 12 y 4 mm, se detecté en un 93%
de las accesiones de M. polymorpha, en M.
truncatula y M. arabica. El fenotipo 2, con ban-
das a 38, 35, 25, 12, 8 y 4 mm, se observé en una
sola accesion de M. polymorpha. El fenotipo 3,
con bandas a 38, 35,25, 15y 4 mm, fue observado
en M. arabica y M. polymorpha en una baja
frecuencia. El fenotipo 4, con bandas a 38, 35, 25
y 4 mm, se present6 solo en M. truncatula.

Con la isoenzima MDH se detectaron siete
fenotipos. El fenotipo 1 (bandas a 28, 25, 23, 20
y 7 mm) se presentd en el 98% de las accesiones
de M. polymorpha, en un 20% de M. truncatula,
en M. rigidula y M. rotata. El segundo fenotipo
(bandas a 28, 25, 23 y 7 mm) se presentd en M.
arabica y en un 40% de las accesiones de M.
truncatula. El tercer fenotipo (28, 25, 20, 17, 15,
13 y 7 mm) se presenté en una proporcién muy
baja en M. polymorpha. El cuarto fenotipo (34,
31, 28,25y 6 mm) lo presentd solo una accesién
de M. ardbica. El quinto fenotipo (31, 25, 23, 20
y 6 mm) lo present6 un 20% de las accesiones de
M. truncatula. El sexto fenotipo (31, 28 y 7 mm)
lo presentaron solo M. littoralis y M. tornata.
Finalmente, el séptimo fenotipo (28, 25 y 7 mm)
fue detectado en un 20% de las accesiones de M.
truncatula.

En el sistema DIAP se detectaron seis fenotipos.
M. polymorpha present6é mayoritariamente el pri-
mer fenotipo (45 y 31 mm) y una baja proporcién
del fenotipo 2 (45,33 y 31 mm). El tercer fenotipo
fue exclusivo de M. arabica, con bandas ubicadas
a 4,3 y 3,1 cm. El cuarto fenotipo (37, 35 y 29
mm) lo presenté M. rotata, mientras que el quinto
fenotipo (48, 45, 35 y 29 mm) fue detectado en M.
rigidula y M. littoralis. Finalmente, el sexto
fenotipo (32 y 29 mm) lo presentaron M. tornata
y M. truncatula.

Agrupacion de las especies y accesiones

El an4lisis fenotipico de los datos isoenzimdticos
agrupé las especies de Medicago en 4 grandes
grupos (Fig. 1). El primer grupo estuvo formado
por las accesiones de M. polymorpha naturaliza-
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das en Chile y cultivares australianos de la misma
especie. Las accesiones chilenas de M.
polymorpha se agruparon a una corta distancia
genética (o nivel de similitud cercano a 0,93), lo
que indica una escasa diversidad para los siste-
mas enziméaticos evaluados. El segundo grupo,
préximo al primero (a 0,88), lo formaron accesio-
nes de M. arabica naturalizadas en Chile. El
tercer grupo estuvo formado por las accesiones de
M. tornata y M. truncatula, y el cuarto grupo lo
formaron las especies M. rotata, M. rigidulay M.
littoralis. Estas agrupaciones presentaron dos
excepciones, la primera de ellas fue que la acce-
sién “El Wassat “ perteneciente a M. truncatula
que se agrupd con las accesiones de M. polymorpha
(grupo 1), lo que se podria explicar por su natura-
leza hibrida y, la segunda es la accesiéon MAR-1-
88, perteneciente a M. arabica, la cual se agrupé
con M. rotata, M. rigidula 'y M. littoralis (grupo
4y.

Las especies M. tornata y M. truncatula apare-
cen como las especies mdas cercanas a M.
polymorpha y M. arabica con un nivel de simili-
tud promedio de 0,8. Sin embargo, M. rotata, M.
rigidula y M. littoralis son las que presentan una
mayor distancia genética (0,68) con respecto a las
dos especies naturalizadas en Chile (Fig.1). Las
distancias de similitud, dentro de la especie
Medicago polymorpha, variaron entre 1,0 y 0,81
(Tabla 4). Mayores fueron las distancias entre M.
polymorpha con las otras especies. Por ejemplo,
se observé que con M. arabica las distancias
variaron entre 0,62 y 0,97, con M. rotata entre
0,68y0,78,con M. rigidula entre 0,64y 0,72, con
M. littoralis entre 0,53 y 0,64, con M. tornata
entre 0,78 y 0,86 y con M. truncatula entre 0,74 y
0,96.

DISCUSION

El analisis de los diversos sistemas isoenzimaticos
mostré un bajo nivel de diversidad a nivel de
fenotipo y frecuencia de alelos en M. polymorpha.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos en
poblaciones de M. polymorpha proveniente de
diferentes localidades de Cerdefia (Bullita et al.
1994), Tinez (Abdelkefi et al. 1996) y Argelia
(Fyad-Lemeche et al. 1996). Esta escasa diversi-
dad genética observada en esta especie se puede
deber a la naturaleza cleistogdmica de sus flores
(Fyad-Lemeche et al. 1996) que determina su
sistema de reproduccién (autopolinizacién), di-
seminacién de semilla y deriva genética
(Abdelkefi et al. 1996).

De los 10 sistemas enzimaticos seleccionados,
GPI fue el unico sistema monomorfico, o sea, no
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detecto diferencias entre ni dentro de las especies
y accesiones estudiadas, lo cual concuerda con
los resultados obtenidos por Abdelkefi et al. (1996)
y Fyad-Lameche et al. (1996). Sin embargo, el
sistema GPI fue polimérfico en el estudio de
diversidad genética en poblaciones italianas
(Bullita et al. 1994). El sistema que presenté el
mayor nimero de patrones de bandas dentro de
Medicago polymorpha fue PRX, por lo cual esta
enzima puede ser de gran utilidad en determinar
diferencias genéticas, una vez clarificado el con-
trol genético de esta isoenzima. En otros estudios
efectuados en Medicago spp, las enzimas MDH
(Abdelkefi et al. 1996) y AAT (Fyad-Lameche et
al. 1996) han sido los sistemas que han detectado
un mayor nivel de diversidad. Fenotipicamente
también se observd lo mismo con MDH en este
estudio, pero la herencia de este patrén debe ser
estudiada para la determinacién de frecuencias
alélicas.

Con algunos sistemas enzimdaticos se obtuvie-
ron patrones especificos para ciertas especies.
Asi por ejemplo, para ME, el primer fenotipo se
presentd s6lo en M. polymorpha, y en el sistema
6-PGD el fenotipo 2 fue exclusivo de M. rotata.
Esto indicaria que es posible identificar algunas
especies de Medicago y evaluar el posible flujo
de genes de una especie a otra, mediante el uso de
estos sistemas enzimdticos. Esta misma tenden-
cia se observé en el andlisis de otras especies de
Medicago (Fyad-Lameche et al. 1996).

El andlisis isoenzimdtico permitié separar las
especies involucradas en el estudio, a pesar de
que la cantidad de bandas polimérficas utilizadas
no fue muy alto dado la naturaleza del marcador
utilizado. Esta situacién podria ser mejorada al
usar marcadores moleculares como la Amplifica-
cién al azar del ADN (RAPD), Amplificacién de
Fragmentos polimérficos (AFLP) o microsatélites.
A pesar del escaso polimorfismo detectado por
las isoenzimas, este tipo de marcadores puede
tener utilidad en las etapas iniciales de caracteri-
zacién genética de germoplasma, como ha sido
confirmado en otras especies leguminosas.

La agrupacién de M. polymorpha y M. arabica,
dos de las especies mds abundantes en el pais,
permite suponer que las condiciones de adapta-
cién de estas dos especies son bastante similares.
A pesar de la similitud morfolégica entre estas
dos especies, al parecer, poseen algunos mecanis-
mos que les permiten mantener una aislacién
reproductiva, impidiendo el flujo de genes entre
ellas. En este sentido, se presentd una sola acce-
sién de M. arabica ubicada fuera de su grupo.

Laescasadiversidad isoenzimatica de Medicago
polymorpha, contrasta con la presencia de una
mayor diversidad a nivel agronémico, tales como
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Fig. 1. Dendrograma de genotipos de Medicago spp. basado en datos isoenziméticos.

Dendrogram of genotypes of Medicago spp.based on isozyme data.
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dias a floracién y madurez (Ovalle et al. 1997,
Ovalle et al. 1998) y a nivel fisiol6gico, como
respuesta de la floracién a la temperatura y
fotoperiodo (Del Pozo et al. 1995). El fenémeno,
no es exclusivo de M. polymorpha y se presenta
en otras especies leguminosas como Phaseolus
vulgaris (Paredes & Gepts 1995), Lens culinaris
(Rodriguez 1996) y Lathyrus sativus (Alfaro
1997). Es posible que las isoenzimas evaluadas
no estén ligadas a caracteristicas adaptativas y
sean, neutras desde el punto de vista de la selec-
cién natural (Fyad-Lemeche et al. 1996). Sin
embargo, la relacién entre la frecuencia de algu-
nos alelos de las isoenzimas con algunas caracte-
risticas morfolégicas y/o agronémicas, asociadas
a la adaptacién de esta especie a diferentes am-
bientes, podria influir en la mantencién o pérdida
de ciertos alelos. Por ejemplo, Bullita et al. (1994)
detectaron una correlacién positiva y significati-
va entre la frecuencia del alelo “b” del gen AAT-
2 y el largo de la hoja y el peso de las 1000
semillas. Esta situacidn no estd claray necesita de
un mayor estudio.

Desde el punto de vista genético, las caracteris-
ticas fisiolégicas como reaccidn al fotoperiodo y
temperatura, que controlan los ciclos repro-
ductivos de las plantas, y que son claves en la
determinacién de la adaptacién de la especie a un
amplio rango de condiciones agroclimdticas, es-
tdn controlados por un nimero reducido de genes,
que tienen grandes efectos sobre el fenotipo de la
planta (Roberts et al. 1997), pero estos no reflejan
con exactitud la diversidad presente en el genoma
de la planta.

La agrupacién de las accesiones de M.
polymorpha basado en fenotipos isoenzimdticos
(Fig. 1), tuvo una escasa o nula concordancia con
la distribucién geografica (Tabla 1), como tam-
poco con caracteristicas agronémicas como pre-
cocidad, presencia o ausencia de espinas en los
gloquidios, y productividad (Ovalle et al. 1997).
Esto contrasta con lo obtenido en el andlisis
multivariado basado en caracteristicas agro-
némicas, donde si se encontrd una clara relacién
con el ambiente de los sitios de colecta en M.
polymorpha (Del Pozo et al. manuscrito).

Desde el punto de vista del mejoramiento
genéticode M. polymorpha, en una primera etapa,
es posible seleccionar y multiplicar accesiones
que posean caracteristicas agronémicas adecua-
das para diversas zonas agroecoldgicas del drea
mediterrdnea de Chile (e.g., Del Pozo et al. en
prensa; Ovalle et al. en prensa) y ponerla a dispo-
sicién de los agricultores. Sin embargo, debido a
la aparente escasa diversidad genética que pre-
sentan las poblaciones chilenas y en otras regio-
nes del mundo seria conveniente iniciar un pro-
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grama de cruzamientos tendientes a ampliar la
base genética de las poblaciones y a incorporar
otras caracteristicas deseadas.

La escasa diversidad encontrada a nivel
isoenzimético necesita ser confirmada con una
evaluacidn a nivel molecular para complementar
la caracterizacién ya existente para lograr una
mayor estabilidad y sustentabilidad productiva
de este recurso.
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