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RESUMEN

RESUMEN

El generoProsopis(Leguminosae) comprende 44 especies de arboles y arbustos
que son importantes integrantes de ambientes aridos y semidridtesiar del mundo.
Con el objeto de estudiar la diversificacion y evolucion de g&tero se realizd un
estudio que combinod analisis de filogenia molecular, andlisgatieion molecular y
optimizacién de caracteres ambientales. Las relacionegefiéticas se infirieron a
partir de las secuencias de ADN de 5 marcadores molecutaadé tfnK, trnL-trnF,
trnSpskC, G3pdh, NIA). El muestreo involucré 30 espedlegsopisque representaron
todas las secciones y series del género ademas de pdi@Emtaepresentada toda la
distribucion geografica del género. Los resultados sugirieronPgogopis no seria
monofilético. Esto esta apoyado por (a) la posicion filogenétieaXerocladia
viridiramis que aparecié junto con las especies american&sadepis(b) la posicion
filogenética de las especies @rosopis del viejo mundo que en ningun andlisis
formaron un grupo monofilético con el resto de las especiéxakopis La seccidn
Strombocarpa fue monofilética, no asi la seccién Algarobia yaPguargentina,
perteneciente a la seccion Monilicarpa, aparecioé entreiespde la seccion Algarobia.
Las especies de las series Chilenses, Pallidae y Rlisseifclado de los mesquites o de
los algarrobos) formaron un grupo altamente apoyado, apareciendo copm g
hermano de éste un clado formado por el resto de las especiesedeibn Algarobia
méasP. argentina El andlisis de datacion molecular realizado mediante &dué&le
Penalizad Likelihood indicé que la divergencia entre las secciStresnbocarpa y
Algarobia habria ocurrido en el Oligoceno, contrastando con una divergencho
mas reciente (Mioceno Tardio) para los linajes dentro de caddeuestos grupos. La
diversificacion del grupo de los algarrobos habria comenzado eonadi®l, mostrando
una alta tasa de diversificacion. El momento de diversificade los principales linajes
de las especies americanadPdesopiscoincidiria con el desarrollo de ambientes aridos
en Ameérica, sugiriendo un control ambiental de la diversificadéhgrupo. La
optimizacién de parametros ambientales sobre la filogenia obt@é@Riasopissugirid
una ocupacion antigua de ambientes aridos por parte de los anceskassedpecies
actuales. En esta tesis se han incluidos dos estudios compleoseat@as previamente
mencionados. Uno de ellos estuvo relacionado al andlisis de laciéwolde una
inversién encontrada durante el proceso de secuenciacion dedka dey genoma de

cloroplasto entre los gendsnS y psiC. En un segundo andlisis se realizé una
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evaluacion critica de los métodos utilizados para optimizarblasia@mbientales en un
contexto filogenético. Dicho desarrollo tedrico fue tomado en cuer#ahora de

realizar la optimizacién de caracteres ambientaldzresopis

Palabras ClavesProsopis filogenia, diversificacion, aridez, optimizacion



ABSTRACT

ABSTRACT

The genu$rosopis(Fabaceaedomprises 44 species of trees and shrubs that are
important members of arid and semiarid environments around the Warldtudy
Prosopis diversification and evolution, a combined approach including molecular
phylogeny, molecular dating, and character optimization analy&s applied.
Phylogenetic relationships were inferred from five differenlaoular markersnjak-
trnK, trnL-trnF, trnSpskC, G3pdh, NIA). Taxon sampling involved a total of 30
Prosopisspecies that represented all sections and series and theetggabgraphical
range of the genus. The results suggestRhasopisis not a natural group. This result
is supported by (a) the phylogentic positionX#rocladia viridiramis,together with
American species d?rosopis (b) the phylogenetic position of the Old world species of
Prosopis that never formed a monophyletic groups with the rest of theilespecd
Prosopis Section Stombocarpa appeared as monophyletic, but not Secgarolih
since P. argentinaof Section Monilicarpa appeared intermingled with speciethef
former Section. Species of series Chilenses, Pallidae, asdifliae (mesquite or
algarrobos clade) formed a strongly supported group with a siater formed by the
rest of the species of Algarobia plBs argentina Molecular dating analysis indicated
that the divergence between section Strombocarpa and sectiarobifg plus section
Monilicarpa occurred in the Oligocene, contrasting with a meclent diversification
(Late Miocene) within each of these groups. The diversificadfoime mesquite group
was inferred to have started in the Pliocene, showing a higirsification rate. The
moment of diversification within the major lineages of Amanispecies dProsopisis
coincident with the spreading of arid areas in the Americaggesting a climatic
control for diversification of the group. Optimization of habiggrameters on the
Prosopisphylogeny suggests an ancient occupation of arid environmerRsolgpis
species. Two complementary analyses were conducted in this. tessof them
related to the study of the evolution of an inversion found during the seqgeqaocess
of thetrnS4skC region of chloroplast genome. The second analysis was assowittt
a critical evaluation of the methods used to optimize envirorahemriables in a
phylogenetic context. This theoretical development was taken ttouat in the

optimization of environmental characterdhrosopis

Keywords: Prosopis phylogeny, diversification, aridity, optimization
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1.1. Generalidades
El géneroProsopisL. (Fabaceae-Mimosoideae) comprende alrededor de 45 especies

gue son elementos importantes en ecosistemas aridos y semikiededa del mundo (Figura

1). La mayoria de sus miembros son especies arboreas o arbestistesndo ademas algunas
formas rastreras. Muchas de estas especies preserdamgram importancia econdmica,
principalmente como fuente de madera para muebles y lefia aanthiért con un sinnimero

de utilidades secundarias. La importancia econémica de sgesias ha atraido el interés de
cientificos desde hace mucho tiempo. Tal interés se wanwdgte representado en la
publicacion de libros completos referidos a especies de esteog€Simpson, 1977; Habit,
1985; Pasiecznik et al., 2001).

Las cualidades productivas que presentan muchas de las esfgeresopisjunto
con la capacidad para sobrevivir y prosperar en suelos pobrgs gobaiciones de sequia
hacen de ellas elementos ideales para su inclusién enmpamyde forestacion y en sistemas
agrosilvopastoriles en zonas aridas y semiaridas (Blascal.,eR005). La explotaciéon
irracional que ha sufrido este recurso ha llevado a la désépade parte de los bosques
naturales de estas especies (Hunziker et al., 1986).Uaiéih actual de este recurso hace
gue sea necesario realizar estudios tendientes a auméntaone&cimiento de sus
caracteristicas biologicas para poder tomar decisionesadaerpara la conservacion y

explotacién sustentable del mismo.

1.2. Distribucion geografica

La distribucion deProsopisesta correlacionada generalmente con ambientes aridos.
Algunas especies de este género son caracteristicas @gitases mas aridas del planeta.
Por ejemploP. tamarugoes una de las pocas especies arboreas capaces de solmesivir e
extremadamente arido desierto de Atacama, en el Norte ti2 Ohias especies del género
habitan los grandes desiertos del Norte de México y Sur de EBOhbia, Tamaulipas,

Chihuahua) mientras que en Sudamérica son importantes miembros dentetfe

2
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comunidades de regiones aridas y semiaridas (Chaco, MotdgpRia y Puna). Sin embargo
algunos de sus representantes también estan presentes en regi®resnedas. Tal es el
caso deP. africanaque habita ambientes subtropicales ubicados al sur del desie3ahdra.

Las especies del géneRyosopisse hallan representadas en diversas zonas de Argentina,
desde Santa Cruz al Sur hasta Jujuy al Norte y desde BuerssalEste hasta los pies de la
cordillera de los Andes al Oeste. Sus representantes sen&aouen las provincias
biogeogréaficas de: Chaco, Monte, Espinal, Patagonia y Puna sierydcaracteristicas de las
primeras dos provincias. Para una descripcion de las pravidmageograficas puede
consultarse a Cabrera & Willink (1973).

La distribucién geogréfica original del género ha sido fuertemeatficada en los
altimos siglos debido a la actividad humana. Algunas de sus espdisminuyeron su
distribucion de la mano de la destruccion de bosques nativos y Eesplotacion de este
recurso forestal. En Argentina sélo hasta el afio 1975 se habia pexdidibatl de la
superficie original ocupada pBrosopis(D’Antoni & Solbrig, 1977). Un segundo punto que
ha conducido a cambios en la distribucion de las especies ha gidodracion de ambientes
degradados, que han resultado ser propicios para expansion de algurias depeasopis
Tal es el caso de. ruscifoliaen el Chaco argentino (Astrada & Adamoli, 2005)

La utilizaciéon de este género con fines productivos llevé atadirccion en regiones
donde no habia especies nativas del mismo, tales como el Africdey Australia. En estos
lugares es frecuente que las especiePrdsopispresenten una caracteristica fuertemente
invasiva llegando en algunos casos a ser considerada una venoladargShiferaw et al.,

2004; Tiwari, 1999).
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Figura 1. Distribucion natural d@rosopissegun Pasiecznik et al. (2001)
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1.3. Historia taxonémica del género

Este apartado esta basado principalmente en los desarrolBsirkizt (1976) y
Pasiecznik et al. (2001). La historia taxondmica del gélReysopises compleja y extensa. El
nombreProsopisfue originalmente utilizado por Linneo (1767) para describir una iespec
asiatica P. spicigerg la cual es actualmente sindénima Rlecinerarig la especie tipo del
género (Burkart, 1976). La segunda especie descripta dentro mlo gitie Ceratonia
chilensis que corresponde a la especie actualmente VAlidailensismientras que la tercera
especie descripta fudimosa juliflora Swartz, recién incorporadaPaosopispor De Candolle
en 1825. La primera especie de la seccion StrombocsgpauBurkart, 1976) fue descripta
por Lamarck (1789) comidlimosa strumbulifera

Los limites y las subdivisiones actuales dentro del género fdenaados por De
Candolle y Bentham en el siglo XIX. De Candolle (1825) incorporédeid@e Algarobia con
13 especies pero no reconocio la seccion Strombocarpa, que fudadpfisteriormente por
Bentham (1842). Al incorporar las especies americanas, fexies asiaticas del género
fueron asignadas a una nueva seccion Adenopsis que mas tardeméda lkeccion Prosopis
por Burkart (1976).

Posteriormente se fundaron nuevos géneros con especies que actuadorent
asignadas ®rosopis Rafinesque Schmaltz (1838) creo el gérdettuma conP. juliflora
como tipo. Bentham (1839) consideré qRmsopisseccion Algarobia DC merecia un status
genérico. Segun Burkart (1976), Bentham habria basado tal conchrsién descripcion
parcialmente incorrecta que De Candolle (1825) hizo del grupo. Mfes Bantham (1842)
acepto el nombrBrosopiscon limites bastante cercanos a los que luego considerariartBurka
(1976) en su monografia del género. Posteriormente Bentham (1875) cogsieléodas las
especies actualmente asignadas a la seccion Algarobia serigealidad una sola especie

politipica @. juliflora).
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En tiempos mas recientes Britton & Rose (1928) separaRnosopisen 3 géneros:
Soprosopis Strombocarpay Neltuma (Algarobia). Segun Burkart (1976) la seccion
Soprosopis (que incluye UnicamentB.gpalmer) seria sélo una “forma extraordinaria de la
seccién Strombocarpa”. Burkart (1976) ataca tal separacion intragepkanteando que las
diferencias entre las secciones Prosopis, Algarobia y Stromplaosan sélo de caracteres
vegetativos, mereciendo entonces solo el rango subgenérico. tBtlatt) ademas
considerd que la seccion Lomentaria definida por Britton & Rose (¥8a ser suprimida
ya las especies que la integran no corresponderian al génenecle éstas se consideran
actualmente pertenecientes al gériemasopidastrunBurkart.

Finalmente Burkart (1976) separ6 al género en 5 secciones basprnidoigalmente
en el tipo de espinas y la estructura del tallo. La se&lgsrobia comprende la mayor parte
de las especies del género y es estrictamente amerBimeepresentantes se hallan tanto en
Sudamérica como en Norteamérica y se caracterizan por eéspgras axilares, y ramas
diferenciadas en braquiblastos y macroblastos aunque algunas dspsuaies carecen de
espinas. La seccidBtrombocarpa, también presenta especies distribuidas por Norteamérica
y Sudamérica y se caracteriza por presentar espinas follaaesecciénAnonychium
presenta una sola especk, africana que carece de espingshabita la zona Sudano-
Guineana y areas vecinas de Africa, desde Senegal entelf@sta Sudan y Kenya en el este
(Pasiecznik et al., 2001). La secciBnosopis comprende 3 especies que son nativas del
Norte de Africa y Asia, llegando al Este hasta la Indidlaate hasta Georgia y Turkmenistan
y al Oeste hasta Argelia. Sus especies se caractpordener espinas caulinares. La seccion
Monilicarpa presenta solo una espedre, argentina,que carece de braquiblastos, tiene un
fruto moniliforme y presenta espinas axilares y apicales, uaie®g solitarias. Las secciones
Algarobia y Strombocarpa fueron a su vez divididas en series. ifo@rprpresenta seis
series: Ruscifoliae, Sericanthae, Denudantes, Humildkgla@a Chilenses. Por su parte la

seccion Strombulifera presenta las series Cavenicarp@mengl®carpae (Tabla 1).
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Durante esta tesis seguiremos la nomenclatura derivadantlentzgrafia de Burkart
(1976) puesto que los cambios surgidos con posterioridad o bien son sélo nemares
cuentan con consenso entre los especialistas. Uno los cambios propaesits separar a
Prosopisen tres subgéneros basados principalmente las caradsrigtiénicas (Guinet &
Bessedik, 1984). El Subgénero Neoprosopis corresponderia a todas tissespericanas,
incluyendo a las secciones Strombocarpa, Algarobia y Monilicansa $urkart (1976). El
segundo subgénero corresponderia a las especies incluidas por Bi@Réyteh la seccion
Prosopis mientras que el subgénero restante sélo incli®riafacana(seccion Anonychium
sensu Burkart 1976).

La labor taxondmica dentro de la seccion Algarobia ha sido difieuttesde su propia
definicion. Los principales conflictos se relacionan con el grupdodemesquites en
Norteamérica y los algarrobos en Sudamérica. La presenamrd@ogias intermedias seria
el principal obstaculo para la delimitacion especifica. Con postiad a la monografia de
Burkart (1976) fueron descriptas nuevas especies (ej. Pal26i@§, Schinini, 1981). Los
estudios de marcadores genéticos han aportado amplia informdci&@spacto, y han
indicado que la mayoria de las especies reconocidas morfol@yitatambién se diferencian
genéticamente aun en casos en las que las poblaciones de difsspatéss sean simpétricas

(Bessega et al., 2000a).
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Tabla 1. Clasificacion infragenérica derosopissegun Burkart (1976)

seccion | serie Especie seccion Especie
Algarobia | Chilenses | P. chilensis Ruscifoliae P. ruscifolia
P. juliflora P. fiebrigii
P. nigra P. vinalillo
P. caldenia P. hassleri
P. laevigeata Sericanthae | P. sericantha
P. flexuosa P. kuntzei
P. glandulosa Humiles P. humilis
P. alpataco P. rojasiana
P. alba Strombocarpa| Strombocarpa®. palmeri
P. velutina P. strombocarpg
P. pugionata P. reptans
Pallidae P. rubriflora P. abbreviata
P. campestris P. torquata
P. pallida P. pubescens
P. affinis P. burkartii
P. articulata Cavenicarpae | P. ferox
P. elata P. tamarugo
P. tamaulipana Monilicarpa P. argentina
Denudantes P. denudans Prosopis P. cineraria
P. ruizleali P. farcta
P. castellanosii P. koelziana
P. calingastana Anonichium P. africana

1.4. Diversidad morfol6égica erProsopis

Las especies derosopispresentan una amplia diversidad de morfologias y habitos. A
pesar que las mas conocidas del género son arboles (Figueais?¢n también formas
decumbentes y rastreras. La mayoria de las especies arbdénesm portes que van de los 8 a
12 metros de altura, alcanzando en algunos casos alrededor de 20(Phetfosana y P.
tamarugq. Entre las de menor porte existe un conjunto de especies @busies come.
elata P. alpataco P. strombuliferay P. argentina Otras especies son rastreras y apenas se
levantan del sueld?. campestrisP. sericantha

Una de las caracteristicas distintivas del género, esekencia de un tipo de fruto
particular (Figura 3): el lomento drupacea (Burkart, 1976). &stena legumbre indehiscente
modificada y que se segmenta en fragmentos con una sola sead#élauno. En general el

mesocarpo es carnoso Yy el endocarpo es fibroso. El exocarpdarddan color como en
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grosor. Los frutos varian ampliamente tanto en tamafio como en. fAlgumas especies
presentan frutos espiralados, condicion que alcanza su mayor expresifm serie
Strombocarpa€ePR. denudansambién presenta frutos espiralados aunque el espiral es mucho
menos cerrado. Los frutos de mayor tamafio se encuentran enims&garobia, en la que
algunas especies presentan frutos aproximadamente linealedsdderd0 cm. En algunas
especies los frutos maduros se separan en artejos individuale®s Tel caso dé.

calingastana

PROSOPIS
MONILICARPA

P. cineraria

<
N
<
O
2
=
&
-
75 ]

P. tamarugo

ANONICHIUM

P. denudans P. africana

P. chifensis

Figura 2. Representates de las 5 secciondBrdeopissensu Burkart (1976)
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Las hojas dd’rosopisson compuestas, difiriendo en el grado de pinnado de mono a
tetrapinnnada. Algunas especies, Rejdenudanspresentan unas hojas muy reducidas tanto
en namero como en tamafio de foliolulos. En otros casos los folioluexsemadamente
grandes llegando a tener hasta 2 cm. de ancho y 5 cm. de Rrgosgifolig. Existen
especies que pierden parcial o totalmente sus hojas, presemmandstos casos tallos

fotosintéticos P. kuntzeiP sericanthaP. castellanosii P. humilig.

MONILICARPA

P. farcta

<X
Q,
<
O
&
=
&
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“

P. ferox

ANONICHIUM

P. kuntzei
P. chilensis

ALGAROBIA P. africana

Figura 3. Diversidad de frutos elrosopis
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Las flores son muy similares en todo el grupo, en general ca@npag siguientes
caracteristicas: pentdmeras, actinomorfas, decandramafheditas, con anteras con
glandulas. Las mismas se agrupan formando inflorescencias queneral ggesentan una
forma racimos alargado.

1.5. Importancia socio-econémica del género

Muchas de las especies del génBrosopis especialmente las pertenecientes a la
seccion Algarobia, presentan una gran importancia econémica debidpgmente a la
posibilidad de extraer multiples beneficios de las mismaguk&i4). La utilizacién de
productos derivados de especies de este género por parte del hemérend extensa
historia, existiendo sitios arqueoldgicos de mas de 6000 afios déedatigque atestiguan tal
hecho (Newton, 2005; Rodriguez, 2005). Los pueblos originarios americanosrtiemuado
haciendo uso de estas especies hasta el presente. La impod&ntas mismas en su vida
cotidiana se ve demostrado en el modo los quichuas se refierasnad:no llamantacy,
taco 6 taccq que traducido serigt arbol”. La importancia de los mismos se mantiene hasta
el presente en areas rurales (ej. Ladio & Lozada, en prensa)

Ya desde un punto de vista productivo las principales caraic&sigue presentan las
especies de este género son: el alto valor maderero; la p@uuwdeifrutos (vainas o
chauchas) de utilidad como alimento humano y forraje; y la produdeidiversos productos
secundarios tales como goma arabiga, taninos, tintes y {iPaatecznik et al., 2001). La
madera es el principal producto comercial que puede obteneize epkcies de este género
ya sea para combustible como para muebles, vigas y postesleUna propiedades mas
caracteristicas de la maderaRi®sopises su duramen pesado, durable y fuerte (Pometti et
al., en prensa). Tanto la madera como el carbdn producido adeaeifa presentan altos
niveles caloricos y no producen ni fuertes olores ni chispase(Ragi et al., 2001). Una

ventaja adicional de esta madera para su uso como combustible lasngsena se puede

11



| —INTRODUCCION

utilizar tanto seca como verde. Los troncos de estas espmmiesnuy Utiles para la
produccion de postes, pilares y marcos de puertas. Las tablagilzadas principalmente
para la para la confeccion de muebles.

Las vainas producidas por especiesRiesopistienen un alto valor alimenticio
debido a los importantes niveles de azlcares, carbohidratos yhasogeie presentan (Felker
et al., 2003). A diferencia de otras especies de arbdles|uenen de produccion de vainas
en estas especies es particularmente alto. En el cdonilgrael rinde promedio por arbol
es cercano a los 40 Kg./afo (Ing. Mauricio Ewen comunicacién persddabs productos
aprovechables son ceras, gomas y taninos. Las gomas son exuigaddaarse una herida
en el tronco. La calidad de las gomas producidas por especiéssigpises muy alta,
similar a la producida pdkcacia senegaluna especie que es tomada como parametro de alta
calidad de gomas (Pasiecznik et al., 2001). Los taninos son extiaidas raices, madera y

corteza. Los principales usos son como agente de tintura gységnbre.

Alimento |

Figura 4. Productos y beneficios aportados por las espdeiBsosopis
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Sumados a los diversos productos que pueden aprovecharse debedtss digunas
de las especies presentan ventajas adicionales como kb capeakidad de el fijar dunas y de
mejorar la fertilidad del mismo colaborando con la fijacion dedgéno atmosférico
mediante sus simbiosis con bacterias del géRéimobium(Felker & Clark, 1980; Torres,
1985). Otra utilidad recientemente sefialada es que algunas elgpeages serian Utiles para
la extraccion de metales pesados de suelos contaminados|kBerdhiet al., 2005).

Otras especies del género, por contrapartida, son consideragasdplsido a su
enorme capacidad de invasion y rapido crecimiento (Tiwari, 189)a mayoria de los
casos el comportamiento invasivo se ve evidenciado en reggmuggaficas donde las
especies no son nativas: Australia (Robinson et al., 2008); Sadéfimmermann, 1991);
Etiopia (Berhanu & Tesfaye, 2006); Brasil (Pegado et al., 2006)l&s Arabes Unidos (El-
Keblawy & Al-Rawai, 2005) e India (Tiwari, 1999) entre otros. &fafv et al. (2004)
sugirieron algunas de las caracteristicas bioldégicas que pradu@t comportamiento
invasivo deProsopis.Entre ellas se destacat-. produccion de alto numero de semillas
pequefas que sobreviven en el banco de semillas en condicionesxiramgas y ademas
sobreviven al pasaje por el aparato digestivo de los animalés druto atractivo para los
dispersores animales 3-. Presencia de importante materiedel®a en las semillas 4-. Gran
capacidad de regeneracion a partir de arboles dafiados o podados.

La especie invasiva por excelencia en Argentin@.asiscifolia(Astrada & Adamoli,
2005) que ha tenido un excepcional aumento en su distribucion en lass(gigios asociado
a los cambios ambientales provocados por el hombre. Dichos cambavsrl@l colmataje
de los cauces, la salinizacion de los suelos y el aumentdr@eudancia de incendios, todas
modificaciones que llevaron a aumentar de manera apreciabletidudién de sitios
propicios para su establecimiento (Roig, 1993). Una de las c&actenes mas radicales de
esta especie fue dada por (Bernardi, 1984). Segun estdPautzcifoliaes “...un monstruo

de ferocidad vegetal, con espinas “mata-venado” de hasta 30 cm. de lardalemas el
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autor no dudd en calificarla como “.este arbusto samurai, pinchador de ruedas como

pocos..."

1.6. Estudios previos sobre evolucién del género

El géneroProsopisha sido objeto de un gran numero de estudios citogenéticos,
genético-poblacionales y morfoldgicos que han colaborado a aumentanpgeeasion de los
procesos y patrones evolutivos dentro del grupo. Burkart (1976) consiggPaogopises un
género antiguo dentro de las Mimosoideae y basa su interpretacidraetees morfoldégicos
que serian primitivos para la subfamilia: granos simples,g#taincipalmente libres y la
condicion decandra. Ademas propone que el género se habria originAttca, ya que es
ahi donde habita la especie que, segun su criterio, senienlas especializad®.(africang.
Burkart (1976), basandose en la teoria de Wegener (1912) de derivewtahticonsidera
gue el géner®rosopisse habria dispersado hacia el Este y el Oeste. La slapéracia lo
que actualmente es América habria sido posible debido a que enctaefpgue Burkart
(1976) situa la divergencia del género (Mesozoico-Terciario tEmopr todavia existian
conexiones entre Africa y América. La dispersion geogréafidaria estado acompafiada de
una adaptacion creciente a zonas aridas. Ramirez et al. (X®98rala idea de Burkart
(1976), y sitan al origen del género hace 130 millones de afios.ré8pacto a la
diversificacion deProsopisen América Burkart (1976) considera que una posibilidad es la
existencia de una antigua flora desértica comdn a Sudameériocgteahérica y que recién a
posteriori tal distribucion se habria dividido en los dos centrosvaesdicacion: Mexicano-
Texano y Argentino-Paraguayo-Chileno. Roig (1993) considera que el drumspecies
Argentinas se habria originado en la regién del Chaco y habriadacppateriormente zonas
mas xéricas hasta alcanzar regiones como las que hoy samatgdPatagonia.

Los primeros estudios citogenéticos mostraron que las espedi@sspistendrian

un numero cromosomico somatico 2n= 28. Aunque hay varios registros de g@g@iploi
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(Cherubini, 1954; Hunziker et al., 1975; Burkart, 1976; Bukhari, 1997) recmemte se
confirmd queP. juliflora seria la Unica especie descripta como tetraploide (2N= 5&) élas
momento (Trenchard et al., 2008).

La mayor parte de los estudios evolutivos en especiePrdsopis han estado
centrados en estudios genético-poblacionales. Para tales estudlmsn setilizado un
sinnimero de técnicas que arrojaron en general resultados concardamie ellas se
incluyen datos de cromoatrografia (Naranjo et al., 1984; Pal&cBravo, 1984; Zallochi et
al., 1990), proteinas seminales (Burghardt, 1995; Burghardt & Bgla997), isoenzimas
(Solbrig & Bawa, 1975; Saidman, 1985; Verga, 1995; Saidman & VjlaB87; Bessega et
al., 2000a; Julio, 2000), estudios polimorfismos de restriccion de siéioADN (RFLP)
(Saidman et al., 1995) y polimorfismos de loci amplificados al @ADP) (Bessega et al.,
2000b; Juarez-Mufoz et al., 2002; Ferreyra et al., 2004; Vega & mteand2005). La mayor
parte de estos estudios estuvieron centrados en especies eecifm sAlgarobia, casi
exclusivamente en las series Chilenses, Pallidae y Ruaeifdla principal conclusion a la
cual se ha llegado es que las especies de estas ses@ggmaina composicion genética muy
similar. Por otra parte se ha observado que en las mismasyta parte de la variabilidad
genética se encuentra dentro de las poblaciones y la que leedisiargntre poblaciones de la
misma especie es baja. A pesar de (a) la alta similitedeispecifica (b) que las especies se
hallan en simpatria (c) de la existencia de hibridos spegdficos (Palacios & Bravo, 1981;
Naranjo et al., 1984; Hunziker et al., 1986), las poblaciones dmisn@a especie se agrupan
generalmente de acuerdo a su estatus especifico. Parteedéulties genético-poblacionales
han estado centrados en evaluar la diversidad genética aydodaruna gran parte de la
distribucion geografica de las especies. Tal es el dalsestudio realizado por Verga (1995)
sobreP. chilensisy P. flexousacomo también el de Julio (2000) realizado séhrehilensis

La alta variabilidad genética no estaria solamente asozia@dacadores neutros o casi

neutros como los utilizados en los estudios previamente indicadas. &lisis de progenie-
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origen, Cony (1996) encontré una alta variabilidad genética parcter@amorfoldgicos tales
como altura y nivel de espinescencia.

Los estudios genético-poblacionales en especies de las deméasesdel género son
escasos, destacandose los trabajo realizado por (Saidmari@9@j.Burghardt et al., 2000).
En el primero de estos trabajos se estudio la divergencia gernéta variabilidad en 5
especies de la seccion Strombocarpa. Los resultados fueron nuanteteya que mostraron
un patron contrastante con respecto a las especies de la setgadobid tanto en la
diversidad genética, que fue baja en las especies de lars&tmmbocarpa, como en el nivel
de divergencia entre las especies que fue mucho mayor esspasies de la seccidn

Strombocarpa.

1.7. Andlisis filogenéticos previos

Son pocos los estudios que han intentado analizar las relaciagendticas entre
especies de este género (Figura 5). El primer andlisiglfoealizado por (Ramirez et al.,
1999). Dicho trabajo incluy6 un total de 15 especies y se baso erdoracanoleculares tipo
RAPD (Random Amplified Polymorphic Loci). Independientemente de [soiitancia del
mismo como pionero en el tema, sus resultados deben serdagteaiendo en cuenta que
los marcadores RAPD, de clara utilidad en estudios a nivakpecifico o de especies muy
cercanas, son fuertemente desaconsejados para estudiosderegpecies mas lejanamente
emparentadas. Un andlisis mas reciente evalu6 las relacéonies especies del género
Prosopisen base a frecuencias isoenziméticas y utilizando metoddefsn@Bessega et al.,
2005). Dicho estudio estuvo circunscrito a 7 especies americaha@mio una especie de la
seccion Strombocarpa, una especie de la seccion Monilicapaspecies de las seccidn
Algarobia. Las principales conclusiones derivadas por los autorestel@studio fueron que
las series de Algarobia no serian monofiléticas yRjugrgentinadeberia ser incluida en una

seccion independiente ya que la diferenciacion de la misma smeties de la seccién
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Algarobia y corP. reptansde la seccién Strombocarpa era similar. En el afio 2006 se publico

el primer analisis cladistico en el género (Bessegh, &006). Uno de los principales datos

gue arrojo este estudio fue que ni la seccién Algarobia ni laése&trombocarpa serian

monofiléticas.

—— Prosopidastrum
P kuntzei
P argentina
P castellanosii
P denudans
P ruizleali
P tamarugo
P ferox
P burkartii
T P palmeri
P torquata
P strombulifera
P reptans
P ruscifolia
— P_nigra
P alba
P hassleri
P juliflora
— P velutina
— P_pugionata
P rubriflora
P affinis
P pallida
P flexuosa
P alpataco
P chilensis
P glandulosa
P caldenia

P. ruscifolia
'—E P. ruscifolia
P. ruscifolia

P. ruscifolia

=

P. velutina
P. kuntzei
P argentina
P, argentina
P reptans

P. flexuosa

P africana
P cineraria
- P ferox
- P strombulifera
P torquata
P argentina
- P kuntzei
— P affinis
P caldenia
P hassleri
P chilensis
P alba
P flexuosa
P nigra
P alba v panta

Mimosa guatemaltensis
Mimosa foetidus
P palmeri
P reptans
P cineraria
P pubescens
P pallida
P_laevigeata
P articulata
- P hassleri
P chilensis
- P _kuntei
P juliflora
P argentina
P _alba
P_alpataco
P velutina
P flexuosa
_Pinigra
P _glandulosd
P caldenia
P ruscifolid
P vinalillo

Figura 5. Estudios fenéticos y cladisticos Rrosopis A- Burghardt & Espert (2007), consens
estricto de los arboles mas parsimoniosos obterdaso de los andlisis realizados a partir (
una matriz combinada de caracteres morfologicdeguiimicos. B-. Ramirez et al (1999), arb
de Neighbor joining obtenido a partir de una malgalistancias derivadas de bandas RAPD} C-
. Bessega et al. (2005), agrupamientos obtenigasti de datos de frecuencias alozimicas y
analizado con UPGMA. D-. Bessega et al. (2006)lartas parsimonioso obtenido a partir d4
secuencias de ITS.
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Posterior a este analisis se ha publicado un estudio filogemétibase a caracteres
morfologicos y bioquimicos (Burghardt & Espert, 2007) que abarco iespde todas las
series y secciones americanas del género. A pesar desgresllitados difirieron en funcion
de los parametros analiticos, dicho estudio mostré una correspondenbia mmayor con los

grupos definidos tradicionalmente dentroRtesopis

1.8. Ambientes ocupados por especies Beosopis

Uno de los principales controles ambientales de la distribde@species vegetales a
escala regional es la disponibilidad de agua en el sugles#&r de que la mayoria de las
especies derosopishabitan en ambientes aridos (hiperaridas a semiaridoshaagle ellas
también se encuentran en zonas en las cuales existe ymadisponibilidad de agua. Tal es
el caso por ejemplo de. africanaen Africa subsahariana y &e affinisen Argentina. Otras
especies tales confd nigray P. albaaunque toleran un mayor nivel de sequia, viven en
zonas con un balance de agua positivo (Vilela & Palacios, 1997iydEde precipitaciones
en las areas habitadas por el género es muy variable, yesd#olde 50 mm/afio a més de
1300 mm/ afio. Entre las especieddesopisexisten ademas diferencias en la amplitud de
los valores de aridez/humedad que pueden habitar. Mientr&speeies tales conkb
castellanosily P. argentinasélo habitan en zonas aridaP yafricanasoélo en regiones
humedas, otras especies tienen distribuciones que incluyenesdganto semihimedas como
aridas. Tal es el caso &e flexuosay P. chilensis Estas especies presentan lo que se
denomina distribucion azonal y zonal (Roig, 1993). La vegetadnalse desarrolla en sitios
en donde la influencia del clima sobre la vegetacion g@ee alterada por las condiciones
del relieve y el suelo. La vegetacidamonalesta fuertemente influenciada en su presencia y
distribucion por las caracteristicas del suelo y/o delaosgieoldgico. En el caso &eosopis
la distribuciénazonalesta relacionado con la existencia de agua extra de lad#tepartir

de las lluvias. Especies corRo flexuosao P. chilensigpueden sobrevivir en regiones donde
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el régimen pluviométrico no permitiria su existenciaoges aportes extras de agua hacen
posible su existencia (agua subterranea). Este comportarineatdtifito es compartido por
muchas especies @osopis(Mooney et al., 1977). Para ello cuentan con dos sistemas
radiculares, uno de ellos superficial para absorber el aguarpente de las precipitaciones y
un segundo sistema més profundo que alcanza la mayor profundidad ¥ pelarplanta
aprovechar el agua retenida en el suelo.

Dos especies caracteristicas de regiones aride3. $exoxy P. tamarugade la serie
CavenicarpaeMientras que la distribucién d& feroz asociada a cursos de agua temporarios
del Norte de Argentina, es una clara evidencia de su eaféeatofito, la forma mediante la
cualP. tamarugdogra sobrevivir en el extremadamente arido desiertotaleafna ha sido y
continda siendo causa de controversia. Algunos autores han indisadacha especie seria
capaz de absorber agua del aire a partir de las hojasuigubi285). Tal proceso se veria
ayudado mediante la existencia de ceras epicuticulares quéipamaitrapar y retener la
humedad del ambiente (Hull & Bleckmann, 1977). Sin embargo |aevmia de este proceso
ha sido fuertemente cuestionada principalmente porque existxplieacion alternativa a
este proceso para comprender la supervivencia de esta espalieambiente: la misma
lograria llegar con sus raices al agua de la napaceafiie se haya presente en el desierto de
Atacama (Pasiecznik et al., 2001). Independientemente de quedahismo estuviera
actuando o no eR. tamarugoel resto de las especiesRi®sopisque habitan en regiones
aridas presentan una serie de caracteres que perméigaisiencia de las mismas en dichas
regiones. Ademas del comportamiento freatéfito previamedieado también existen
caracteristicas anatomicas y funcionales. Muchas espeegntan caracteres foliares que le
permitirian vivir en tales ambientes (Vilela & Palacib897): estomas hundidos,
principalmente en la cara abaxial, cuticulas gruesas yaserdsrénquima dorsiventral en
empalizada, y presencia de mucilagos en las células qudipammetener la humedad.

También se han citados cambios metabdlicos que permitikd@reapecies derosopis
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soportar periodos de sequia (Pasiecznik et al., 2001). Por@jalaon & Diaz (1993)
encontraron que la concentracion de solutos en las céluas ligjas aumentaria la
concentracion de todos los nutrientes produciéndose un ajuste osmtiicrar@cteristica de
varias especies derosopises la existencia de tallos fotosintéticos. Esta cafatiter es
comun a especies éfilas o subéfilas de la seccion Algaf@bsericantha, P. kuntzei, P.
castellanosii, P. humilisetc.) y también dB. argentinade la seccién Monilicarpa. Otras
especies (ep. juliflora) tiene tallos fotosintéticos de manera temporaria, lo qumifgeque
las mismas pierdan las hojas produciéndose una disminucién ccatienein la

evapotranspiracion (El Fadl, 1997).

1.9. Antecedentes de estudios de diversificacion en zodaislas y semiaridas

La utilizacion de datacion molecular ha permitido definir un magooporal de la
diversificacién de grupos con escaso o nulo registro fosil. Unosdprincipales avances ha
sido el desarrollo de métodos que permiten dataciones molecwartssas de sustituciones
variables (Sanderson, 2002; Sanderson, 2003), es decir cuando no s elusnpluesto de
reloj molecular. Otro avance metodoldgico importante ha siddisefio de métodos para
evaluar cambios en la tasa de diversificacion en funcionetepb. Gracias a esto es posible
determinar si han ocurrido cambios de tasas de diversificascioparalelo para diversos
grupos presentes en una region y su posible correlacion con cambi@ntaiebi Estos
avances metodoldgicos han generado avances importantes eenel éanpirico. Esto se hace
evidente estudios referidos a la diversificacion en zonas sanydasemiaridas, donde
recientemente se han publicado una cantidad importante de trédjajgtak et al., 2003;
Verboom et al., 2003; Good-Avila et al., 2006). A pesar de que kdtados no son
concluyentes, es posible observar que en varios de estos grupasaewisi correlacion
bastante pronunciada entre el desarrollo histérico de ambientles §risemiaridos y la

diversificacion de los grupos estudiados. La asociaci6Prdsopiscon ambientes &ridos
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junto con el extenso conocimiento sobre las mismas acumuldddargo de muchos afios
brindan una oportunidad Unica para comprender los procesos y controlesi@sacia

diversificacion de grupos vegetales en zonas aridas.

1.10. Optimizacién de caracteres ambientales

Los recientes cambios climaticos producidos por la actividad huhzamafectado de
manera notable la biodiversidad. La influencia de tales canpuede verse, entre otras
manifestaciones, por aumentos en la tasa de extincién deplesies asi como también en
cambios en su distribuciéon (Hughes et al., 2000; Parmesan & 2008). El impacto de los
cambios climaticos en la distribucion de las especies han stiddiado mediante el método
conocido como “bioclimatic envelope modelling” 6 “modelado del solwelibiatico”. En
este andlisis se define la relacion entre las distribuciactsales de las especies y las
variables climaticas para posteriormente predecir lashlistanes de las mismas en nuevos
escenarios climaticos (Araljo & New, 2006). Una extension ties esstudios ha sido su
combinacion con estudios filogenéticos en una aproximacion que ha sido dmifemin
“Modelaje Filoclimético” (Yesson & Culham, 2006). Estos estudiagten de definir un
“modelo climético” para especies actuales en las cualelefgeen los rangos de diferentes
variables climaticas. Posteriormente los valores de didn@ables son optimizados sobre la
filogenia del grupo y se establecen las condiciones en las dwzddan vivido los ancestros
de estas especies. Estos estudios han despertado un fuerteyiatguée se consideran que
serian muy dutiles a la hora de evaluar los posibles efectammbios climéaticos en la
distribucién de las especies asi como también de su potenciai@xtiSin embargo no ha
habido un andlisis a conciencia de los métodos empleados, porllaocsan claras las
respuestas ante preguntas tales como ¢ Es posible obtener idoraedas condiciones
ambientales en que vivian los ancestros del grupo de estuditir @gda optimizacion de los

caracteres ambientales? Una respuesta negativa a estancpesdria en duda la utilidad de

21



| —INTRODUCCION

los métodos anteriormente citados para abordar soluciones a los @®dembientales

originados por el cambio climatico mundial.
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1.11. Objetivos
Objetivo general

- Analizar el proceso de diversificacion en genBrosopis,estudiando las relaciones
filogenéticas entre sus especies, el marco temporal y |lddgmfactores extrinsecos

gue afectaron la misma.

Objetivos particulares

- Establecer las relaciones filogenéticas dentro del géRewsopis a partir de la
secuenciacion de ADN, evaluando tanto la monofilia del género ae los grupos
infragenéricos tradicionalmente reconocidos en la taxonomia.

- Establecer un marco temporal para la diversificacidArdeopis Realizar una datacién
molecular y estimar la tasa de diversificacion a Igdatel tiempo

- Analizar el marco historico en el cual ocurrié dicha difieesiion, tanto desde un punto
de vista geoldgico como también paleo climatico. Comparawéadiiicacion de este
género con otros de zonas aridas

- Inferir las condiciones ambientales en las cuales habriarsifis®do estas especies a
partir de la utilizacion de técnicas de optimizacion de camestambientales sobre la
filogenia del género, haciéndose ademés una evaluacion sdhioa la utilizacion de

dichas metodologias para cumplir este proposito.
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2.1. Introduccién

Uno de los puntos indicados en el capitulo introductorio fue el mainea@onento en
los ultimos afios del conocimiento de las relaciones filogesgnProsopis(Ramirez et al.,
1999; Bessega et al., 2006; Burghardt & Espert 2007). Sin embaogoessiidios presentan
ciertas limitaciones que en mayor o menor medida representarpadimento para una total
comprension de la filogenia de este género. Entre las misengmiede destacar que en
ninguno de los casos se incluyé mas de un taxén como grupo externo y en dighoos
taxon estaba lejanamente emparentado Rasopis imposibilitando la evaluacion de la
monofilia del género. Con respecto al muestreo, en la mayeri@s casos estaban muy bien
representadas las series Chilenses, Ruscifoliae y Rallidda seccién Algarobia, pero la
representacién del resto de los grupos era incompleta. Roparie, el Gnico andlisis de
secuencias de ADN se baso en un sélo marcador (Besselga2€06). Teniendo esto en
cuenta estas limitaciones, en la presente tesis se buschéntae el conocimiento de las
relaciones filogenéticas del género a partir de: (A) Aumeitatimero de genes analizados,
pasando de 1 a 5 genes. (B) Incrementar la cantidad de ssfeci20 a 31) secuenciadas.
(C) Aumentar la representacion taxonémica en nuestro conjunto ddrddtiyendo especies
de cada una de las series (pasando de 5 a 8) y secciongnele (de 4 a 5). (D) Incluir
especies de géneros afines con el objeto de poner a prueba ldiandaéfrosopis En uno
de los andlisis realizados en esta tesis se incluyeron 3 espkecigéneros afine8racia
Prosopidastrumy Xerocladia ademés ded.otus como grupo externo, mientras que en un
segundo andlisis se incluyeron 77 especies de Leguminosas.

Como fue previamente indicado, el Unico analisis filogenético pulolicsobre
Prosopisrealizado en base a secuencias de ADN estuvo restriagigio solo marcador

(Bessega et al., 2006): el espaciador interno transcripto dgefes del ARN ribosémico
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(ITS). Aun cuando la utilidad de este marcador para resolveiaets a nivel infragenérico
en plantas ha sido demostrada extensamente en la bibliografiaviiBal992; Yuan et al.,
1996; Pansarin et al., 2008), su uso presenta varias desveBtaj@séstas se encuentra la
existencia de copias parédlogas y la falta de una completac&wolconcertada entre las
diferentes copias de esta region del genoma (Alvarez & We083). Marcadores
alternativos a los ITS para la evaluacion de las relaciené® especies estrechamente
emparentadas generalmente se restringen a ADN de clorofhptincipal problema de los
mismos es que suelen presentar muy poca divergencia. Es asidjtieil encontrar regiones
gendmicas que permitan llevar a cabo estudios filogenéticos astagbndémicos bajos. Una
posible alternativa es la utilizacién de genes nucleareajdentimero de copias. Estos genes
han comenzado a tener gran importancia en los estudios de stdema@lecular en plantas
(Sang & Zhang, 1999; Evans et al., 2000; Cronn et al., 2002; Malcomber, R682pn &
Friar, 2004), principalmente con el desarrollo de cebadores saigsrque facilitaron de
manera sustancial la amplificacién de estos genes en gruposs#oodeoce poco o nada de
su genoma. En la presente tesis se decidid incluir 2 gene=areglde baja copia (NIA y
g3pdh) y 3 genes de cloroplastmG-pshkC, trnK-matk, trnL-trnF).

El disefio original del estudio filogenético involucraba la sedaeidn de tres genes
(nitrato reductasaIA; gliceraldehido-3-fostato-deshidrogenagapdh y region intergénica
entre los genesnS{skC de cloroplasto) para las 30 especiedd#sopisy cuatro grupos
externos Acacia caven, Prosopidastrum angusticarpuiXerocladia viridiramisy Lotus
japonicug. Este estudio serd denominado durante esta tesis “artfdisi®s marcadores”.
Debido a que los resultados filogenéticos obtenidos a partatele@njunto de datos pusieron
en duda la monofilia del género, se decidié hacer un estudio con utranuesho mas
exhaustivo de taxones relacionados con el género, incluyendo 77 esjgeadmosoideas.

La secuenciacion de estas 77 especies para los genes ine€nigbestudio de tres genes
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habria tomado un tiempo no compatible con los tiempos de becdasmas habria requerido
de recursos econdmicos que excedian el presupuesto con el que se cdatdlosaade
encarar este trabajo. Es asi que la se decidié realizaanalisis con una aproximaciéon
denominada “supermatriz’, es decir la combinacion de conjuntadaties con diferentes
muestreos de especies para diferentes genes. La utiliddétchde aproximacion ha sido
claramente demostrada (ej. Matthee et al., 2004; McMahon & Samd&006). Para generar
esta supermatriz se combind la informacion de la matriz deekogenesNIA, g3pdhy trnS-
pskC) con una matriz que incluyé secuencias de 5 especi®sodepisy 77 especies de
leguminosas para los genesnL-trnF y trnK-mat. Las 5 especies dBrosopisfueron
secuenciadas en nuestro laboratorio y representaron a cada lasasdeciones del género
(Tabla 2). El resto de las secuencias fueron obtenidas dea@enBl andlisis de la
supermatriz conteniendo los cinco marcadores seréa referidtieetesis como el “andlisis de
5 marcadores” mientras que el estudio que solo incluyda&-trnK y trnL-trnF se

denominard “andlisis de dos marcadores”

2.2. Materiales y Métodos
2.2.1. Muestreo de genes y especies

Las especies incluidas en el estudio de tres marcadoiredican en la Tabla 2. En la
Tabla 3 se indican las especies cuyas secuencias fueron obteni@asBank e incluidas en

los estudios de 2 y 5 marcadores.
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Especie Seccion-serie N° de Herbario/ | Dist. Numero de Accesion en GenBank
Accesion banco de |Natural
germoplasma G3pdh trnS-psbC NIA trnL-trnF trnK/matk
. . ) DANIDA Ne EF165287/
P. cineraria(L.) Druce Prosopis 01089/82 AF | EF165221 | EF165309 | EF165269 | EF165292 EF165248
P. africana (Guill., Perr., & . o EF165286/
Rich.) Taubert Anonychium HDRA N°63 AF | EF165209 | EF165297 | EF165253 | EF165291 EF165251
P. strombuliferalLam.) Strombocarpa- Hunziker & Gamerro ) )
Bentham Strombocarpae 11350: S| SA | EF165241 | EF165327 | EF165281
Strombocarpa- : ) SA, ) ) )
P. reptansBentham Strombocarpae Saidman 36; BAFC NA EF165237 | EF165333
P. torquata Strombocarpa- .
(Cavanilles ex Lagasca) Strombocarpae Hunziker 9733 (SI) SA | EF165244 | EF165330 - - -
Strombocarpa- Evans N° 15 (USDA- ) ) )
P. pubescenBentham Strombocarpae USA) NA | EF165236 | EF165323
. Strombocarpa-
P. palmeriS. Watson Strombocarpae - NA | EF165234 | EF165322 | EF165278 - -
. Strombocarpa- Hunziker et al. 10451; ) ) )
P. feroxGrisebach Cavenicarpae sl SA | EF165223 | EF165311
P. tamarugo Strombocarpa- DANIDA Ne° EF165289/
F. Philippi Cavenicarpae 01215/83 SA | EF165242 | EF165328 - EF165293 | Erqg5050
. . B.N.G. Prosopis N° EF165288/
P. argentinaBurkart Monilicarpa 15-88. SA | EF165212 | EF165300 | EF165261 | EF165290 EF165249
P. sericanthaGilles ex Algarobia - Saidman & Vilardi
Hooker & Arnott Sericanthae 961; BAFC SA | EF165240 | EF165326 | EF165280 ) )
Algarobia - Saidman & Vilardi EF165230 | EF165318 | EF165276
P. kuntzeHarms Sericanthae 516,521; BAFC SA | EF165231 | EF165319 | EF165277 - -
e Algarobia- Saidman & Vilardi
P. ruscifoliaGrisebach Ruscifoliae 420: BAFC SA | EF165239 | EF165325 | EF165257 - -
- Algarobia- Saidman & Vilardi EF165245 | EF165331 | EF165283
P. vinalillo Stuckert Ruscifoliae 505,511; BAFC | " | EF165246 | EF165332 | EF165284 - -
P. denudans Bentham Algarobia- Catalano 33; BAFC SA| EF165222 | EF165310 | EF165270 - -
Denudantes
. . Algarobia- .
P. ruizlealiBurkart Catalano 13; BAFC SA| EF165238 | EF165324 | EF165279 - -
Denudantes
N Algarobia- .
P. castellanosiiBurkart Catalano 8; BAFC SA| EF165218 | EF165306 | EF165267 - -
Denudantes
P. humilisGilles Algarobia-Humiles|  Catalano 1; BAFC SA EF165227 | EF165315 | EF165275 - -
ex Hooker & Arnott
o . L mAE EF165216 | EF165304 | EF165265 i i
P. campestrigGrisebach Algarobia -Pallidag  Catalano 18,20; BAFC SA EF165217 | EF165305 | EF165266
- Algarobia — Saidman et al. 526;
P. affinisSprengel Pallidae BAFC SA | EF165208 | EF165296 | EF165256 - -
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3

Especie Seccidn-serie N° de Herbario/ Dist. Numero de Accesion en GenBank
Accesion banco de | Natural|  G3pdh trnS-pshC NIA trnL- trnK/matk
germoplasma trnF

P. articulataS. Watson A'gglrfi’ db;ae - - NA | EF165213 | EF165301| EF165262 - -
P. tamaulipanaBurkart A'gglrfi’ db;i - - NA | EF165243 | EF165329| EF165282 - -
P. chilensigMolina) Struntz Algarobia- Saidman & Vilardi SA EF165219 EF165307 EF165268 ) )
emend. Burkart Chilenses 911, 922; BAFC EF165220 EF165308 EF165285
P. juliflora (Swartz) DC Algarobia- Hunziker 10039, NA, EF165228 EF165316 EF165258 ) )

) Chilenses 10040; Sl AC, SA| EF165229 EF165317 EF165274
P. nigra (Grisebach) Hieronymus Algarobia- Saidman & Vilardi SA EF165232 EF165320 EF165259 i )

-9 Y Chilenses 315, 435; BAFC EF165233 EF165321 EF165260
P caldeniaBurkart Algarobia- Saidman & Vilardi SA EF165214 EF165302 EF165263 ) )

) Chilenses 350,138; BAFC EF165215 EF165303 EF165264

. Saidman & Vilardi
Algarobia- . EF165224 EF165312 EF165271

P flexuoseDC Chilenses | 302 BAFC, Cataang  SA 1 erigsop5 | EF165313 | EF165272 : :

. Algarobia- Evans N° 5 (USDA-
P: glandulosaTorrey Chilenses USA) NA EF165226 EF165314 EF165273 - -
P. alpatacoR.A. Philippi Ac'%ﬁgt;'gs Catalano 34; BAFC SA| EF165211  EF165299 EF16525 - -

. Algarobia- Saidman & Vilardi

P. albaGrisebach Chilenses 413: BAFC SA EF165210 EF165298 EF165254 - -
Prosopidastrum angusticarpur NA Peter 244; BAFC SA| EF165235  EF16529% . . -IERBE5
Palacios & Hoc
Xerocladia viridiramisTaub. NA AF EF585492 EF585493 Tabla 3 Tabla 3
Acacia caver{Mol.) Molina NA Sa'de‘;"A”Feé al. 78911 gsa | EF165207 | EF165294|  EF165206f  TablaB  Tabla
Lotus japonicud.. NA - SA EF165247 Tabla 3 - Tabla 3 Tabla 3

Tabla 2. Secuencias obtenidas durante el desarrollo de la tesis.
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Tabla 3.Secuencias obtenidas de la base de datos GenBank

Gen trnL, intergen

Especies tmL-trnF y gentrnE RegionmatK RegiontrnK
Acacia adoxa AF195703. AF523076.1 AF523076.1
Acacia ampliceps AF522983.1 AF523074.1 AF523074.1
Acacia berlandieri AF522978.1 AF274145.1 AF274145.1
Acacia boliviana AF522981.1 AF274144.1 AF274144.1
Acacia caven AF522967.1 AF274131.1 AF274131.1

Acacia chiapensis AY574114.1 AY574097.1 AY574097.1

Acacia cochlicantha AF522968.1 AF274133.1 AF274133.1
Acacia colei AF522987.1 AF274215.1 AF274215.1
Acacia collinsii AY574107.1 AY574092.1 AY574092.1
Acacia constricta AF522969.1 AY574104.1 AY574104.1
Acacia cornigera AY574120.1 AY574105.1 AY574105.1
Acacia coulteri AF522990.1 AF523105.1 AF523105.1
Acacia dolichostachya AF522989.1 AF523190.1 AF523190.1
Acacia drummondii AF195704.1 AF523106.1 AF523106.1
Acacia elata AF195702.1 AF523084.1 AF523084.1
Acacia farnesiana AY574119.1 AF523115.1 AF523115.1
Acacia glomerosa AF522980.1 AF274147.1 AF274147.1
Acacia hindsii AY574116.1 AY574099.1 AY574099.1
Acacia karroo AF522972.1 AF274137.1 AF274137.1

. - AF195698.1/

Acacia longifolia AF195679 1 AF523086.1 AF523086.1
Acacia lycopodiifolia AF195705.1 AF523077.1 AF523077.1
Acacia macracantha AY574117.1 AY574100.1 AY574100.1

. " AF195694.1/

Acacia mearnsii AF105675.1 AF523110.1 AF523110.1

Acacia melanoxylon AF195699.1/AF195680.1 AF274166.1 AF274166.1
Acacia modesta AF522975.1 AF274222.1 AF274222.1

Acacia neovernicosa AF522970.1 AF523113.1 AF523113.1
Acacia nilotica AF522973.1 AF274139.1 AF274139.1

Acacia pennatula AY574111.1 AF274134.1 AF274134.1

Acacia platycarpa AF522985.1 AF274223.1 AF274223.1

Acacia pulchella AF195692.1/AF195673.1 AF523100.1 AF523100.1

Acacia roemeriana AF522977.1 AF523099.1 AF523099.1
Acacia schottii AF522971.1 AF274136.1 AF274136.1
Acacia schweinfurthii AF522979.1 AF523101.1 AF523101.1
Acacia senegal AF522976.1 AF274143.1 AF274143.1
Acacia spinescens AF195706.1 AF523082.1 AF523082.1
Acacia tortilis AF522974.1 AF274140.1 AF274140.1
Acacia translucens AF522984.1 AF523087.1 AF523087.1
Acacia tumida AF522986.1 AF523111.1 AF523111.1
Acacia visco AF522982.1 AF523116.1 AF523116.1
Adenanthera pavonina AF278486.1 AF521808.1 -
Alantsilodendron alluaudianum AF278523.1 AF521809.1 -
Alantsilodendron humbertii AF278522.1 AF521810.1 -
Alantsilodendron pilosum AY125844.1 AF521811.1 -
Albizia adinocephala AF522995.1 - AF523092.1
Albizia harveyi AF522991.1 AF523075.1 AF523075.1
Albizia kalkora AF522945.1 AF523083.1 AF523083.1

Albizia plurijuga AF522993.1 AF523080.1 AF523080.1

Albizia sinaloensis AF522946.1 AF274121.1 AF274121.1

Albizia tomentosa AF522994.1 AF523093.1 AF523093.1

Amblygonocarpus andongensis AF278487.1 AF521812.1 -
Anadenanthera colubrina AF278481.1 AF521813.1 AF521813.1
Anadenanthera peregrina AF278480.1 AF521814.2 -

Calliandra carbonaria AF278516.1 AF521815.1 -

Calliandropsis nervosus AF278520.1 AF521816.1 -
Calpocalyx dinklagei AF278483.1 AY944551 AY944551

Calpocalyx heitzii AF278482.1 AF521817.1 -
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Cathormion umbellatum
Cedrelinga cateniformis
Cercidium andicola
Chloroleucon mangens
Cylicodiscus gabunensis
Desmanthus acuminatus
Desmanthus balsensis
Desmanthus bicornutus
Dichrostachys paucifoliolata
Dichrostachys richardiana
Dichrostachys spicata
Dichrostachys unijuga
Dichrostachys venosa
Dinizia excelsa
Ebenopsis ebano
Elephantorrhiza elephantina
Entada abyssinica
Enterolobium contortisiliquum
Enterolobium cyclocarpum
Faidherbia albida
Fillaeopsis discophora
Gagnebina bakoliae
Gagnebina bernieriana
Gagnebina commersoniana
Gagnebina pervilleana
Gagnebina pterocarpa
Havardia albicans
Havardia pallens
Inga edulis
Kanaloa kahoolawensis
Leucaena greggii
Leucaena leucocephala
Lotus japonicus
Lysiloma acapulcense
Lysiloma divaricatum
Lysiloma tergeminum
Microlobius foetidus
Mimosa aculeaticarpa
Mimosa quitensis
Mimosa tenuiflora
Mimozyganthus carinatus
Neptunia gracilis
Neptunia monosperma
Newtonia buchananii
Newtonia hildebrandtii
Parapiptadenia rigida
Pararchidendron pruinosum
Paraserianthes lophantha
Parkia biglandulosa
Parkia speciosa

Parkia timoriana

Pentaclethra eetveldtiana
Pentaclethra macrophylla
Piptadeniastrum africanum
Piptadenia flava
Piptadenia moniliformis
Piptadenia obliqua
Piptadenia viridiflora
Piptadeniopsis lomentifera
Plathymenia reticulata
Prosopidastrum mexicanum

AF522949.1
AF278511.1
AY944536.1
AF522950.1
AY125845.1
AF278490.1
AF278531.1
AF522939.1
AF278526.1
AF278519.1
AF278524.1
AF278525.1
AF278521.1
AF278479.1
AF522951.1
AF278484.1
AY125846.1
AF522952.1
AF522953.1
AF522954.1
AY125847.1
AF278527.1
AY125848.1
AF278529.1
AF278528.1
AF278530.1
AF522956.1
AF522955.1
AF522957.1
AF278489.1
AF278492.1
AF522942.1
NC002694
AF522958.1
AF522940.1
AF522959.1
AF522960.1
AF278513.1
AF278514.1
AF522943.1
AY944539.1
AF278494.1
AF522944.1
AF278501.1
AF278502.1
AF278505.1
AF522961.1
AF522962.1
AF278498.1
AF278499.1
AF195701.1/
AF195682.1
AY125850.1
AF278485.1
AF278488.1
AY574110.1
AF278496.1
AY125855.1
AF522963.1
AY944541.1
AF278509.1

AF274122.1
AF521818.1
AY944552
AF523072.1
AF521819.1
AF521820.1
AF521821.1
AF523108.1
AF521822.1
AF521823.1
AF521824.1
AF521825.1
AF521826.1
AF521827.1
AF274123.1
AF521828.1
AF521829.1
AF274124.1
AF523096.1
AF523081.1
AF521832.1
AF521834.1
AF521835.1
AF521836.1
AF521837.1
AF521838.1
AF523085.1
AF274125.1
AF523078.1
AF521839.1
AF521840.1
AF523094.1
NC002694
AF274126.1
AF523088.1
AF523089.1
AF523095.1
AF521843.1
AF521844.1
AF274120.1
AY944556.1
AF521845.1
AF523090.1
AF521847.1
AF521848.1
AF521849.1
AF274127.1
AF274128.1
AF521850.1
AF521851.1

AF523091.1

AF521852.1
AF521853.1
AF521857.1
AY574095.1
AF521854.1
AF521855.1
AF521856.1
AY944559.1
AF521858.1
AY386919.1

AY944552
AF523072.1

AF523108.1

AF274123.1

AF274124.1
AF523096.1
AF523081.1

AF523085.1
AF274125.1
AF523078.1

AF523094.1
NC002694
AF274126.1
AF523088.1
AF523089.1
AF523095.1

AF274120.1
AY944556.1

AF523090.1

AF274127.1
AF274128.1

AF523091.1

AY574095.1

AY944559.1
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Prosopis juliflora AY574115.1 AY574098.1 AY574098.1
Prosopis nigra AY944545 AY944562 AY944562
Prospis glandulosa - AY386851.1 -
Pseudoprosopis gilletii AY125851.1 AF521861.1 -
Pseudosamanea guachapele AF522964.1 AF523079.1 AF523079.1
Samanea saman AF522964.1 AF523073.1 AF523073.1
Schleinitzia insularum AF278491.1 AF521862.1 -
Tetrapleura tetraptera AY125852.1 AF521864.1 -
Xerocladia viridiramis EU004653 EU000438 EU000438
Xylia africana AY125849.1 AF521866.1 -
Zapoteca tetragona AF522966.1 AF523097.1 AF523097.1

2.2.2. Caracteristicas de los genes analizados

Geng3pdH: Nombre completo: Gliceraldehido-3-fostato-deshidrogenasa. Esta regi
nuclear utilizada previamente para estudios filogeografiotsef & Schaal, 1999) no habia
sido empleada aun para estudios filogenéticos en plantas. dieensias de los cebadores
fueron obtenidas de la bibliografia (Strand et al., 1997). Debido difitaltad que se
encontrd al intentar amplificar algunas especies, se degéaliérar cebadores especificos
para el grupo teniendo en cuenta las secuencias de aquellaesspex lograron ser
amplificadas y secuenciadas. La confeccién de estos cebaaloiggal que los generados
para amplificar otras regiones, se realiz6 con la ayuda dgrgmaPrimer (Rozen &
Skaletsky, 2000). Este programa busca el par (o los pares) diobamas convenientes
para la amplificacién de una secuencia dada a partir dedeo@isuna serie de parametros
tales como temperatura de desnaturalizacién, posibilidad o no rErageestructuras
secundarias, largo de los cebadores, largo de la secusncia,
GenNIA: Nombre completo: Nitrato Reductasa. La region secuenciadaiangat! intron 3
de dicho gen. Esta regién del genoma nuclear fue elegida paioehiatl de variacion
encontrada en otros grupos y ademas por existir cebadores univpasales amplificacion
(Howarth & Baum, 2002). A diferencia de los cebadores utilizads graplificar las otras
regiones de ADN, los cebadores universales eran degeneradesijregran una mezcla de
oligonucledtidos similares en su secuencia pero que difierenedioseen pocas bases y que

tienen la ventaja de permitir amplificar un fragmento deAlX¥h conocer la secuencia exacta
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del sitio de hibridacién de los cebadores. Debido a la imposibitidautilizar los cebadores
degenerados para la secuenciacion de este fragmento fuarieadsnar el fragmento
amplificado y generar cebadores no degenerados especificdscfse 2.2.3.).

IntergenpsiC-trnS: Region del genoma de cloroplasto que se encuentra entre losggenes

codifican para el ARN de transferencia S (codon UAG) y regiergénica del gen que
codifica para la apoprotein€ del fotosistema Il. Esta region habia sido analizada
previamente mediante la técnica de PCR-RFLP (ej. Parahi, 2000) pero nunca habia sido
secuenciada para ser incluida en un andlisis filogendticoandlisis preliminar realizado
sobre 5 especies del género indicé que la mayor parte de leidargstaba ubicada en los
primeros 500 pb a partir de la region 3’ del gerS. En consecuencia, solo esta region fue
subsecuentemente secuenciada para el resto de las especies

RegiontrnL-trnF: Comprende el intergen entre los gemek y trnF y el intrén del getrnF

del genoma de cloroplasto. La regién fue elegida por haber sidenségmda en un gran
namero de leguminosas (Wojciechowski, 2003). Esta region fue asaghfien dos
reacciones. En la primera se amplifico el intergrah-trnF con el par de cebadores- f
(Taberlet et al., 1991Imientras que en una segunda reaccion se amplifico el intron del gen
trnL con el par de cebadores-d (Taberlet et al., 1991).

RegiontrnK-matK: Esta region del genoma de cloroplasto comprende el intron déirdén

en el cual esta inmerso el gematk, existiendo una amplia gama de cebadores para
amplificar diferentes zonas de esta region. Para essastesimplificaron dos fragmentos de
esta regién que se que en otras leguminosas presentaron lossmayeles de variacion
nucleotidica y que ademas habian sido secuenciada un nimero impdetde¢eiminosas

(Miller & Bayer, 2001; Wojciechowski et al., 2004).
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2.2.3. Técnicas moleculares

2.2.3.1. Extraccion de ADN.a extraccion de ADN se realiz6 a partir de diferentpdaoe
dependiendo de la disponibilidad de los mismos en cada especger posibleel ADN se
extrajo de tejido vegetativo con el objeto de que el ADN extreddwidiera con el material
referencia. En la mayoria de los casos el material provinwoes, excepto en caso de las
especies afilas donde el ADN fue extraido de los tejidos fodtisios de tallos jovenes. Solo
se utilizaron semillas cuando era el Unico material disponibala & extraccion de ADN se
utilizé el kit de extraccion DNAeasy Plant mini Kit (Qiagesiguiendo el protocolo indicado

por el fabricante (Cuadro 1).

Cuadro 1. Protocolo de Extraccion de ADN utilizandcel kit de Extraccién DNAeasy

Plant Minikit (Quiagen)

1-. Moler el tejido de la planta o el hongo bajwdgeno liquido usando un mortero.
Transferir el tejido en polvo y el nitrégeno ligaid un tubo de tamafio apropiado y dejaf
gue el aire liquido se evapore. No permitir queileestra se descongele. Continuar
inmediatamente con el paso 2.

2-. Agregar 4001 del Buffer AP1y 4 | de la solucién de stock de la RNasa A (100
mg/ml) a un maximo de 100 mg de del tejido moligesp fresco) 0 20 mg (seco) y
“vortexearlo” de manera vigorosa.

3-. Incubar la mezcla por 10 min a 65°C. Mezclaf3 2eces durante el periodo de
incubacion invirtiendo el tubo.

4-. Agregar 1301 de buffer AP2 para lisar, mezclar e incubar pamid en hielo.

5-. Volcar el lisado en la columna para centrifuga¢QIAshredder” introducida en un
tubo de 2 |y centrifugar a maxima velocidad por 2 min.

6-. Transferir el liquido recolectado en el tubddal a un nuevo tuvo sin mover el pellet
7-. Agregar 1.5 volumenes de Buffer AP3/E al lisgdnezclar pipeteando

8-. Agregar 6501 de la mezcla del paso 7, incluyendo cualquiecipiado la columna deg
centrifugacion DNeasy mini colocada en un tubo dd.Zentrifugar por 1 min a 6000 X ¢
y descartar el liquido recolectado en el tubo.

9-. Repetir el paso 8 con la muestra remanentsgadir el liquido recolectado en el tubfp.
10-. Colocar la columna DNeasy en un tubo Nuev2 d#, agregarle 5001 de Buffer AW

a la columna y centrifugar por 1 min a 6000x g.daesr el liquido recolectado
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11-. Agregar 5001 de Buffer AW a la columnay centrifugar por 2ma maxima
velocidad para secar la membrana.
12-. Transferir la columna a un tubo de 1.5 mipepear 10001 de Buffer AE

precalentado (65°C) directamente en la membranabér por 5 min. a temperatura

La cuantificacion de ADN gendmico se realizO mediante la comgm en una
corrida electroforética de la intensidad de bandas de lastrag y de un marcadbambda
EcoRI-Hind Ill. Las muestras fueron corridas durante 2 horas en un geladesa al 0,8 %,
sembrandose 5| de ADN gendmico eluido y de 2 del marcador. Todos los geles de
agarosa utilizados en la tesis tuvieron la misma composi€idadfo 2) variando solamente
el porcentaje de agarosa agregados a cada uno de ellos. Blex thsagarosa se utilizd un

horno microondas. El buffer de la cuba electroforética fue TAECuadro 2).

Cuadro 2. Preparacion de gel de agarosa al 0,8% (A0nL)

2 mL TAE 50X (Tris-Acetate-EDTA)*
0.8 grs. de agarosa
98 mL de Agua destilada

*Composicion del buffer TAE 50X:
242 g Tris Base

57.1 mL Acido Acetico Glacial
100 mL 500 mM EDTA, pH 8.0
600 mL ddH20

Para la visualizacién de las bandas en la preparacion deless g¢ incluyeron 0.5
ng/ml de Bromuro de Etidio. Una vez corrido el gel, las bandasié se observaron en un
transiluminador UV. Los geles se fotografiaron con una cadigital Olympus.
2.2.3.2. Amplificacion y purificacién.Las condiciones de amplificacion de los genes
utilizados en el andlisis filogenético se indican en la&dblLos cebadores utilizados para
las reacciones de amplificacion se indican en la Tabla 5.sTledareacciones de PCR se
realizaron en un volumen final de 50 pl, e incluyendo 80 ng del ABidmico, 1X del

Buffer Taq, 2.5 mM de MgG) 0.25 U de Taq Polimerasa, 0.2 mM de cada DNTP y (MD4
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de cada cebador. Se buscO optimizar las condiciones de aawififi modificando los
parametros de amplificacion (temperatura de apareamiegrtgpdide extensién y nimero de
ciclos de amplificacién). En el caso de los cebadores degieseeomo era el caso de los
cebadores originales de NIA) se utilizd una estrategia dectidown” en el cual la
temperatura de apareamiento es muy alta al principio de péifiaation y en sucesivos
ciclos la temperatura disminuye hasta llegar a condicionamgéficaciéon mas relajadas.

Tabla 4. Programas de amplificacion utilizadas en cada dedos marcadores. A: paso de
desnaturalizacion previo al ciclado. B paso deladio propiamente dicho. C: paso final de extension

Numero
Fragmento Paso | de ciclos| Tiempo Temperatura
A 1 2 min 94°C
Bl 1 min 94°C
G3pdh B2 35 1 min 52°C
B3 2 min 72°C
C 1 7 min 72°C
A 1 6 min 94°C
Bl 1 min 94°C
pstC-trnS B2 35 1.5 min 56°C
B3 2 min 72°C
C 1 7 min 72°C
A 1 5 min 94°C
B1 1 min 94°C
B2 10 1 min 52°C -1 p/ciclo
B3 2 min 72°C
NIA B1 30 1 min 94°C
B2 1 min 45°C
B3 2 min 72°C
C 1 7 min 72°C
A 1 5 min 94°C
B1 35 1 min 94°C
trnK-matk B2 1.3 min 56°C
B3 2 min 72°C
C 1 7 min 72°C
A 5 min 94°C
Bl 1 min 94°C
trnL-trnF B2 35 1.5 min 56°C
B3 2 min 72°C
C 1 7 min 72°C
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Los termocicladores utilizados fueron: Eppendorf Mastercycle (gemtie prestado
por la Dra. Lidia Poggio) y Techne Progene thermal cyclerlgtmas genes, principalmente
en los nucleares, el rendimiento de la amplificacion fue bajoptiogeros ensayos indicaron
que el rendimiento luego de la amplificacién era menor a 25 nglpode 50 pl de reaccion.
Debido a esto, el nimero de reacciones necesarias llegaaatidad de producto requerida
en el caso d&IA y g3pdH fue de alrededor de 10 tubos por individuo. Las 10 muestras
fueron posteriormente colectadas en un solo tubo y llevado a iimd@bn en una maquina
Savanth SpeedVac, amablemente prestada por el Dr. Luis Scotmt@ridtmente en

producto se resuspendié en 50 pl y se purific6 como el resas deulestras.

Tabla 5. Secuencias de los cebadores utilizados para llfizapon de las regiones analizadas.

Gen Cebador Cita Secuencia (sentido 5'-3")
G3pdh
G3pdhintF Original GACTGGAGGGGTGGAAGAG
GPDX7F Strand et al. ,1997 | GATAGATTTGGAATTGTTGAGG
GPDXR9 Strand et al. ,1997 | AAGCAATTCCAGCCTTGG
pskC-trnS
pskCint Original CGTTCTTGCCAAGGCTGTAT
trnS Demesure et al., 1995 GGTTCGAATCCCTCTCTCTC
pskC Demesure et al., 1995 GGTCGTGACCAAGAAACCAC
NIA
NIA i3 F Howarth & Baum, 2002 AARTAYTGGTGYTGGTGYTTYTGGTC
NIA i3 R Howarth & Baum, 2002 GAACCARCARTTGTTCATCATDCC
NIAproR Original GAACCAGCAGTTGTTCATCAT
NIAproF Original ACTGGTGCTGGTGTTTTTGG
matK-trnK
Ac283R Miller & Bayer, 2001 | CACTGACGGCAAGCCCCTCTG
trnK 3914F Miller & Bayer, 2001 | GGGGTTGCTAACTAGG
685F Lavin et al., 2000
1265R Lavin, et al., 2000
trnF-trnL
c Taberlet et al., 1991 | CGAAATCGGTAGACGCTACG
d Taberlet et al., 1991 | GGGGATAGAGGGACTTGAAC
e Taberlet et al., 1991 | GGTTCAAGTCCCTCTATCC(
f Taberlet et al., 1991 | ATITGAACTGGTGACACGAG

Para purificar el producto de amplificacion, las muestrasoseéemn en geles de

agarosa al 1.5% durante 2.5-3 horas. Posteriormente las banda&sdogadas con un cubre
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objeto y colocadas en tubos de 1.5 ml para su posterior purific&ias muestras no eran
purificadas en el momento, los tubos se guardaban en un fre@9e¥@ Para la purificacion

de las bandas se utilizo el kit QIAquick Gel extracticbugdro 3)

Cuadro 3. Protocolo de purificacion de bandas coridas a partir de un gel de agarosa

utilizando el kit QlAquick Gel extraction

1-. Cortar el fragmento de ADN del gel de agarasaun escalpelo limpio y filoso.

2-. Pesar el trozo de gel en un tubo y agregat@nenes de QG a un volumen de gel (
(100 mg ~ 1001).

3-. Incubar a 50°C por 10 min (o hasta que el teezbaya disuelto totalmente). Para
colaborar en su disolucion, mezclar por vortexibbtcada 2-3 minutos de incubacion.

4-. Luego que el fragmento del gel se haya diswaltopletamente, chequear si la mezclg
del color es amarilla

5-. Agregar 1 volumen igual al del fragmento deldgeisopropanol y mezclar.
6-. Ubicar la columna QIAquick en un tubo de 2 ml

7-. Para que se pegue el ADN, aplicar la muediacalumna QIlAquick y centrifugar por
1 min.

8-. Descartar el liquido recuperado en el tubbigar nuevamente la columna en el tubg
de 2 ml.

9-. Agregar 0.5 ml de Buffer QG a la columna QIlAducolumn y centrifugar por 1 min.

10-. Para limpiar, agregar 0.75 ml de buffer P& edlumna QIAquick y centrifugar por
min.

11-. Descartar liquido recuperado en el tubo yrifegar por un min a
13,000 rpm

12-. Colocar la columna en un tubo de 1.5 ml

13-. Para eluir el ADN, agregar 50de EB Buffer (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) al centre d
la membrana del la columna y centrifugar por 1 min.

2.2.3.3. Clonado de fragmentos de ADN
Durante el proceso de amplificacion y secuenciacidén fue necesasilgunos casos
recurrir al clonado del fragmento amplificado por dos motivos. nellds fue que, debido

a la baja eficiencia de algunas amplificaciones, la cahtaka producto no alcanzaba la
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minima cantidad requerida por la empresa de secuenciaciénepiizar esta tarea. Clonar
los productos de reacciones con poco rendimiento fue una solucion mntefiai este
problema, ya que una vez inserto en el plasmido y transformadbadeerias, el fragmento
se podia amplificar de una manera muy sencilla utilizando cedsadoon sitio de
reconocimiento en el plasmido. La otra causa por la cual se friera intencion de evaluar
posibles copias paralogas del gen que se pueden reconocer al oifierd 2 secuencias
diferentes del gen analizado por individuo.

El primer paso para el clonado de los fragmentos fue sometema aeaccion de
“Fill in” en la cual la enzimklenow extrae los residuos de Timina que deja la enZiag
polimerasautilizada para la amplificacion. Las condiciones de reacs®metallan en la
Tabla 6. Este paso es necesario para la combinacion entregelento a clonar y el
plasmido. Posteriormente se realizé una reaccién de ligaciércparainar el fragmento a
clonar dentro del plasmidabluescriptSK(Startek). Las condiciones de reaccién de detallan
en la Tabla 7. Posteriormente estos plasmidos con la insefigddon utilizados para
transformar bacterias competentes. Las bacterias transfasrizeron sembradas en cajas de
Petri con medio de cultivo LB Agar con ampicilina IPTG y XtGEeabla 8). Las bacterias
transformadas con el pldsmido incluyendo la insercion fueron smladas mediante el
método de IPTG y Xgal. De esta manera las bacterias gsennmansformadas no pueden
crecer (no son resistentes a la ampicilina), las basteaasformadas pero sin la insercion
son de color azul y aquellas colonias que tienen la inserciomtagesen color blanco. Se
tomaron varias colonias blancas y posteriormente se generarms cultivos en medio
liquido de 5 cm Luego de 16 horas de crecimiento se realizé una “miniprep’obéeaer el
plasmido conteniendo la insercion. Dicha purificacion se realizaantdo el kitGenieprep
de la empresa Ambion. Para asegurarse de que el pldsmidoaplorffresentara la insercion,
se realizd una restriccion con enzimas que permitieranatidar insercion, corriéndose

posteriormente la restriccion en un gel de agarosa. Las gdésmiie contenian la insercién,
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presentaban 2 bandas (la insercidon y el plasmido linealizadg)art&k de las secuencias
obtenidas se generé un par de cebadores especificos con el finiziglagi para la

secuenciacion directa de esta region intronica

Tabla 6. Condiciones de la reaccion tfil-in”

Agua 4 |
DNTP’s (10mM) | 1]
Buffer Klenow 21

Klenow (5U/ul) 11
DNA (30ng/ul) 121
Volumen total 20 |

Tabla 7. Condiciones de la reaccién de ligacion

Vector 1,5 1 (25nQ)
Insercion 21

Enzima Eco RV | 0,5l
Ligasa 151

Buffer ligasa 21

Agua 2,5 |

Total 10 |

Tabla 8. Condiciones del Medio de cultivo

Para 1 litro de medio de cultivo
Bactrotriptona 109
Extracto levadura 59
NacCl 109
Agar 159
NaOH 0,2 ml

2.2.3.4. Secuenciaciohps productos purificados fueron enviados para su secuenciacion a la

empresa Macrogen Inc. (Corea).

2.2.4. Material Biologico

Se realiz6 un viaje de coleccién en el mes de marzo de 2004 ayaé &s provincias
de La Pampa, Mendoza, San Luis y Neuquén. Durante el mismbtweo anaterial de
especies de la seccion Algarobia que no habian sido colectaagnmnte en nuestro

laboratorio, incluyendd?. campestris, P. castellanosii, P. ruizlealP. humilis.
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2.3.3. Metodologia del Andlisis Filogenético
2.3.3.1 Homologias estéticas vs homologias dinamicas

Debido a la existencia de deleciones e inserciones en el gesloestablecimiento de
la correspondencia entre los sitios nucleotidicos de diferentasregas puede resultar una
labor no trivial, mas aun cuando también han ocurrido sustituciomeslas secuencias. La
manera tradicional de trabajar en filogenias moleculares haredidiaar alineamientos “a
priori” en los que se establecen las lineas de correspondencisit{quie una secuencia se
corresponde con qué sitio de otra secuencia) y luego se analizsacuascias alineadas de la
misma manera que se trabajaba con caracteres “convenciodaleediados de la década
pasada Wheeler (1996) propuso que el paso del alineamiento pre\étisas ditbgenético no
era necesario y que en realidad la manera mas correcaatiear las secuencias seria
evaluando la existencia de las inserciones y deleciones durartiésdquedas filogenéticas.
Asi, cada fragmento de ADN analizado seria un “caracter” cogawios entre estados
estarian dados por sustituciones, inserciones y deleciones. Unauemtse de este modo de
analizar el problema es que se puede prescindir de alineamiadttiples. En conjunto estas
aproximaciones se las denomina “Optimizacion Directa” G “Op#tion alignment”
(Wheeler, 1996). Desde un punto de vista tedrico considero este modmés adecuado
para analizar secuencias de ADN que presentan inserciodekegiones. Sin embargo la
implementacién de estas ideas choca contra un problema practicoomalejidad
computacional. En un comienzo el programa disefiado para realiasrbésquedas (POY)
(Wheeler et al., 2002) podia analizar s6lo un nimero muy limitadedeencias. Eso fue
mejorando con el tiempo. Sin embargo cuando realicé los an&isistal tesis los tiempos de
busqueda eran tales que negaban la posibilidad de encontrar solagienss acerquen lo
suficiente a soluciones éptimas. Es asi que para los améhtimados en esta tesis se decidio
utilizar una aproximacion de homologias estaticas alineando taersgas utilizando el

programa Clustal X (Thompson et al., 1997), procediendo luego a pequeégksarr
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manuales. Los “gaps” o deleciones fueron tratados como quinto estadmm estado

ausente.

2.2.3.2. Criterios de optimalidad en andlisis filogenéticos

En la actualidad existe una variada gama de métodos de recaidstriilogenética.
Desde los afios 80 los métodos basados en parsimonia jugaron un @l eem& los
métodos elegidos por los investigadores a la hora de realizaangilisis filogenéticos. La
l6gica de la utilizacion de parsimonia para reconstrucsidif@genéticas proviene de elegir
aquella hipotesis (=filogenia) que permita explicar la mayamtidad de observaciones
(similitudes) ¢ Como permite una filogenia explicar observasneo hace siempre que una
similitud pueda ser explicada por ancestralidad comun (Farris, F28ds, 2008). Toda
similitud no explicada es denominada homoplasia y la hipétefigefietica mas
parsimoniosa es aquella en la cual la homoplasia es minimded.ale buscar una hipétesis
que permita explicar la mayor cantidad de observaciones (pessgiag)a cuestion no
solamente asociada a los andlisis filogenéticos sino guiearama de la ciencia: si existen
dos hipétesis A y B, y la primera permite explicar una mapmtidad de observaciones
entonces A es preferida sobre B. Esto debe ser asi ya guersssinde de esto la eleccion de
una hipétesis no podria ser cuestionada en funcion de las observaéishesialquier
configuracion posible del mundo se vuelve intrascendente pardéedeiom de nuestra
hipétesis ya que sin importar la cantidad de evidencia eragcdmimisma se podria sostener.

A finales de la década del 90 comenzaron a tomar relevanceiadtsis filogenéticos
basados en el criterio de Maxima Verosimilitud (ML). La dg&idin original de este método
ya habia sido publicada mucho antes (Felsenstein, 1981) pero fue erci&®8 con la
implementacion de este método en el programa PAUP vers 4.0 ¢&ilyof098) que el
mismo logré una gran difusién. Una de las principales diferete@gas con los métodos

basados en parsimonia es que dentro del marco de ML se considesa mpsble modelar
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estadisticamente y de una manera mas o menos detallada losogres®elutivos que
ocurrieron a lo largo de la historia del grupo. Una de las vergams$endria este método es
gue el mismo presentaria lo que se denomina “consistenciiststd, es decir que el
resultado (&rbol) seria el correcto para una cantidad detanfle datos (caracteres) (ver
abajo). Una desventaja practica de los métodos de MLtiesrgdo requerido para completar
basquedas aun para conjuntos de datos de tamafios apenas modestas. (BSttaaunque
todavia cierto, ha comenzado a cambiar con el desarrollo depagymucho mas eficientes
(ej. RaxML; Stamatakis, 2006). Como una solucion a este problesdamés siguiendo la
corriente que habia comenzado a surcar otras areas de laayielogl afio 1996 (Li 1996;
Mau, 1996; Rannala & Yang, 1996) tres grupos de trabajo desarrollargemientemente
aproximaciones para reconstrucciones filogenéticas basadastagtistica Bayesiana. Fue
recién a partir de la publicacion del programa MrBayes (ldnbkck & Ronquist, 2001) que
este método de reconstruccién filogenética comenzo6 a ser utilizadaigo se incremento
exponencialmente a lo largo de los afios. Desde el punto de viseprmhda principal
diferencia con ML es que los métodos bayesianos permitirian introdeicuna manera
directa el grado de certeza que el investigador consideréeqaa sobre determinado detalles
de la evolucion, definiendo probabilidades a priori (“priors”) dedifeyrentes parametros. Sin
embargo la principal (sino la Unica) causa de la gran aceptdei@ste método entre la
comunidad cientifica es que el tiempo de cédmputo es mucho menor quel gaiterio de
ML.

Ha habido muchisima discusién sobre si los métodos basados explititaeme
modelos evolutivos estadisticos son mejores 0 no que los basadosiema. Uno de los
trabajos mas importantes, a mi entender, que ha posibilitado @nigmmétodos de ML y
parsimonia ha sido el de Farris (2000). En este trabajas fdantea que el enfrentamiento
entre parsimonia y métodos de ML surge solo de que los métodaseaate ML utilizan

modelos no-realistas y que los arboles de maxima parsimoniacgn@borados por la
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evidencia) serian también los de méaxima verosimilitud bajo medelas realistas de
evolucion. Este punto sumado a la fuerte justificacion episteinalge presenta parsimonia
hizo que consideremos utilizar este método para los arfdtigsnéticos de esta tesis.

Ante la existencia de los diferentes métodos filogenéticos gmevite indicados
algunos autores consideran que una buena practica cientifica ieararadla conjunto de
datos con diferentes métodos, definiendo como “robustos” a aquelldsades que no
difieran entre los diferentes métodos (ver Giribet 2003). Esta édebastante pobre por
diferentes razones. La primera de ellas es que existe lailidasi que todos los métodos
desarrollados hasta ahora tengan el mismo sesgo con lo cuallmdmffauna convegencia a
una hipétesis filogenética falsa. El segundo punto es que si haylasétue no estan
tedricamente bien fundados no tiene sentido que sean tenidosrga.c

A pesar de esta critica al “pluralismo” considero queagi una posibilidad de una
aproximacion similar sustentada en una cuestién totalmente ndfferpie surge de la
necesidad de comunicacion entre la sociedad cientifica. Bigficios ubicados en diferentes
escuelas de pensamiento filogenético veran con ciertardesza los resultados obtenidos
por el otro ya que consideraran que es posible que tales resuitasiean totalmente validos.
Aqui entonces se genera una necesidad de que los resultados puecampsetidos y
aceptados por la comunidad cientifica. Si yo considero que parairesreél mejor método
debo usar ese método. Ahora también podria usar por ejemplo métoesiamasy ya no con
el objeto de decir “mis resultados son mas robustos ya que an#hodos) dan el mismo
resultado” sino con la idea de decir “mis resultados son tamiiéos para aquellos que
consideran que parsimonia no es un método valido”. Si los dos métadagsidtados
diferentes entonces la decision es clara, solo derivaré camgasa partir de los resultados
obtenidos con el método que considero como mas correcto. Es édtare&rictiva de
“pluralidad” la que consideraremos en esta tesis. Asi aslel® hacer un estudio basandome

en un criterio de parsimonia, también realicé un andlesyesiano.
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2.2.3.3. Busquedas heuristicas en Parsimonia

Idealmente seria deseable que durante la eleccion del arbopargisionioso se
evaluaran cada una de las posibles topologias (i.e. busqueda).ekaras las actuales
limitaciones de software y hardware esto es sélo posiblecpacs con un nimero de taxones
muy limitado (ca. 20). Debido a ello para cualquier conjunto deatlatos es necesario
evaluar solo una fraccion de todas las topologias posibles. Las td@sdueuristicas no
aseguran llegar a la/s topologia/s 6ptima/s pero permitear ketp/s misma/s en la mayoria
de los casos. Existen dos principales busquedas heuristicaernuamatrar arboles mas
parsimoniosos: arboles de Wagner y técnicas de intercambio de cathranch swapping”.
En el primer caso se construye un arbol con un niumero crecientesoded y en cada paso
se va agregando un taxon en la posicion del arbol parcial que Misiceanta cantidad de
pasos. El orden de incorporacion de los taxones al arbol esray @apa eso esta técnica
también es conocida como secuencias de adicién de al azarSo(Random Addition
Sequence). Esta técnica permite construir arboles de manerarapida pero que
generalmente estan lejos de los 6ptimos. Una manera de nesflmsarboles es mediante las
técnicas de “branch swapping”. En las mismas se van cortandens&imente diferentes
ramas del arbol que son reconectadas en otras ramagrBoleton la nueva posicion de la
rama es mas largo que el original se prueba conectar éagrawtro nodo hasta haber probado
todas las posibilidades. Luego se pasa a cortar otra ramlaarBpl con la nueva posicion de
la rama es mas corto que el original, se lo guarda y se mzeni® nuevo el proceso. Existen
dos técnicas principales: SPR (Subtree Prunnig and RegraftiiBRy(Tree Bisection and
Reconnection), la diferencia es que la segunda permite que los sebarbbdos puedan
conectarse con el resto del arbol con enraizamientos difedntes que tenia, mientras que
el primero solo se consideran re-arreglos con enraizamieniiesgal Ios que originalmente

tenia en el arbol. Estas técnicas suelen permitir llegls @érboles mas parsimoniosos,
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aunque en algunos casos eso no es posible. Esto se debe a qegamasauh éptimo global
desde una determinada topologia se requiere en algunos casos ‘[pasaarboles
suboéptimos, cosa que no es posible utilizando los algoritmos de TEMRy Para resolver
este problema existen dos posibilidades: aumentar el nimerigdees independientes de la
busqueda (secuencias de adicion al azar) o aceptar durante ladal&thaes suboptimos.
Esto ultimo es lo que hacen métodos como Parsimony Ratchet (Nixon,y1989 Drifting
(Goloboff, 1999). Cuando las matrices son mas grandes (mayor a 15G)dacesrategia de
aceptar subdptimos puede no ser suficiente. Esto se debe a que e tarbgeandes es
posible que existan problemas para encontrar resoluciones $ptanque se requiere que
todos los sectores del arbol estén en una configuracion Optina.rdzmiver esto, en el
método conocido como Sectorial Searches (Goloboff, 1999) se eligeresetel arbol y se
crea una matriz reducida con los taxones incluidos en ese $eetgo. se hace una busqueda
y Si se encuentra un arbol mas corto para ese subset qugiredl@e reemplaza en el arbol
completo. Esto se repite varias veces. Su eficiencia seelmayor cuando se esta lejos del
Optimo.

Todos los analisis filogenéticos fueron realizadas con TNT (Gdlebal., 2008). En
el andlisis de tres genes la estrategia de busqueda estuvoestanpor 100 secuencias de
adicion al azar (RAS) guardando hasta 6 arboles por réplicagesqor 10 ciclos de “Tree
Drifting”. Para el caso de los analisis de 2 marcadorés marcadores, la estrategia de
busqueda involucré 200 RAS seguidas por Tree Drifting y Random Se&esathes. Las
perturbaciones en Tree Drifting se realizaron cada 10 ciageptando re-arreglos cuando la
diferencia en el ajuste dit” absoluto era menor que 1, o 20 en valores relativos, con un
indice de rechazo de 30. La etapa perturbacion finalizé cuandmermiale reemplazos era
de 10 6 se habia finalizado el 99% de los re-arreglos posibleSeé&inrial Searches la
estrategia utilizada para la eleccion de los sectorealfagar (Randon Sectorial Searches),

con limites del tamafio de tales sectores entre 30 y 70 ta8ir@sector elegido al azar era
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mayor que 50 nodos, la busqueda en dicho sector involucraba 5 ciclos @iffieg Una
vez finalizada cada busqueda. Los arboles resultantes se esometi una ronda de TBR
guardando hasta 10.000 arboles en memoria. Para evaluar el ldndmlés que presentaban
los grupos de interés que no aparecieron en el consenso estrictejefppto todas las
especies de un continente o un grupo taxonOmico) se realizaron Asqbab
constrefiimientos (constrains). Esto implica una busqueda enalaseudescartan todos
arboles que no presentan el grupo de interés. La estrategiahds tlisquedas fueron las

mismas que en las busquedas originales.

2.2.3.4. Evaluacion de apoyo de grupos

Un paso importante en estudios filogenéticos es la evaluaciéa eedencia que
apoya a cada uno de los grupos obtenidos. Si los caracteres pudisiéinade entre
aquéllos que apoyan un cierto agrupamiento y aquéllos que los comtyadiegoyo de la
evidencia a la hipétesis de agrupamiento podria calcularse dedmdinecto. Sin embargo
esta clasificacion no es posible ya que en algunos casos tal apggads la interaccion de
caracteres y no de la evaluacion independiente de cada unosdgsalloboff et al., 2003). Es
asi que se requieren de métodos indirectos de evaluacion de dpoyde los métodos mas
utilizados es el indice de Bremer que mide la diferenciaptienalidad entre el arbol mas
corto con el grupo y el arbol mas corto sin el grupo (Bremer, 1994nt€ mayor es este
valor mayor serd la evidencia que apoya tal agrupamiento.sétieade medidas de apoyo
son las técnicas de remuestreo. Originalmente consideradas una manera de evaluar
estadisticamente la verosimilitud o estabilidad de los remgtéEfron, 1979; Felsenstein,
1985) mas recientemente se han considerado también como unea rdaneraluar la
evidencia a favor o en contra de los agrupamientos (Farris é986). Existen diferentes
técnicas de remuestreo que difieren en que porcentaje dmrasteres son elegidos para

aumentarles o disminuirles su peso en cada réplica. El métalirkiaffing es una de estas
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técnicas que asocia a cada caracter una probabilidad igualindinacion. Asi la matriz
obtenida en cada caso presenta un nimero menor de caractefes que originalmente
tenia la matriz.

En el presente andlisis se utilizaron dos medidas de apoyo, ad teiBremer y la
técnica de Jackniffing. Para calcular el indice de Breseehicieron busquedas guardando
arboles subéptimos en forma sucesiva de 1 a 12 pasos mas larg@ptime&| guardando en
cada caso 10.000 arboles. En el andlisis Jackniffing se eobsitha probabilidad de
remocion para cada caracter de 0.36 y se calcularon laefictas absolutas de cada grupo.
En el andlisis de tres marcadores, la estrategia de busguedaa réplica de Jackniffing fue
la misma que en la basqueda original, mientras que para lesanahas grandes el nimero
de réplicas fue menor (50).
2.2.3.5. Andlisis bayesianos

Los analisis filogenéticos Bayesianos fueron realizados coralgdritmo de
Metropolis-coupled Markov chain Monte Carlo implementado en el pragrihBayes
version 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). EI modelo 6ptimo fue seiado con el
Modeltest (Posada & Crandall, 1998) y los valores para cade@@oéfueron determinados
durante la busqueda. El andlisis involucré dos corridas independientes xdel®
generaciones muestreadas cada 100 generaciones luego de un pesiodindge 0.50 x 10
generaciones. Cada corrida involucré tres “cadenas caliehi@stonvergencia se evalud
mediante la graficacion de los valores de verosimilitud yDesvios Estandar de de las

frecuencias de las particiones.

2.3. Resultados
2.3.1. Caracteristicas de las regiones gendmicas estsidiada
El proceso de secuenciacion de las muestras derivd en eltdef@430 accesiones

en la base de datos GenBank. En el caso de la réd®rse obtuvieron un total de 31

54



—2ANALISIS FILOGENETICO

secuencias pertenecientes a 25 especid¥draopisademas de una secuencia pacacia
caven La amplificacion de esta region la amplificacion de lageeiss de la seccion
Strombocarpa fue muy dificultosa aunque fue posible incluir seiaseme dos de sus
especiesP. palmeriy P. strombulifera La region amplificada varié segun la especie entre
508 y 700 pb. de largo (Figura 6, izquierda). Al correr las muestngdéificadas en geles de
agarosa en todas las especies se observd una segunda banda déJA&ihalsis mediante
Blast en la base de datos GenBank indicé que esta secuenciantarobyesponderia una
copia del gen Nitrato Reductasa. Para el andlisis filogengtilamente utilizamos el mayor
de los fragmentos.

El largo de la region amplificada del ggBpdhcon los cebadores G3pdhintF-G3pdhR
vario entre 580 y 610 pb (Figura 6, Derecha). Todas las espmlfeosopisincluidas en el
estudio y todos los grupos externos fueron amplificados exitosamente.

El fragmento amplificado correspondiente al intergen entre lossgen8{pskC
presentd ~1650 bp. Al comparar las secuencias obtenidas paragi&tase pudo observar
gue el nivel de divergencia era muy bajo existiendo pocas sustéscentre las especies
analizadas. Sin embargo en algunas comparaciones entre espamesaauna region de diez
pares de bases donde se observaba lo que parecian ser nglsptasiones. Sin embargo
tales secuencias eran el complemento reverso de las degiéendo que la diferencia entre
las secuencias se deberia a una inversion de este pequefimfoagkhanalizar con mayor
detenimiento fue posible determinar que dicha region se hdlairpueada con secuencias
repetidas invertidas. Un andlisis bibliografico indicé que tddagpequefias inversiones en
cloroplasto estan flanqueadas por estas repeticiones invegjaasndo la posibilidad que
en nuestro caso las secuencias difieran por una inversionegta fue excluida del analisis
filogenético pero fue objeto de un analisis detallado, querssenta en el Capitulo 3. En el
mismo estudié la ocurrencia de la inversion Rnosopisy en Angiospermas, buscando

ademas determinar los factores que afectarian su ocurrencia
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La regiontrnL-trnF fue amplificada en la mayoria de los casos en dos reaccimaes
de ellas con el par de cebadoeesf mientras que para la segunda reaccion se utilizé & par
—d. La region amplificada con el pag — f tuvo aproximadamente 350 pb. mientras que la
region amplificad con el par — dtuvo 500 pbLa amplificacion no present6 dificultades en
ninguna muestra. La secuenciaRlecinerariaresultd ser mucho més corta que las deméas
especies secuenciadas. Una comparacion con otras secuendidisnasoideas permitio
reconocer que el menor tamafio de la region amplificada eregségie se debia a una
delecion de 300 pb en la region intergénica. La presencia delégion en diversos grupos
de Leguminosas indica claramente que seria un evento recurremteddets familia y que

se veria favorecido por la existencia de secuencias repetidas extremos de tal region.

Figura 6. Amplificaciones de las region®A (izquierda),g3pdh(derecha. Pr:
P. ruizleali Pc:P. caldenia Pf: P. flexuosa C-: control negativo. C+ Contro
positivo. : Marcador de peso molecular.

La regiontrnK-matK también fue amplificada en dos reacciones pero en esteacaso |
regiones involucradas no fueron contiguas. Uno de los pares de ashakdgiidos amplifico
la region codificante del gemak (~500 pb) mientras que el otro par fue utilizado para

amplificar la region intrénica del gen trnK (~410 pb) (Ver &ab).
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2.3.2. Resultado de las busquedas filogenéticas
Los resultados obtenidos en los diferentes andlisis filogenétiesen altamente

congruentes entre si y mostraron ademas una congruencia eimoségenerales con la
separacion en secciones del Género. Sin embargo los tremitosnfle datos analizados
coinciden en indicar la no monofilia drosopisdebido a: (i) la posicion d¥. viridinamis
junto con las especies americanadPdesopis (ii) P. africanano aparece junto con el resto
de las especies del géneno ninguno de los andlisis, (ilB. cinerariano aparece junto con

las demas especies Beosopis

2.3.2.1. Andlisis de dos marcador&d consenso estricto de los arboles mas parsimoniosos
(AMP) indic6 que el génerBrosopisno seria monofilético (Figura 7, Tabla 9). El arbol méas
parsimonioso obtenido al forzar la monofilia Besopistuvo 9 pasos mas que el 6ptimo
indicando que existiria fuerte evidencia en contra de esta hgpdtasi especies Americanas
de Prosopis (EAP) y Xerocladia viridiramis formaron un clado monofilético altamente
apoyado (Apoyo de BremeB = 4; Jackniffing, J= 95; grupo llamado subsecuentemente
EAP + Xerocladig. El grupo de las EAP no fue monofilético ya qUeviridiramis aparecio
como grupo hermano de. tamarugo Sin embargo este grupo estuvo pobremente apoyado
(B=1;J = 66). A pesar de que el grupo EAP no fue monofilético, el &ntdsl parsimonioso
gue contenia tal grupo (es decir cuando las busquedas se realiwaamud la monofilia del
mismo) tuvo tan solo un paso méas (Tabla POkineraria, la Unica especie asiatica incluida
en el estudio aparecié como grupo hermano del clado EX€racladia, aunque con bajo
apoyo B= 1; J < 50).P. nigrade la seccion Algarobia formé un grupo altamente apoyado
(B= 5; J = 98) conP. argentinade la seccion Monilicarp®. africanase ubicé en el arbol
lejos del grupo formado por el resto de las especidgdra®opis en una posicion mas basal.

El arbol més parsimonioso en el cual se encuéhtedricanacon el resto de las especies de

Prosopis+ X. viridinamises 4 pasos mas largo que el AMP indicando que existe unaaelativ
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evidencia en contra de este agrupamiento. Es asi que seganaisisProsopisno seria un
grupo natural, siendo de hecho parafilético en términoX.daridinamisy polifilético en
términos deP. africana

El andlisis Bayesiano dio resultados idénticos con respetdon@ monofilia de
Prosopisy la relacion entre las EAP. Sin embargo, a diferendiarfdisis de parsimoni@.
cinerariano formé un clado monofilético con el grupo EARerocladia.Las probabilidades

a posteriori se indican en la Figura 7.

Tabla 9. Estadisticos de los diferentes andlisis filogeoétiAMP, arboles mas parsimoniosos

Analisis de 2 Analisis de 3 Analisis de 5
marcadores marcadores marcadores
Numero de AMP 224 9 4680
Largo 5079 1552 6710
N° de caracteres 4031(1444-2587‘) 1764 (648-701-41;%) 5795
N° caracteres inf. 1357 ( 609-748) 391 (193-183-15) 1458
Cl/RI 0.496/ 0.655 0.695/0.846 0.535/0.70(0

Cl, indice de consistencia (excluyendo caracteres no informatRbs$ndice de retencion
! Estadisticos de los caracteres de la regifintrnF y trnK-maiK respectivamente.
?Estadisticos de los caracteres de la regién G3pdh, Ni#SypskC respectivamente
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Figura 7. Consenso estricto de 224 arboles 6ptimos enatisende dos marcadore
(trnL-trnF y matK-trnK) considerando a parsimonia como criterio de oglitlad. Se
muestran arriba de las ramas el apoyo de Bremehuibgizquierda) y los valores
Jackknifing por arriba del 50% (derecha) y deba&ded ramas las probabilidades a
posteriori estimadas en el analisis bayesiano Aad: Strombocarpa; Verde sec.
Algarobia; Negro: sec. Monilicarpa; Naranja: senoAichium; Bordo sec. Prosopis
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Tabla 10. Pasos extras obtenidos cuando las busquedas sman@alforzando la monofilia de
algunos grupos que no aparecieron en los arbolespardimoniosos. Entre paréntesis se da el largo

Optimo sin constricciones

Analisis de 2| Analisis de 3| Andlisis de 5
GRUPO marcadores | marcadores | marcadores
(5079) (1552) (6710)

seccion Strombocarpa +P. cineraria 6 63 68
seccién Algarobia NA 10 10
Sp. VM de Prosopis 4 5 11
Sp. Am. deProsopis 1 1 3
Prosopis 9 6 11
Prosopis+ Xerocladia+

) 5 0 3
Prosopidastrum
Prosopis+ Xerocladia 4 5 5
Prosopis+ Prosopidastrum 14 3 14
Prosopidastrum + Xerocladia 6 1 9
Sp. Am. deProsopis + Xerocladia+

. 1 1 3
Prosopidastrum
Sp. VM de Prosopis+ Xerocladia 8 6 11
Sp. Am_. deProsopis + 10 1 9
Prosopidastrum

Sp. VM = Especies del Viejo Mund&p. Am. = Especies AmericandsA = no aplicable.

2.3.2.2. Andlisis de tres marcadores

El consenso estricto obtenido en este analisis estuvo de acuertts gesultados
obtenidos en el andlisis de 2 marcadores al contradecir la martgHrosopis(Figura 8).
Al forzar la monofilia del género se obtuvo un arbol seis pagsdangos que el arbol éptimo
(Tabla 10). En este andlisis al igual que el andlisis deaadoresProsopis no fue
monofilético debido a la posicion dé viridinamisentre especies derosopis A diferencia
del estudio de 2 marcadord. cinerariano form6 un grupo monofilético con las EAP +
Xerocladiasino que en este caso el grupo hermandfosopidastrum angusticarpur®tra
diferencia entre el estudio de dos marcadores y el estudiosdemareadores es la posicion
relativa entreP. cinerarig P. africanay el grupo formado por las EAP Xerocladia
Mientras en que el primero las relaciones relativas erlos &eron P. africana (P.

cineraria “EAP + Xerocladia”)) en el caso de tres marcadores las relaciones implipadas
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el consenso estricto fu® ( cineraria (P. africana“EAP + Xerocladia”)). Sin embargo el
apoyo de estos agrupamientos fue muy bajo tanto al ser evaluadantmeeli indice de
Bremer como mediante Jackniffing. El apoyo del grupo formado por+EX€rocladiafue
bajo B= 1;J = 64) y la monofilia del grupo formado por las EAP se logr6 enrbbol &n
paso mas largo que el 6ptimo. Dentro de las EAferocladiase formaron dos clados. Uno
de ellos conformado por las especies de la seccién Strombocaspa viridinamis mientras
gue el segundo clado estuvo formado por las especies de la secgambid masP.
argentina de la seccion Monilicarpa (subsecuentemente llamado Algarobisu dato:
Algarobia s.l.). Este grupo present6é un fuerte ap®po; J = 100). La seccion Algarobia
fue parafilética ya quB. argentinaformé un clado fuertemente apoyads=(5; J = 100) con
especies de las secciones Humiles, Sericanthae y Denudbntks seccion Algarobia
(subsecuentemente llamado cla@@oargentina-P. kuntzgi Los arboles méas parsimoniosos
gue presentaron a la seccién Algarobia como monofilética tuvierarpdsps mas que los
arboles 6ptimos. La serie Denudantes (representada agBi penudansP. ruizlealiy P.
castellanosii fue monofilética, no asi la serie Sericantiaekuintzely P. sericanthaya que
P. humilisde la serie Humiles apareci6 como grupo hermano de los dos tesniied.
kuntzei El grupo hermano del clad kuntzei - P. argentinastuvo formado por especies de
las series Chilenses, Pallidae y Ruscifoliae, denominado de eaquhés clado de los
Algarrobos. Este clado estuvo fuertemente apoyd&io §, J = 100), sin embargo las
relaciones entre especies dentro de este grupo no pudieron msesaledrido a que el
consenso estricto estuvo altamente irresuelto y que inabssdifierentes individuos de la

misma especie no aparecieron formando un clado monofilético.
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Figura 8. Consenso estricto de los 9 arboles 6ptimos obtenéhoel andlisis de tr
marcadores con parsimonia como criterio de optifadli Se muestraen las ramas
apoyo de Bremen absoluto (izquierda) y los valgaekknifing por arriba del 50¢
(derecha) y las probabilidades a posteriori estanah el analisis bayesiano Azul: ¢
Strombocarpa; Verde sec. Algarobia; Negro: sec. iidanpa; Naranja: ec.
Anonichium; Bordo sec. Prosoplsas barras amarillas indican aquellos clados «
nombre sera utilizado a lo largo de la tt

La seccion Strombocarpa fue monofilética ¢tnviridiramis como grupo hermano.
Dentro del grupo formado por especies de esta seccion, apamedos grupos fuertemente
apoyados. Uno de ellos correspondia a las especies de la seriec@agae B. feroxy P.
tamarugQ mientras que el otro grupo estuvo formado por dos especies arasridmla serie

Stromobocarpae?. pubesceng P. palmeri
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El andlisis Bayesiano mostré resultados muy similarestatliesde parsimonia. La
principal diferencia estuvo relacionada con el grupo hermano de+rBARiridiramisya que

en el analisis Bayesiano estuvo formado/Awacia cavery P. angusticarpum

2.3.2.3. Andlisis de cinco marcadores

El resultado de este analisis fue totalmente concordante deried otros dos analisis
(Figura 9). El principal punto a destacar aqui es que el arddides 5 marcadores de forma
combinada incrementé el apoyo de varios grupos relevanteadel EAP +Xerocladia(B=
9; J = 96); Strombocarpa (B= 3;= 83); clado StrombocarpaX: viridiramis(B= 2;J = 77).
Sin embargo, a diferencia del estudio de dos marcadBresneraria no aparecié como
grupo hermano del clado EAPXerocladiaaunque las posiciones relativas eftreafricana
—P. cinerariay EAP +Xerocladiafueron las mismas. El consenso estricto indicé relaciones
idénticas dentro del clado EAPXerocladiaque en el estudio de tres marcadores aunque con

menor resolucion para los grupos dentro del clado de losrAlgss.
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Continuacion

Figura 9. Consenso estricto de los 68 arboles 6ptimos @uemren el analisis de cincd
marcadores@3pdh NIA, pskC-rnS, trnL-trnF, trnK-mat) con parsimonia como
criterio de optimalidad. Se muestran en las rarhap@/o de Bremen absoluto
(izquierda) y los valores jackknifing por arribd 88% (derecha) y las probabilidade
posteriori estimadas en el analisis bayesiano /&=it. Strombocarpa; Verde Sec.
Algarobia; Negro: Sec. Monilicarpa; Naranja: SenoAichium; Bordo Se
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3.1. Introduccion

En este capitulo se presenta un estudio que en un principio no forma&bdepart
plan original de Tesis pero tuvo su origen en un descubrimieniaad@ldurante la
realizacion de la misma. Como fue indicado en el capitulduante el proceso de
secuenciacion de la region intergénisiC-trnS se descubrio una pequefa inversion de
10 pares de bases. La misma fue reconocida debido a que gkennpsiC-trnS
presentaba muy bajos niveles de divergencia excepto en un seglaetliopares de
bases en los que se observaban muchas diferencias nucleotidiesalgzmtas de las
especies. Al realizar un analisis més detallado fue posibena@rjue si se tomaba el
fragmento de una de las especies y se calculaba su complementor(es decir se
tomaba la secuencia de la hebra complementaria pero en semédio) la secuencia
resultante era idéntica a las demas secuencias. Ekiogae se espera al ocurrir una
inversion en el ADN ya que debido a direccionalidad (5'- 3’) de esikécula las
inversiones en la misma s6lo pueden ocurrir de manera tal geedancia que sufrio la
inversion es el complemento reverso de la secuencia origieallos imposibles

inversiones directas del tipo ACTG a GTCA (Figura 10).

< 5 C@GRAAAATACCACCACTTTTCCC3
& 3 GECTTTTATGG GTGAAALGGGS

D 5 CAGRAAAAGEAGT ACTTTTCCC 3
& 3 CGCCTTTTACCACCAITCAAAAGCE 5

Figura 10. Ejemplo de una inversion. La secuencia recuadzada
especie A arriba es la misma que la secuencia luebla
complementaria pero en sentido inverso para lecesB.
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El estudio que aqui se presenta estuvo dirigido a investigariongsst
metodolodgicas y empiricas sobre la evolucion de esta inversidos Eitimos afios se
ha publicado un nimero considerable de trabajos referidos a estaBgseiguersiones
en el genoma de cloroplasto para diversos linajes de Angiospgiedchner &
Wendel, 1996; Graham & Olmstead, 2000; Mes et al., 2000; Kimek 2@04; Bain &
Jansen, 2006; Swangpol et al., 2007). Dichas inversiones estan gbécadderentes
regiones de este genoma, apareciendo siempre flanqueadas poioregsetiovertidas
(R1), llamadas también palindromes, que generalmente tienen8at50 pb. (Figura
11A). Cuando esta region esta en cadena simple, se forma wwaueaten la cual las
repeticiones invertidas se aparean formando un “tallo” y el eegnpresente entre
ellas (el espaciador) forma un “lazo” (Figura 11B). Lasueturas de tallo-lazo son
muy comunes en el extremo 3" de los gene®\B&y en regiones entre genes con una
configuracion de 3°-3". Se piensa que estas estructuras restldaionadas con la
estabilizacion de las moléculas de ARN transcriptas ar girtesta region (Stern &
Gruissem, 1987; Stern et al., 1989). Si bien la mayoria de lassiones asociadas con
palindromes se descubrieron en el genoma de cloroplasto, no son esaligimnismo.
También se han hallado pequefias inversiones en genomas mitoesndegblantas
(Dumolin-Lapégue et al., 1998) y en mitocondrias humanas, aso@adaste Ultimo
caso con la ocurrencia de enfermedades (Musumeci et al;,BlaR6ley et al., 2006).

Al estudiar la distribucion de la inversion sobre la filogem®&ibsopissurgio el
interrogante si la misma también ocurria en otros grupos de pldP&aa.responder a
esta pregunta se obtuvieron de GenBank alrededor de 150 secuanaids pegion
pskC-trnS del plastoma. A pesar de que una comparacion de secuenaasalg@mios
grupos de especies emparentadas permitié reconocer la existensiversiones, en

otros casos la ocurrencia dwdels (inserciones-deleciones) y de sustituciones en la
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region analizada dificultaban el establecimiento de un posielet@ de inversion. Es
asi que para evaluar la ocurrencia de inversiones a do lde la filogenia de
Angiospermas se requeria de una aproximacion algoritmica. Los mdtapagestos
para analizar inversiones a nivel genémico sélo permiten reepim@rsiones cuando
el dato de partida es la ubicacion relativa de genes en un ggnemaentido (e.qg.
Blanchette et al., 1997; Moret et al., 2002). Sin embargo &glexximaciones no son
Utiles para analizar inversiones a nivel nucleotidico. Debid@dicadesarrollamos un

método para poder evaluar la ocurrencia de inversionesatde una filogenia.

A-. Repeticiones Invertidas

5 / Espaciador \ 3

T-G-G-C-T-C-G-G-C-T-A{G-G-T-G-G-G-A-[-A-G-C-C-G-A-G -C-C-A-A

l J\ )
| !

Lazo Tallo

Figura 11. A-. Esquema indicando la ubicacién de una Sl entre dos
repeticiones invertidas. B-. Estructura secundigita secuencia mostradan

Otra cuestion que surgié del andlisis de esta inversion fueagoésma no
presentaba una distribucion uniforme a lo largo de la filogeniandgogpermas sino
gue su ocurrencia se hallaba agrupada en ciertos linajes. Ke&hinendel (1996)
sugirieron que la ocurrencia de pequefias inversiones (Sl) eafad@da por la
estabilidad termodindmica de la estructura de tallo-lazodiffaea partir de su
correspondiente valor de energia libre). Estructuras con mayadoges de estabilidad

tendrian mayores oportunidades para la formacion de la estrueuralalazo v,
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concomitantemente, mayor frecuencia de inversiones. Adefids,& Lee (2005)
propusieron que las Sl estarian correlacionadas con el largo palitbdromes. Es asi
gue la ocurrencia de inversiones podria estar afectada por fibudisin de estas
variables a lo largo de la filogenia. Su evaluacion en un contiéogenético requiere
del uso de un método comparativo asi como de un método para optlaszar
inversiones sobre el arbol.

Como resumen de los objetivos de este capitulo se puede indiciateptamos
evaluar diferentes cuestiones metodolédgicas y empiricas solemlucion de las S,
tomando como caso de estudio la inversion previamente indicada. Eculpar
nosotros analizamos:

1-. Cémo pueden optimizarse las inversiones en casos en lasalusdgmento
invertido también sufre de inserciones, deleciones y sustitesi

2-. La ocurrencia de una inversion en el integempsi€-trnS enProsopisen
particular y en Angiospermas en general.

3-. La posible asociacion de los eventos de inversion con una nsgbilidad
de la estructura de tallo-lazo y / o repeticiones invertitks largas.

4-. El efecto de diferentes tipos de codificacion y delimitadéros caracteres

en la evaluacion de dicha asociacion.

3.2. Materiales y Métodos
3.2.1. Optimizacion de inversiones

El andlisis de las Sl dentro de un contexto filogenético ha estatitingido
generalmente a su codificacibn como un caracter binario (llamadonagodo de
codificacion binaria), en el cual ambos sentidos de la seeuemnartida representaban
a cada uno de los estados (Graham & Olmstead, 2000). Eresistpresentamos una

metodologia para estudiar inversiones que también permite teoeeeta sustituciones
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eindelsen la region analizada. El enfoque aplicado se basaoptii@izacion conocida
como “Fixed States” (Wheeler, 1999). En la version original teeraétodo (Figura 12,
Paso 1), cada segmento de las secuencias analizadas ekeredosiun caracter,
calculandose el costo de edicidén entre todos los posibles parestaéds” observados.
Este nuevo caracter es subsecuentemente analizado por optimidaci@ankoff”
(Sankoff & Rousseau, 1975). El método propuesto (llamado aqui optiémzdekixed
States con inversiondsSl, Figura 12), considera a las inversiones de la misma ananer
que la optimizacion de Fixed States trata aildelsy a las sustituciones. El primer
paso de optimizacion de FSI involucra el calculo del costo dedadicitre cada par de
secuencias de los “espaciadores” usando el paso de “wavetten@lgoritmo de
Needleman & Wunsch (1970). Este es un algoritmo que calcula el @a@stdicion
optimo via programacion dinamica, es decir tomando subproblemas, solucionando de
manera Optima estos subproblemas de manera recursiva gnatiizstas soluciones
Optimas para construir una solucion éptima para el problema origosiér®rmente se
calcula del mismo modo un segundo costo pero comparando en este casolama
secuencias observadas de los espaciadores con el complemergo oe/un segundo
espaciador; el costo final de la inversién es calculada cooustl de edicion mas una
penalidad por la inversion. De estos dos costos, es decilcelact con y sin la
inversion del segmento, se escoge el que sea menor paraicamstrmatriz de costos.
Asi el caracter compuesto es optimizado sobre el arbol considetesdcostos
previamente calculados. Finalmente, se visita cada nodo @amluar cuales

transformaciones implicaron inversiones.
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EO | E1 H2
» EO | AAAAT > | Eo0 | -
g |El |TTTTA Se calcula el costo de El1L |5 | -
a E2 | CAAAT edicién entre todos los E2 :D 5 _
espaciadores
EO | E1 |E2
~ | E0 | AAAAT o =
% E1 | TTTTA Se calcula el costo de edicion E1 1) -
< entre un espaciador y el \_//
E2 | CAAAT complemento reverso del E2 | 5 \Z_D -
segundo espaciador mas una
penalidad de inversién =0 | E1 |E2
® Se incluyen en una matriz de Sankoff EO | -
0 aquellos valores que sean menores de los E1 | 1 _
o dos costos anteriormente calculados
E2 [1 |2 =
EO | E1 B2
< Se guarda en memoria aquellos costos E0 | -
2 de transformacion que para ser 6ptimos
g requirieron de una inversion E1l [Inv -
E2 Inv | -
. EO E1l E2
Se optimiza por Sankoff dados los
Lg costos obtenidos en el paso anterior y
@ se viaja a través del arbol para definir
o en que ramas del arbol ocurrieron las
inversiones
Figura 12. Secuencia de pasos del método de “Fixed stateimeersiones”

Existen limites l6gicos a la asignacion de costos de transéodm en la
optimizacion de FSI. Los costos deben ser dados de tal niareesi una secuencia de
largo L es el complemento reverso exacto de una segundanci@cuentonces una
inversion debe ser siempre aceptada como Optima en vez datbsede substitucion.
Una posible manera de definir tal limite para los costosoasiderar penalidades de

inversion que sean menores que el menor costo calculado entseca@acia y su
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complemento reverso. Los conjuntos de costos utilizados en ehgrésdajo cumplen
con tal condicion.

Durante la construccion de la matriz de costos de transfammasntre
fragmentos, es posible que ocurran empates cuando el costo de edit&ndos
fragmentos es igual al costo de edicion entre una secuentizognplemento reverso
de la segunda secuencia mas un costo de penalidad de invEssgdambigledad fue
tomada en cuenta al visitar los nodos del arbol para defigu&mnamas habria ocurrido
una inversion. En el analisis se consideraron dos conjuntos de difstestes:

1-. Penalidad de indels (g) = 10, penalidad de substituciénil(g)penalidad de
inversion (i)= 1.

2- Penalidad de indels (g) = 10, penalidad de substitucionX(s) penalidad de
inversion (i)= 3.

La optimizacién por FSI requiere que los limites del espackatoT los mismos
para todas las secuencias analizadas. De hecho, en Ednwaenalizada la mayoria de
las secuencias tenian el mismo limite. Las secuenciagprgsentaron otros limites
(aproximadamente el 10% de los casos) fueron excluidas disisana

La optimizacion de FSI fue implementada en una secuencia decoishes 6
“script” (Anexo 1) de TNT. Un problema con la implementacion enderebuaje de
macros de TNT es que numero maximo de estados permitidos es 340ldsde
pudieron analizar simultdneamente 31 motivos diferentes de adpaes. Como el
conjunto de datos completo presentaba 35 motivos diferentes, desiekaiuir al azar
cuatro de ellos. Se evalud si la exclusion de diferentes osatifectaba los resultados

finales. Las conclusiones finales no cambiaron.
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3.2.2. Comparacion filogenética

La evaluacion de la hipotesis sobre la correlacion entre lareocis de
inversiones y estructuras de tallo-lazo con tallos méas largos watores de estabilidad
mas altos (evaluado mediante sus valores de energia litée)rekmcionados a aquellos
analisis que intentan establecer si los cambios en un caraati&ble dependiente)
estan concentrados en ramas con determinado estado en una segabta(variable
independiente). Con el objeto de evaluar estas hipétesis & nealanalisis basando
en el método de “Concentrated Changes Test” (CCT; Maddison, fé&0yon algunas
modificaciones. Este método fue originalmente disefiado paraandbs caracteres
binarios, y no se han disefiado tests especificos para tratean@orariable predictora
continua y una variable respuesta discreta. Dado esto se demnetias variablesG y
el largo de las RI, asignando los valores de las mismas podides estados: largo y
corto para largo de Rl y bajo y alto para la energia libre.

En el andlisis de CCT, los cambios en la variable respgesthferencian en
ganancias y pérdidas, es decir las transiciones de 0 a 1 soBntif que las
transiciones de 1 a 0. En el caso de las inversiones, todogribsaon equivalentes.
Asi la hipétesis nula en nuestro caso deberia ser replanteada (cbnMaddison,
1990): C cambios en el primer caracter estan distribuidas al azae sbérbol
independientemente del valor del segundo caracter. La probabilidagh dbstribucion
particular sobre el arbol es igual a B / A donde A es el nudegosibles maneras de
tener el nimero observado de inversiones en el arbol y B es elondmeosibles
distribuciones que presentan el mismo ndmero de inversiones $@bbmleen ramas
con baja y alta energia (0 IRS cortas/largas). En el CCledtas ganancias y las
pérdidas se diferencian, esta probabilidad no puede ser calcugdensente contando

las ramas, siendo necesario tener en cuenta la topologia dosaocédculos (Harvey &
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Pagel, 1991; Maddison, 1990; Pagel & Lutzoni, 2001). Esto ocurre poriguessiable
repuesta se pierde en una rama no puede volver a perdersarena Eiguiente. Este no
es el caso al tratar con las inversiones: una secuenda puertirse en una rama y
luego volver a perderse en la rama siguiente. Consecuenéemeatvez que se cuenta
el numero de ramas que presenta cada valor@e/ se verifican las ramas donde
ocurrieron las inversiones, la topologia puede ser dejada de lagwobabilidad puede
calcularse utilizando una distribucidén hipergeométrica. Estaldision es la misma
que usa la prueba exacta de Fisher (1934). Asi cuando gananciadidapéo se
diferencian, el CCT es equivalente a realizar un an&lsisuna tabla de contingencia
de 2x2 con las ramas clasificadas en 1-. Inversion / nosiowe (2) alto G / bajo G.

Con el objeto de evaluar la hipotesis nula (las inversiones acalrazar sin

importar el valor de G o el largo de las IRs) es también necesario computar la

probabilidad de cualquier patrén mas extremo que el observado. Asbigeutilizar
una probabilidad hipergeométrica acumulada.

Cuando las probabilidades se calculan de la forma previamentadadila
distribucion nula incluye todas aquellas reconstrucciones que presantaismo
namero de inversiones independientemente si estas reconstruccEmes
reconstrucciones de maxima parsimonia (MPR) (Nota: en darigeion original del
CCT se incluyen ambas). Wenzel & Carpenter (1994) indicaron @oelas MPRs
deberian ser incluidas en la distribucién nula. Esta probabilidad ede pralcularse
mediante la distribucién hipergeométrica. Asi con el objeto amparar ambas
probabilidades, hicimos un andlisis de simulacion en el cuaptadsis nula incluyé
solamente MRP con el mismo nimero de cambios que el patron obsergtao.
simulacién se escribié en un script de TNT. En el método de CET analisis

comparativo hecho en este trabajo, aquellas ramas donde blevgriadictora cambia
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no son informativas. Asi estas ramas fueron excluidas dehloslos. Para evaluar el
efecto de diferentes MPRs en los resultados, se considerar@n Stasliferentes
reconstrucciones para cada caracter (facilmente impledweatan la opcibriterrecsde
TNT). Ademas para tener en cuenta la ambigledad en la topaog$derada,
nosotros evaluamos hasta 50 diferentes combinaciones de resoludendss

politomias.

3.2.3. Optimizacién de energia libre y largo de tallo

Con el objeto de evaluar si las inversiones ocurrian en ramas egentaban
estructuras de tallo-lazo con alta estabilidad termodinamécaptimizaron los valores
de G en tres modos diferentes. Primero, los valores@édueron clasificados en dos
clases: alta y baja con un limite entre las clases de k&@lOmol* considerando el
histograma de valores deG que presentaron las especies incluidas en el analisis
(Figura 13Izq). Luego este caracter se optimizé como si fueraraoter binario. En la
segunda estrategiaG fue directamente optimizada como un caracter continuo, usando
la optimizacion de Farris (1969) implementado en TNT (Golobo#l.et2003). Una
estrategia similar fue seguida para el largo de las Rjgi se evaluaron dos limites

entre las clases corto y largo: >10 y >11 bp (Figura 13Der).

Figura 13. Histograma los valores de Energia libre (Izquagsdlargo de las
repeticiones invertidas (Derecha) presentes eesjascies analizadas
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Una tercera estrategia para la asignacion@e los nodos internos involucro la
evaluacion de las estructuras secundarias ancestraleadtiaapartir de aqui Analisis
de estructura secundaria ancestral, Figura 14). En esteerasez de optimizar los
valores de G, primero se infirieron las secuencias ancestrales y keegalcularon los
valores de G para cada secuencia ancestral del mismo modo que cuandicutsr @a

los valores de G para los terminales.

N\\\\\\

N\

OO

Figura 14. Estrategia utilizada para obtener los valores jgigrtir de las secuencias
ancestrales (analisis de estructuras secundacasteaies). Ver texto para una
explicacion.

La estrategia para establecer las secuencias ategstreolucro la separacion
de las mismas en 3 segmentos: (a) el espaciador (b) 25 pkajdodab espaciador (c)
25 pb rio arriba del espaciador. Las regiones flanqueantes fuenmizagas con POY
IV Beta (Varén et al., 2007) utilizando el algoritmo denominado€@iOptimization”
(DO; Wheeler, 1996) y una combinacion de DO e lterative Pass @gtiom (IP;

Wheeler, 2003). Las secuencias ancestrales para cada nodo fueridasbimediante
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el comando report (diagnosi3. Posteriormente, y en cada nodo, las regiones
flanqueantes fueron combinadas con la asignacion optima del motivepdsliagor
obtenido en la optimizaciéon FSI hecha en TNT. Subsecuentementstrlatiga
secundaria y el valor deG asociado fueron calculados para cada secuencia ancestral.
Estos valores entonces fueron forzados en cada nodo para obtenepnsiauetion de

los valores de G para el arbol completo (cémo estas asignaciones no fueron obtenidas
mediante la optimizacion de los valores d& a partir de los terminales, estas
reconstrucciones no tienen que coincidir con las reconstruscioAs parsimoniosas
para el valor de G). La misma estrategia se siguié para estimar loseskmcestrales

para el largo de las RI.

Dado las heuristicas utilizadas en POY IV para la reconsbrucie secuencias
ancestrales, la optimizacion de las secuencias originalles optimizacion de sus
complementos reversos (y su posterior restitucion a la secuengiaal) puede dar
resultados diferentes, un fenbmeno que fue corroborado en pequefios grdptssde
generados para evaluar este comportamiento. Asi en el estedia thversion
encontrada en la regigusbC-trnS evaluamos tanto la optimizacion del complemento
reverso como de las secuencias ancestrales. Durante lagzagitmes se consideraron
diferentes criterios de asignacion de costos: (a) Penalidanlelgg) = 12, Penalidad
de sustitucién (s) =1y (b) g =2, s= 1. Como algunas secsgeisentaban menos de
25 pb. rio abajo y rio arriba del espaciador, realizamos un seguoatisis con solo 17
pares de bases, que era el mayor largo de las secutauipeantes que no presentaba
datos ausentes. La estructura secundaria y los valoresGdeasociados fueron

calculados coQuickfold(Markham & Zuker, 2005) usando las opciones “default”.
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3.2.4. Conjunto de datos
En total se obtuvieron de GenBank datos de secuencias de 150 sspecie

pertenecientes a 104 géneros de angiospermas. (Anexo ). Laencas fueron
editadas con el programa Bioedit (Hall 1999). En los casos etaquesma especie
presentaban mas de una secuencia, se eligié al azar s6lo elasd€omo algunos
géneros estaban representados por mas de una especie, existibil@lad que los
resultados se vieran influenciado de manera muy fuerte por agg&tiesos con mayor
nimero de especies. Es asi que ademas de realizar un aoaligisas las especies de
cada geénero, se realiz6 un segundo andlisis en el cualggeon como méaximo dos
especies por género. El esqueleto del arbol filogenéticaadiil para optimizar las
inversiones fue establecido a partir de las relaciones defieid@®PG Il (2003). Otros
estudios (Olmstead et al., 1999; Barker et al., 2001; Breinak, 2002; Lavin et al.,
2005) se utilizaron para definir relaciones dentro de grupos parésulAdemas se
utilizé una topologia alternativa donde las monocotiledéneas (Liliopsidagl grupo

hermano de las eudicotiledéneas.

3.3. Resultados
3.3.1. Lainversion eRrosopis

La optimizacion de la inversion sobre la filogenia obtenida en&lisés de tres
marcadores se muestra en la Figura 15. En la misma se olserlas inversiones
habrian ocurrido al menos dos veces en el grupo de las espe@dsanas de
Prosopis Ademas habrian ocurrido otros dos eventos de inversion, uno eajeldue
conduce &. cinerariay otro aX. viridinamis.La estructura de la region invertida fue
idéntica en todas las especiesRtesopisanalizada, presentando lazos y tallos de 10

pb.
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Figura 15. Distribucién de inversiones (barras rojas) enltegénia deProsopis
obtenida en el Capitulo 2.

3.3.2. La inversion en Angiospermas
3.3.2.1. Caracterizacion de la estructura de tallo-lazo
La estructura de tallo-lazo presente en el integg-trnS estuvo conservada

en la mayoria de las especies analizadas. Sin embarggueaskespecies la estructura
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0 bien estaba ausente o estaba fuertemente modificada por nuseisigaciones y re-
arreglos (Apéndice 1). Dentro de las secuencias consideradhar@lisis, el largo del
espaciador varié de 8 a 11 pb. mientras que el largo de lafuRbesntre 9 y 17 pares
de bases. Sin embargo el 97% de las especies presentarotteRLGey 12 pares de
bases y el 63% presento un tallo de 11 pb. La mayoria de lasesspezsentaron

valores de energia libre G) entre -8.8 y -13.3 kcal ml

3.3.2.2. Optimizacién de inversiones, energia libre y latgdallo en Angiospermas

Los diferentes analisis de optimizacion realizados indicaron lgue
inversion en el intergepsiC-trnS habria ocurrido al menos 10 veces en la historia de
las angiospermas (Figura 16). Los resultados de la optimizaci@nireersion cuando
la misma fue codificada como un caracter binario y cuando $enanfue analizada
mediante la optimizacion de FSI fueron los mismos en nodos sudedi(i@rcanos a
los terminales) apareciendo diferencias en nodos basales.

Las reconstrucciones ancestrales de los valoresGlg/a sea como caracter
binario o como caracter continuo dieron valores muy similares. Bimargo los
resultados obtenidos en el analisis de las estructuras seesnalacestrales difirieron
substancialmente de los resultados obtenidos mediante la cadifickimaria y

continua. La causa de esta discrepancia se muestraignra E7.
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Figura 16. Distribucion de inversiones (cruces verdes) agidspermas. Las
ramas blancas y rojas representan valores altafog e estabilidad
termodinamica respectivamente.

En la optimizacion binaria y continua algunos de los nodos mas profundos
presentaron una asignacion ambigua de valores@gFigura 17A), y uno de las

reconstrucciones mas parsimoniosas (MPR) implicaba altosesade G para todos
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estos nodos. Sin embargo cuando las secuencias mismas fueron aojgismyz se
calcularon los valores de G para las secuencias ancestrales obtenidas, la
reconstruccion indicé que cada clado habia derivado independamiéeaitos valores

de G por mutaciones en diferentes partes del tallo (Figura 1&BseCuentemente, la
asignacion correcta para estos nodos ancestrales es una seguenaiplicaba bajos
valores de G (i.e. alta estabilidad termodindmica). Una situaciénlainse observa en

el ACMR de Drymis y Liriodendron en el cual los altos valores deG fueron

adquiridos independientemente por ambos taxa.

Figura 17. Asignacion errénea de valores ancestrales@éarriba) vs.
asignacion correcta (abaj®arras negrasmutaciones que produjeron un
aumento en los valores d& de la estructura de tallo-lazo. A= valores altos
de G. B= valores bajos deG. Cruz verde: inversion. Ver texto para una
explicecion.

Como fue previamente indicado la estimacion del los valoretadgl de las
repeticiones invertidas se hizo de diferentes modos: optimizandealoes como

caracteres discretos, como caracteres continuos o estimaisgguascias ancestrales y
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evaluando el largo de las repeticiones invertidas. Los andmligados indicaron que
los largos inferidos por los diferentes métodos de optimizaciéarfuruy similares.

Las secuencias ancestrales obtenidas mediante la optimidacias secuencias
difirieron al considerar diferentes costos de transformacioaredifes algoritmos de
optimizacién (DO sélo 6 DO + IP) o diferentes largos de Igsnsaitos analizados (Ver
Inciso 3.2.2. Sin embargo estos cambios nunca ocurrieron eegianrde las
inversiones repetidas. Asi, las estructuras ancestralesidasteno variaron entre los
diferentes pardmetros analiticos. Las estructuras arlesdinaron también las mismas

al optimizar el complemento reverso de las secuencias atediz

3.3.2.3. Relacion entre la ocurrencia de inversiones y los \&ldeeenergia libre 6
largo de RI

3.3.2.3.1. Energia librelLa significacion de la relacion entre la estabilidad de la

estructura de tallo-lazo y la ocurrencia de inversionesfemaala fuertemente por las
ambigiedades en la optimizacion del los valores @Geen ambas aproximaciones:
binaria y continua. En algunos casos las probabilidades llegarorria @iféc5 veces
entre reconstrucciones (Tabla 11). La principal causa de difgasncias fue que la
estimacion incorrecta de los valores ancestrales @epreviamente indicada (Figura
17) produjo valores no significativos. Cuando los valores ancestdde G se
obtuvieron al evaluar la estructura secundaria ancestral, lpacaoin filogenética
indic6 que la ocurrencia de inversiones estaba fuertementdac@mmnada con la
estabilidad de la estructura de tallo-lazo (Tabla 11), odast las inversiones situadas
en ramas con alta estabilidad de la estructura. Los resultzeios fmuy similares en

las diferentes topologias utilizadas en el analisis.
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Tabla 11 Relacion entre estabilidad de la estructura de-tato ( G) y la ocurrencia de
inversiones. El rango de valores en cada celdasepta el valor minimo y maximo obtenido
para diferentes reconstrucciones y topologias. rHiperobabilidades calculadas usando una
distribucion hipergeométrica acumulada para el ineesjue involucrd 2 especies por género.

Optimizacién N° Ramas N° Inversiones Probabilidad
) Alta Baja | Enramas con ) ) )
G Inversion Total Hiper Simulacion
G G ata G
Binaria 102-112 | 58-68 0-2 11-12 0.005-0.091 0.002 -0.066
Binaria
FSI 102-112 | 58-68 0-3 10-13 0.003-0.169 040125
Binaria 102-112 | 58-68 0-2 11-12 0.005-0.091 0.002-0.130
Continua
FSI 102-112 | 58-68 0-3 11-183 0.003-0.169 0.001-0.1p7
Sec.* FSI 113 56 0 11 0.004 0.004

Los diferentes conjuntos de costos y métodos para optimizanvessiones no
afectaron a los resultados del andlisis comparativo. Las priolaaleit calculadas
mediante la simulacion difieren parcialmente de aquellas ladksi mediante la
distribucién hipergeométrica sin embargo ambos presentaron largsaencia (Tabla
11). Los resultados fueron similares también al considerar tadasspecies de cada
género (Tabla 12) o s6lo dos especies por género (Tabla 11).

Tabla 12. Relacién entre estabilidad de la estructura de-tallo ( G) y la ocurrencia de
inversiones. El rango de valores en cada celdasepta el valor minimo y maximo obtenido
para diferentes reconstrucciones y topologias. rHiperobabilidades calculadas usando una
distribucion hipergeométrica acumulada para el teesque involucré todas las especies
muestreadas de cada género

Optimizacion N° Ramas Ne Inversions Probabilidad
y Alta Baja | Enramas con ] ) y
G Inversion Total Hiper Simulacion
G G alta G
0.005-
Binaria 160-170 | 68-78 0-2 13-1% 0.002-0.091
o 0.012
Binaria
0.003-
FSI 160-170 | 68-78 0-3 12-1¢ 0.00140.192
0.22
o 0.048-
Binaria 160-170 | 68-78 0-2 13-1% 0.121 0.002-0.096
Continua '
0.003-
FSI 160-170 | 68-78 0-3 13-1¢ 0.018-0.191
0.22
Sec.* FSI 166 77 0 15 0.007* 0.0027*
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El patron de correlacion observado con el andlisis solo inthsy@species con RI
de 11 pb. (Tabla 13), indicando que existiria una correlacionlestualores de energia
libre y la ocurrencia de inversiones que es independiente deldarlas RI.

Tabla 13. Relacién entre estabilidad de la estructura de-tallo ( G) y la ocurrencia de
inversiones. El rango de valores en cada celdasepta el valor minimo y maximo obtenido
para diferentes reconstrucciones y topologias. rHiperobabilidades calculadas usando una
distribucion hipergeométrica acumulada. El muestneluye todas las especies muestreadas
para cada género que presentan inversiones repeafidlall pb *Andlisis de estructura
secundaria ancestral.

Optimizacion N° Ramas N° Inversions Probabilidad
) Baja | Enramas con . ) )
G Inversion |Alta G Total Hiper Simulacion
G alta G
Binaria 58-64 80-86 0-1 7-8 0.014-0.16% 0.007-0.152
Binaria
FSI 58-64 80-86 0-1 7-8 0.014-0.10% 0.008-0.086
Binaria 58-64 80-86 0-1 7-8 0.014-0.10% 0.008-0.086
Continua
FSI 58-64 80-86 0-1 7-8 0.014-0.107 0.009-0.088
Sec.* FSI 54 85 0 7 0.02¢ 0.022

Los resultados no se vieron afectados al considerar un conjuctstds de

transformacion diferentes al optimizar la inversion (Tabla 14)

Tabla 14. Relacion entre estabilidad la estructura de talto- ( G) y la ocurrencia de
inversiones. El rango de valores en cada celd&septa el valor minimo y méximo obtenido
para diferentes reconstrucciones y topologias.dSodé transformacion alternativos para la
optimizacion de la inversion (inversion= 3; sugtifin= 1; gap= 10) Hiper= probabilidades
calculadas usando una distribucion hipergeométaicamulada. El muestreo incluye dos
especies por género. *Analisis de estructura secimedncestral.

o N° Ramas N° Inversiones Probabilidad
Optimizacién de
. Em ramas
valores de energia | Ata G | Baja G Total Hiper Simulacién
conalta G
Continua 58-68 102-112 0-3 11-13 | 0.003-0.229 | 0.001-0.130
Sec* 56 113 0 11 0.004 0.004

3.3.2.3.2. Largo del talliNinguno de los andlisis arrojé resultados significativos para la

correlacién entre la ocurrencia de inversiones y el largo del(Tabla 15, 16). Cuando

el limite entre RI cortas y largas se definié en 11 bp mustreo incluyé todas las
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especies de cada género (Tabla 15), se evidencid una tendeoizianteyores
frecuencias de inversiones en las ramas con RI largagn8iargo este patron fue no
significativo. La optimizacion del largo de las Rl a padir los terminales (ya sea
codificacion binaria o continua) y el analisis que derivo los ladgokas Rl a partir de
las estructuras ancestrales dieron resultados muy similaess. probabilidades
calculadas mediante la distribucién hipergeométrica fuerorasesia las calculadas
mediante la simulacién. Los diferentes regimenes de costé$ogos para optimizar la
inversién no afectaron los resultados.

Tabla 15. Relacion entre el largo de las IRs y la ocurredeianversiones. El rango de valores
en cada celda representa el valor minimo y méxintenido para diferentes reconstrucciones y
topologias.Limite indica el valor tomado para separar entre las gldsargo” y “Corto”.
Hiper= probabilidades calculadas usando una digtidim hipergeométrica acumulada.
Probabilidades calculadas para el muestreo quéuiend? especies por género

Optimizacion N° Ramas N° Inversiones Probabilidad
RI RI EnRI
Largo Limite |Inversion Total Hiper Simulacién
cortas largas cortas
Binaria 64-68 174-17 4-5 13-1% 0.648-0.868 0.663-0.849
10-11
FSI 64-68 173-177 4-5 13-16 0.577-0.857 0.582-0.893
Binaria
Binaria 229-232 10-13 11-14 12-15 0.094-0.5/4 0.088 - 0.5623
11-12
FSI 231-234 8-11 12-15 13-16 0.071-0.586 0.064-0.590
Binaria 64-68 174-178 4-5 13-1%5 0.648-0.868 0.662-0.858
10-11
FSI 64-68 174-178 4-5 13-16 0.582-0.868 0.585-0.889
Continua
Binaria 229-232 10-13 11-14 12-15 0.094-0.574 0.094-0.623
11-12

FSI 229-232 10-13 12-15 13-1p 0.107-0.5p9  0.107-0.649
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Tabla 16. Relacion entre el largo de las IRs y la ocurredeianversiones. El rango de valores
en cada celda representa el valor minimo y maxiptenido para diferentes reconstrucciones y
topologias.Limite indica el valor tomado para separar entre las gldsargo” y “Corto”.
Hiper= probabilidades calculadas usando una digtidim hipergeométrica acumulada.
Probabilidades calculadas para el muestreo quéuicndotodas las especies de cada género

Optimizacion N° Ramas Inver:(:)nes Probabilidad
Largo Limite | Inversion Rl Rl EnR Total Hiper Simulaciéon
cortas largas cortas

~10 Binaria 11-12 162-166 2 8-12 0.96-.0.99 0.974 - 0.999
Binaria FSI 11-13 162-166 2 8-12 0.951-.991 0.968-0.998
Binaria 158-164 9-11 9-11 10-12 0.123-0.698 0.123- 0.752
~H FSI 158-164 10-12 9-11 11-18 0.144-0.728  0.150-0.791
Binaria 11-12 162-166 1-2 8-12 0.95-0.99 0.978-0.999
>10 FSI 11-13 162-166 1-2 8-12 0.96-0.99 0.972-0.998
Continua Binaria | 158-164| 911 | 911| 1012 0.120-060 0.123 -0.456
“H FSI 158-164 10-12 9-11 11-18  0.144-0.69 0.147-0.759

3.4. Discusion

Una caracteristica distintiva de la inversion analizadd eresente estudio fue
su multiple ocurrencia en diversos linajes de Angiospermas (mdedoéoeas,
Magnoliids, rosids). La mayoria de las secuencias invertids gi®viamente
documentadas presentaron menores niveles de recurrencia y eal gercducraban
taxones cercanamente emparentados (Kelchner & Wendel, 1996; Ke&l®lark,
1997; Mes et al., 2000; Kim & Lee, 2005; Swangpol et al., 2007). La Blicon una
distribucion filogenética y con un nivel de recurrencia simileg locumentada por
Bain & Jansen (2006) en la region intergénica entre los gesi#s y trnH. Sin
embargo estos autores analizaron la inversion comparando pares desegpao
mediante optimizacién sobre un arbol.

La Sl analizada en esta tesis pudo ser reconocida a lo largooddinajes de
angiospermas debido al alto nivel de conservacion que presentéutztuzatde tallo-
lazo, un hecho inesperado dada la condicion de ADN no codificanteresenta esta

region. Graham & Olmstead (2000) observaron una situacion similannanSl
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encontrada en linajes basales de angiospermas y sugirieron Ilquevehl de
conservacion estaria asociada con el rol que tendria éstet@s en la estabilizacion
de los transcriptos correspondientes. Es asi que la recurdmdas Sls puede ser
explicada tan s6lo como un producto secundario de la funcion dedetest de lazo y

tallo (Kim & Lee, 2005), sin la necesidad de invocar explmaes adaptativas.

3.4.1. Estabilidad de la estructura de tallo-lazo y lents de inversion

El presente estudio sugiere que la ocurrencia de las SlieterglenpskC-trnS
esta correlacionada con una mayor estabilidad de la estrudgutallo-lazo. Este
resultado esta de acuerdo con el andlisis efectuado por Ke&hnendel (1996) en
otra Sl. Es asi que nuestro andlisis plantearia una extetesios resultados obtenidos
por estos autores en dos direcciones. Primero, la observaci@irdeeg similares en
Sls presentes en diferentes regiones intergénicas sugierstgumgelacion es comun
a las Sls situadas a lo largo del genoma de cloroplastgun&e, el patron
originalmente observado en la subFam Bambusoidea se documenta aketaykval
dentro de angiospermas. El analisis de Sl situadas en egiasas del cloroplasto con
un enfoque similar al utilizado aqui, ayudara a evaluar |la gidtesat de este patron.

Kelchner & Wendel (1996) sugirieron que la estabilidad del ta#o-la
incrementaria la probabilidad de su formaciéon que, concomitantenmotuciria un
incremento en las frecuencias de las Sl. Esta idea itaphiehte considera que la
estructura de tallo-lazo esta involucrada en el proceso quenéntd conduce a la
inversion (llamada a partir de aqui hipétesis de tallo-laza).aguel andlisis, las
diferencias en la estabilidad de la estructura de taltpdaire taxones estaban causadas
por cambios en el largo del las RI. En contraste, en esta ne se obtuvieron
evidencias que sugirieran que el largo de las RI afectedadncia de la inversion en la

region intergénicaskC-rnS.
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En el presente andlisis los cambios en la estabilidad dérileteira de tallo-lazo
estuvieron principalmente causados por mutaciones que produjeron apat@mmie
imperfectos en los tallos (quasipalindromes). Bajo la hipotsisallo-lazo, ambas
observaciones pueden ser explicadas en un modo muy simple: leart&s y el
apareamiento imperfecto disminuyen las probabilidades de inveasiG@iectar la
estabilidad del tallo-lazo (Figura 18A).

Aun si la correlacién entre la estabilidad de la estructurdaliie-lazo y la
ocurrencia de S| puede ser perfectamente explicada en ektoodéela hipotesis de
tallo-lazo, existen igualmente explicaciones alternativag Biyuno de los métodos
propuestos para explicar la ocurrencia de Sl (corrimiento de dotdmacalLeachn
Slupska et al., 2000; excision y re-unién de las secuencias deKkilebhner & Wendel,
1996; recombinacion intraestructura, Kim & Lee, 2005; invasion de ineddéda por
ADN, Musumeci et al., 2000) la formacion de la estructura ielézo es un paso
crucial para el proceso. Sin embargo existen modelos aliersgtnodelos no-tallo-
lazo) en los cuales no se requiere la estructura tallo-laam éntermediario para la
ocurrencia de inversiones (reparacion de una ruptura doble en lodrgailés, Slupska
et al., 2000; recombinacion intramolecular en ADN de doble cademsarikci et al.,
2000, recombinacion intermolecular, Graham & Olmstead, 2000)

En todas los mecanismos propuestos para la ocurrencia dednesrsjue no
implican la intervencion del tallo-lazo siempre se haya invatlecrla accion del
proceso de recombinacion ya sea intra o intermolecular. Eléstes evidencias de que
habria una fuerte correlacion entre la frecuencia de recooifing el largo y similitud
de las secuencias intervinientes (Rubnitz & Subramani, 1984; Shéna&g, 1986;

Bazemore et al., 1997; Sagi et al., 2006; Barnes & McCulR@by).
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Figura 18. Interpretacion de la evidencia sobre evolucion Ideai® dos hipétesis
propuestas para la ocurrencia de inversiones. &rbjo la hipétesis de tallo-lazo
la estabilidad de la estructura afectaria directdenka ocurrencia de inversiones.
nivel de apareamiento y el largo del tallo afeerata ocurrencia de inversiones a
afectar la estabilidad de la estructura. Abajdadmip6tesis de No tallo-lazo el
apareamiento y largo de las repeticiones inverafiastarian directamente la
ocurrencia de inversiones.

Consecuentemente, es posible que las Rl y el apareamiento impaféste la
frecuencia de inversiones mediante la modificacién de itaeertia del paso de la
recombinacién. Bajo esta explicacion alternativa, la coldglaentre la ocurrencia de
inversiones y la estabilidad del tallo-lazo puede ser exjaliga no como una relacion
causa-efecto (como es explicado por la hipétesis del tallo-l&rn), como una
consecuencia de que el largo de las Rl y el apareamiento écioetdmbién afectan la
estabilidad del tallo-lazo. (Figura 18B).

En resumen, en este estudio tesis encontramos evidencia quaiagmtedn de
correlacién entre la estabilidad de la estructura de talwyala ocurrencia de una
pequefia inversién situada en la region intergérpsdC-trnS del genoma de
cloroplasto. Este resultado esta de acuerdo con la hipotesiglden&r & Wendel
(1996) que indica que el tallo-lazo estaria involucrado en la fobmatz las Sl. Sin

embargo no puede descartarse una explicacion alternativa en dondeutndia de
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inversiones se viera afectada independientemente por el larglasd®l y el
apareamiento imperfecto. La formulacion de predicciones ratalatias desde esos
modelos asi como el andlisis de nuevas Sl contribuird a una coejprension de las

particularidades de estos eventos moleculares.

3.4.2. Asignaciones ancestrales y homologia
En el presente estudio se evaluaron diferentes métodos para asignes de

G a los nodos internos. Cuando los valores fueron obtenidos por la optimidados
valores de G de los terminales, algunas de las reconstrucciones errbneament
asignaron altos valores deG a algunos nodos profundos (Figura 17). Esto ocurrié
porque los valores altos deG en diferentes linajes fueron considerados como
derivados de un ancestro comudn. Sin embargo, cuando las secuesaias fftieron
optimizadas usando DO o IP, las secuencias ancestrales aresdrdjos valores de

G para estos nodos, con altos valores @e derivados independientemente en varios
linajes por diferentes sustituciones en las RI. La distinciéestiedos fenotipicos (los
valores de G) que, aunque similares, no fueron derivados de un ancestro camun, f
posible debido a que la relacion entre genotipo y fenotipo era impjesen este caso:
una sustituciéon en las Rl que produce un cambio en el valoGdeorrespondiente.
Esta situacion contrasta fuertemente con la mayoria de tast@a@s morfoldgicos
generalmente considerados en analisis filogenéticos. Debidocamipleja red de
interacciones génicas que definen estos caracteres, laaedéal de los cambios
hereditarios que los afectan es imposible en la mayoria de los, @egando a la
similitud como la evidencia mas creible de origen comun.

Dada la naturaleza heuristica del método “Direct Optimizati@s’ mismos no

garantizan que las reconstrucciones sean globalmente 6ptimasagideada la

implementacion actual en POY 1V, sélo se puede obtener un grupo decsiges
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ancestrales 6ptimas. Esto podria poner en duda las asignacioestatex de la
estructura de tallo-lazo y, concomitantemente, los resultadaméteto comparativo
filogenético. Sin embargo diferentes lineas de evidencariasten contra de esta
posibilidad. Primero, la alta conservacion encontrada en lasdite la posibilidad de
ambigiedades en la reconstruccién ancestral de secuede@sdo, las estructuras
secundarias fueron las mismas en todos los analisis independiatge de los
regimenes de costos o los algoritmos usados en la optimizaer@erd, aun cuando es
posible que haya asignaciones Optimas alternativas, no implegashente que haya
habido cambios en los valores d&. Finalmente no hay razén para suponer que las

reconstrucciones evaluadas estuvieran sesgadas enddadnigotesis puesta a prueba.
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CAPITULO 4. TIEMPOSDE DIVERGENCIAY

DIVERSIFICACION
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4.1. Introduccion
4.1.1. Tiempos de divergencia

La idea de estimar tiempos de divergencia a partir de datiesutares surgié
hace mas de 50 afios (Zuckerkandl & Pauling, 1962), cuando se observetqsadale
sustitucién aminoacidicas se mantendrian mas o menos constiani@ga del tiempo.
A partir de ese momento han existido numerosos desarrollos metodolpgieoel
estudio de la evolucién molecular en general (Jukes & Cantor, 196@rd& 1980;
Felsenstein, 1981; Tavaré, 1986) y para estimacion de tiemposvelgedicia en
particular (Felsenstein, 1988; Takezaki et al., 1995; Sanderson,2@09). Los
estudios de reloj molecular estuvieron desde sus comienzos aculopade fuerte
controversia. Analisis empiricos indicaron que la constancia ss tao era una
condicién universal y comun a todas las secuencias. Un ejempkuelgecitarse sobre
esta controversia es la existencia de tasas diferentemaeniferos: las tasas de
sustitucién serian mayores en roedores y menores en hominoides. r (Kuma
Subramanian, 2002). Con el objeto de evaluar estadisticanacotadtancia o no de
tasas surgié una amplia gama de test entre los que se melugst de tasas relativas
(Sarich & Wilson, 1973), el de raz6n de verosimilitudes (Feleanst988) y los tests
no-paramétricos de Gu & Li (1992) y Tajima (1993), Posteriormaetepmenzaron a
desarrollar métodos de estimacién de tiempos de divergencisqmarancias que no
cumplen el requisito de tasas constantes de evolucion. Los gsiinéentos de evaluar
tiempos de divergencia sin constancia de tasas eran métodogebggtaseros” en los
cuales se removian las ramas del arbol en las cualemsieleraba que la tasa habia
cambiado hasta que se tenia un arbol en el cual las tasasoastantes. Estos arboles
se denominaban &arboles linealizados (Takezaki et al., 199%. r&étodo tenia

diferentes problemas pero el mas obvio es que podian quedar extdsidapecies de
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interés. Posteriormente, Sanderson (1997) publicé el primer método quéepe
calcular tiempos de divergencia sin la necesidad de tewmetancia en las tasas de
sustitucién. El método se denomind NPRS (Non-Parametric Rateot8ing). El
mismo se basaba en la idea de que aunque las tasas emtsepasiblemente no se
mantengan constantes, si es posible que las tasas de raimas wecparezcan mas
entre ellas que entre dos ramas cualesquiera. Asi el métodmbausinimizar por
cuadrados las diferencias de tasas entre ramas vecinagjitaade este método parece
estar claramente justificada, ya que es esperable quauaas que definen las tasas de
sustitucion se puedan heredar a lo largo del tiempo. Como consiecseriendria que
las tasas estaran autocorrelacionadas entre ramas seeraeh arbol. A pesar de lo
promisorio del método, simulaciones realizadas mostraron quesaionpenalizaba

poco los cambios entre ramas vecinas (Sanderson 2003). Con el ebjetolder este

problema, Sanderson (2002) publicé otro método denominado Penalized Likelihood

(PL). La idea de este método es tomar un modelo con muchos prasa(uea tasa por
rama) que estaria sobreparametrizado, y agregarle umtéqué penaliza cuan fuerte
sera la atenuacion de la tasa de rama a rama, es ldesintgo de tasas aceptado entre
ramas. El problema aqui es como definir cuanto se penalzandlio. Si la penalidad
es infinita, el resultante es un modelo de tasa constantdéaegb de todas las ramas
(reloj molecular) y si se le asigna una penalidad de e2obene un modelo con tasas
diferentes para cada rama (sobreparametrizado). Una fornikeaildir el valor de
atenuaciéon es mediante un método denominado Validacién Cruzada (@hoksdidn,
CV). La validacién cruzada, es una practica estadisticasseparmuestra de datos en
subconjuntos de tal modo que el analisis es inicialmente adalien uno de ellos,
mientras los otros subconjuntos son retenidos para su uso posteriooefirtaacion y

validacion del analisis inicial. En el caso particular de $ van removiendo ramas
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terminales de a una y se elije el valor de atenuacion epjer permite predecir el
namero de sustituciones en la rama cortada. EI método de PL haxtdeaenente
utilizado en los dltimos afios para estudios de tiempos de divaagendBarker, 2004;

Hedges, 2004; Bell, 2005) y fue elegido en el presente trabajo.

4.1.2. Diversificacion en zonas aridas

Los estudios de datacion molecular han aportado datos muy importalates a
hora de determinar del posible efecto de cambios ambientallesdéversificacion de
los grupos estudiados (ej. Richardson et al., 2001; Klak et al., 2B0Bjimer dato
surge de correlacionar los tiempos de divergencia con el momehtumento en la
superficie de &reas con determinadas caracteristicas aadser§si si la divergencia
entre la mayoria de las especies del grupo G ocurrid el la ¢geotégica E donde
evidencias geoldgicas muestran un amento en zonas aridasesrgermoncluye que tal
cambio ambiental habria permitido/beneficiado/conducido a la divasidin de dicho
grupo. Esta evidencia dificilmente puede ser considerada comayeme aunque si
permite al menos decir que la evidencia esta de acuerdcasqgorddicciones de la
hipétesis. Este tipo de evidencia se utilizé por ejemplo paraaagowgponer que el
desarrollo de ambientes aridos en Norteamérica habria propiciagllacion del
géneroTiquilia (Moore & Jansen 2006). La evaluacion de tiempos de divergencia
permiten también refutar la hipétesis de diversificacion asa@achmbios ambientales
siempre que la divergencia de todas las especies (0 la payerde ellas) ocurra antes
de la época E.

El estudio de los cambios en la tasa de diversificacion esfudrde de
evidencia para evaluar la hipétesis de cambios ambienfalgarado la diversificacion
de grupos. Dada esta hipétesis es esperable un aumento endia dagrsificacion en

los momentos posteriores al cambio ambiental. En este cass ypatrones podrian
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refutar tal hipétesis: tasa constante, aumento de lanéss del cambio ambiental, tasa
decreciente. SoOlo se sostiene la hipotesis si ocurre un aumenta tza de
diversificacion y ademas esto ocurre en momentos posterioraTdlio ambiental.
Aun si la hipétesis haya salido indemne a los esfuerzos derl&fuda necesario
ademas descartar hipoétesis alternativas que permitan expligaaitron observado.
Supongamos que en la época E ademas de haber un aumento en lasidasas ar
también existié una disminucién en los predadores potencialedodehina extincion
masiva. De ser asi existen dos posibles hipétesis y si amsiaterlos ensayos de
refutarlas entonces sera necesario seguir buscando fuentedateiag. Otra cuestion
a indicar es que cuando una hipotesis se rechaza no implita mpiggna sea de hecho
falsa sino que también lo puede ser cualquiera de los supaasitii@res que se dieron
como aceptados para poder hacer el andlisis correspondiente ¢hales4, p. 83).
Para nuestro analisis la cantidad de supuestos auxiliares son rpaohpsra tener una

idea de los mas importantes podriamos sefialar: Tiempos dgetivir: (i) la edad de

los fésiles utilizados para la calibracion es certerda@)sustituciones en el ADN de la
region evaluada proceden de manera tal que pueden ser bien dssnegliante un

modelo probabilistico de transiciones entre estados (iii)dsastde sustituciébn son
constantes en todas las ramas del arbol, o en su defecto,lde petiblecer el modo

en que cambian tales tasas de sustitucion de una rama a |&£atréios ambientales:

(i) el registro geoldgico es lo suficientemente completo coara poder inferir las
condiciones ambientales pasadas (ii) La datacion realizadalqgga@ambios en las
condiciones ambientales es certera. Este conjunto de hipgiiediares es tan sélo una

muestra de los supuestos implicitos en los analisis indicados.
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4.2. Materiales y Métodos
4.2.1. Célculos de tiempos de divergenci&@ersopis

Con el objeto de estimar los tiempos de divergencia, se teoacan las
secuencias de las regiones genomg@sdhy detrnSpshC. El analisis simultaneo de
estos dos loci se realizé debido a que el método de Penalizadhddklitilizado para
estimar los tiempos de divergencia esta sujeto a erroradasa tratan ramas de largo
cero (Sanderson, 2003). La congruencia entre ambas regiones gergamicaspecto
al largo de ramas se evalud con el test de cocientesragmiitud (likelihood ratio
test) descrito por Lewis (1998) y Xiang et al. (2005). Eldistizo de este test es:
22[InL-(In L+ InLyj
dondelL; es la verosimilitud obtenida a partir del primer genges la verosimilitud
obtenida a partir del segundo ger, gs la verosimilitud obtenida a partir del analisis
de ambos genes. El valor de este estadistico se comparé costribadibn > con una
cantidad de grados de libertad que es igual la suma de:
2n+3-P
Donden es el niumero de taxones del arboPyes el nimero de parametros libres
usados en el célculo de la verosimilitud.

La regién gendmica NIA no fue incluida en la estimacionadgos de ramas
debido a que no fue posible amplificar tal region gn@sopidastrum angusticarpum
uno de los taxones que definen el Unico nodo fijo en el paso de laci@ibrAdemas,
Xerocladia viridinamiso fue incluida en este analisis debido a que en ella sfladse
secuenciar una parte del ggBpdh El largo de ramas fue estimado por maxima
verosimilitud utilizando el programa Paup* (Swofford, 2002). EI mo@efolutivo fue
elegido utilizando el test de razones de verosimilitudes jecrguoiplementado en

Model Test 3.06 (Posada & Crandall, 1998). Para la estimacidnsdgéempos de
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divergencia se utilizé el método Penalized Likelihood implementandel programa
r8S (Sanderson, 2003). El algoritmo utilizado para la estimac#&elfde Powell y el
valor de atenuacion de tasas entre ramas vecinas se eligig@nteeun procedimiento
de validacién cruzada (Sanderson, 2002).

Para derivar los tiempos absolutos de divergencia se uiitiziws puntos de
calibracion combinados. El tiempo obtenido en Lavin et al. (2005)Ipatiaergencia
entre una de las especies de la seccién Algar8basdgpis pallida)y una especie del
generoProsopidastrun{Prosopidastrum mexicanyree uso para fijar la edad del nodo
gue sostenia Brosopidastrunmy a las especies americanasRitesopis(EAP). Con el
objeto de tener en cuenta el error asociado a la estimgfgiGtuada por Lavin (2005),
el analisis se repitié considerando la media +/- un desvindestdJn segundo punto de
calibracién fue usado para asignar una edad minima al clade BAFa En este caso el
fésil correspondi6 a granos de polen obtenidos de sedimentos del Olig@erepano
de la regién del la Columbia Britanica en Canada (Piel, 1971).0Cxsta época se
extiende de los 28.4 a los 33.7 millones de afios (MA) nosotros utiézéamedad
menor como edad minima. Como el grupo hermano del clado EX&ocladiano
quedd claramente definido en el estudio filogenético realizaglogvaluaron dos
diferentes topologias, una de ellas correspondiente a los resutleldandlisis de tres
marcadores y el otro correspondiente al analisis de dos marcaHbresor en la
estimacion de tiempos fue evaluado mediante la técnica derbppisg siguiendo a
Sanderson (2002).

4.2.2. Andlisis de diversificacion

Con el objeto de estudiar los posibles cambios de la tasa dsifittaeion a lo

largo de la historia del género se realiz6 un analisis dedimatravés del tiempo (c v,

Nee et al., 1995). Este método se basa en graficar eithogatel nimero de linajes en
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funcion del tiempo. Dada una constancia de tasas a lo largeohgatise espera una
relacion lineal entre estas dos variables. En cambio, l& @aéria convexa si las tasas
hubieran disminuido a lo largo del tiempo y céncava en caso conffamobién es
posible determinar cambios de tasas en momentos puntuales hiktoléa si la
pendiente de la curva cambia pronunciadamente. El analisisTdlese realiz
repetidamente con los valores extremos obtenidos en el anddisisempos de
divergencia. La falta de resolucién en el clado de los Alpas fue considerada de dos
maneras en el analisis de diversificacion

(1) Como una politomia dura con todos los linajes divergiendo simealtédente.

(2) Como si la diversificacion de los mismos hubiera ocurrido & ¢aesstante. Para
Esto se recurrio al programa PHYLOGEN version 1.1 (Rami20@2) que simula
arboles dado un modelo de diversificacion tipo Yule (1924). Se simul6é uncarbah
namero de especies finales igual al nimero de especies presergegrupo de los
algarrobos (Ver Capitulo 2). Luego este subarbol fue injertado é@nbel original
reemplazando la politomia del clado de los Algarrobos. Estoeiéiér para 100
subérboles simulados. Como el patrén general obtenido fue el nismayjestra sélo
el LLT para una un arbol con una de las simulaciones paradel de los Algarrobos.

El andlisis de LTT fue hecho en una primera instancia con asjedfzecies
incluidas en el andlisis de tiempos de divergencia. Paraiear el efecto que pudieran
tener analisis de LTT las especies no incluidas en el Bndéisdatacion, se realizé un
analisis en el cual se incluyeron estas especies en ladpd#isgenética mas probable
dado el conocimiento taxondmico de las mismas (Burkart, 1976). Esttegs fue la
seguida en Barraclough & Vogler (2002) en su trabajo sobre escardajos| objeto
de comparar las tasas de divergenciaPessopiscon aquéllas estimadas para otros

géneros de plantas, se calculd la tasa neta de diverngificpor linaje siguiendo a
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Coyne & Orr (2004). Esta tasa indica el nUmero de linajes solaetég por unidad de
tiempo y se calcula como:

NDR= (In(N)=In(2))/ T

DondeN es el numero de especies actuales del clades/el tiempo estimado
para el ancestro comun mas reciente del clado. Como eroaledaendlisis de LTT, las
especies faltantes se colocaron en los sitios mas probabdalaiada la informacion

taxonémica.

4.3. Resultados
4.3.1. Datacion Molecular

El modelo 6ptimo elegido mediante el Test Jerarquico de razones de
verosimilitud (LRT) fue el Hasegawa-Kishino-Yano plus GammaYH&). El mismo
test rechaz6 la constancia de tasas para las regionesiggen@nalizadas (Valor de
verosimilitud asumiendo reloj - lIn= 4394.64; no asumiendo reloj LIr 4363.50df =
39; p < 0.05). Asi los tiempos de divergencia fueron calculados utilizaha@todo de
Penalized Likelihood que no asume constancia de tasas. Como ém@&giste ramas
cortas puede afectar el resultado obtenido para todas las demadol (Sanderson,
2002) se repitio el andlisis dejando solamente uno de los teesiidal grupo de los
algarrobos. Los resultados variaron muy poco. El analisis de tappuisty para las
edades calculadas se muestra en la Figura 19.

El patrébn més relevante (Figura. 20; Tabla 18) encontrado en todasélisis
realizados fue: (1) Una divergencia antigua entre los dos paiesi linajes de las EAP
para el Oligoceno; (2) Una divergencia mas reciente, ubicadhMioceno tardio para
el grupo-corona (Crown Group) de Strombocarpa y Algarobia s.l. (3pbeazo en

la divergencia de las especies de algarrobos para elriiioce
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Figura 19. Analisis de bootstrapping de las edades estinaala
algunos nodos relevantes de la Figura 20

Figura 20. Cronograma resultante del andlisis de Penalifleglihood. La topologia
corresponde a uno de los arboles mas parsimonadesidos en el andlisis de trg
marcadores. El tiempo aproximado de ampliaciénadeidtribucion de zonas arid

en América se muestra sobre la escala de tiempoaimdb con colores oscuros

momento de su méxima extension. Ple: Pleistoceno
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4.3.2. Andlisis de diversificacion

El andlisis filogenético presentado en el capitulo anterior irgliedas especies
de Prosopisdel Viejo Mundo no estan estrechamente emparentadas con MNsedel
Mundo. Esto fue asi para todos los andlisis en el caBo afeicanay paraP. cineraria
en dos de los tres andlisis. Tomando esto en cuenta, el estudieedsficacion y
evolucion de la afinidad climatica se restringio al cladtaddeAP +Xeroclada.

Tabla 18- Tiempos de divergencia (MA) obtenidos en el analisge Penalized
Likelihood. Las edades fueron obtenidas fijando el nodo poajdettel clado ASP erocladia y
Prosopidastrumen 33.2 MA siguiendo el valor medio obtenido pavin et al (2005). Las edades
obtenidas considerando +/- una DE se dan entretparénEn todos los analisis la edad del gruporzoro
de ASP +Xerocladiacrown fue constrefiido a una edad minima de 28.4shjaiendo la evidencia fésil.
ACMR: Ancestro Comun Mas Reciente.

ACMR de... Grupo externo como en...

Analisis de tres marcadores| Andlisis de dos marcadores
EAP + Xerocladia 28.96 (26.2!- 31.68 29.37 (2739- 33.05
Algarobia s.I. 7.89 (7.15-8.62) 7.96 (7.58-9.14
Algarrobos 3.65 (3.3-3.99 3.69 (3.3t 4.08
Strombocarpa 9.21 (8.35-10.07) 9.31 (9.18-11.0V)

El andlisis de linajes a través del tiempo (LTT) mosttaramente un
incremento en la tasa de diversificacion en este grupo debtlecano Tardio hasta el
presente (Figura 21). Dentro de este periodo un examen masdietsligiere dos
momentos diferentes de aceleracién de la diversificacion. Umtlaeen el Mioceno
Tardio y el otro en el Plioceno. Este patron general no se gmadb ni por la
inclusion de especies que no formaban parte del estudio de tielapdisergencia
(Figura 21B) ni por las diferentes topologias utilizadas paraaieles cronogramas
(Datos no mostrados). La tasa neta de diversificacion efipara diferentes clados
dentro deProsopisen comparacién con la calculada para otros taxones se indica en la

Tabla 19.
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Figura 21. Analisis de linajes a través del tiempo (LTT). lcluyendo especies
ausentes. B-. Analisis con las especies incluidad analisis de tres marcadores. L
lineas punteadas representan el andlisis de LTAdeua politomia en el clado de lo
Algarrobos es considerada una politomia dura. Begkrdes indican el comienzo d
la diversificacién dentro de Algarobia y StrombgaarFlechas rojas indican el
comienzo de la diversificacion dentro en algarroBesTemprano, L= tarde, M=
Medio. PLIOC= Plioceno; PLE= Pleistoce
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Tabla 19. Comparacion de las tasas netas de diversificacion (NDiR)egkas dentro de

NDR Forma de vida

Prosopis
Clado Algarrobos 0.58-0.72 Arboles
CladoP. kuntzei-P argentina 0.16-0.2% | Arboles y arbustos
Clado Strombocarpa 0.27-0%3[7Arboles y arbustos
Clado EAP +Xerocladia 0.12-0.14 | Arboles y arbustos

Otros Taxa
Inga" 0.5(C Arboles
Lupinus® 1.92-3.84 | Hierbas postradas 6 arbL
Ruschioidea& 0.77-1.75| Plantas tipo piedra y arbustos
Clarkia, sect. Peripetasiha | 0.62 Hierbas
Gentianell& 1.7-3.2 Hierbas y pequefios arbustos
Valeriand 0.8-1.3 Hierbas
Yuccd 0.21-0.27 | Plantas suculentas en roseta y arboreas
Ehrharta’ 0.12-0.57 | Hierbas
Gaertnerd 0.71-0.83 | Arbustos y pequefios arboles
Hawaiian silverwoos™ 0.5¢ Lianas y arbustos hasta Arbc
Agave’ 0.51 Plantas suculentas en roseta y arbt

Prosopiscomparada con las obtenidas para otros grupos de plantas

2 Rango de valores estimados de tasas derivadias diferentes estrategias de calibracton.
95 % de las especies son arboles o presentan farhéseas® (Richardson et al., 2001 ;
(Hughes & Eastwood, 2006J;(Klak et al., 2003)* (Hey, 1992) (Von Hagen & Kadereit,
2001);® (Bell & Donoghue, 2005))! (Good-Avila et al., 2006)? (Verboom et al., 2003}*
(Malcomber, 2002)'°(Baldwin & Sanderson, 1998).
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CAPITULO5-OPTIMIZACION DE
CARACTERESAMBIENTALES
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El presente capitulo tiene como objetivo inferir el ambiente ewal habrian
vivido los ancestros derosopis En particular se buscé analizar la relacion histérica de
este género con los ambientes aridos. En la primera partapillc se incluye una
evaluacion critica de los métodos propuestos hasta el momentoinfenia las
condiciones ambientales ancestrales de un cierto grupo de espep@sr de la
optimizacibn sobre su filogenia de caracteres que describananmdiente.
Posteriormente, y tomando en cuenta las cuestiones discutidagpeméra parte del
capitulo, se realizé la estimacion condiciones ambientalesteales dentro de género

Prosopis

5.1. Optimizacion de condiciones ambientales: andlisis cdt de la teoria
subyacente a dichos estudios
5.1.1. Introduccion

En los ultimos afos ha habido un creciente interés en inferir lascimred
ambientales en las cuales habrian vivido los ancestros deesspettiales (Graham et
al., 2004; Hardy, 2006; Hardy & Linder, 2005; Hoffmann, 2005; Linder e2806;
Stephens & Wiens, 2003; Yesson & Culham, 2006a,b). Los estudios guzamnal
variables climaticas han sido bautizados “Modelaje Filocltnat{Yesson & Culham,
2006a). Estos estudios parten de un “modelo climéatico” paraiespetuales en el
cual se definen los rangos de diferentes variables en los dadléan las especies
estudiadas. Posteriormente estos valores son optimizados stlogelasia del grupo y
se establecen las condiciones en las cuales habrian vivido |etresi¢epotéticos. En
los ultimos afios diferentes estudios han evaluado ciertos purtmdohdgicos sobre la
reconstruccion de caracteres ecoldgicos (Hardy & Linder, 2006yH2006), sin
embargo en ningln caso se ha evaluado la légica subyacenteestiadiéss ¢ Es posible

obtener informaciéon de las condiciones ambientales en que vivieaanéestros del
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grupo de estudio a partir de la optimizacion de los caractef@eraaies? ¢ Cuales son

los supuestos que subyacen a estos estudios?

5.1.2. Caracteres ecoldgicos, nicho y herencia

Los estudios de estimacion de estados para los nodos internos degeradfi
estan totalmente basados en la nocién de que los caraatatezmdos pueden ser
transmitidos, al menos parcialmente, entre ancestros y niksetes, es decir los
caracteres son heredables. Sin este supuesto, no habriadbEsepara realizar dichos
analisis. La evaluacion sobre la factibilidad o no de estiogwvédlores ancestrales de
caracteres ecologicos deber incluir necesariamente laaeid@ude los factores que
determinan la heredabilidad de estos caracteres.

Dentro de los estudios a nivel macroevolutivos, la terminologieisata a la
nocion de heredabilidad es bastante deficiente. Los problemaansaigmenos en
parte, al querer realizar una analogia entre genética dacpotds y macroevolucion.
En el marco de genética de poblaciones un caracter se cormdedable si presenta
las siguientes condiciones:

1-. El mismo puede ser transmitido de generacion en generastang@néticamente
definido)
2-. Si presenta variacion genética en dicho caracter.

Concomitantemente un carcter pude no presentar heredabilidad &t a-
caracter no esta genéticamente definido b-. el caratéegeséticamente definido pero
no presenta variacion. Dado esto, la heredabilidad de un cagittgenética de
poblaciones no es la propiedad del mismo en ser transmitido de g@meeac
generacion sino la capacidad que tiene de poder cambiar (evolyicadmanna
generacion a la otra. Esta nocion de genética de poblaciones ha ikmalauten

diferentes estudios macroevolutivos y puede ser de utilidad atantestudiar posibles
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procesos de seleccion a nivel de especies (Jablonski, 1987; Bavatal., 2002). Sin
embargo, en estudios de optimizacion de caracteres lo queascdetremos analizar es
solamente la primera de las condiciones indicadas: si dichictearpuede ser
transmitido de ancestros a descendientes. Asi, a lo lardmatajo se considerara esta
definicion restringida de heredabilidad.

Otra cuestion asociada al término heredabilidad reside dgfitacion utilizada
en estudios macroevolutivosoffspring resembling (significantly) their parehtes
decir “descendencia que se parece significativamente a padses” haciendo
nuevamente una analogia con genética de poblaciones (Jablonski, 1283in8a\et
al., 2002). Esta definicion confunde causas con consecuenciasc&s@es la herencia
del caracter (su transmisién), mientras que la similituh @ssultante de tal proceso.
En el momento de evaluar si un caracter es heredable, espusigrlo mediante el
estudio de la similitud entre padres e hijos, pero heredabilidad similitud. Aquello
gue define que un caracter sea heredable no es la similitudasinansmisiéon de
informacion entre padres e hijos; un legado que produce similigebcies hermanas
pueden parecerse en determinadas caracteristicas, pocaisas que no impliquen
herencia. Esta distincién adquiere mucha relevancia adliastcaracteres ecoldgicos,
donde la similitud no sdélo surge de la herencia sino también déefadcion entre la
especie y su ambiente.

La discusion previamente planteada sobre la definicion de lhdiddd tuvo
como fin buscar una definicion que simplifique la presentacion sleptoblemas
asociados a la optimizacion de caracteres ambientales. Ldssiones de este capitulo
no cambiarian al considerar una definicion alternativa de herneldabisolo harian mas

complicada la presentacién de las ideas.
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5.1.3. Teoria de nicho y herencia

En la mayoria de los trabajos previos los caracteres cortiidepara describir
el ambiente (temperatura, humedad, tipo de suelo, etc.)dermminados caracteres
“ecoldgicos” con el objeto de diferenciarlos de los caractgiizados generalmente en
estudios filogenéticos (morfoldégicos o moleculares). Estastesisticas del ambiente
en el que habitan las especies definirian el nicho de lasasisiendo la estimacion de
valores ancestrales para estos caracteres la estin@aligricho ancestral. Desde el
trabajo seminal de Hutchinson (1957), la definicién de nicho gdda subyacente han
estado en continua revision y modificacion. En algunos casoddeerdiia en las
definiciones han estado relacionadas con la preponderancia quautadie a dado a
diferentes facetas de tal teoria, siendo posible que difereefiesgciones puedan se
tiles en diferentes contextos. En nuestro caso necesitamosefimai@h que nos
permita comprender si es posible establecer conclusiones ksbreondiciones
ambientales de los ancestros a partir de los caracterdasdespecies actuales.
Considero que la mejor definicion para lograr este objetivo pofuesta por Jackson
& Overpeck (2000) con las modificaciones hechas por Vazquez (2085)eDeste

punto de vista (Figura 22), el nicho estaria compuesto por:

1-. Condiciones Ambientales Realizadas (GA: son las condiciones ambientales que
existen en la naturaleza en un momento histérico dado.
2-.Nicho Fundamental (N-) es la combinacion de condiciones donde una especie

lograria sobrevivir, existan o no tales condiciones en un mianméstérico dado.
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Nicho Realizado (N g)
Nicho Fundamental (N )

Condiciones
Ambientales
Realizadas (Car)

AN
@
o]
©
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©
>

Nicho Potencial (N ;)

Variable 1

Figura 22. Componentes del Nicho segun Jackson & OverpdifQj2con
las modificaciones hechas por Vazquez (2005).

3-. Nicho Potencial (N): surge de la interseccion de los dos primeros. Es la pocion de
las CAr en las cuales la especie puede potencialmente sobrevivir.

4-. Nicho Realizado (M): son aquellas condiciones ocupadas realmente por la especie
en un momento dado, siendo un subconjunto deLaldiferencia entre eldNy el Nk se

debe entonces a la contingencia histérica que hace que la espexEte presente en
todos aquellos sitios que podria ocupar.

La diferencia entre las visiones de Vazquez (2005) y de Jaé&k€vrerpeck
(2000) proviene de que el primero incluye a las interacciones lakgomo parte que
delimita el N-y no el M. La utilizacion de esta definicion permite considerar que-el N
se mantendra constante si la especie no cambia su composiciticegené

Durante esta exposicion supondremos que-@s\heredado perfectamente. Esto
no se debe a que considere que siempre sea asi sino porque inteotdi adjsi

aquellos problemas asociados a optimizar caracteres ambiehtalegtimizacion del
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N puede tener los mismos problemas que la optimizacion de cualmprigcter
morfolégico con lo cual los problemas se sumarian.

La heredabilidad del @ implica que los componentes del mismo sean
heredables. Para simplificar la exposicion del problema, prisigvondré que elf\es
igual al N> es decir la especie esta presente en todo el rango de coesliainhientales
presentes en un momento dado en las cuales dicha especie puedeirsdbaela esa
condicion el M surge de la interseccion entre gl Wlas CAz. Siguiendo la definicion
adoptada, el Nestd determinado completamente por las caracteristicas basogi
propias de la especie, y consecuentemente podra ser perfeetdmmeedado siempre y
cuando el acervo genético de la especie sea heredado (recordansjderamos esto
como supuesto). Si las caracteristicas bioldgicas de laiedpecan las Unicas que
determinaran el Nde la especie, seria factible estimar directamenité elncestral a
partir del Ny actual. Sin embargo elg\esta también determinado por lasfgOAtales
variables (e.g. rango de;Chumedad, etc.) son por definicién externas a las especies
consecuentemente imposible de ser heredadas por las mismdsalde que el fNes
heredable supondria que las especies tuvieran un mecanismdrgremaitir las
condiciones ambientalg®er se algo que para la extensisima mayoria de los casos es
imposible. Asi, estrictamente hablando, gnnid puede ser heredado.

Que el M no pueda ser heredado no implica que las especies cercanamente
emparentadas no puedan parecerse unas a otras con respectoraéanizjae habitan.
De hecho son innumerables los ejemplos de especies cercanas ocupairdtea muy
similares. Sin embargo esta similitud no es debida a qug st&lheredable ya que las
especies pueden solo heredar elyNno el \v. Como fue anteriormente indicado

similitud y herencia no son lo mismo.
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Ademas de heredar elgNla otra cuestion necesaria para que dos especies
hermanas sean similares en sg @ que las CAno cambien al menos en el limite
definido por la interseccion con eEN5i un cambio en la GAmadifica la interseccion
entre CA y Ng, ambas especies podran tener el misrpopbro diferente al de su

ancestro (Figura 23).

Figura 23. El estado ancestral estimado puede estar totalreenateo Si
cambian las condiciones ambientales. Esto se daumamdo, como es el casd
del ejemplo, el Nhaya sido totalmente heredado.

Este punto puede ilustrarse con un ejemplo real. Dentro de déattusexisten
una serie de especies que hoy en dia se hallan en ambientezamtspéedificios,
ciudades, casas Y terrenos cultivados (Figura 24). Si nosptergdisemos estimar el
ambiente ancestral a partir de la optimizacion de un cameeedefina el ambiente en
gue viven encontrariamos que la asignacion al nodo ancestral (datado en
aproximadamente 2 MA, (Verneau et al., 1998) incluiria ambieam@spizados. Sin

embargo el conocimiento sobre la historia de la humanidad indicanmante que el
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hombre comenzo a generar tales ambientes mucho mas tande, isigposible que tal
ancestro hubiera ocupado ambientes antropicos. El marco de la @eoNicho nos
permite reconocer cual fue la falla en nuestra evaluacioastlas$ especies de este
grupo habridneredado la capacidade ocupar estos ambientes de su ancestro (es decir
la capacidad ya formaba parte de sg.Nsin embargo el origen de los ambientes
antropicos fue mucho posterior, haciendo quergh&ya cambiado en paralelo en todas
estas especies. La optimizacion inicial entonces sélo indicoebjiM: habia sido
heredado del ancestro comun mas reciente (ACMR) y nada mé&sr&evidencia (las

CAR ancestrales), sélo esto puede ser inferido.

Figura 24. Ejemplo real indicando el error al estimar lasdiciones ambientales
ancestrales mediante la optimizacion de condiciangsientales de los terminales.
Si en este caso se optimiza el caracter “presenc@mnas antropizadas”, se infiere
gue el ancestro de las especies del geRattushabria vivido en zonas antropizad
condiciones que claramente no existian hace 2maitlae afi.

5.1.4. Cuando el Nicho Realizado es diferente al Nicho Potéa
En la seccién anterior se indicé un supuesto no explicitado en estutgi@rscos

previamente publicados sobre optimizacién de este tipo de casaghara estimar
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estados ancestrales de caracteres ambientales dasoGeben cambiar (en el limite del
Ng) o su cambio debe ser conocido. Para llegar a esta conclusiémosicna
simplificacion: N=Ng. Como se indicé previamente, la diferencia ente Nlr estaria
dada, segun Véazquez (2005), por contingencia histérica: extincionegslog@
dispersion limitada determinarian que las especies no estétodo su N (Es
importante recordar que dada la definicidn utilizada la interaccidrotros organismos
definirian el Ny no el N). Esta diferencia que puede existir entre glyNel Ne es un
problema adicional a la hora de determinar glaNcestral. De hecho, este problema
puede producir una estimacion completamente erronea de las condanoaegales si

el ancestro ocupaba una porcion diferente gejué sus descendientes (Figura 25).

Estado
ancestral
N

Figura 25. El estado ancestral estimado puede estar totalreenateo si
la porcién del nicho potencial ocupada es diferédébido a falta de
dispersién o extinciones locales) entre el presgeteanomento en que
existio el MRCA.
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Las causas de las diferencias entre el/l Nz pueden ser muchas: extincion
local; falta de dispersion; especies recién formadas. Cuagornsea la dispersion,
mayor la tasa de extincion local y menor el tiempo desfterzacion de las especies es

de esperar que elrsea mas diferente que el N

5.1.5. Variables: mas y mas problemas en la estimacidmated ancestral

Hasta aqui hemos supuesto que el nicho en todos sus componentes edta forma
por un grupo de variables independientes, en el cual si tomamosmpploeles valores
del nicho para dos variables, el nicho final seria un rectangulo qda deénido por
los limites de ambas variables. Sin embargo, como otros ahemedadicado (Jackson
& Overpeck, 2000; Ackery, 2003) muchas vecesghbl tendra esta forma. Una de las
causas de tal fendbmeno se debe a que es posible que para un molngeatalgdo no
estén presentes todas las combinaciones de valores pararitddesaambientales
analizadas. Por ejemplo, la temperatura media anual pudde esatre 10 y 20°C y la
precipitacion entre 100 y 200 mm. Sin embargo es posible que no existaresecpn
100 mm y 17° C. Esto tiene como consecuencia que si modelamosilbaaon de
las especies a lo largo de diferentes variables como reat&ngol podremos definir el
ambiente (entendiendo ambiente como combinacién de los valores diéetasites
condiciones ambientales).

Una cuestion asociada a la previamente indicada esté reldaiga no con la
ausencia de determinadas combinaciones de valores paraidddegaambientales sino
con la forma en la que las especies perciben tales varidblesde estos casos ocurre
cuando la especie presenta mucha tolerancia a cambios en una \eiddles o
directamente no se ve afectada de manera alguna por la.niisng ejemplo de la
Figura 26 las tres especies se originaron y diversificaron embrerte con terreno

arenoso y con valores de precipitacion de entre 300 a 350 mm. SingensbiaN
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también incluye condiciones arcillosas, es decir esta biologit@mpreparada para
vivir con suelos arcillosos. Estas especies no ocupan tal amlsieloteporque la
precipitacion del lugar no se lo permite. Ahora supongamos que eristambio en la

precipitaciones de manera tal que haya una nueva combinaciGAdETiempo 1,

Figura 26).

TIEMPO 1

Figura 26. Las condiciones ancestrales estimadas puedereesstdas si se
optimizan variables que no afectan la supervivedeitbs organismos analizadog
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Dado nuestro supuesto que et Bs perfectamente heredado, estas especies
tienen 2 posibles caminos: (i) se extinguen (ii) migran “sigloé el ambiente, en este
caso en particular siguiendo los valores de precipitacion, yal qip® ele suelo les es
indiferente. En el caso que sobrevivan, estas especiesaseguupando un ambiente
con precipitaciones entre 300 y 350 mm, pero ahora ocupando un terridosoar8i
quisiésemos establecer las condiciones del ancestro de gmag®sa partir de la
distribucion del tiempo 1, la determinacién del estado antsstiia la correcta para la

precipitacion pero incorrecta para el tipo de suelo.

5.1.6. Problemas en los Test propuestos para evaluar tahbgicad de nicho

La idea que el Ndebe ser heredable para poder establecer conclusiones a partir
de los valores ancestrales inferidos no es una idea originatel¢raajo. De hecho,
diferentes trabajos han intentado evaluar tal hipétesis auaili@s de optimizar este
tipo de caracteres (Yesson & Culham, 2006a,b). Sin embargo endifeidel presente
analisis, estos estudios empiricos evaluaron esta hipotesisnteedia aproximacion
probabilistica (Yesson & Culham, 2006a,b) utilizando el indice de @vkerly &
Donoghue, 1998) un indice que evalla el nivel de convergencia de unrcdadcteina
determinada optimizacion. Segun estos autores si el QVhe#sicativamente menor
gue el esperado por azar entonces los resultados de la optimizadam\alidos. El
problema principal de esta aproximacion es que puede dar resulttaioense
significativos aun cuando el estado de muchos de sus nodos o inchdugeellos
fueran diferentes a los que realmente presentaron los anceatusa de esto ya fue
explicada en el apartado 5.1.3. y ejemplificado en la &id#. Si se calcula la
significacion de QVI para el ejemplo del la Figura 24, la pooload que el nivel de
QVI observado (0.308) sea menor que el esperado por azar es de 0 ©0AREXO II).

Es decir el test de QVI indicaria que no existe evidencia pasconfiar de la
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optimizacién. Sin embargo, como ya dijimos, la mayoria de los nielesa filogenia
tienen asignaciones que son incorrectas. Este resultado noids aeindice utilizado.
Cualquier indice que intente analizar de esta manera la heidahliel Nk caera en el
mismo problema. Una pregunta logica que surge entonces es porgi@r elel test da
significativo. La respuesta es que dicho test da signifwgiorque el N si ha sido
heredado. Cémo las GApara todas las especies actuales son las mismas y
considerando que eld\puede ser similar al Nde cada especie entonces si elsd
hereda el test da un resultado significativo.

Otro problema asociado al uso de test como el QVI paraag\alualidez de las
optimizaciones es que se refieren a patrones observados avldéatiado el arbol. Aun
si dieran altamente significativos y no existieran los problénmdisados en el parrafo
anterior, no podriamos saber a ciencia cierta si para un nod@dsjia asignacion es

la correcta o no.

5.1.7.Posibles correcciones o mejoras a la metodologia de estimaciéondiciones
ambientales ancestrales

Las criticas hechas a la metodologia utilizada para lmastin de condiciones
ambientales ancestrales son un punto de partida necesaricapam@rporacion de
correcciones y/o mejoras a tales estudios. Una de las ptexipsestiones a tener en
cuenta es la necesidad de contar con informacion sobre lagat®el marco temporal
en que se busca estimar e te los ancestros hipotéticos. Es asi que se requiere del
conocimiento del tiempo en el cual habrian divergido las espestiediadas asi como
también de las CAen este periodo. La fuente de evidencia del primer punto podria se
dado por datos paleontoldgicos sobre el grupo o por datacion molecularamgré el
segundo de los puntos debe ser definido a partir de datos paleoclinyapebdso-

ecoldgicos. Cuanto mas sustancial sea la evidencia que apoyactmstrucciones
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paleocliméaticas y mayor también la precision en el m#&mporal de diversificacion,
mayor sera la verosimilitud de las reconstruccionesgdandestrales.

Otra cuestion importante a considerar es si en las iespestudiadas el N
puede ser considerado como similar al(Mciso 5.1.4.). Asi si las especies tiene alta
tasa de dispersion, baja tasa de extincidn local (por ejeteplido a grandes tamafos
poblacionales) y son especies que se han formado hace yaddargo,tes posible Ny
Np sean similares y las estimaciones de condiciones ambgatatestrales presenten
mayor verosimilitud.

En dltimo término se requiere de tener informacion sobre la pasitgraccion
entre las variables ambientales asi como también de saciiten con las especies
analizadas. Como fue indicado en el apartado 4.1.5. sélo tienelos@ptimizar
variables que se considera que realmente afectan de algin modavVéveopia de las
especies estudiadas.

5.1.8. Consideraciones Finales

Este capitulo no intenta ser una proclama en contra de la zgién de
caracteres ambientales, ni tampoco pretende indicar queylaria de los resultados
gue se obtienen mediante esta metodologia son incorrectos. haaitoti de este
trabajo ha sido poner en relieve algunos puntos que considero no hdissidimos de
manera profunda en la bibliografia y deberian ser tenidos en euknteora de evaluar
condiciones ambientales de ancestros dada una filogenia. Si losnpshiéanteados
en este trabajo afectan a la mayoria de los estudios 0 no egastidrc sin respuesta
clara. Uno de los puntos que pude ser considerado en contra dedas pléanteadas en
este trabajo es que mucho trabajos empiricos (Petersdn #999; Prinzing et al.,
2001; Webb et al., 2002) mostrarian que el existiria una clara cao®er del nicho.

Sin embargo muchos de ellos se basaron en test estadisticoslosonmalicados
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previamente, y que como fue dicho los mismos no evallan la cotisendel M.
Inclusive uno de los trabajos mas citados sobre conservacion de evah@ndo
especies hermanas (Peterson et al., 1999) concluye que el misomoseapodria haber
obtenido si las dos especies hubieran cambiado en paralelo sus. gsultaria
entonces mas util la evaluacién de cada problema en parti@riamndo en cuenta la

biologia e historia del grupo y no mediante de Test “magiamssicos”.

5.2. Analisis de condiciones ambientales ancestralesRmsopis

5.2.1 Introduccion

Uno de los objetivos de la presente tesis es la evaluaciémaded ambiental en
el cual se habria desarrollado la diversificacién del géena ello hemos establecido
primero las relaciones historicas entre las especies (BGapjty luego hemos visto que
el marco temporal de su diversificacion coincide con el dadkade ambientes aridos
en América (Capitulo 4). Ademas también hemos visto queiaxistaumento en la
tasa de diversificacibon en momentos de mayor extensiéon de amsbiéntdos en
Sudamérica (Capitulo 4). Podriamos decir que nuestros datos sugiereslaon@n
entre la evolucion d@rosopisy los ambientes aridos. Con el objeto complementar
estos analisis realizamos un estudio de optimizacion de condicimiésngales sobre
la filogenia deProsopisbuscando evaluar si los ancestrosRdesopisya habitaban
condiciones aridas o si las especies de este género solo cwlortiaies ambientes
posteriormente.

Para estudiar la relacion histérica enfPeosopis con ambientes aridos es
necesario elegir la/las variables que sean las mejosssiteras de este ambiente,
teniendo en cuenta ademas que cumpla con las consideraciones tefniaecadas en
la primera parte de este capitulo. Entre las posibleablesi a considerar para analizar

nuestra problematica (asociacion historica Ri®sopis con ambientes aridos) se
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encuentran la precipitacion y la evapo-transpiracion. La emitel entre los valores de
estas variables con ambientes aridos es en lineas gemeagescional en el caso de la
evapo-transpiracién e inversamente proporcional en el caso declpitpogdn. Sin
embargo cada una de las variables por separado no permitenimketeden manera
correcta si un ambiente es arido o no. Asi, es posible encantldentes aridos con
valores mas altos de precipitacidn que en ambientes semiaridbsigel de evapo-
transpiracién también es alto. Es entonces la evaluacion cojernds valores de estas
variables los que permiten una mejor caracterizacion del ambi¢méevariable mas
adecuada para considerar tal aspecto del ambiente es eldadicenedad (IH). Dicho
indice se define como la razén entre la precipitacion y lpcetranspiracion potencial.
(UNEP, 1992). Esta sera la variable que consideraremogegsehte andlisis.

Otra cuestion a evaluar en estudios de optimizacion de caset@bientales es
la codificacién de los caracteres. Existen una gama de modos de&acotiles
variables: codificacién binaria, continua, de polimorfismos, @ttardy & Linder,
2005). Una de estas formas de codificar los caracteres @gentaminada Min-Max
(Graham et al., 2004) en la cual los valores maximos y minsuonsoptimizados
independientemente y recién a posteriori se define el ihbeteavalores para los nodos
ancestrales. Esta codificacion es particularmente adequera aquellos casos en que,
como el nuestro, la tolerancia a altos valores de IH puede @ssacoplada de la
tolerancia a valores altos de IH. Es asi que a lo largestie trabajo utilizamos tal
codificacion.

Con el objeto de estudiar la relacion histéric@daesopiscon ambientes aridos,
se calcularon los valores maximos y minimos de IH (Tabla 20) lpadéstribucion
natural de cada una de las especieBrdsopisincluidas en la filogenia presentada en

la Figura 8 del Capitulo 2. La distribucién de cada espaeigéfinida a partir de la

13t



®PTIMIZACION DE CARACTERESAMBIENTALES

bibliografia (Ross, 1975; Burkart, 1976; Rzedowski, 1988; Roig, 1993) y de
especimenes de herbario (CTES, LIL, SI, BAFC). Los datawatitos para la
distribucion de cada una de las especies estudiadas fueron abtinldadase de datos
de clima mundial de la FAO usando el programa New LocClim (FAm5). Las
regiones fueron clasificadas en funcién de los valores de IHeaimia UNEP (1992).
0.05< Hiperarido; 0.05-0.20 Arido; 0.20-0.50 Semiarido; 0.50-0.65 Seco-subhiwnedo;
0.65 Humedo.

Tabla 20. Valor Maximo y Minimo para el indice de humedad paradpeaes
incluidas en el analisis de optimizacion de variables artdies.

Especies Indice de Humedad
Minima Maxima
X. viridinamis 1,44 2,39
P. affinis 5,05 15,44
P. alba 2,52 11,75
P. alpataco 0,65 3,13
P. argentina 0,65 2,65
P. articulata 1,26 1,52
P. caldenia 2,61 7,11
P. campestris 4,17 4,86
P. castellanosii 1,16 1,16
P. chilensis 0,09 5,86
P. denudans 1,02 2,46
P. ferox 1,96 2,77
P. flexuosa 0,65 6,43
P. glandulosa 0,23 5,09
P. humilis 2,22 15,02
P. juliflora 4,25 13,33
P. kuntzei 2,53 11,75
P. nigra 3,62 15,44
P. palmeri 0,28 0,84
P. pubescens 0,42 1,19
P. reptans 2,43 8,87
P. ruizleali 1,9 1,9
P. ruscifolia 4,11 8,02
P. sericantha 2,22 8,18
P. strombulifera 0,02 2,75
P. tamarugo 0,02 0,09
P. tamaulipana 1,44 5,3
P. torquata 1,03 4,86
P. vinalillo 4,44 6,48
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Los valores maximos y minimos de aridez fueron optimizados comoeras
continuos siguiendo la implementacion en TNT (Goloboff et al., 2003)Igeditano
Wagner (Farris, 1970). Con el objeto de evaluar de que manereertidumbre en el
estado de la raiz afectaba los resultados, todos los asé@lisepitieron considerando
dos valores extremos de IH: himedo e hiper-arido. Ademas, objead de evaluar si
incertidumbre en las relaciones dentro del clado de los algar@feactaba los
resultados, el analisis se repitié considerando 10.000 resolucidaesntdis de este
clado. Este estudio se realiz6 mediante scripts de TNiidlod en el Apéndice II.

A la hora de evaluar las asignaciones a cada nodo obtenidasntaelh
optimizacion se siguio6 la siguiente convencion (Figura 27):

Asociacion estricta con un ambiente aridoTodo el rango de valores de IH
esta en ambientes semiaridos, aridos o hiper-aridos. E<stlealor de la variable IH
minimo (IH Min) y el valor de la variable IH maximo (IH Matx¢nen valores menores
al limite entre las clases subhimedo y semiarido.

Asociacion no-estricta con un ambiente aridoParte del rango de valores de
IH esta en ambiente semiaridos-aridos o hiper-aridos. Bseale@ilor de la variable IH
minimo es menor que el valor limite entre las clases subhumseimigirido mientras
que el valor de IH méximo es mayor que tal limite.

Asociacion no-estricta con un ambiente aridoTodo el rango de valores de
IH esta en ambiente subhimedos o humedos. Es decir el valorvdeaale IH
minimo y el valor de la variable IH méximo tienen valoreyones al limite entre las

clases subhumedo y semiarido.
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Figura 27. Convencion utilizada en esta tesis para denoménasdciacion de las
especies al tipo de ambiente (Ver texto).

5.2.2. Resultados

Los resultados de la optimizacion de los valores de las vesiddl Min y IH
Max sobre la filogenia d€rosopisse resumen en la Figura 28. Con el objeto de
facilitar la presentacién de los resultados en la misma soéhluusstran los valores
obtenidos para algunos nodos relevantes. La presencia de mas de utevedata
variable se debe a dos factores: (a) mas de un estado GptinaunEa topologia
determinada (b) diferentes valores obtenidos en las difereeseduciones de la
politomia presente en el clado de los Algarrobos. A pesar deaest@giedad, fue
posible extraer conclusiones validas de este estudio.

La optimizacion de los valores del indice de humedad indic6 quengd rde
condiciones para el ancestro comin mas reciente (ACMR) dk &amado por las
especies americanas BeosopismasX. viridiramis incluyé valores representativos de
ambientes aridos (Figura 28a). Al considerar el estado ddZaomo hiper-arido, la

asignacion al nodo indicado previamente implicé una asociacion @siitctambientes
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aridos en todas las reconstrucciones mas parsimoniosas. Cuasthidel asignado a la
raiz fue humedo, tal asociacion estricta solo se obtuvo en algunaksde
reconstrucciones, mientras que en el resto de las recoimtesda asociacion con
ambientes aridos fue no estricta. Para el caso del ctaolmtcarpa, las asignaciones
obtenidas fueron muy similares independientemente del estado cadsigara la raiz:
una asociacion estricta del nodo ancestral con condiciones dradasica diferencia
fue que al considerar al estado ancestral como hiper-astio,estado también fue
incluido entre los 6ptimos del nodo ACMR de Strombocarpa. El mismaadsute
obtuvo para el ACMR deX. viridiramis + clado Strombocarpa. Tanto para el ACMR
de Algarobia s.l., como para el de kuntzei - P. argenting el del clado de los
algarrobos, algunas de las reconstrucciones Optimas indicaron uieciasoestricta
con ambientes aridos, mientras que en otros casos las recoosgscicidicaron una
asociacién no estricta con ambientes aridos. En ninguno de los seastsuvieron

reconstrucciones con una asociacion estricta a ambientes humedos.
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Figura 28. Reconstruccién de estados ancestrales de nodesméts para el valor maximo y minimo del indicéddéz. (MalH y MilH
respectivamente). En vez de los valores de IH,gstran las clases que representan cada valdestado de la raiz como hiperarido. B-.
Estado de la raiz humedo. La presencia de ambigéedm la optimizacién y/o las diferentes positdssluciones dentro del clado de
mesquites produjo que en algunos nodos se obtengsute un valor éptimo para el MilH y MalH. Lasazs sobre el simbolo de ambiente
hiperarido indican que tales condiciones no formgtsate de las CApara ese momento histérico con lo cual no podvéder formado parte
del N; (Ver inciso 5.2.3.2.) . Mesquites: grupo de liggaaobos.
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5.2.3. Evaluacion de los resultados en funcion de las srfieehas en el Inciso 5.1

En la primera parte de este capitulo se ha evaluado el mérzmten el cual
deberia circunscribirse un analisis de optimizacion de condicaonb®ntales. A partir
de ese desarrollo se derivaron algunas consideraciones metodologicebepian ser
atendidas a la hora de realizar dichos analisis. Una de estsideraciones estuvo
relacionada con la eleccion de las variables. Una conclusioratjeeeestudio fue que
carecia de sentido una evaluacion de un gran numero de vaaaiilientales siendo
preferible centrarse en algunas pocas variables que seandassnuescriptoras de las
caracteristicas del ambiente que se quiera analizar. geéstoite hacer un estudio
mucho mas profundo sobre cada variable y considerar cuestiorssctaho la
respuesta de las especies a cada variable ambiental anaftinaitdes interacciones
entre variables, cambios a lo largo del tiempo en los valgredistribuciones
geograficas de las variables ambientales, etc. A continuaciodissaten estas

cuestiones para el andlisis realizado:

5.2.3.1. Variable analizada e interaccién con otras variables.

Como fue previamente indicado, la variable considerada (iniiceumedad)
permite una muy buena caracterizacion del ambiente en funciérddpdmibilidad de
agua para estas plantas, aun cuando existen otros factoreamtiintales que afectan
la disponibilidad de agua (profundidad de la capa freatica, peadigpo de suelo,
etc.). La necesaria influencia de la disponibilidad de aguda supervivencia de
cualquier vegetal permite cumplir con uno de los requisitossa@ios para optimizar
una variable ambiental (ver inciso 5.1.5.). Con respectaradeaccion de las variables
analizadas, hemos considerado directamente una variable queoasbimacion de la
precipitacibn y la evapotranspiracion. Esto permite que se pueadictearizar

directamente el ambiente sin necesidad de evaluar si todar#snaciones de
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precipitacion y evapotranspiracion se encuentran en las condicambmetales
realizadas (CA) o el nicho realizado (B (ver inciso 5.1.5.).
5.2.3.2. Condiciones Ambientales Ancestrales.

Una de las conclusiones principales de la primera parte délloafpie que la
optimizacién de los valores de variables ambientales donde \@serspecies actuales
(optimizacion del IN) debe ser considerada tan s6lo una etapa en la evaluacién de las
condiciones del hébitat ancestral y que de no cumplirse algunas himitetiares,
poco se puede decir de los resultados obtenidos.

Una cuestion importante es considerar si las condiciones anieéergalizadas
(CAR) del pasado serian las mismas que en el presente (ver5rii3g. De no ser asi
es posible que la inferencia det Necha para cada nodo estuviera errada. La existencia
de ambientes humedos durante el cenozoico es indudable, siendo niaedifialuar
en qué momento se habrian desarrollado ambientes con condiciones Baidas
evidencia paleoambiental apoya sin embargo la existenciaedépestle ambientes en
América desde hace al menos 28 MA. Aun cuando el desarrolenaegcala de estos
ambientes habria comenzado en el Mioceno tardio, habria habido egt@alm
condiciones &ridas de manera local tanto en Norteaméricar¢gdxdl979a) como en
Sudamérica. (Jordan et al., 2001; Volkheimer, 1971) durante la mayter glr
Terciario. Es asi que las GAn el marco temporal de la diversificacion Rl@sopis
serian aproximadamente las mismas que las actuales,ndifirglo en el grado de
distribucién relativa de cada una de ellas (con una ctardehcia al aumento de
regiones aridas). Un ambiente particular que se habriaralésdr mucho después en
América son los ambientes hiperaridos. Por ejemplo el degiertAtacama habria
surgido recién en el Plioceno Tardio, es decir hace 3 MA. Algdedss especies

actuales deProsopis habitan tales ambientes (&. tamarugo, P. strombulifera, P.
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argenting y debido a esto algunas de las reconstrucciones indicaron p@etestral
incluiria tales ambientes. Estos valores deben ser excludddézd/a que las CA no

incluia tales ambientes (Ver Figura 28)

5.2.3.3. Nicho Realizado vs. Nicho Potencial

En el inciso 5.1.4. se indicé que cuando gld¥fiere del N, la estimacion de
condiciones ancestrales podria dar resultados erroneos. Tamindit§eue existirian
diferentes cuestiones asociadas al grupo de estudio que pueden produliferencia
significativa entre el Ny el Ng: alta extincion local y falta de dispersion. Las especies
de Prosopis presentan en general distribuciones geogréficas muy gramiehas
veces superando los miles de Krsto sugiere que la dispersién en estas especies no
seria limitada. Por otra parte el comportamiento invasivo datatie en muchas de
las especies del género indicaria que estas especies corapaaidad de dispersion
(Shiferaw et al. 2004). Tampoco es esperable que la extincionseaanuy comun
debido a los grandes tamafios poblacionales que presentan est&s eEg&xicuestion
podria ser un factor relevante para algunas especies talesPcarastellanosiicuya
distribucion si es mucho mas acotada y discontinua ya que sstéada a la
distribucién de las condiciones edaficas propicias para suralésgsuelos arenosos).

Lo anteriormente indicado sugeriria que &l Wel Nr en las especies de
Prosopis serian bastante similares. Una evidencia adicional preveomparar la
distribucién de las especies Bmsopiscon la distribucion de los ambientes. Una de las
primeras conclusiones que se pueden sacar es que los ambientes hémedos
subhimedos son contiguos a los ambientes semiaridos en diferentss dearia
distribucion deProsopis Ejemplos de esto puede verse en el Oeste de la region
chaqueiia donde habitan muchas especiesPrdsopis pero que se encuentran

totalmente ausentes en una region mucho mas humeda conregérade las Yungas.
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También pude servir como ejemplo la presenci@desopisen el Noreste Argentino
pero ausente en la selva Misionera. Parece ser entonces ajugehcia de especies de
Prosopisen ambientes himedos se deberia a que no son capaces de is@rege
lugar y no porque tuvieran una imposibilidad de dispersarse a tal@srdaes. Esto
indicaria que el Ny el No podrian ser muy similares al menos para la variable
analizada.

La evaluacion hecha en este apartado (5.2.3.) sobre los positidees en los
valores obtenidos en el analisis de optimizaciorPessopissugiere que los estados
estimados en la optimizacion podrian ser un buen reflejo de bxtossjue realmente
presentaban los ancestros. La Unica excepcion es la asignaeidmigates hiperaridos

a los ACMR de los clados Strombocarpa, Strombocaiyeracladiay de las EAP.
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6.1. Relaciones filogenéticas

Uno de los resultados mas relevantes del estudio de divacgiin en el género
Prosopisobtenidos en esta tesis fue la no-monofilia del grupo. El génerpanec#
formando un grupo natural en ninguno de los andlisis, y las busquedas con
constrefiimientos indicaron que los arboles mas cortos que presenkRioao@Escomo
monofilético tenian entre 6 y 11 pasos mas que los arboles Optipwtarao una
ostensible evidencia en contra de esta hipétesis. Las espewewanas del género
estarian mas relacionadas con la especie afraracladiaviridinamis, Unica especie
de su género, que con los representantéxaopisdel viejo mundoR. cinerariay P.
africang). Esta relacion entr&. viridinamis y especies dérosopisya habia sido
propuesta por Luckow et al. (2004) en base a secuencias de ADMNrdpladto
(regionestrnL-trnF, trnK-matK y ndhF), pero dicho trabajo sélo incluia especies de la
seccion AlgarobiaR. nigra P. elata P. rojasiana P. pallida). Por este motivo, la
relacion de X. viridinamis con las especies americanas Ri®sopis (EAP) es un
resultado novedoso. Aun si la posicion filogenéticX deiridiramis fuera incorrecta, la
monofilia del génerdProsopisestuvo fuertemente contradicha por la posiciéorPde
africanaen todos los andlisis y por la posicionRlecinerariaen algunos de ello€l
Unico caso en que. cineraria aparece como grupo hermano de las EAP es en el
andlisis de dos marcadores pero con bajo soporte. La no-monofiastgpisno habia
sido adecuadamente puesta a prueba en los trabajos prevesrdbajo de Luckow et
al. (2004) el analisis incluia un grupo importante de géneros eaifegsopispero
dentro de éste sdlo se incluyeron unas pocas especies todasgientes a la seccion
Algarobia. Por su parte, en el trabajo de Bessega et al. (236gyupos externos
estaban lejanamente emparentados con el género. Finalmerabajl te Burghardt &

Espert (2007) incluye sélo las especies americanas y un Unico gttigpooe En esta
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tesis el disefio aplicado permitié obtener fuerte evideraia pechazar la hipotesis de
monofilia deProsopis

Sin descartar la posibilidad de que nuestros resultados puedancezdios y
gue nuevos estudios puedan apoyar la monofilia del género, la discaepatre
nuestros resultados filogenéticos y la delimitacion genériddudeart (1976) proviene
posiblemente de que la taxonomia realizada por este autor nooffifecaonada
siguiendo los principios de la sistematica filogenética. Lanikalcion de grupos en la
sistematica moderna esta basada en agrupamientos definidoggmberea derivados
compartidos, es decir por sinapomorfias, en desmedro de aqualiateces que,
aunque compartidos, sean primitivos (simplesiomorfias). Los eagacue segun
Burkart (1976) definen al género son: flores actinomorfas, pentamecandras de tipo
hermafrodita con anteras con extremo glandular, hojas parabipingddais, de tipo
“lomento drupaceo”. Todos estos caracteres (con excepcidénpdeti¢i fruto) seguin
Burkart (1976) serian primitivos dentro de toda la subfamilia, esr derian
simplesiomorfias parBrosopisy por lo tanto no serian validos para la definicion del
grupo. El caracter restante, tipo de fruto, podria ser coasioléa Unica sinapomorfia
del género. Sin embargo, este rasgo aporta una evidencia madqgb@dire en apoyo a
la monofilia deProsopispuesto que no puede descartarse que el frukedeladiasea
un estado derivado dentro del género (una autapomorfid. déidinamis) como
parecen apoyar algunas evidencias (ver mas abajo).

X. viridiramis Burch (Taub.) es la Unica especie de su género, cuya distribucion
se halla restringida a los desiertos de Namibia (AfriEs).un arbusto enano cuyos
tallos fotosintéticos presentan carenas y valéculas al quealas especies del género
ProsopidastrumEl fruto deX. viridinamises algo unico dentro de las leguminosas:

estd formado por un Unico artejo chato, membranoso y alado (kellias en Polhill
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& Raven, 1981). Palacios & Hoc (2005) en un trabajo s&bosopidastrumseiialan
una cuestion muy interesante sobre el frutXXemcladia.Estos autores indican que en
Spegazzini (1896) describe Xerocladia pampeanabasandose en un ejemplar que
constaba de ramas con flores y frutos que tenian agallas y gum@naspermos. Este
ejemplar era muy similar Brosopidastrum striatagxcepto por el fruto monospermo
gue seria la causa por la cual Spegazinni lo incluy$eeacladia Debido a las agallas
que presentaba, consideramos que es muy posible que el ejemmato desr
Spegazzini haya sido un ejemplar teratomorfo pertenecigitesapidastrum striata
Este caso excepcional demostraria que cambios en ladiégutgnica (similar a los
producidos durante la formacion de las agallas) pueden modificanadera muy
rapida y rotunda la morfologia del fruto en mimosoideas, hacienddbléacfie un
cambio similar pudiera haber ocurrido en la historia del linaje djoeorigen a
Xerocladia Este caso podria también ser considerado como una evidencia edefavor
una relacion cercana entRrosopidastrumy Xerocladia Nuestros datos no parecen
apoyar tal hipotesis: en ningun andlisis estos géneros formaroopmrgonofilético y
en los casos de los andlisis de 5y de 3 marcadores, loxdatalicen fuertemente
este agrupamiento (Capitulo Il, Tabla 10). Sin embargo, siossidera al grupo
formado porEAP + Prosopidastrum+ Xerocladiael mismo es solo un paso mas largo
en los andlisis de 2 y 3 marcadores y 3 pasos en el caso @& aleéb marcadores.
Estos resultados no descartan entonces una relacién cercanaXerdmadia
Prosopidastruny las EAP.

Una relacibn mas proxima entre especies de las sescemericanas de
Prosopis (Strombocarpa, Algarobia y Monilicarpa) que con las seccionevidl
mundo (Anonychium y Prosopis) estd de acuerdo con la subdivision detogé

propuesta por Guinet & Bessedik (1984). La division subgenérica se basé
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principalmente en caracteres polinicos: el subgéNemprosopisincluye a todas las
especies americanas del género cuyos granos de polen seizaraptr las siguientes
caracteristicas (Guinet & Bessedik 1984): ausencia de cesi@dexina progresivamente
engrosada alrededor de los poros; exina lisa a escabrosa o rdg@saeate rugosa;
tectum atravesado por muy numerosas perforaciones de diametiolevam general
repartidos regularmente dando a la superficie tectal una agpéictdado. Los otros
dos subgéneros coinciden con las dos secciones del viejo mundo: eleseio-G
Anonychiuntoincide con la seccion Anonichium Bentham y su polen se cazagper
caracteriza por: presencia de costae, exina lisa; tedtnavesado por raras
perforaciones repartidas irregularmente y de pequefo diariétsoibgénerd’rosopis
coincide con la seccion Prosopis (Burkart 1976) y a nivel polinicoraetegzaria por:
ausencia de costae, endexina progresivamente engrosada aldslémporos; exina
areolada verrugosa; numerosas perforaciones tectales con un aidenetitre 0.8 y 1.2
pm.

Esta relacion cercana entre las secciones americarosiapisindicada por
Guinet & Bessedik (1984) contrasta con la idea de Burkart (1976) dea pexdion
Strombocarpa estaria cercanamente emparentada con la seosipid(ya que ambas
presentan legumbres comparativamente mas pequefas que ekrtEscedpecies del
género y comparten la capacidad de dispersarse por rizomasindtino de nuestros
analisis las especies de la seccion Strombocarpa apareciasorelacionadas cdn
cineraria que con el resto de las especies americanas. Ademas, lasdassgatizadas
forzando la monofilia del grupo formado pBr. cinerariamas la seccion Strombocarpa
mostraron que los arboles eran hasta 63 pasos mas largos queoles aphimos
(Tabla 10, Capitulo 2), indicando que, al menos para el conjuntotde aaalizado,

esta hipétesis esta fuertemente contradicha.
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La seccion Strombocarpa fue monofilética en nuestro andlisiscasd en
Ramirez et al. (1999) y Burghardt & Espert (2007). En contriastapnofilia de esta
seccion no fue corroborada en el trabajo de Bessega et al. (208&)ual las especies
de Strombocarpa (juntoRx cinerarig aparecieron formando un grado basal al resto de
las especies ddProsopis incluidas en dicho andlisis. Desde el punto de vista
morfolégico esta seccion presentaria dos sinapomorfias: pr@sdaciuna corola
gamopétala y presencia de espinas foliares (Burghardt &tE&067). Las relaciones
entre especies dentro de la seccion Strombocarpa no quedaron derestalecidas
en nuestros andlisis. Burkart (1976) dividio la seccién en dos s€egsnicarpae que
comprende &. feroxy P. tamarugoy Strombocarpae que incluye a las 7 especies
restantes de la seccion. Este autor basé la separaciénestés series en un solo
caracter morfolégico: la posicion de los segmentos del endodamplas especies de
Strombocarpae estos segmentos son longitudinales mientras que espdags de
Cavenicarpae estan en posicion transversal. Como estos ddgsesta |os Unicos
encontradas en el género, es imposible que este caracter poedi@nsiamente
delimitar como grupos monofiléticos a ambas series: si la posarngitudinal es una
sinapomorfia de la serie Cavenicarpae, entonces la posiciovetrsalgiene que ser un
cardcter primitivo, y consecuentemente no pude delimitar glgpo@ Contrariamente
si la posicion transversal es una sinapomorfia de la seoel®tcarpae, entonces la
posicion longitudinal es un caracter primitivo. Como consecuemgiaxiste evidencia
morfolégica para sustentar que ambas series sean monofilEticagestro estudio sélo
dos grupos aparecieron fuertemente apoyados por la evidencia. Uno ds ellatado
formado por P. ferox y P. tamarugo, resultado congruentes con la evidencia
morfologica indicando que la seccién Cavenicarpae es monofilétigge el caracter

derivado en esta seccion es la posicion de trasversal.
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El otro clado dentro de la seccion Strombocarpae que fue recobrado elosodos
analisis es el formado poP. palmeriy P. pubescensEstas dos especies son
norteamericanas, la primera de ellas endémica de Bnrelgi Baja California, México
mientras queéP. pubescenssta presente en el sur de California, norte de Chihuahua y
suroeste de Texas. La posicion filogenéticaPdepalmerj asociada al resto de las
especies de la seccion Strombocarpa, merece una consideracal gasto que su
afiliacién taxonémica ha sido un problema desde su descripcigimaira finales del
siglo XIX. Watson (1889) le dio el nombre que actualmente presectasiderd que
perteneceria a la seccion AlgarobensuDe Candolle (Simpson et al., 1975). A finales
de la década del 20 del siglo pasado, Britton & Rose (1928) camsideque esta
especie deberia ser incluida en un nuevo género monot8zpoosopiy baséndose en
la estructura del fruto. Més tarde (Burkart, 1940), asign6é pomabinente esta especie
a la seccion Anonychium, junto céh africana Un estudio mas detallado realizado por
Simpson et al. (1975) asignd esta especie a la seccion Strombdesigs Ultimos
autores consideran que, excepto por la falta de enrollamientaitellér mayoria de los
caracteres morfoldgicos (florales, palinolégicos, estipularéawnoides) indicarian
gue esta especie perteneceria al géReosopisy no a un género diferente. Por otra
parte, la presencia de estipulas pareadas indicarianPguygalmeri perteneceria a la
seccion Strombocarpa. En el trabajo de Bessega et al. (288)especie aparece
dentro del grado basal formado por especies de la seccion Stropzbe€arcineraria
En el trabajo de Burghardt & Espert (200/), palmeriaparece formando un grupo
monofilético con el resto de las especies de Strombocarpa en dsstids condiciones
analiticas consideradas. Parece que luego afios de incertidealiyee su posicion
taxonomica, la ubicacién de esta especie junto al resto despesies de la seccion

Strombocarpa estaria corroborada.
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Las especies de la seccidon Algarobia junto Roargentinaformaron un clado
altamente apoyado (llamado aqui Algarobia s.l.). El mismo mpi@séos grupos
principales también fuertemente apoyados por la evidencia; uno sle@ltespondio6 a
las especies de las series Pallidae, Chilenses y Riegifslombrado en esta tesis
“grupo de los algarrobos”) mientras que el otro correspondié a lasiesple las series
Sericanthae, Humiles y Denudantes nksargentinade la seccién Monilicarpa
(nombrado como grupB. kuntzer P. argentind. Esta separacion en dos grupos de la
seccion Algarobia fue uno de los resultados mas importantesteiday coincide con
los resultados obtenido bajo una de las tres condiciones anaéitisagadas por
Burghardt & Espert (2007). Mientras que el grupo de los algarroboscapan todos
los andlisis del trabajo de Burghardt & Espert (2007), el ghupauntzek P. argentina
apareci6 solamente en uno de ellos. El grupo de los algarrobosmorioélético en el
trabajo de Bessega et al. (2006) ya que enRestegentinaaparece anidada dentro de
este grupo. Burghardt & Espert (2007) basadndose en sus resultados, mopusie
reconsiderar el estatus taxonémico del grupo de los Algarrobosayldlead nivel de
seccion quizas con el nombre de Algaradeasu strictpuna idea con la que nosotros
acordamos.

El cladoP. kuntzei- P. argentinaincluy6 varias especie® ( castellanosjiP.
humilis P. denudany P. ruizleal) que no habian sido estudiadas previamente a nivel
genético. Una caracteristica interesante de este clado agujuse encuentran todas las

especies afilas o subafilas incluidas en este an@figisra 29).
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Figura 29. Especies éfilas incluidas en el estudio. Todas skeencuentran en ¢
cladoP. kuntzet P. argentina

Las especies de la serie Denundantes aparecieron formando un grupo
monofilético en nuestro estudio al igual que bajo algunas condiciondticasaén
Burghardt & Espert (2007). Segun estas autoras esta serie dabectansiderada una
nueva seccion ya que presentaria diferencias con el resdg dspecies de la seccion
Algarobia que justificarian este nuevo estatus taxondmico. Nuestsoftados son
compatibles con tal cambio taxondmico. Segun Burkart (1%76yuizleali y P.
denudangpodrian ser una sola especie, correspondiéndoles un estatus ¢ecabes
ambas debido a la existencia de una variacion morfologica casnuzordgntre las
mismas. Burghardt & Espert (2007) encontraron que estas dos edpeciason un

grupo monofilético apoyando una estrecha relacion filogenética. Sharga) en
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nuestro estudioP. ruizleali apareci6 formando un grupo monofilético céh
castellanosiimientras qué. denudangparecié como grupo hermano del antefste
es uno de los pocos grupos en que el que nuestro andlisis difiere daltanoeque fue
apoyado por los trabajos de Burkart (1976) y Burghardt & Espert (20Q79s@y de
gue son muchas las posibles causas de la discrepancia, unaxjgitasiones posibles
es que haya existido un polimorfismo genético compartido entre lasiesspeque
debido a ello la filogenia de genes no refleje la relaciororigst entre estos taxones
(Ver inciso 6.2.). Una explicacion similar podria esgrimipsea explicar por qué la
serie Sericanthae no fue monofilética. En este €askuntzei aparecié formado un
clado conP. humilisde la serie Humiles, mientras que la otra especie deria s
SericanthaeR. sericanthyise ubico6 como grupo hermano de estas dos especies.

La comparacién entre los resultados obtenidos en la presentey tdésss
obtenidos en estudios filogenéticos previos indica que nuestros resideatios mas
coincidentes con la filogenia basada en caracteres morfologidmequimicos de
Burghardt & Espert (2007) que con aquella basada en caracteresielecsgs (Bessega
et al., 2006). Consideramos que existen diferentes lineas de évigare suponer que
el analisis presentado en esa tesis podria reflejar méerareente las relacione
historicas entre especies del generosopisque el trabajo de molecular de Bessega et
al. (2006). (1) El muestreo del grupo interno fue mayor y més myatvo de la
diversidad taxondmica del género (2) La filogenia obtenida se drash analisis de
cinco regiones gendmicas diferentes mientras que en el tddb&essega et al. (2006)
solo se utilizé solo ITS, una secuencia que ha sido ampliametitadai para su uso
como marcador filogenético fidedigno (Alvarez & Wendel, 2003) (3) lessiltados
obtenidos en nuestro trabajo coinciden en mayor medida con la taxonadiiéhal

(Burkart, 1976; Guinet & Bessedik, 1984), andlisis fenéticos elmuéncias alélicas
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(Ramirez et al.,, 1999; Bessega et al., 2005) y analigidisticos caracteres
morfolégicos y bioquimicos (Burghardt & Espert, 2007).

Como punto final a destacar sobre cuestiones filogenética®resopis
considero que la solucién de las cuestiones no irresueltagiraquie un enfoque que
abargue no solo caracteres moleculares sino también carantefedgicos. Aunque
el trabajo de Burghardt & Espert (2007) ha hecho un avance consideraél estudio
de morfologia en las especies Americafassopis es imprescindible no sélo su
extension a las especies Beosopisdel Viejo Mundo sino también a especies de
géneros afines. Estudios descriptivos morfoldgicos tales compulolicados sobre
anatomia foliar (Caccavari & Dome, 2000; Luckow, 2002; Flores=@t al., 2004) o
palinologia (Cacaccavari & Dome, 2000) son una etapa necgesmadalograr este

objetivo.

6.2. Genes utilizados, ventajas y desventajas.

La mayoria de los estudios de filogenia moleculares en plaatasitilizado
marcadores de ADN de cloroplasto y/o secuencias de ITS. lmasras han mostrado
ser muy Uutiles en la resolucién de las relaciones filogen&igasagenéricas pero en
general carecen de un nivel de variacion suficiente como paraenetas relaciones
entre especies cercanas. Por otra parte, las secudaci&$ son altamente variables
pero presentan serias desventajas entre las que se encugrdsastdncia de genes
pardlogos y la falta de una evolucion concertada completa. En tio®osilafios
comenzaron a publicarse filogenias moleculares en plantas b&sadasos de genes
nucleares (Small & Wendel, 2000; Tank & Sang, 2001; Simmons €08ll; Cronn et
al., 2002; Malcomber, 2002; Small et al., 2004), en particuaomes no codificantes
de los mismos, que suelen presentar niveles de variacion ddequera la resolucion

de las relaciones filogenéticas a niveles infragenéricaos. eE presente estudio
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utilizamos dos genes nuclearesa(y g3pdh para resolver las relaciones filogenéticas
entre las especies dRrosopis La concordancia general de nuestros resultados con la
mayoria de los estudios previos indicaria que los marcadoresamsclgtilizados en
este andlisis serian una fuente muy Uutil para resolvaelasiones filogenéticas entre
especies cercanamente emparentadas. Sin embargo su uso farmabéno algunas
desventajas. Una de las mismas fue la dificultad encontradaglificar estos genes
en algunas de las especies. Debido a la baja eficiencidasdeeacciones de
amplificacion, fue necesario realizar multiples reacciosesparalelo para lograr la
cantidad de producto amplificado necesario para su posterior semi@mciOtra
desventaja propia de la utilizacion de los genes nucleare: exxidtencia de
polimorfismos compartidos entre especies. Es sabido que para imbeler las
relaciones filogenéticas entre especies a partir desgeh@ecesario que dichos genes
tengan la misma historia que las especies que los portan (Ni2@0l9, Debido a que
estan presentes en doble copia y que se heredan por via matereang, ttamano
poblacional efectivo de los genes nucleares es 4 veces mayet dados genes de
cloroplasto. Esto hace que la probabilidad de presentar polimorfismngzartidos y/o
de sufrir “lineage sorting” sea mucho mayor, produciéndose comgemente un
desacople entre las relaciones establecidas a partinééis de una region genémica
con las relaciones histéricas entre las especies. Esrestie las posibles causas por las
cuales no fue posible resolver las relaciones filogenétictie el grupo de especies de
los algarrobos y por la cual la serie Sericanthae no fue nhéticafi La probada
existencia de polimorfismos isoenzimaticos compartidos entreiespge la seccion
Algarobia (Saidman 1986; Bessega et al. 2000a,b; Ferreyra @0@f) es una
evidencia que sugiere que lo mismo podria estar ocurriendo paraefles g

secuenciados.
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Small et al. (2004) han criticado la utilizacion de genesrdaimero bajo de
copias en estudios filogenéticos en plantas por la posible exiswacg&cuencias
paralogas. Diferentes lineas de evidencias indicarian quenmasitenido ese problema
en nuestro estudio. Por un lado, las relaciones del analisierfdtgo teniendo en
cuenta los genes nucleares estuvieron, en linea generalesuatdoatanto con la
taxonomia tradicional y con otros estudios previos. Por otra padado se clonaron
varias copias de estos genes para el mismo individuo, en nirggiolm@avimos mas de
2 variantes diferentes de cada individuo. Esto sugiere que deta variantes se
deberian a heterocigosis y no a paralogia.

La inclusién de genes de cloroplasto fue muy util, principalmpata los
analisis de dos y de cinco marcadores aunque presentd tambiéntajesv Una de
ellas es que los mismos no presentaron variacion entre especEsamente
emparentadas. Por ejemplo todas las especies del grupo de tosbakgygpresentaban
secuencias idénticas para el gestiC-trnS. Algo similar se encontrd para las regiones
trnK-mat y trnL-trnF. Al igual que estudios previos (ej. Kelcher, 2000; Grahaah et
2000), en los genes de cloroplasto analizados encontramos una alendizcde
rearreglos gendémicos en relacion con el namero de sustituciondsotidicas
observadas. En el caso de la regidh-trnF se encontré una delecion de 300 pbPen
cineraria mientras que para la regibmSpshC encontramos una inversion de 10 pares
de bases en varias de las especies de este génertol(C3)piUna caracteristica comun
a ambos rearreglos fue su ocurrencia independiente en difetemes. La misma
delecién fue también observada en géneros de otras tribus de mimes(efea
Samanep La inversién por su parte, como se indicé en el Capitulo 3 tdetesss,
habria ocurrido al menos tres veces en la historidPdesopisy 10 veces en

Angiospermas.
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Existen dos cuestiones importantes a ser consideradas a ldehestablecer
relaciones filogenéticas a partir de regiones que preserdamegi®s gendémicos. La
primera es la necesidad de reconocer la ocurrencia deetadmtos. No reconocerlos
pude llevar a errores: si una inversion involucra 200 pares de pasees detectada,
puede ser considerada como 200 sustituciones que independientememte apoy
determinado agrupamiento cuando en realidad es un solo evento. Undasegestion
estd relacionada la posibilidad de incluir la informacitogénética de tales eventos en
los andlisis. Métodos como los propuestos en el Capitulo Il pal&ar inversiones
pueden perfectamente ser usados en la inferencia de filog®aiass autores han
indicado que las pequefias inversiones no serian Utiles para establac®nes
filogenéticas debido a que las mismas serian muy homopl{kiekhiner & Wendel,
1996; Kelchner, 2000). Esto contrastaria con lo que ocurre con ignegsque
involucran un numero mucho mayor de nuclebtidos que aparecerian como
sinapomorfias de grupos superiores (Jansen & Palmer, 1987; Raube3ansén,
1992). Consideramos que la exclusion de las pequefas inversiones depalisis
filogenéticos no tiene sustento alguno ya que la existencia de hemaglaun caracter
no implica que el mismo carezca de informacién filogenéticehdabo en la inversion
estudiada, uno de los sentidos de la misma puede ser considerasitapoanorfia de

la serie Denudantes (Figura 15, Capitulo 3)

6.3. Diversificacion, tiempos de divergencia y restos fes

Ciertas cuestiones sobre la estimacion de tiempos de divexgepaitir de datos
moleculares hacen que los tiempos estimados deban ser considerad@sta cautela.
Entre estas se encuentran la incertidumbre del punto usado clisrac@an, tanto con
respecto a la determinacién taxondmica del mismo como tambigectesa su edad.

Otro punto es el método de célculo propiamente dicho. Aunque el métoenaledd
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likelihood no requiere de tasas constantes a lo largo del arbol, gutaleonsidera una
funcion para el cambio entre ramas de las tasas de sustityesomien puede no
ajustarse a los cambios que realimente ocurrieron en la hid@rigrupo. Un tercer
punto es que los tiempos se calculan teniendo en cuenta una pecuéfdsaion de
todo el genoma siendo posible la existencia de errores de @étinzsociados a este
pequefio tamafio de muestreo.

A pesar de las limitaciones previamente indicadas reatigaste analisis con el
objeto de aproximar un marco temporal para la divergencia dpb gra que el Unico
dato publicado sobre este tema indicaba Brmsopisse habria originado hace 120
millones de afos (Ramirez et al., 1999), una edad que se contladiamera total con
toda la evidencia existente sobre evolucién de la familia dedasninosas, cuya edad
no seria mayor a los 60 MA (Lavin et al., 2005).

El andlisis de datacién molecular sugirié que la divergencia &% dos grupos
principales dentro del clado de IB&P + Xerocladiaes notablemente antiguo (26.2 -
33 MA) en comparacién con el comienzo de la diversificacién de lesibmos actuales
de toda la subfamilia Mimosoideae que, segun Lavin et al. (20@B)ia ocurrido hace
40 MA. Sin embargo la mayor parte del proceso de diversificaleatro de cada uno
de los principales clados @&osopishabria ocurrido mas recientemente, en el Mioceno
Tardio. Independientemente del marco temporal absoluto, est@astenantre una
divergencia temprana entre los principales linajes amescgnma divergencia mas
tardia dentro de cada uno de estos grupos ya habia sido postulada arebiencia
morfolégica (Burkart & Simpson, 1977; Pasiecznik et al., 2001).

El nimero de fosiles asignados al género es alto (Figura 30endargo
debido a que ninguno de ellos a sido incorporado a un analisis filogenético,

asignacion de los mismos al género y /o0 a sus subgrupasgags/te
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Algarobia Strombulifera  Cineraria Género Pros  opis

Cuaternario

Plioceno

Sup.

Med

Mioceno

Inf.

Oligoceno

Figura 3Q. Distribucion temporal (arriba) y espacial (abaje)los fosiles asignadog
aProsopis El &rea rayada indica la distribucién naturaliaktel género

El fosil mas antiguo que puede ser atribuido al grupo de las Eéire yfue
usado como uno de los puntos de calibracién en el andlisis de dataci@ulanple
pertenece a granos de poldh Quesne)i del Oligoceno temprano de la Columbia
Britanica, Canada (Piel, 1971). Una edad similar fue estipadaun resto de un fruto

(P. lazarii) encontrado en la paleoflora de Puebla, México (Magallon-Puebla &
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Ceballos-Ferriz, 1994). Sin embargo la afinidadedt fosil con los grupos actuales
dentro del género es incierta. Recientemente (Agzdt& Herbst, 2004) describieron,
en base a restos foliares, una nueva especkRragopis para el Mioceno Medio de
Argentina que estaria relacionado con miembrosabegwe la seccidon Strombocarpa.
La edad de este fosil es compatible con los tiengstenados en esta tesis, ya que
ambos indicarian una divergencia entre los gruposipales dentro derosopisantes
del Mioceno Medio. Una comparacién mas detalladebsldempos de divergencia con
los tiempos derivados de los restos fosiles reguderespecies actuales y fosiles en un

mismo analisis filogenético.

6.4. Diversificacion del grupo de los algarrobos

Los resultados obtenidos en este estudio apoyatefuente la monofilia del
clado formado por especies de las series ChileRsdigjae y Ruscifoliae (grupo de los
algarrobos). Es interesante considerar que mucbassths especies fueron en un
momento consideradas parte de un Singameon (Pal&cRravo, 1981) debido a su
capacidad de hibridar naturalmente, su alta sumlilinorfolégica y las distribuciones
geograficas parcialmente solapadas. Sin embargta®rultimas dos décadas, los
estudios moleculares realizados en este grupo mdinado que a pesar de la alta
similitud genética, las poblaciones se agrupabancientemente con su especie
(Palacios & Bravo, 1981; Saidman & Vilardi, 1987 rBhardt, 1995; Bessega et al.,
2000a,b) aun en el caso de poblaciones de difsrezgpecies que habitaban en
simpatria. Ademas (Bessega et al., 2000a) mos&daguespecies simpatricas no son
genéticamente mas similares entre si que con tespeespecies alopatricas. Un dato
adicional esta dado por el analisis de hibridostreto trabajo publicado hasta el
momento sobre viabilidad de hibridos (Naranjo etl@B4) sugiere que al menos para

algunas combinaciones de especies, los hibridawaftws serian parcialmente o
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totalmente estériles. Toda esta evidencia apoigetade que la formacion de hibridos
no produciria (0 al menos no ha producido hastanemento) un flujo génico
significativo entre estas especies. Los tiemposvaldos de dataciones moleculares
sugieren que la alta similitud genética entre eéspguuede ser explicada por su origen
reciente (< 3.5 MA) sin necesidad de tener quedarda existencia de introgresion
entre ellos.

La tasa de diversificacion estimada para el grugo las algarrobos es
comparable a los valores més altos obtenidos pdiadiones en plantas. Sélo el clado
Andino del génerd_upinus (Hughes & Eastwood, 2006) y la subfamiRaischoidea
(Klak et al., 2003) tienen una tasa mayor a aqualleulada para los algarrobos.

En el presente estudio no fue posible establecerdiaciones filogenéticas
dentro del grupo de los algarrobos debido a quénttisiduos de la misma especie no
formaban un grupo monofilético y ademas el consessavo altamente politomizado.
Esta dificultad de establecer las relaciones esgpecies de algarrobos ya habia sido
observado en el trabajo de Burghardt & Espert (R0&4cepto para el clado formado
por las especieB. alba P. nigra P. ruscifolig P. hasleriqgue fue monofilético en todos
los anadlisis presentados en ese trabajo. Una posiplicacion a este resultado esta
asociada a la rapida y reciente radiacion de Igaradbos indicada por los analisis
realizados en la presente tesis. Cuando los intenemtre eventos de especiacion son
cortos, existe una mayor probabilidad que los patiremos ancestrales sean retenidos
por los diferentes linajes divergentes (Pamilo &, NEO88). La presencia de este
polimorfismo ancestral compartido ademas de la@xisa posterior de “sorting” afecta
derivacion de relaciones filogenéticas entre eggeai partir de los arboles de genes

(Nichols, 2001). Una explicacién similar ha sidednada para la falta de resolucion en
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diversos géneros de plantas (Hodges & Arnold, 1##dwin & Sanderson, 1998;

Richardson et al., 2001; Hughes & Eastwood, 2006).

6.5. Hibridacion y Evolucion de mecanismos de aislamiento éxigarobia

Los resultados obtenidos en el andlisis filogenétisi como en la datacion
molecular nos dan una oportunidad de comprendaroelo en que han evolucionado
los mecanismos de aislamiento reproductivaPemsopis Una de las cuestiones mas
interesantes a analizar esta relacionada congdrode los mecanismos de aislamiento
en la seccion Algarobia. A partir de la filogenibtenida es posible inferir que la
capacidad para hibridar no seria una caracteristigadida a lo largo de todo el grupo
Algarobia s.I. De hecho los dos grupos princip&edos cuales se divide este clado,
presentan un comportamiento claramente diferendigidpira 30). Mientras que en el
clado de los Algarrobos hay documentadas al merdosambinaciones hibridas
(Palacios & Bravo, 1981; Naranjo et al., 1984; Hkerz et al., 1986), no hay cita
alguna para la formacion de hibridos entre espeégksladoP. kunztei- P. argentina
Aun cuando las especies de este ultimo clado puealeer desarrollado mecanismos de
aislamiento que evitan la formacion de hibridospesible que el reducido nivel de
simpatria entre la mayoria de estas especies seaxplicacion suficiente para la falta
de hibridos entre las mismas. Por ejemplokuntzeiesta presente en el Chadd,
humilis en la region central del paiB, denudansen Patagonia Y. castellanosii
restringido al norte de Neuquén y sur de Mendoaaiéndose de hecho imposible la
formacion de hibridos. Una de las excepciones rsdea especie®. kuntzeiy P.

sericanthague si aparecen en simpatria.
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Tampoco existen evidencias documentadas de laesgiat de hibridos entre
alguna especie del grupo de los Algarrobos comldh€ladoP. kuntzer P. argentina
aun cuando especies de ambos grupos si aparecamroemte en simpatria. Esto
sugiere que otra barrera, intrinseca o extrinsedaig estar actuando previniendo la
formacion de hibridos. Independientemente de codtig ser tal mecanismo el mismo
deberia haberse desarrollado, teniendo en cuestdalms aportados por la datacion
molecular, en menos de 8 millones de afios (MA) spréa el momento en que estos
dos clados habrian divergido.

Como ya fue previamente indicado, en el clado délgarrobos el flujo génico
efectivo entre las especies habria estado restargin cuando en algunos casos las
especies son simpatricas en alto grado. Esto sud&erexistencia de algun(os)
mecanismo(s) de aislamiento que evitaria(n) l@gnesion entre especies que hibridan.
Palacios & Bravo (1981) discutieron cuales pods@nlos mecanismos de aislamiento
gue estarian actuando para mantener la identidathsdespecies de este grupo y
basaron su discusion en la clasificacion de mecasgle aislamiento reproductivo de
Dobzhansky (1970) y Dobzhansky et al. (1977). Nosottilizaremos la clasificacion
realizada por Coyne & Orr (2004) que se sustenta&lemuevo conocimiento tanto
empirico como tedrico obtenido en los ultimos 3Msafsobre mecanismos de
aislamiento y especiacion.

6.5.1. Barreras de Aislamientos Precigéticos:

Como fue previamente indicado, la existencia deidob naturales entre
especies de algarrobos esta ampliamente documeristia dato es una de las
principales evidencia en contra de la eficiencidasebarreras precigoéticas entre las
especies estudiadas. Sin embargo, también existieleneias independientes que

permiten descartar la posibilidad de que algunéasldarreras precigoéticas juegue un
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rol importante entre estas especies. Muchas desjaescies d@rosopisque habitan el
Chaco son simpéatricas, pudiendo descartarse erasteun aislamiento ecoldgico por
Héabitat. Los polinizadores tampoco serian una hkar(@alacios & Bravo, 1981;
Genisse et al.,, 1990), ya que la informacién diggenindica que las especies de
Prosopisson visitadas por las mismas especies de insdCtosrespecto a la barrera
temporal, Palacios & Bravo (1981) indicaron quenanos para las especies de la
region chaquefia que ellos estudiaron, la mismaenia smportante ya que todas las
especies estudiadas tuvieron una floracion simegtdampoco existen evidencias de
existen evidencias de barreras mecanicas. Sin gmbanteriormente se pensaba que
Prosopispresentaba protoginia, algo que ayudaria a lanflaion cruzada y por ende
la hibridacion (Palacios & Bravo, 1981). Sin emlmaggto ha sido descartado para al
menos 4 de las especiesRiesopis(Hoc et al., 1994).

6.5.2. Barreras de Aislamientos Postcigoticos:

Existen claras evidencias de que la principaldsarentre la mayoria de estas
especies seria la Inviabilidad Ecolégica, es dgairlos individuos hibridos son viables
siempre y cuando existan las condiciones ecolégidasuadas para su desarrollo. Esto
ya fue indicado por Palacios & Bravo (1981). Lanpippal evidencia es que los hibridos
aparecen principalmente en lugares disturbadosiupios en general por la accion
humana. Como casos ejemplares de tales modificaxi@alacios & Bravo (1981) citan
el sobre-pastoreo de las sabanas del centro y derteormosa y de los bafiados y
esteros de Formosa y Chaco; la desaparicion degetacion natural por efecto de las
crecientes del Pilcomayo; la aparicion de ambieatsdsrtos en la proximidad a las
poblaciones debido al sobrepastoreo; y la talasamuihinada tanto en Santiago del
Estero como en el Chaco. Esta asociacién entreeatelsi disturbados y formacién de

hibridos fue también indicada por Verga (1995) pasaespecies de algarrobos tipicas
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del monte P. flexousay P. chilensi¥. Estas especies en condiciones “normales” ocupan
diferentes ambiente®. flexousacrece principalmente en sitios donde existe untapor
de agua extra ya sea superficial o subterraneaytragequeP. chilensisaparece en
valles y llanuras donde no hay aporte de agua.dx@imespecies entran en contacto en
el pedemonte de las sierras del Monte donde ladcidn de hibridos es evidente en
zonas altamente disturbadas por la ganaderia \graufiura. Estas observaciones
hechas por de Palacios & Bravo (1981) y Verga (L@®dicarian que los hibridos no
son intrinsecamente inviables pero que su desaresiia limitado por la falta de un
ambiente adecuado. Asi en el marco conceptual gaeC& Orr (2004) el mecanismo
de aislamiento reproductivo seria el de inviabdiégolbogica. Esta idea es compatible
con el plantea propuesto por Saidman et al. (1885 cual se indica que las especies
del grupo de los algarrobos podrian ser consideradpecies cohesivas (sensu
Templeton 1989) manteniéndose la integridad edpacifnas por mecanismos
cohesivos ecoldgicas que genéticos.

Evidencias de una segunda barrera postcigoéticailarobtenida por Naranjo et
al. (1984), quienes encontraron una fertilidad disida en la combinacién hibrida
affinis X P. nigra Lamentablemente no han existido trabajos posesrique hayan
permitido continuar con la evaluacion de este fegrion Independientemente de qué
mecanismo postcigotico en particular haya actuadomismo se tuvo que haber
formado en menos de 3.1-3.5 millones de afios,psblaotal de la diversificacion de

este grupo.

6.6. Un escenario posible para la evolucién d&osopisen América
6.6.1. Evidencias obtenidas en esta tesis
Los resultados obtenidos en esta tesis nos perngispecular un posible

escenario histérico para la diversificacion Beosopis en América que deberia
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someterse a prueba en el futuro con la incorpanad@ nuevos datos. Consideramos
gue cualquier ensayo para un analisis mas profwadtwe la historia evolutiva de
Prosopisdebe tomar como punto de partida una hipotesisegado mas explicativa de
toda la evidencia relevante existente hasta el mwnéa discusion que daremos en
esta seccidn tiene ese objetivo.

Una de las predicciones derivadas de la hiposisina diversificacion de
Prosopis impulsada por el desarrollo de ambientes aridodaesxistencia de una
correlacién temporal entre el aumento de la extengieografica de los ambientes
aridos en América y la diversificacion del génever(Capitulo 4). El desarrollo de
ambientes aridos en América del Sur y América defteNcomenz6 en el Mioceno
Superior y continu6 en el Plioceno y Pleistoceno.N®rte América, el desarrollo de
areas aridas a escala regional habria comenzadd Mioceno Superior o Plioceno
(Graham, 1999; Riddle & Hafner, 2006) asociado €ldevantamiento de mesetas en el
Oeste de Norteamérica. Este proceso de aridifinacaitinué durante el Pleistoceno,
alcanzando una considerable distribucion para k$ogos interglaciares (Axelrod
1979a,b). En Sudamérica, la formacién de grandsss&on condiciones semiaridas y
aridas comenz6 posiblemente en el Mioceno Supegiorconcomitancia con la
elevacion del los Andes en la fase distréfica Quacimomento en el cual la cordillera
alcanzo la mitad de la elevacién que presenta Gogygory-Wodzicki, 2000) y comenzd
a actuar efectivamente como barrera para los \8etdogados de humedad. Durante la
fase distréfica ‘Diaguita’ el levantamiento fina¢ das sierras Pampeanas y el Andes
Central gener6 un efecto de “sobra de lluvia” que drigen a las condiciones
extremadamente aridas que existen hoy en dia eéresl presente entre estas
estribaciones (Pascual Ortiz-Jaureguizar & Pra80861Alberdi. Bonadonna & Ortiz-

Jaureguizar, 1997). La datacion molecular realizzanasta tesis sugirié que, excepto
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para los dos grupos principales, la divergenciaeelds linajes de las EAP habria
ocurrido en el Mioceno Superior o en tiempos pastes, que como quedod
anteriormente expuesto, coincide con la formaciéreonas aridas en América. Esto
estd de acuerdo con lo predicho por la hipotesisirde diversificacion dérosopis
asociada a un aumento de la distribucion de anmdseridos en América.

Los cambios climaticos previamente sefialados pienmit la conformacion de
los biomas en los cuales se encuentran hoy preskstespecies derosopis Tanto el
Monte (Axelrod et al.,, 1991) como la Patagonia ¢Bak et al., 1996) se habrian
desarrollado concomitantemente con el surgimiemdod Andes desde el Mioceno
Superior. Algo similar habria ocurrido en la Pudande desde su levantamiento se
habria instalado las condiciones extremas y agdasprevalecen hoy en dia. El area
actualmente ocupada por el desierto de Atacama,coidiciones semidesérticas desde
el Mioceno, 8 millones de afios antes del pres@théeap) hasta el plioceno tardio (3
MA ap) puntuado por una fase de mayor aridez haodlénes de afios. El desierto de
Sonora, donde actualmente habitan algunas espeeiegénero, se habria originado
entre los 15 y los 8 MA ap (van Devender, 2000). damclusion, estos biomas
conformados por especies con neta afiliacion a embds aridos y en los cuales se
hayan hoy presente las especieddesopisse habrian desarrollado en los ultimos 10
MA en un marco temporal consistente con los valdeediversificacion obtenidos para
la mayoria de los linajes de este género.

Una diversificacion del género asociada a la esigande ambientes aridos se
ve apoyada también por la evidencia obtenida emd&lisis de tasas de diversificacion.
El analisis de linajes a través del tiempo, LTT fdi@do 4, Figura 21) indic6 que
existiria con un claro incremento en la tasa derdificacién en el género en momentos

en los cuales se habrian desarrollado a gran desadanbientes aridos en América, es
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decir desde el Mioceno Superior al Plioceno. S @sitron se analiza en detalle, se
pueden distinguir dos cambios hacia tasas méas &ltgsimero de ellos ocurrio en el
Mioceno tardio y es coincidente con el comienzdadéivergencia dentro de cada uno
de los dos principales linajes de las EAP (FigraCapitulo 4). El segundo aumento
en la tasa estaria asociado con el comienzo dedegdncia de los algarrobos durante
el Plioceno y esta de acuerdo con la alta tasaivdgsdicacion estimada para este
grupo.

El andlisis de condiciones ancestrales indicé asaciacion antigua de las
especies ddProsopis con ambientes aridos posiblemente desde el comidezla
diversificacion dentro de los dos clados principal®trombocarpa X. viridinamisy
Algarobia SL) en el Mioceno Superior. Para el caeb ancestro de la seccion
Strombocarpa, el andlisis indicé que el mismo laagstado presente sélo en ambientes
aridos. En el caso del ancestro de la seccion dltgarSL, los resultados difirieron
entre reconstrucciones pero todas coinciden enafjneenos parte de la distribuciéon
habria estado en ambientes aridos. La diversiboadiabria ocurrido dentro de
ambientes aridos y no por mdultiples ocupacionegpaddientes de este ambiente,
indicando una larga historia de relaciones entee dapecies del género y estos
ambientes. Estos resultados no pueden ser intedosetomo una evidencia a favor de
una diversificacion d€rosopisasociada al desarrollo de ambientes aridos yaugae
Unica ocupacion o multiples ocupaciones de amtsedtielos son compatibles con tal
hipoétesis.

6.6.2. Diversificacion de taxones en zonas aridastencias para un patron comun de
diversificacion

La idea que los cambios ambientales son un fatdge @n la diversificacion de

la mayoria de los grupos tiene un sustento tagicdécomo empirico. Dada la estrecha

relacion que necesariamente existen entre los isrgas y su entorno, y que los
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procesos de especiacion y extincion (Unicos pracessponsables de determinar el
nivel de diversificacion de los organismos) estiiangente afectados por el ambiente,
se deduce que la relacion entre cambios en el atebjyecambios en los patrones de
diversificacion de los organismos es directa. Exisinnumerables trabajos en los
cuales, con diferentes niveles de corroboraciénhaenostrado esta relacion entre
cambios ambientales y cambios en la tasa de diecabn. Entre los posibles
ejemplos se pueden indicar trabajos relacionadoslaaliversificacion en mamiferos
(Delsuc et al., 2004; Gingerich, 2006), en Angiospes para el Cretacico Inferior
(Heimhofer et al., 2005), en comunidades vegetadespletas como es el caso de las
Guayanas (Rull, 2005), en peces ciclidos en Af&tarmbauer, 2005). Para el caso de
particular de las leguminosas, los cambios climdtibhan sido considerados por
Axelrod (1992) como claves en su evolucion. Segir autor la radiacion de las tres
subfamilias habria estado asociada a grandes csrolm@aticos que en algunos casos
estuvieron representados por modificaciones hdirieas mas secos y calurosos y en
otros casos hacia climas mas frios y secos. Tamb#&mrambios ciclicos ocurridos
durante el cuaternario habrian dado las condiciopaga un aumento de la
diversificacion.

Una de las herramientas mas comunmente usada®rhalia para analizar
asociaciones entre cambios ambientales y diveasifo es la datacion molecular. Esto
permite tener un marco temporal para aquellos grigdo registro fosil. Entre estos
analisis existe un numero importante referido anas de zonas aridas (ej. Verboom et
al., 2003; Moore & Hansen 2006; Good-Avila et &0@&). En la mayoria de los casos
se ha encontrado evidencia para plantear que &sificacion de las especies habria
estado asociada al aumento de condiciones aridas €ttimos 20 MA. Estos estudios

han estado enfocados generalmente a nivel genémmo es el casdiquilla
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(Boraginaceae). Dicho estudio (Moore & Hansen 20@@jcod que los principales
linajes dentro de ese género habrian aumentadoversificacion concomitantemente
con el aumento en la distribucion en zonas aridasaées del Mioceno. Good-Avila et
al. (2006) encontraron algo similar en el génagave otro integrante de ambientes
aridos de América. En este trabajo los autoresiegigu que el punto maximo de
diversificacion habria ocurrido entre los 8 y 6 M coincidiendo con el incremento de
las condiciones aridas en México. La evidencia @goh sugeriria que la actividad
volcanica habria cambiado el clima entre 30 y 15 & llevando a condiciones mas
aridas en el centro del pais después de estalperioon la formacion del desierto de
Sonora entre 15y 8 MA ap. Entre los 5 y 1.8 MAhaipo una reversion hacia climas
mas tropicales y humedos, después de lo cualnebdie volvié mucho mas frio y seco
durante los periodos glaciares. En este trabajbasgplanteado ademas qé@ave
tendria una diversificacién coincidente con otraggs de plantas de ambientes aridos
durante los ultimos 10 MA (Good- Avila et al., 2Q00Bluestro estudio seria el primero
en encontrar un patron similar para un grupo costriduciéon principalmente
sudamericana como es0sopis

Esta asociacion entre la diversificacion de tagoregetales con aumento de la
aridez no se restringe a América, también ha sid@ada por ejemplo para géneros
australianos como es el casoTdatheca(Tremandraceae) en el cual la mayoria de sus
especies habrian divergido en los ultimos 6-7 Maadiendo con el periodo en el
cual Australia sufrié un proceso de aridificaci@a. region para la que, sin dudas, hay
una mayor cantidad de trabajos sobre diversificaeid ambientes aridos es la regiéon
Capense (Richardson et al., 2001; Klak et al., 20@8rboom et al., 2003;
Mummenhoff et al., 2005; Bakker et al., 2005), aita al sur de Africa y caracterizada

por un altisimo grado de endemismo (Kreft & Jetd7J0La mayoria de estos estudios
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han indicado que los grupos estudiados presentaniaraumento en la tasa de
diversificacion en un periodo que va desde el Miodardio al Plioceno (Cowling et al,
en prensa). La interpretaciéon dada para este phadido siempre un aumento de la
tasa de diversificacion debido al cambio de lasddmiones climéticas en el Mioceno
tardio-Plioceno que habrian ampliado las areascooiliciones ambientales &ridas o
semiaridas. Esta idea fue sostenida principalmentel grupo de trabajo del Dr. Peter
Linder. En uno de sus trabajos (Verboom et al.,3208ste grupo analizdé al género
Enharta(Poaceae). Partiendo de la estimacion de tiempakvergencia a partir de los
datos moleculares realizaron un andlisis de linajesavés del tiempo (LTT). En el
mismo encontraron un cambio en la tasa de diveasifin hacia el Mioceno Tardio. En
otro de los estudios realizados analizaron la difreacion de un grupo de la familia
Aizoaceae (Klak et al., 2003), y encontraron quelilgersificacion de la subfamilia
Ruschoideae habria ocurrido en los ultimos 8 nelode afios, mas posiblemente en los
altimos 4 MA. Esto implica una tasa altisima deedificacion considerando que la
subfamilia comprende cerca de 1000 especies. Enesstidio también se plantea al
aumento de zonas de clima semiarido como prin@patrol de la diversificacion de
este grupo.

Recientemente se ha planteado una vision alteenativa previamente indicada
sobre la dindmica de la diversificacion en la ragiapense (Cowling et al. En prensa).
La misma sostiene que en realidad el principalraetante del aumento de la tasa de
diversificacion habria sido un aumento en la diixd de ambientes que habria
propiciado un aumento en la tasa de especiaci@stde grupos de plantas. Tal idea se
basa en estudios geoldgicos e indican que habhbmldhaina exposicion de suelos
arcillosos ricos en nutrientes, la incisidon de eslffluviales en las zonas bajas, la

exposicidon de cuarcitas frescas en las montafi@samplio desarrollo de extensas areas
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de un substrato calcareo a lo largo de la costaaicular Cowling et al. (En prensa)
plantean que la causa de tal diversificacion hatida una relacion sinergética entre
cambio climético y geomorfoldgico. El cambio clincét segun estos autores no seria
suficiente para explicar el fenébmeno. Es asi quevowm datos, no previamente
involucrados en la discusion plantean al menosuisian alternativa valida para el
aumento de la diversificacién en el caso de ladre@apense. La resolucion de esta
disputa esta totalmente abierta.

Una explicacion similar a esta vision alternatieal® dado para explicar la
diversificacion de un grupo de especies del géRé&um(Polygonaceae ) que ocupan
zonas aridas/semiéaridas de la Meseta Tibetana QiiiGhina), al Norte del cordon del
Himalaya (Wang et al., 2005). El estudio mostgue la diversificacion habria
ocurrido en los ultimos 7 MA, sefialando difererfeefores como posibles causas de su
diversificacion. Entre los mismos los autores iadi¢i) Una oscilacién entre ambientes
secos y humedos durante el periodo Plioceno-Hotockabria promovido la
diversificacién al producir un aislamiento de hatstque habia permitido la divergencia
en pequefias poblaciones y su posterior diversifinaqii) una amplia diversidad
geoldgica y ecolbgica en la meseta y zonas ceragmasambién habria permitido una
fuerte diversificacion. Sin embargo, uno solo de posibles factores habria sido una
condicién necesaria para la ocurrencia de la diieasion: el levantamiento de la
Meseta Tibetana Qinghai que habria permitido lan&mién de los ambientes en los
cuales hoy en dia viven las especies del géneadepas alpinas secas y frias, estepas
desérticas y laderas secas.

También se ha ensayado una explicacién similastaldear el gener&ncelia,
cuyasespecies habitan el desierto de la Peninsula titlor@&. Segun Fehlberg &

Ranker (2007) la diversificacion del género en esggon se habria visto favorecida por
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la diversidad de habitats representados por variasi en elevacion, precipitacion,
temperatura estacionalidad y sustrato.

Es asi que existirian dos hipétesis sobre el famiacipal de la diversificacion
de géneros con afinidad a ambientes aridos: el mtante la distribucion espacial de
condiciones propicias y una mayor diversidad de iantes. Es posible que estos
factores hayan tenido importancias relativas difee® en cada uno de los grupos
analizados. Nuestros analisis estan de acuerdogaenel aumento de zonas aridas
habria colaborado a la diversificacion @&eosopis en América. Sin embargo la
posibilidad de que también haya jugado un rol efjeor de mayor variacion de
ambientes es algo que no puede descartarse. Béepgse una interaccion entre ambas
causas haya sido importante para la diversificadéngénero. Al desarrollarse los
ambientes aridos en condiciones geomorfologicdsigas diversas, habrian aparecido
subambientes que habrian también propiciado larddf@cion. Asi dada esta
hipétesis, el desarrollo de ambientes aridos haidia una condicidon necesaria para la
diversificacién aunque no suficiente. El segundmponente habria sido un escenario
geomorfolégico diverso.

Este posible control externo asociado al climaniega la posible existencia de
caracteres claves de estas especies (Miller, dthson, 1953) que hayan promovido
la diversificacion deProsopis De hecho se han sugerido diferentes cambios
fisiolégicos y morfolégicos que habrian promovidodiversificacion déProsopisen
zonas éridas (Roig, 1993): cambio en habito deléshm arbustos, desarrollo de raices
profundas, reduccion en el tamafio y cantidad dashdjgnificacion del fruto y
adaptaciones fisioldgicas para maximizar la ab8arde agua y minimizar su pérdida.
Un andlisis de la evolucion de estos caracterds jeon estudios de la base molecular

de la tolerancia de las especiesRtesopisa factores de estrés ayudaran a tener una
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mejor imagen de los procesos de adaptacion y dfieaxson deProsopisen ambientes

aridos
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6.7. Conclusiones

El andlisis de filogenia molecular indicé que elnge Prosopis no seria
monofilético debido a que las especies del viejmaouno formaron un clado
monofilético con las especies americanas y adend@gu@ Xerocladia

viridiramis aparecio cercanamente relacionada con estas siltima

Las especies Americanas d&rosopis aparecieron formando dos grupos
principales, el primero incluyendo todas las esggede la seccion Strombocarpa
y el segundo incluyendo las especies de las sexxi@lgarobia y Monilicarpa.

Dentro de este ultimo grupo aparecieron 2 clad@snante apoyados. Uno de
ellos formados por las especies de las series rGeie Pallidae y Ruscifoliae
(grupo de los algarrobos) y el otro formados popeees de las series
Sericanthae, Denudantes de la seccion Algarolfla argentina de la seccion

Monilicarpa.

La divergencia entre los linajes americanosPdesopishabria ocurrido en tres
momentos claramente diferenciados en el tiempo: tangrana divergencia
entre las secciones Strombocarpa y Algarobia phrslieceno medio; una
posterior divergencia dentro de cada una de eas @ Mioceno tardio; y una

diversificacion del grupo de los algarrobos parBliglceno.

La diversificacion dé’rosopisen América se habria acelerado desde el Mioceno
tardio hasta el presente. En particular la tasadivagsificacion alcanzada por el

grupo de los algarrobos es comparable con las ha&seamcontradas en plantas.

La diversificacion del geneferosopisen América habria estado asociada con el
paulatino aumento del area ocupada por ambientdssalas zonas aridas a

partir de fines del Mioceno y el Pleistoceno.

La intencién de evaluar las condiciones ambienttelas cuales habrian vivido
los ancestros de este género requiri6 de una pessdhiacion critica de los
métodos empleados hasta el momento para cumpliared. Dicha evaluacion

indicé que los mismos partian de hipotesis aueiianunca explicitadas y que
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ademas presentaban varios problemas metodolé@ioassta tesis se plantearon
soluciones para algunos de estos problemas, gquenfumnsideradas en el

estudio empirico desarrollado Brosopis

La optimizacion de caracteres ambientales india® lgs especies derosopis
habrian ocupado ambientes aridos en Ameérica debdeomienzo de su
diversificacion y que posiblemente estuvieran ondpaales ambientes desde el
Mioceno.

Durante el proceso de secuenciacion de la retit®psbC del genoma de
cloroplasto se descubrié una pequefia inversiordgmfes de bases. Un analisis
detallado de la misma indic6 que habria ocurridomanos 10 veces en
diferentes linajes de angiospermas. Por otra parteurrencia de la inversion
estaria fuertemente condicionada a la estabiligath éstructura secundaria de

la regién gendémica adyacente a la inversion.

181



6- DISCUSION YCONCLUSIONES

6.8. Bibliografia

Alberdi, M. T., F. P. Bonadonna & E. Ortiz-Jauregui 1997. Chronological
correlation, paleoecology, and paleobiogeographyhefLate Cenozoic South
American “Rionegran” land-mammal fauna: a revieRevista Espafola de
Paleontologia 12: 249-255.

Alvarez, I. & J. F. Wendel. 2003. Ribosomal ITS weaces and plant phylogenetic
inference. Molecular Phylogenetics and Evolution£b7-434.

Anzotegui, L. M. & R. Herbst. 2004. Megaflora (hejg frutos) de la Formacion San
José (Mioceno Medio) en rio Seco, departamentoaSkfaria, provincia de
Catamarca, Argentina. Ameghiniana 41: 423-436.

Axelrod DI. 1979a. Age and origin of Sonoran desedetation. Occasional Papers of
the California Academy of Sciences 132: 1-74.

Axelrod DI. 1979b. Desert vegetation, its age aridim. In: Goodin JR, Northington
DK, ed. Arid land plant resources. Lubbock, TX:emational Center for Arid
and Semiarid Land Studies, 1-72.

Axelrod, D., M. Kalin Arroyo & P. Raven. 1991. Hisical development of temperate
vegetation in the Americas. Revista Chilena dedtistNatural 64: 413-446

Axelrod, D. I. 1992. Climatic pulses a major faciar legume evolutionin P. S.
Hendereen and D. L. Dilcher (eds), Climatic pulaesiajor factor in legume
evolution. The royal botanical garden, kew, pp.-239.

Baldwin, B. G. & M. J. Sanderson. 1998. Age anceraf diversification of the
Hawaiian silversword alliance (Compositae). Progegsl of the National
Academy of Sciences 95: 9402-9406.

Bakker, F.T., Culham, A., Marais, E.M. & Gibby, M005. Nested radiation in Cape
Pelargonium In: Bakker, F.T., Chartrou, L.W., Gravendeel, 8Pelser, P.B.
(Ed.), Plant species-level systematics.New persecbn pattern and process.
ARG Ganter Verlag, Ruygel, Lichtenstein, pp. 76-100

Bessega, C., L. I. Ferreyra, J. C. Vilardi & B. S8aidman. 2000a. Unexpected low
genetic differenatiation among allopatric specids Section Algarobia of
Prosopis(Leguminoseae). Genetica 109: 255-266.

Bessega, C., B. Saidman & J. Vilardi. 2000b. Isczyand RAPD studies iRrosopis
glanduloe and P. Velutina (Leguminosae, Mimosoideae). Genetics and

Molecular Biology 23: 1-5.

182



6- DISCUSION YCONCLUSIONES

Bessega, C., J. C. Vilardi & B. O. Saidman. 200&n@&ic relationships among
American species of the genBsosopis(Mimosoideae, Leguminosae) inferred
from ITS sequences: evidence for long-distance edssd. Journal of
Biogeography 33: 1905-1915.

Britton, N. & J. Rose. 1928. Mimosaceae. North Aican Flora. 23: 1 -194.

Burghardt, A. & S. Espert. 2007. PhylogenyRybsopis(Leguminosae) as shown by
morphological and biochemical evidence. Australlanrnal of Botany 20: 332—
339.

Burghardt, A. D. 1995. La identidad de cuatro emsecdeProsopisL. expresada a
travéz de sus patrones electroforeticos. Mendeli2n&8-50.

Burkart, A. 1940. Materiales para una monografiagé@eroProsopis Darwiniana 4:
57-128.

Burkart, A. 1976. A monograph of the gen#sosopis (Leguminosae subFam
Mimosoideae). Journal of the Arnold Arboretum 5792249.

Burkart, A. & B. Simpson. 1977. The genesosopisand annoted key to the species of
the world.In B. Simpson (ed) Mesquite: Its Biology in Two Dedecosystems.
Dowden, Hutchinson and Ross, Stroudsburg, PennsglvalSA., pp. 201-215.

Caccavari, M. & E. Dome. 2000. An account of molpgeal and structural
characterization of american mimosoideae pollentt pa Tribe Acacieae.
Palynology 24: 231-248.

Catalano, S. A., C. Bessega, B. Saidman & J. Mil&2d01. Analisis de Marcadores
RAPD enProsopis kuntzefLeguminosae). Comparacion con otras especies de
la seccion Algarobidn. XXX Congreso Argentino de Genética y IV Jornadas
Argentino-Uruguayas de Genética. Mar del Plata-Bagkires.

Coyne, J. A. & H. A. Orr. 2004. Speciation. SinaAssociates, Sunderland, MA.

Cowling R. M., . Proche & T.C. Partridge. In press. Explaining the unigess of the
Cape flora: Incorporating geomorphic evolution afaetor for explaining its
diversification. Molecular Phylogenetic and Evoduri

Cronn, R., R. Small, T. Haselkorn & J. Wendel. 20B2pid diversification of the
cotton genus Gossypium Malvaceae) revealed by analysis of sixteen nuclea
and chloroplast genes. American Journal of Bot&hy/87-725.

Delsuc, F., S. Vizcaino & E. Douzery. 2004. Infloerof Tertiary paleoenvironmental
changes on the diversification of South Americammmels: a relaxed molecular

clock study within xenarthrans. BMC EvolutionaryoRigy 4.

182



6- DISCUSION YCONCLUSIONES

Dobszhansky, T., F. Ayala, G. Sttebins & J. Valeaitil977. Evolution. W.H. Freeman
Co., San Francisco, EEUU.

Dobzhansky, T. 1970. Genetics of the EvolutionargcBss. Columbia University
Press, New York.

Fehlberg, S. & T. Ranker. 2007. Phylogeny and Boogaphy ofEncelia (Asteraceae)
in the Sonoran and Peninsular Deserts Based onigldulDNA Sequences.
Systematic Botany 32: 692—-699.

Ferreyra, L., C. Bessega, J. Vilardi & B. Saidma@07. Consistency of population
genetics parameters estimated from isozyme and RAdRIDaset in species of
genusProsopis(Leguminosae, Mimosoideae). Genetica 131: 217-230.

Flores-Cruz, M., H. Santana-Lira, S. Koch & R. Gezt 2004. Taxonomic Significance
of Leaflet Anatomy in Mimosa series Quadrivalves (Leguminosae,
Mimosoideae). Systematic Botany 29: 892—-902.

Gingerich, P. 2006. Environment and evolution tiglothe Paleocene—Eocene thermal
maximum. Trends in Ecology & Evolution 21: 246-253.

Good-Avila, S. V., V. Souza, B. S. Gaut & L. E. Egte. 2006. Timing and rate of
speciation inAgave (Agavaceae). Proceedings of the National Acadefny o
Sciences 103: 9124-9129.

Graham, A. 1999. Late Cretaceous and Cenozoic mtistd North American
Vegetation, New York, NY, USA

Graham, S., P. Reeves, A. Burns & R. Olmstead. 2006rostructural Changes in
Noncoding Chloroplast DNA: Interpretation, Evolutjoand Utility of Indels
and Inversions in Basal Angiosperm Phylogeneticerifice. International
Journal of Plant Sciences 161: S83-S96.

Gregory-Wodzicki, K. M. 2000. Uplift history of theentral and northern Andes: a
review. Geological Society of America Bulletin 11291-1105

Guinet, P. H. & M. Bessedik. 1984. Presence de &é&hmpsopis (Leguminosae-
Mimosoideae) a I'Aquitanien Basal dans l'aude (uedgc-france). Pollen et
spores 26: 101-108.

Heimhofer, U., P. Hochuli, S. Burla, J. Dinis & M/eissert. 2005. Timing of Early
Cretaceous angiosperm diversification and possilhiegks to major

paleoenvironmental change. Geology 33: 141-144.

184



6- DISCUSION YCONCLUSIONES

Hoc, P. S.,, M. A. Agullo, & R. A. Palacios. 1994tylar trimorphism in four
functionally andromonoecious Prosopis species (Mimosaceae). Plant
Systematics and Evolution 190: 143-156

Hodges, S. A. & M. L. Arnold. 1995. Spurring pladitersification: are floral nectar
spurs a key innovation? Proceedings of the RoyaleBpof London serie B:
343-348.

Hughes, C. E. & R. Eastwood. 2006. Island radiatiora continental scale: Exceptional
rates of plant diversification after uplift of th&ndes. Proceedings of the
National Academy of Sciences 103: 10334-10339.

Jansen, R. K. & J. D. Palmer. 1987. A chloroplabtADinversion marks an ancient
evolutionary split in the sunflower family (Asteese). Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United StafeSnoerica 84: 5818-5822.

Kelchner, S. A. 2000. The Evolution of Non-Codinghl@oplast DNA and lIts
Application in Plant Systematics. Annals of the 84isri Botanical Garden 87:
482-498.

Kelchner, S. A. & J. F. Wendel. 1996. Hairpins ¢eeminute inversions in non-coding
regions of chloroplast DNA. Current Genetics 309-262.

Klak, C., G. Reeves & T. Hedderson. 2003. Unmatdkeatpo of evolution in Southern
African semi-desert ice plants. Nature 427: 63-65.

Kreft, H., Jetz, W., 2007. Global patterns and aeteants of vascular plant diversity.
Proceedings of the National Academy of Sciences 3925-5930.

Lavin, M., P. S. Herendeen & M. F. WojciechowskKd08. Evolutionary rates analysis
of Leguminosae implicates a rapid diversificatioh lmeages during the
Tertiary. Systematic Biology 54: 575-594.

Luckow, M. 2002. Anatomical Features of the Leaueghe DichrostachysGroup
(Leguminosae: Mimosoideae) and their Utility for yRlgenetic Studies.
Systematic Botany 27: 29-40.

Luckow, M., J. Miller, R. Jobson & D. Murphy. 200&eneric relationships in the
Mimosoideae (Fabaceae) Botahy Alpine Diversity: Adapted to the Peaks.
Session 19 (Colloquium) Rupert Barneby and hisreglegacy, Salt Lake City,
Utah, USA.

Magallon-Puebla, S. & S. R. S. Ceballos-Ferroz.41980ssil legume fruits from
tertiary strata of Puebla, Mexico. Canadian Jouoh&otany 72: 1027-1038.

18t



6- DISCUSION YCONCLUSIONES

Malcomber, S. 2002. Phylogeny GfaertneraLam. (Rubiaceae) based on multiple
DNA markers: evidence of a rapid radiation in a egpread, morphologically
diverse genus. Evolution 56: 42-57.

Miller, A.H. 1949. Some ecological and morphologansiderations in the evolution of
major higher taxonomic categories. 84-88. in EyiM& E Schuz (ed) Winter
Heidelberg, pp. 84- 88.

Moore, M. J. & R. K. Jansen. 2006. Molecular evickerfor the age, origin, and
evolutionary history of the American desert plamhgsTiquilia (Boraginaceae).
Molecular Phylogenetics and Evolution 39: 668-687.

Mummenhoff, K., I. Al-Shehbaz, F. Bakker, H. Lind& A. Muhlhausen. 2005.
Phylogeny, morphological evolution, and speciata@dnendemic Brassicaceae
genera in the Cape flora of southern Africa. Anraflshe Missouri Botanical
Garden 92: 400-424.

Naranjo, C. A., L. Poggio & S. Enus Zeiger. 1982henol chromatography,
morphology and cytogenetics in three species amgralahybrids ofProsopis
(Leguminosae-Mimosoideae). Plant Systematic anduiea 144: 257-276.

Nichols, R. 2001. Gene trees and species treesatrthe same. Trends in Ecology &
Evolution 16: 358-364.

Palacios, R. & L. Bravo. 1981. Hibridacion natuesl Prosopis(Leguminosae) en la
region chaquefia argentina. Evidencias morfologigascromatograficas.
Darwiniana 23: 3-35.

Palacios, R. & P. Hoc. 2005. Revision del gérferasopidastrun(Leguminosae) para
la Argentina. Boletin de la Sociedad Argentina d¢aBica 40: 113-128.

Pamilo, P. & M. Nei. 1988. Relationships betweemegdrees and species trees.
Molecular Biology and Evolution 5: 568-583.

Pascual, R., E. Ortiz-Jaureguizar & J. L. Prad®619.and mammals: paradigm of
Cenozoic South American geobiotic evolutidm.G. Arratia (ed) Contribution
of Southern South America to Vertebrate Paleontologviincher
Geowissenschaftliche Abhandlungen (A).

Pasiecznik, N. M., P. Felker, P. J. C. Harris, L.Harsh, G. Cruz, J. C. Tewari, K.
Cadoret & L. J. Maldonado. 2001. THerosopis juliflora-Prosopis pallida
Complex: A Monograph. HDRA, Coventry UK.

Piel, K. M. 1971. Palynolgy of Oligocene sedimefmntsn British Columbia. Canadian
Journal of Botany 49: 1885-1920.

18¢€



6- DISCUSION YCONCLUSIONES

Ramirez, L., A. De La Vega, N. Razkin, V. Luna &P.C. Harris. 1999. Analysis of
the relationships between species of the géhosopisrevealed by the use of
molecular markers. Agronomie 19: 31-43.

Raubeson, L. & R. Jansen. 1992. Chloroplast DNAda&we on the ancient
evolutionary split in vascular land plants. Scie@6&: 1697-1699.

Richardson, J. E., R. T. Pennington, T. D. Penomgt P. M. Hollingsworth. 2001.
Rapid diversification of a species-rich genus ofotdepical rain forest trees.
Science 293: 2242 - 2245.

Richardson, J., F. Weitz, M. Fay, Q. Cronk, H. leandG. Reeves & M. Chase. 2001.
Rapid and recent origin of species richness inGhpe Flora of South Africa.
Nature 412: 181-183.

Riddle, B. R. & D. J. Hafner. 2006. A step-wise @@ch to integrating
phylogeographic and phylogenetic biogeographicpeatsves on the history of
a core North American warm deserts biota. Jourhar@ Environments 66:
435-461

Rull, V. 2005. Biotic diversification in the Guayanighlands: a proposal. Journal of
Biogeography 32: 921 - 927.

Saidman, B. & J. Vilardi. 1987. Analysis of the géo similarities among seven
species ofProsopis (Leguminoseae: Mimosoideae). Theoretical and Asgpli
Genetics 75.

Simmons, M., V. Savolainen, C. Clevinger, R. ArcBed. Davis. 2001. Phylogeny of
the Celastraceae inferred from phytochrome B gegeence and morphology.
19: 353-366.

Simpson, G. G. 1953. The major features of evatuti@olumbia University Press, New
York.

Simpson, B., A. Burkart & N. Carman. 1973tosopis palmeria relict of an ancient
North American colonization. Madrofio 23: 220-227.

Small, R., R. Cronn & J. Wendel. 2004. L.A.S. Jam®&eview no. 2. Use of nuclear
genes for phylogeny reconstruction in plants. Aalstn Systematic Botany 17:
145-170.

Small, R. & J. Wendel. 2000. Phylogeny, duplicatiand intraspecific variation @&dh
sequences in new world diploid cottons. Moleculaylpgenetics and Evolution
16: 73-84.



6- DISCUSION YCONCLUSIONES

Sturmbauer, C. 2005. Explosive speciation in citfiBhes of the African Great Lakes:
a dynamic model of adaptive radiation. JournalishBiology 53: 18 - 36.

Tank, D. & T. Sang. 2001. Phylogenetic utility ohet glycerol-3—phosphate
acyltransferase gene: Evolution and implicationsP@&eonia (Paeoniaceae).
Molecular Phylogenetics and Evolution 19: 421-429.

Templeton, A.R. 1989. The meaning of species amgiapon: a genetic perspective.
En D. Otte & J.A. Endler (Eds.): Speciation and @snsequences :3-27.
Sinauer, Sunderland, MA.

van Devender, T. R. 2000. The Deep history of thieoBan Deserin S. J. Phillips and
P. W. Comus (eds), The Deep history of the Son@asert. Arizona-Sonora
Desert Museum Press, Tucson, and University off@ala Press, Berkeley.,
pp. 61-69

Verboom, G. A., H. P. Linder & W. D. Stock. 200y genetics of the grass genus
Ehrharta Evidence for radiation in the summer-arid zonahef South African
cape. Evolution 57: 1008-1021.

Wang, A., M. Yang & J. Liu. 2005. Molecular phyloge recent radiation and
evolution of gross morphology of the rhubarb geRiseum(Polygonaceae)
inferred from chloroplast DNA trnL-F sequences. Alsnof Botany 96: 489—
498.

Watson, S. 1889. Proc. Am. Acad. Arts & Sci 24:8%6-

18¢



ANEXO| —SCRIPTS UTILIZADOS EN EL ANALISIS DE INVERSIONES

ANEXOS

18¢



ANEXO| —SCRIPTS UTILIZADOS EN EL ANALISIS DE INVERSIONES

ANEXO I. SCRIPTS UTILIZADOS PARA EL ANALISIS DE INV ERSIONES

Anexo 1. Script 1

Este script genera la matriz de costos para realizar la opsioidn de Fixed
States con Inversiones (FSI) en TNT. En el cuegledtipt se incluye una matriz en la
cual cada “taxon” representa a cada uno de losvo®tilel espaciador que fueron
observados (con un méaximo de 31). Los primerosctenes representan la secuencia de
cada uno de los espaciadores seguidos por el corapte reverso de cada uno de ellos.
Si algun espaciador es més corto que el restonegdose le agregan el simbolo “7”
luego de la secuencia original y luego del complgmeeverso.

Los argumentos que se le deben dar al correr gg son la penalidad de inversion y la

penalidad de indels. Para este script todas laisusisnes cuestan uno.

Los archivos de salida son:

1- La matriz de costos de Sankoff que debe ser afiatigk de datos.
Un proto-script que, luego de algunas modificacsordebe ser afiadido al script que
sera el que optimice la inversion. Para optimizainiversion se debe construir una
nueva matriz donde cada Terminal tendria un simbo® represente el motivo del
espaciador correspondiente. El motivo que fue emara O en el script
FSI_COSTS.runtendra el simbolo “0” , el segundo tendra el estadnientras que el
11vo tendria el simbolo “A”, etc.

nstates 31

xread

2031

0 AGGGGAA777TTCCCCT777
1 AGTGGAA777TTCCACT777
2 AGTGGGA777TCCCACT777
3 AGTGGTA777TACCACT777
4 AGTGGTGATATATCACCACT
5 AGTGGTGGTATACCACCACT
6 GATAGAATTTTTCTATC777

7 GATGGAAT777TTCCATC777
8 GGGAGGA777TCCTCCC777
9 GGGGGAT7777TCCCCC7777
10 GGGGGGA777TCCCCCCT77
11 GGGTGGA777TCCACCC777
12 GGTAGCA777TGCTACCT777
13 GGTAGGA777TCCTACCT77
14 GGTCGAAT77TTTCGACCT77
15 GGTGAGAT777TCTCACCT77
16 GGTGGGA777TCCCACC777
17 GGTGTGA777TCACACCT77
18 GTTGGGA777TCCCAACT77
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19 TACCACCACTAGTGGTGGTA
20 TATCACCACTAGTGGTGATA
21 TCATACCT777GGTATGAT77
22 TCCCACC777GGTGGGA777
23 TCCCACT777AGTGGGAT777
24 TCCCCCC777GGGGGGA777
25 TCCCGCC777GGCGGGAT77
26 TCTCACC777GGTGAGAT777
27 TCTCGCC777GGCGAGA777
28 TTCCACT777AGTGGAAT77
29 TTCCCCC777GGGGGAAT777
30 TTTCACC777GGTGAAATT7
ral;

macro-;

macro *700 100200 ;

macro [99999 ;

macro=;

report-;

macreport-;

sil=all;

var:

costo cola colas cccc fifa fifas ffff invcost capmatrix [(ntax+1) (ntax+1)]

bases seqs largof largol largofi largola luu sunadcim [24 24] matcho [24 24] wave [24 24] indel
inv_pen

set indel %1 ; /*First argument: Indel Penalty
set inv_pen %2 ; Becond argument: Inversion Penalty
log Sankoff.txt ;
log/;
log batch.txt ;
log/;
set bases (((nchar+1)/2)) ;
set seqs ntax ;
loop=fi 0 'seqs'
set largof O ;
loop=c 0 (‘bases'-1)
if ((states [#c #fi 0]) != 128)
set largof ++ ;
end
stop
log +batch.txt; sil-file; quote if (variabl¥ [nod] ==#fi ) ; sil=file ; log/;
loop=las 0 'segs'
loop=w 0 23
loop=r 0 23
set match [#w #r] O ;
stop
stop
loop=d 0 23
loop=e 0 23
set matcho [#d #e] O ;
stop
stop
set largol O ;
loop=I 0 ('bases'-1)
if ((states [#l #las 0]) != 128)
set largol ++ ;
end
stop
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loop=co O ('largof'-1)
loop=Iu 0 ('largol'-1)
set coo #co+1 ;
set luu #lu+1 ;
if ((states [#co #fi 0]) != (stat[#lu #las 0]))
set match ['coo' 'luu 1 ;
end
stop
stop
setcoo 0 ;
setluu 0 ;
set ffff 1 ;
setccec 1
loop=colu 'bases' ('largof'+ 'bases'-1)
loop=mnas 0 ('largol'-1)
if ((states [#colu #fi 0]) !=téses [#mnas #las 0]))
set matcho [ 'ffff' ‘cccd |
end
set cccc++ ;
stop
setcecec 1 ;
set ffff++ ;
stop
set ffff O ;
loop=ucol 0 'largof'
set wave [#ucol 0] 'suma’;
set suma 'suma’ + ‘indel’;
stop
setsuma O ;
loop=ufil 0 ‘largol’
set wave [0 #ufil] 'suma’;
set suma 'suma’ + ‘indel’;
stop
setsuma O ;
loop=coa 1 ('largof")
loop=fif 1 ('largol’) /* aca hago la data */
set fifa (#fif-1) ;
set cola (#coa-1) ;
set wave [#coa #fif] (‘'match [#co#]##+ 'wave ['cola’ ffifa']’) ;
if (‘wave [#coa #fif]' > (‘wave [#cdda']' + 'indel))
set wave [#coa #fif] (‘wave [#cBfa']' + 'indel) ;
else
if (‘wave [#coa #fif]' > (‘wave ['[@fif]' + 'indel"))
set wave [#coa #fif] (‘wave ['cd#df]' + 'indel’) ;
end
end
set costo 'wave [#coa #fif]';
stop
stop
loop=cc 0 23
loop=ff 0 23
set wave [#cc #ff] O ;
stop
stop
loop=ucol 0 'largof'
set wave [#ucol 0] 'suma’;
set suma 'suma’ + ‘indel’;
stop
set suma 0 ;
loop=ufi 0 'largol'
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set wave [0 #ufi] 'suma’;
set suma 'suma’' + 'indel’;
stop
set suma 0 ;
loop=oac 1 (largof') /aca hago la inversd
loop=ifa 1 ('largol’)
set fifas (#ifa-1) ;
set colas (#oac-1) ;
set wave [#oac #ifa] (‘'matcho [#oac #ifalvave [‘colas' 'fifas"’) ;
if ‘wave [#oac #ifa]' > (‘wave [#oacdH]' + 'indel’))
set wave [#oac #ifa] (‘wave [#oa@$if' + 'indel') ;
else
if (‘'wave [#oac #ifa]' > (‘wave ['cel&@ifa]' + 'indel’))
set wave [#oac #ifa] (‘wave ['cokdfa]' + 'indel’) ;
end
end
set invcost 'wave [#oac #ifa]' ;
stop
stop
loop=ccc 0 23
loop=fff 0 23
set wave [#ccc #fff] O ;
stop
stop
if (('invcost' + 'inv_pen') < 'costo’)
set stpmatrix [#fi #las] (‘invcost' + 'inv_pen')
log +batch.txt; sil-file; quote if (variable_[Yhyanc] == #las) ; sil=file ; log/;
log +batch.txt; sil-file; quote set trans [pa®) nod ., ; sil=file ; log/;
log +batch.txt; sil-file; quote set trans [padd myanc ., ; sil=file ; log/;
log +batch.txt; sil-file; quote set pasos++silsfile ; log/;
log +batch.txt; sil-file; quote log +invertiddfge., qote arbol arbol ,recy
rcy ,recx rcx, ancestro myanc, descendiemie, g sil=file ; log/;
log +batch.txt; sil-file; quote log +invertiddfge., qote

Fkkkkkkkekeexxkk |, sil=file ; logl;
log +batch.txt; sil-file; quote end; sil=fildag/;
else
set stpmatrix [#fi #las] 'costo’ ;
end
stop
log +batch.txt; sil-file; quote end; sil=file ; g
stop
log/;

log Sankoff.txt;
loop=ma 0 'seqs'
loop=triz 0 'seqs’
Iquote =;
sil-file; quote #mal/#triz 'stpmatrix [#ma #ifi; sil=file ;
Iquote -;
stop
stop
log/;
proc/;

Anexo |. Script 2
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El siguientescript calcula la probabilidad de un patron observado psando
los valores de energia libre estimada en el asalisiestructura secundaria ancestral.
Estos valores aparecen ensetipt como variable_x [4] 12.5 ; donde el numero entre
corchetes es el nimero del nodo de acuerdo a TRIT(Ytimo nimero es la enegia

asignada al mismo (estado forzado a ese nodo).

report=;

macro- ;

macro *700 100020 ;

macro [200000 ;

macro=;

macreport-;

report-;

echo-;

var:

xtrue ytrue yre xre ar arbol arbtotal aza atreec grapos [10] enramas entrando itera limpasoslitirite
myanc nodo nod numero nodtot nodazarA [(2*nfdkwumrecs pasos perejil [1000] probabilidad
rama ramas_obs recs realsimul recy simul tra@¥ntgx+1) 2 ] raiz ulnode variable_Y [ (2*ntax+1)]

variable_X [ (2*ntax+1)] visitado valor yahechoQ]5za rex rey chance gilun [1000] chancey proba
entrar target_total no_target_total totales no_reasano_target_total chgtot

log sheet_f.txt;

sil-file; quote BRANCH_TOT, BRANCH_TAR, BRANCH_NOAR, CHG_TOT, CHG_TAR,
CHG_NO_TAR ; sil=file; log/;

taxname=;

sil=all ;

setreyO;

setrex0;

set limite 10.0 ; ALIMITE ENTRE LAS CLASES ALTA Y BAJA ENERGIA LIBRE*/

setrecyO;

set itera O;

set pasos 0 ;

set simul 1000000 ;

setrecs O ;

set numrecs O ;

set atrec 0 ;

set nodtot (2*ntax+1) ;

setazar O ;

set ulnode (2*ntax+1) ;

set arbtotal O ;

setxre1;

set raiz root ;

setyre1;

set variable_X [91] 12.57 ; setvariable_X[92] 12.09 ; setvariable_X [93] 12.09 ; set
variable_X [94] 12.09 ; setvariable_X [953.08 ; set variable_X [96] 12.98 ; set valealX
[97] 12.98 ; setvariable_X [98] 12.98 ; watiable_X [99] 12.98 ; set variable_X [100P.68 ;
set variable_X [101] 12.68 ; set variable X021 12.98 ; set variable_X [103] 12.98 ; set
variable_X [104] 12.98 ; set variable_X [1052.98 ; set variable_X [106] 12.98 ; seiate_X
[107] 12.97 ; setvariable_X [108] 13.09 et gariable_X [109] 13.09 ; set variable_ X 01113.09
; setvariable_X [111] 13.09 ; setvariable[XL2] 13.09 ; setvariable_X [113] 13.0%et
variable_X [114] 13.09 ; set variable_X [1153.09 ; setvariable_X [116] 12.98 ; seialle_X
[117] 12.09 ; setvariable_X [118] 6.19 i eariable_X [119] 6.65 ; set variable_X [126]65 ;
set variable_X [121] 7.13 ; setvariable_X Z127.13 ; set variable_X [123] 7.13 ; setizble X
[124] 12.98 ; setvariable_X [125] 12.98 et gariable_X [126] 12.98 ; set variable_X 71212.98
; set variable_X [128] 12.98 ; set variable[X9] 12.98 ; set variable_X [130] 7.13 et s
variable_X [131] 7.13 ; setvariable_X [132]13 ; set variable_X [133] 7.13 ; set valealX
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[134] 12.98 ; set variable_X [135] 12.98 et gariable_X [136] 12.68 ; set variable_X 71313.09
; set variable_X [138] 13.09 ; set variable[239] 13.09 ; set variable_X [140] 13.0%et
variable_X [141] 12.98 ; set variable_X [148]49 ; set variable X [143] 7.13 ; set vhleaX
[144] 12.98 ; setvariable_X [145] 12.98 et gariable_X [146] 6.19 ; set variable_X [1471.66
; set variable_X [148] 21.66 ; set variable[29] 13.09 ; set variable_X [150] 13.0%et
variable_X [151] 13.09 ; set variable_X [152B.09 ; set variable_X [153] 6.65 ; seta&hle X
[154] 6.65 ; setvariable_X [155] 12.98 i gariable X [156] 12.98 ; set variable_X []15¥2.98
; set variable_X [158] 12.98 ; set variable[?69] 12.09 ; set variable_X [160] 6.65 et s
variable_X [161] 8.98 ; setvariable X [168]98 ; set variable_X [163] 8.98 ; set valealX
[164] 8.98 ; setvariable_X [165] 13.08 i gariable X [166] 13.08 ; set variable_X []16¥3.08
; set variable_X [168] 13.09 ; set variable[»69] 13.09 ; set variable_X [170] 7.13 ets
variable_X [171] 21.14 ; setvariable_X [172]13 ; set variable_X [173] 8.98 ; set vhléa X
[174] 13.08 ; setvariable X [175] 7.13 i gariable_X [176] 7.62 ; setvariable_X [17IP.98 ;
set variable_X [178] 8.98 ; set variable_X 9L B.98 ; set variable_X [180] 7.13 ; goto 8§ %
collapse none ;
outgroup Amborella ; ANDICAR EL OUTGROUP AQU*/
collapse none ;
loop=tre 0 'arbtotal'
setxre O ;
setyre O;
k O;
rseed*;
tread
(Amborella (Nymphaea (lllicium ((Nandina (Platan@sxus ((Beta Spinacia )(((Citrus ((((Coccina
(Benincasa (Citrillus ((Paecytrulus (Dyplocycloscfanthosatacys (Lagenaria Trichosanthes ))))(Laffa_
Luffa_c)))))(Ecballiumelaterium (Sicyosangulat{Bryoniadioica (Cucumis (Sechiumedule (Cucurbita
Marahoreganus ))))(Cyclantherapedata Echinocysiigtn)))))(Castanea (Carpinus_a Carpinus_b
N(((((Affinis (Ferox Xerocladia ))(Acacia Prosafzistrum ))(Lotus (Cicer (Medicago Pisumsativum
N))((Morus (Humuluslupulusdemas HumuluslupulustéépPyP ))(Photinia Prunus )))(Eumynus
(Elaeocarpus (Sapiumjaponicum (Populus Populustciatpa )))))))(Eucalyptus Pelargonium
))(Schizophragma (((((Ajania (Chrysanthemum_a Camylsemum_b ))(Helianthus Lactuca ))(Viburnum
(Daucus Panax )))(Jasminum ((Atropa (Lycopersi@uwignbulbocastanum Solantuberosum
)))(Nicotisylvestris Nicotitabacum ))))(ArctericéGamelia_a Camelia_b )(Pierisfloribunda
Pieristaiwanensis ))))))))))(Chloranthus ((Dios@{@ halaenopsis (Allium_cepa Allium_th
))((Bactrisgasipaesl Bactrissetulosa2 )((Phylossarlordeum Triticum )(Oryzanivara Oryzasativa
)))(Zeamays (Saccharum Sorghum ))))))(CalycantBusr(ys Liriodendron ))))))));
:/* EL ARBOL DEBE INSERTARSE AQUf/
loop=gr 0 ntrees
set grupos [#gr] tnodes [#gr] ;
stop
set arbol #tre ;
iterrecs 0 1 perejil
setyre ++;
endrecs ;
iterrecs 0 O gilun
set xre ++;
endrecs ;
loop=tt 0 (2*ntax)
set trans [#tt 0] O ;
settrans [#tt 1] 0 ;
stop
loop=y 0 (2*ntax)
set variable_Y [#y] O;
stop
macreport-;
report-;
iterrecs 0 0 &variable_X
set chance getrandom [0 100] ;
set xtrue++;
if ((‘'chance'/100 <= (‘rex'/'xre")) || ('xxe1000) )
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iterrecs 0 1 variable_Y
set ytrue++ ;
set chancey getrandom [0 100] ;
if ((‘chancey'/100 <= (‘rey'/'yre")) 'y€' <=1000) )
set pasos 0 ;
loop=nod 0 (2*ntax)
if (#nod != 'raiz")
set myanc anc [0 #nod] ;
set nod #nod ;
if ((‘'variable_Y ['nodT) != (‘'variable_Y ['myafi)
gotdNVERSION;
end
if ((/.2variable_X ['nod§"limite") && ('/.2variable_X ['myanc’'
<'limite"))
set target_total++ ;
end
if (('/.2variable_X ['nod¥'limite") && ('/.2variable_X
[myanc]>='limite"))
set no_target_total++ ;
end
end
stop
loop=trapa 0O (‘pasos'-1)
if (('/.2variable_X ['trans [ #tra ]]'<'limite’) && ('/.2variable_X [trans [
#trapa 1 ]''<'limite"))
set enramas ++ ;
log +cambios_en_ramas_targetadil-file; quote Cambio en rama
Nodo = 'trans [#trapa 0]' / Astro = 'trans [#trapa 1] ; sil=file; log/;
end
if (((/.2variable_X ['trans [ #pa 0 ]]'>="limite') && ('/.2variable_X ['trans [
#trapa 1 ]'>='limite"))
set no_enramas++ ;
end
stop
set totales 'target_total' + 'no_targeal'to
set chgtot 'enramas’ + 'no_enramas';
log +sheet_f.txt ; sil-file ; quote 'ttdg’,'target_total','no_target_total','chgtot’,
‘enramas’,'no_enramas' ; sil=file ;log/ ;
setenramas O ;
set pasos O ;
setrecy ++ ;
set ramas_obs 'enramas’ ;
set target_total O ;
set totales O ;
set no_enramas O ;
set no_target_total O ;
set chgtot O ;
end
endrecs
setrecyO;
set itera ++ ;
loop=vx 0 (2*ntax)
set variable_X [#vx] O ;
stop
end
endrecs ;
setitera 0 ;
set limpasos 0 ;
set arbol++ ;
stop
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proc/;
label INVERSION/* ESTO PROVIENE DEL OUTPUT DEL SCRIPASI_COSTS.rurt/

if ('variable_Y ['nod?] ==0)
if (variable_Y ['myanc] == 19)
set trans ['pasos' 0] 'nod' ;
set trans ['pasos' 1] 'myanc' ;
set pasos++ ;
end
if (variable_Y ['myanc] == 20)
set trans ['pasos' 0] 'nod';
set trans ['pasos' 1] 'myanc' ;
set pasos++ ;
end
if (‘'variable_Y ['myanc']' == 21)
set trans ['pasos' 0] 'nod' ;
set trans ['pasos' 1] 'myanc';
set pasos++ ;
end
if (‘'variable_Y ['myanc']' == 22)
set trans ['pasos' 0] 'nod' ;
set trans ['pasos' 1] 'myanc';
set pasos++ ;
end
if (‘'variable_Y ['myanc']' == 23)
set trans ['pasos' 0] 'nod' ;
set trans ['pasos' 1] 'myanc' ;
set pasos++ ;
end
if ('variable_Y ['myanc']' == 24)
set trans ['pasos' 0] 'nod' ;
set trans ['pasos' 1] 'myanc' ;
set pasos++ ;
end
if (variable_Y ['myanc] == 25)
set trans ['pasos' 0] 'nod' ;
set trans ['pasos' 1] 'myanc' ;
set pasos++ ;
end
if ('variable_Y ['myanc']' == 26)
set trans ['pasos' 0] 'nod' ;
set trans ['pasos' 1] 'myanc' ;
set pasos++ ;
end
if (‘'variable_Y ['myanc']' == 27)
set trans ['pasos' 0] 'nod' ;
set trans ['pasos' 1] 'myanc';
set pasos++ ;
end
if (‘'variable_Y ['myanc']' == 28)
set trans ['pasos' 0] 'nod';
set trans ['pasos' 1] 'myanc';
set pasos++ ;
end
if (variable_Y ['myanc] == 29)
set trans ['pasos' 0] 'nod';
set trans ['pasos' 1] 'myanc';
set pasos++ ;
end
if ('variable_Y ['myanc] == 30)
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set trans ['pasos' 0] 'nod' ;
set trans ['‘pasos' 1] 'myanc’;
set pasos++ ;

end

end

proc/;
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Anexo |. Script 3

El scriptFisher_FSl.run pruduce como output los valores que se necesitan pa
calcular la probabilidad hipergeométrica de logqueds de correlacion observado. En
este script en particular las inversiones se aralkion el método FSI.

Estos valores son:

BRANCH_TOT= Numero total de ramas

BRANCH_LowFE = Numero de ramas con valores bajosrazgia libre
BRANCH_HighFE = Numero de ramas con valores altsrmkrgia libre
CHG_TOTAL= Numero total de inversiones

CHG_HigFE = Numero de inversiones en ramas corvaltires de energia libre

CHG_LowFE = Numero de inversiones en ramas corshatores de energia libre

Estos valores se dan para cada una de hasta 5@trecciones de cada caracter y hasta
50 resoluciones de las posibles politomias presamtéda topologia original. La
topologia debe pegarse en el espacio indicadoaldeticuerpo del script. Este script
también da como salida un archivo en el que seesrian todas las resoluciones de la
topologia original que fueron evaluadas en el aisalEl archivo de salida esta en

formato compacto TNT.

report=;

macro- ;

macro *700 100020 ;

macro [200000 ;

macro=;

macreport-;

report-;

echo-;

var:

xtrue ytrue yre xre matriz [ (2*ntax+1) (2*ntax+Larbol arbtotal aza azar arbmax cuenta grupos [10]
enramas itera limpasos limite myanc nodo nod naditmero nnn nodB nodtot nodazarA [(2*ntax+1)]
numrecs pasos perejil [L000] probabilidad raizaaamas_obs recs recy simul trans [ (2*ntax+1) 2 ]
ulnode variable_Y [ (2*ntax+1)] variable_X [ (2*nt&l)] za rex rey chance gilun [1000] chancey proba
entrar target_total no_target_total totales no_reasano_target_total chgtot

log sheet.txt; sil-file; quote TREE, REC_X,REC_Y,BRCH_TOT, BRANCH_HighFE,
BRANCH_LowFE, CHG_TOT, CHG_HigFE, CHG_LowFE ; silkf log/;

taxname=;

sil-all ;

set rey 50 ; NUMERO DE RECONSTRUCCIONES ANALIZADAS PARA LA VARIBLE
RESPUESTA (CARACTER 1/

set rex 50 ; "/NUMERO DE RECONSTRUCCIONES ANALIZADAS PARA LA VARABLE
PREDICTORA (CARACTER 0}/

set limite 10.0 ; /ALIMITE ENTRE LAS CLASES ALTA Y BAJA ENERGIA LIBRE*/
setrecyO;

set itera O;
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set arbmax O;

set pasos 0 ;

set raiz root ;

set simul 1000000 ; IKDICAR AQUI EL NUMERO DE REPLICAS DE LA SIMULACION/
setrecs 0 ;

set numrecs O ;

set nodtot (2*ntax+1) ;

setazarO;

set ulnode (2*ntax+1) ;

set arbtotal 50 ; /NUMERO DE RESOLUCIONES DIFERENTES DE LA TOPOLOGIA A
EVALUAR (SOLO SI HAY POLITOMIAS)*/

set xre 0 ;

setyre0;

goto = %0 ;

collapse none ;

outgroup Amborella ; ANDICAR EL OUTGROUP AQUI*/

collapse none ;
loop=tre 0 'arbtotal’

setxre O ;
setyre 0;
k O;
rseed*;
tread
(Amborella (Nymphaea (lllicium ((Nandina (Rdatis (Buxus ((Schizophragma ((Arcterica
((Camelia_a Camelia_b) (Pierisfloribunda Pieristaiensis )))((Viburnum ((Ajania (Chrysanthemum_a
Chrysanthemum_b ))(Helianthus Lactuca ))(DaucusRa){Jasminum ((Atropa (Lycopersicon
(Solanbulbocastanum Solantuberosum )))(Nicotisyhgeslicotitabacum ))))))(Eucalyptus Pelargonium
(Citrus (((Castanea (Carpinus_a Carpinus_b ))((®ecBenincasa (Citrillus ((Luffa_a Luffa_c
)(Paecytrulus (Dyplocyclos (Achanthosatacys (Trgdmihes Lagenaria ))))))))(Ecballiumelaterium
(Sicyosangulatus ((Bryoniadioica (Cucumis (Sechidabe (Cucurbita Marahoreganus
))))(Cyclantherapedata Echinocystislobata )))))){&uous (Elaeocarpus (Sapiumjaponicum (Populus
Populustrichocarpa ))))(((Prunus Photinia )(Mordsifiuluslupulusdemas HumuluslupulusHaplotEPyP
)))((Acacia Prosopidastrum (Affinis (Ferox Xerodiad))(Lotus (Cicer (Medicago Pisumsativum
N)N)))))(Beta Spinacia )))))(Chloranthus (Dioscofé@Phylostachis ((Hordeum Triticum )(Oryzanivara
Oryzasativa )))(Zeamays (Saccharum Sorghum )))(Baetsipaesl Bactrissetulosa? ))(Phalaenopsis
(Allium_cepa Allium_th ))))(Calycanthus (Drimys lLiddendron )))))));
/* EL ARBOL DEBE INSERTARSE AQU/
randtrees*;
loop=gr 0 ntrees
set grupos [#gr] tnodes [#gr] ;
stop
set arbol #tre ;
iterrecs 0 1 perejil
setyre ++;
endrecs ;
iterrecs 0 O gilun
set xre ++;
endrecs ;
loop=tt 0 (2*ntax)
set trans [#tt 0] O ;
settrans [#tt 1] 0 ;
stop
loop=y 0 (2*ntax)
set variable_Y [#y] O;
stop
iterrecs 0 0 variable_X
set chance getrandom [0 100] ;
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set xtrue++;
if ((‘'chance'/100 <= (‘rex'/'xre") || (x&4) )
iterrecs 0 1 variable Y
set ytrue++ ;
set chancey getrandom [0 100] ;
if ((‘chancey'/100 <= (‘rey'/'yre'])('yre' <=4) )
set pasos 0 ;
loop=nod 0 (2*ntax)
if (#nod !="raiz")
set myanc anc [0 #nod] ;
set nod #nod ;
if ((‘'variable_Y ['nodT) != (‘variable_Y ['myafi)
gotiNVERSION ;
end
if ((/.2variable_X ['n¢/c 'limite") && ('/.2variable_X ['myanc’]' <
'limite"))
set target_total++ ;
end
if ((/.2variable_X ['n¢et="limite") && ('/.2variable_X
[myanc]>='limite"))
set no_target_total++ ;
end
end
stop
loop=trapa O (‘pasos'-1)
if (('/.2variable_X ['trans [ #tra ]]'<'limite’) && ('/.2variable_X [trans [
#trapa 1 ]']'<'limite"))
set enramas ++ ;
end
if (((/.2variable_X ['trans [ #tra® ]']>='limite") && ('/.2variable_X ['trans [
#trapa 1 ]'>='limite"))
set no_enramas++ ;
end
stop
set totales 'target_total' + 'no_targealto
set chgtot 'enramas' + 'no_enramas' ;
log +sheet.txt ; sil-file ; quote  rbal','itera’,'recy','totales','target_total'
,'no_target_total','chgtot’,'enramas' émamas’ ; sil=file ;log/ ;
set enramas O ;
set pasos 0 ;
set recy ++ ;
set ramas_obs 'enramas' ;
set target_total O ;
set totales O ;
setno_enramas O ;
set no_target_total O ;
set chgtot 0 ;
end
endrecs ;
setrecyO;
set itera ++ ;
loop=vx 0 (2*ntax)
set variable_X [#vx] 0 ;
stop
end
endrecs ;
setitera 0 ;
set limpasos 0 ;
set arbol++ ;
tsave arboles.ctf +; save; tsave/;
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stop
proc/;

label INVERSION

ANEXO| —SCRIPTS UTILIZADOS EN EL ANALISIS DE INVERSIONES

/* ESTO PROVIENE DEL OUTPUT DEL SCRIPHSI_COSTS.rurt/

if ('variable_Y ['nod?] ==0)
if ('variable_Y ['myanc] == 19)
set trans ['pasos' 0] 'nod' ;
set trans ['pasos' 1] 'myanc';
set pasos++ ;
end
if (‘'variable_Y ['myanc'] == 20)
set trans ['pasos' 0] 'nod' ;
set trans ['pasos' 1] 'myanc';
set pasos++ ;
end
if (‘'variable_Y ['myanc']' == 21)
set trans ['pasos' 0] 'nod’ ;
set trans ['‘pasos' 1] 'myanc';
set pasos++ ;
end
if (‘'variable_Y ['myanc']' == 22)
set trans ['pasos' 0] 'nod' ;
set trans ['‘pasos' 1] 'myanc';
set pasos++ ;
end
if (‘'variable_Y ['myanc] == 23)
set trans ['pasos' 0] 'nod' ;
set trans ['pasos' 1] 'myanc’ ;
set pasos++ ;
end
if (‘'variable_Y ['myanc] == 24)
set trans ['pasos' 0] 'nod’ ;
set trans ['pasos' 1] 'myanc' ;
set pasos++ ;
end
if ('variable_Y ['myanc] == 25)
set trans ['pasos' 0] 'nod';
set trans ['‘pasos' 1] 'myanc';
set pasos++ ;
end
if ('variable_Y ['myanc] == 26)
set trans ['pasos' 0] 'nod’ ;
set trans ['‘pasos' 1] 'myanc';
set pasos++ ;
end
if (‘'variable_Y ['myanc']' == 27)
set trans ['pasos' 0] 'nod’ ;
set trans ['‘pasos' 1] 'myanc';
set pasos++ ;
end
if ('variable_Y ['myanc] == 28)
set trans ['pasos' 0] 'nod’ ;
set trans ['‘pasos' 1] 'myanc';
set pasos++ ;
end
if ('variable_Y ['myanc] == 29)
set trans ['‘pasos' 0] 'nod’ ;
set trans ['pasos' 1] 'myanc';
set pasos++ ;
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end

if (‘'variable_Y ['myanc']' == 30)
set trans ['pasos' 0] 'nod' ;
set trans ['pasos' 1] 'myanc' ;
set pasos++ ;
end

end

proc/ ;
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Anexo |. Script 4.

El scriptsimulation_.run calcula las probabilidades asociadas a la comldinadeé
topologia-reconstruccion que presentd el valor méxo minimo de probabilidad.
Dentro del script se deben indicar:

Numero total de inversions

- Numero de inversions en ramas con bajo valor degéanlibre

- Numero de ramas con valores bajos de energia libre

- Numero de ramas con valores bajos de energia libre
La simulacion funciona de la siguiente manera:

Todos los nodos presentan un estado inicial deritmero, uno de los
nodos se elige al azar y su estado y el de lossndescendientes son cambiados (como
ahora todos estan en 0, pasan a 1). Luego sewligegundo nodo cuidando que no
haya sido elegido previamente. EI mecanismo paeasegundo nodo es el mismo que
para el primero. Si los descendientes del nodaiestion tuvieran una asignacion de 1
entonces pasan a 0. Se sigue asi tantas vecesoaonimos (inversiones) haya. Las
probabilidades calculadas de esta manera debezfalass mismas que las calculadas
utilizando el test exacto de Fisher (1935). Anglg# prueba indicaron que al considerar
15.000 réplicas, la diferencia entre las probadbiles calculadas mediante el test exacto
de Fisher y las simulaciones fueron en promedi@%el

Cuando se han elegido una cantidad de nodos afjmaimero observado
de inversiones y los estados de los descendiertdsayan modificado, los nodos
terminales pueden haber cambiado su estado coectesg original. Si estos estados
son optimizados en el arbol, se puede calcularieieno de cambios inferidos por
parsimonia. Asi se pueden aceptar a la hora dalaalas probabilidades, solo aquellas
reconstrucciones que, dada la optimizacion derparsia, tengan el mismo nimero de
cambios que los originalmente inferidos. Las sirciolaes hechas con este script se han

hecho de esta manera.

macro- ;
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macro *700 100020 ;

macro [200000 ;

macro=;

macreport-;

report-;

echo-;

var:

yre xre matriz [ (2*ntax+10) (2*ntax+10) ] distri (2*ntax+1)]

ar arbol arbtotal aza azar nodaz arbmax larg eussitimna

grupos [10] enramas final [ (2*ntax+1)] istr itdn@pasos lim

limite maxprob myanc nodo nod numero nodtot zada [(2*ntax+1)]

numrecs pasos perejil [1000] probabilidad raiz raamas_obs

recs recomax realsimul recy simul target trangfitéx+1) 2 ]

ulnode variable_Y [ (2*ntax+1)] variable_X [ (2*n¢&1)] visitado valor

za rex rexx rey chance gilun [1000] chancey prtdrget_total no_target_total totales
no_enramas no_target_total chgtot pasos_parns@rigntax+1)] simulacion_Y [ (2*ntax+1)] champion
[ (2*ntax+1)] rasa [ (2*ntax+1)] abajo arriba ernpas no_enra entra

’

macseed 0;

rseed O ;

taxname=;

sil=all ;

setrey1;

setrex1;

set limite 10.0 ; /ALIMITE ENTRE LAS CLASES CON VALORES ALTOS Y BAJOSBENERGIA
LIBRE /LARGO DE IR*/
setrecyO;

set itera O;

set arbmax O;

set recomax O;

set maxprob O;

set pasos 0 ;

set raiz root ;

set simul 1000000 ;

set realsimul %1; /PRIMER ARGUMENTO: NUMERO DE REPLICAY
setrecs 0 ;

set numrecs O ;

set nodtot (2*ntax+1) ;
set azar O ;

set ulnode (2*ntax+1) ;
set arbtotal O ;

setxre O ;

setyre O;

goto = %0 ;

set no_target_total O ;
set target_total O ;
collapse none ;
outgroup Amborella ; ANDICAR ACA EL GRUPO EXTERNOY
collapse none ;

loop=tre 0 'arbtotal'

setxre O ;

setyre O;

k O;

rseed*;

tread
(Amborella (Nymphaea (lllicium ((Nandina (Platan@sixus (((Eucalyptus (Pelargonium
(Citrus ((((Acacia (Prosopidastrum (Affinis (Fererocladia ))))(Lotus (Cicer (Medicago
Pisumsativum ))))((Morus (Humuluslupulusdemas HumslupulusHaplotEPyP ))(Photinia
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Prunus )))((((Coccina (Benincasa (Citrillus ((Paedys (Dyplocyclos (Achanthosatacys
(Lagenaria Trichosanthes ))))(Luffa_a Luffa_c YEgballiumelaterium (Sicyosangulatus
((Bryoniadioica (Cucumis (Sechiumedule (Cucurbitar&horeganus ))))(Cyclantherapedata
Echinocystislobata )))))(Castanea (Carpinus_a @amib )))(Eumynus (Elaeocarpus
(Sapiumjaponicum (Populus Populustrichocarpa ))){gchizophragma (((((Ajania
(Chrysanthemum_a Chrysanthemum_b ))(Helianthusuicack)(Viburnum (Daucus Panax
)))(Jasminum ((Atropa (Lycopersicon (Solanbulboaastn Solantuberosum )))(Nicotisylvestris
Nicotitabacum ))))(Arcterica ((Camelia_a Camelig(Pierisfloribunda Pieristaiwanensis
))))))(Beta Spinacia )))))(Chloranthus ((Diosco(é@halaenopsis (Allium_cepa Allium_th
))((Bactrisgasipaesl Bactrissetulosa2 )((Phylossa§klordeum Triticum )(Oryzanivara
Oryzasativa )))(Zeamays (Saccharum Sorghum ))yEnthus (Drimys Liriodendron ))))))));
; 'PASTE THE CORRESPONDING TOPOLOGY HERE
loop=gr O ntrees
set grupos [#gr] thodes [#gr] ;
stop
set arbol #tre ;
iterrecs 0 0 variable_X

set no_target_total O ;
set target_total O ;
loop=nd 0 (2*ntax) /* aca se fija emegnodos ocurrieron los camibios y pone
ambos nodos en trans */
if (#nd !="raiz")
set myanc anc [0 #nd] ;
set nod #nd ;
| if (('/.2variable_X pd'' < 'limite") && ('/.2variable_X ['myanc’ <
limite"))
set target_total++ ;
end
if (((/.2variable_X ['nod'>="limite") &&'/.2variable_X
['myanc']>='limitg")
set no_target_total++ ;
end
end
stop
set pasos 13 ;
set enramas 0 ; IWUMBER OF CHANGES IN BRANCHES WITH IHGHE */
set chgtot 13 ;MUMBER OF TOTAL OBSERVED CHANGE®S
if (('no_target_total'==111 ) &&arget_total'==59) ) /NUMBER OF OBSERVED
TARGET AND NON-TARGET BRANCHE®
gotoSIMULACION ;
if (‘'enramas'==0)
loop=f 0 'enramas'
set probabilidad 'probabilidad’ -isfid [#f]' / 'numero’) ;
stop
log +probability.txt ;  sil-file ; quie* Probability=
'‘proidadad’ ; sil=file ; log/;
set proba 'probabilidad’ ;
set probabilidad O ;
else
loop=ram 0 (‘enramas'-1)
set rama #ram ;
loop=e 0 'enramas'
set probabilidad 'proitidad" + (‘distri [#€]' / 'numero") ;
stop
log +probability.txt ;sil-file ; quote* Probability=
dpmbilidad' ; sil=file ; log/;
set proba 'probabilidad’
set probabilidad O ;
stop
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end
killrecs
end
setrama O ;
loop=ri 0 (2*ntax)
set distri [#ri] O;
stop
set enramas O ;
set pasos 0 ;
setrecy ++ ;
set ramas_obs 'enramas’;
set target_total O ;
set totales O ;
set no_enramas 0 ;
set no_target_total O ;
set chgtot O ;
set itera ++ ;
loop=vx 0 (2*ntax)
set variable_X [#vx] O ;
stop
endrecs ;
setitera O ;
set limpasos O ;
set arbol++ ;
stop
proc/;
label SIMULACION
set no_target_total O ;
set target_total O ;
loop=simu 0 'simul’
if ('numero’ == "realsimul’)
endloop
end
rseed*;
loop=node 0 (2*ntax)
set simulacion_Y [#node ] 0 ;
stop
loop=aza 0 (‘chgtot'-1)
rseed*;
set azar #aza ;
set nodazarA [‘azar'] getrandonZfhtax)] ;
if (‘azar''=0)
loop=zar 0 (‘azar'-1)
set za #zar ;
if ‘'nodazarA [‘azar]' == 'nadsA ['za)
set nodazarA ['azar'] getrandom([0 (2%} ;
if ‘(nodazarA [‘atar='nodazarA ['zal)
set nodazarA ['azar'] getrandom[th(2aX)] ;
if (‘(nodazarA [‘azar]' == 'nodazar2g[])
set noddzflazar'] getrandom[0 (2*ntax)] ;
end
end
end
stop
end
stop
loop=az 0 (‘chgtot'-1)
set aza #az ;
travtree up terms 0 'nodazarAq'hxisitado
set matriz [ 'aza' 'visitado']] 1
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endtrav
set visitado O ;
stop
loop=col 0 (2*ntax)
loop=fili 0 (‘chgtot'-1)
set valor 'matriz [#filc#]' ;
set columna (‘columna’ 40v;
stop
set final [#col] 'columna’;
set cuenta ‘final [#col]' | 2
if ((/.10cuenta') == (/.0ot&)) ;
set simulacion_Y [#c0l]
else
set simulacion_Y [#col] 1 ;
end
set cuenta O ;
set columna O ;
stop
loop=forz 0 ntax
xread=1 #forz 'simulacion_Y [#forz]';
stop
set pasos_pars length [0 1] ;
set aza 'chgtot’;
loop=Isas 0 10
if ((chgtot'!="pasos_pars")
loop=loc 0 (2*ntax)
set simulacion_Y [#loc] O
stop
set nodaz getrandom([0 (2*ntax)]
travtree up terms 0 'nodaztaiko
set matriz [ 'aza' 'visitado'] 1 ;
endtrav
set visitado O ;
loop=col 0 (2*ntax)
loop=fl 0 (‘aza’)
set valor 'matriz [#fl #col]' ;
set columna (‘columna’ + ‘valor') ;
stop
set final [#col] 'columna’ ;
set cuenta ‘final [#col]'/ 2 ;
if ((/.10cuenta' ) == (*/.Ocuenta’)) ;
set simulacion_Y [#col] O ;
else
set simulacion_Y [#col] 1 ;
end
set cuenta 0 ;
set columna O ;
stop
loop=forz 0 ntax
xread=1 #forz 'simulacion_Y [#forz]';
stop
set pasos_pars length [0 1] ;
iterrecs 0 1 rasa
set rexx++ ;
endrecs
set chance getrandom [0 (‘rexx'-1)] ;
iterrecs 0 1 champion
if (‘chance'=="entra)
loop=orz 0 (2*ntax)
set simulacion_Y [#orz] '‘champion [#0rz]

20¢€



ANEXO| —SCRIPTS UTILIZADOS EN EL ANALISIS DE INVERSIONES

set larg recsteps ;

stop
end
set entra++ ;
endrecs
setrexx 0 ;
setentra 0 ;
else
endloop
end
set aza++;
stop
set aza 0;

loop=nod 0 (2*ntax)
if (#nod !="raiz")
set myanc anc [0 #nod] ;
set nod #nod ;
if (‘'simulacion_Y ['nod"' I='simulagioY ['myanc']’)
set trans ['pas' 0] 'nod' ;
set trans ['pas' 1] 'myanc’;
set pas++ ;
end
if ((/.2variable_X ['nod7’ < 'limite&& ('/.2variable_X ['myanc’]’ < 'limite"))
set target_total++ ;
end
if (((/.2variable_X ['nod]>='limite") && (Rvariable_X
['myanc]’>='limite"))
set no_target_total++ ;
end
end
stop
if (‘chgtot' == 'pasos_pars')
loop=trap O (‘pas’-1)
if ((/.2variable_X ['trapgtrap 0]7'<'limite’) && ('/.2variable_X ['trans
[ #trap 1 17'<'limite"))
set enra ++ ;
end
if (('/.2variable_X ['trangffrap 0 ]']>'limite") && ('/.2variable_X ['trans [
#trap 1 ]7>'limite"))
setno_enra ++ ;
end
if (('/.2variable_X ['trangtfrap 0 ]']>'limite") && ('/.2variable_X ['trans [
#trap 1 ]7'<'limite"))
set abajo ++ ;
end
if ((/.2variable_X ['trangfrap 0 ]']'<'limite') && ('/.2variable_X ['trans [
#trap 1 ]7>'limite"))
set arriba ++ ;
end
stop
if ("'arriba’) && ('abajo"))
set numero ++ ;
set distri ['enra’] ++ ;
end
end
setno_enra0;
setpasO;
setenraO;
set pasos_pars O ;
set target_total O ;
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set no_target_total O ;
set abajo 0 ;
set arriba O ;
loop=mat 0 (2*ntax+2)
loop=iz 0 (2*ntax+2)
set matriz [#iz #mat] O ;
stop
stop
stop ;
proc/;
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ANEXO II. Lista de especies descargadas de GenBank e irelaidal analisis de
inversiones. La columnAndlisisindica si la secuencia fue incluida en ambos sisali
(andlisis de dos especies por género y el anal@isel muestreo completo: Il) o
solamente en el andlisis de 2 especies por gémerddemas se indica aquellas
secuencias que fueron excluidas del andlisis p@resentar la estructura de tallo — lazo
(N1); por tener una estructura fuertemente modiicN2) o tener diferentes limites
entre el tallo-lazo (N3). IN la columna G se indica la energia libre asociada con la
estructura de tallo—-lazo correspondiente. Motistago asignado a cada especie en la
codificacion binaria de la inversion. Rls: repatiges invertidas

. NUmero de s -G Largo .
Especie accesion Analisis (kcal mol™) RIS Motivo
Acacia caven EF165294 I 11,79 10 0
Acanthosicyos naudinianus  AY396176.1 Il 12,5 11 1
Acer micranthum AB237387.1 N3 - - -
Acorus calamus AJ879453.1 * 12,98 11 1
Aethionema grandiflorum AP009367 N3 - - -
Aethionema cordifolium AP009366 N3 - - -
Agrostis stolonifera NC_008591.1 * 8,98 11 1
Ajania shiwogiku AB234823.1 Il 6,65 11 0
Allium cepa AB292296.1 Il 12,17 11 0
Allium fistulosum AB292295.1 Il 12,17 11 1
Amborella trichopoda AJ506156.2 Il 7,21 10 1
Arabidopsis thaliana NC_000932.1 N3 - - -
Arabis hirsuta AP009369.1 N3 - - -
Arcterica nana AB206620 Il 7,13 11 0
Atropa belladonna NC_004561 Il 7,5 11 0
Bactris gasipaes DQ645572.1 Il 12,68 11 0
Bactris riparia DQ645578.1 | 12,98 11 1
Bactris setulosa DQ645580.1 Il 12,98 11 1
Barbarea verna NC_009269 N3 - - -
Benincasa hispida AY396184.1 Il 12,5 11 1
Beta vulgaris EF534108.1 Il 12,2 11 0
Brassica napus AJ578474.1 N3 - - -
Bryonia dioica AY396175 I 12,79 11 0
Buxus microphylla EF380351.1 Il 7,43 11 1
Calycanthus fertilis AJ428413.1 Il 12,68 11 0
Camellia furfuracea AY741465.1 Il 8,59 12 0
Camellia tenuifolia AY741466.1 Il 8,59 12 0
Capsella bursa-pastoris NC_009270 N3 - - -
Carpinus tschonoskii AB237219.1 Il 7,14 11
Carpinus japonica AB237206.1 Il 12,5 11 1
Castanea sativa AY497341.1 1l 13,28 11 1
Chloranthus spicatus NC_009598 I 12,98 11 1
Chrysanthemum boreale AB234795.1 1l 6,65 11 0
Chrysanthemum zawadskii ~ AB234786 Il 6,65 11 0
Cicer arietinum AC161102 Il 17,46 18 1
Citrullus lanatus AY396178.1 Il 12,5 11 1
Citrus sinensis DQ864733.1 1] 12,98 11 1
Coccinia palmata AY396174.1 Il 12,5 11 1
Coffea arabica NC _008535.1 N2 - - -
Crucihimalaya wallichii NC_009271 N3 - - -
Cyclanthera pedata AY396182.1 1l 13,09 11 1
Cucumis sativus DQ119058.1 1] 13,09 11 1
Cucurbita pepo AY396185.1 Il 13,09 11 1
Cuscuta sandwichiana AY936348 N3 - - -

211



Daucus carota
Dioscorea elephantipes
Draba nemorosa
Drimys granadensis
Diplocyclos palmatus
Elaeocarpus sylvestris
Ecballium elaterium
Echinocystis lobata
Epifagus virginiana
Eucalyptus globulus
Euonymus oxyphyllus
Glycine max
Gossypium barbadense
Gossypium hirsutum
Helianthus annuus
Humulus japonicus
Humulus lupulus
Hordeum vulgare
lllicium oligandrum
Jasminum nudiflorum
Lactuca sativa
Lagenaria siceraria
Lepidium virginicum
Liriodendron tulipifera
Lycopersicon esculentum
Lobularia maritima
Lotus japonicus

Luffa echinata

Luffa graveolens

Luffa quinquefida
Marah oreganus
Medicago truncatula
Morus indica

Nandina domestica
Nasturtium officinale
Nicotiana sylvestris
Nicotiana tomentosiformis
Nicotiana tabacum
Nuphar advena
Nymphaea alba
Oenothera elata
Olimarabidopsis pumila
Oryza nivara

Oryza sativa

Panax ginseng
Pelargonium x hortorum
Phalaenopsis aphrodite
Phyllostachys pubescens
Photinia glabra

Pieris floribunda

Pieris phillyreifolia
Pieris formosa

Pieris taiwanensis
Pieris koidzumiana
Pieris japonica

Piper cenocladum
Pisum sativum
Platanus occidentalis
Populus alba

Populus trichocarpa

DQ898156.1
EF380353
AP009373
DQ887676.1
AY396173.1
AB111778.1
AY396172.1
AY396181.1
NC_001568
AY780259.1
AB237408.1
NC_007942
AP009123.1
DQ345959.1
DQ383815.1
AB112635.1
AB112627.1
EF115541.1
EF380354.1
DQ673255.1
AP007232.1
AY396179.1
NC_009273
DQ899947.1
DQ347959
AP009375
AP002983.1
AY396186.1
AY396187.1
AY396180.1
AY396183.1
AC093544.8
DQ226511.1
DQ923117.1
NC_009275
AB237912.1
AB240139.1
NC_001879

NC_008788

AJ627251.1
NC_002693
NC_009267
AP006728.1
X15901.1
NC_006290
DQ897681
AY916449.1
DQ288240.1
AB235112.1
AB206619.1
AB206618.1
AB206617.1
AB206615.1
AB206614.1
AB206612.1
DQ887677.1
M27309
DQ923116.1
AP008956.1
NC_009143

|
I
N3
|
Il
Il
Il
Il
N1
Il
Il
N1
N3
N3
|
Il
Il
Il
Il
Il
Il
Il
N3
Il
Il
N3
Il
Il
I
Il
Il
I
Il
Il
N3
Il
|
I

N3

Il
N2
N3

Il
Il

I

Il
Il

Il

Il

Il

6,65
8,63

8,11
12,5
15,3
13,09
13,09

13,08
12,5

6,65
13,08
12,78

8,98
10,12

7,23

6,65
12,5

12,3

8,8

7,5

20,19
12,5
12,5
12,5
13,09
15,78
13,08
15,24
7,5
7,5
7,5

13,27

8,98
8,98
7,5
8,17
12,68
8,98
12,6
7,5
7,13
7,13
7,5
7,13
7,5
10,12
20,21
7,62
8,98
8,98
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ANEXO Il —LISTA DE ESPECIES INCLUIDAS EN EL ANALISIS DE INVERSNES

Praecitrullus fistulosus AY396191.1 Il 12,5 11 1

Prosopis africana EF165297 | 12,09 10 1
Prosopis affinis EF165296 Il 12,09 10 1
Prosopis alba EF165298 | 12,09 10 1
Prosopis alpataco EF165299 | 12,09 10 1
Prosopis argentina EF165300 | 12,09 10 1
Prosopis articulata EF165301 | 12,09 10 1
Prosopis caldenia EF165302 | 12,09 10 1
Prosopis campestris EF165304 | 12,09 10 1
Prosopis castellanosii EF165306 | 11,79 10 0
Prosopis chilensis EF165307 | 12,09 10 1
Prosopis cineraria EF165309 | 11,79 10 0
Prosopis denudans EF165310 | 11,79 10 0
Prosopis ferox EF165311 Il 12,09 10 1
Prosopis flexuosa EF165312 | 12,09 10 1
Prosopis glandulosa EF165314 | 12,09 10 1
Prosopis humilis EF165315 | 12,09 10 1
Prosopis juliflora EF165316 | 12,09 10 1
Prosopis kuntzei EF165318 | 12,09 10 1
Prosopis nigra EF165320 | 12,09 10 1
Prosopis palmeri EF165322 | 11,79 10 0
Prosopis pubescens EF165323 | 11,79 10 0
Prosopis reptans EF165333 | 12,09 10 1
Prosopis ruizleali EF165324 | 11,79 10 0
Prosopis ruscifolia EF165325 | 12,09 10 1
Prosopis sericantha EF165326 | 12,09 10 1
Prosopis strombulifera EF165327 | 12,09 10 1
Prosopis tamarugo EF165328 | 12,09 10 1
Prosopis tamaulipana EF165329 | 12,09 10 1
Prosopis torquata EF165330 | 12,09 10 1
Prosopis vinalillo EF165331 | 12,09 10 1
Prosopidastrum EF165295 Il 12,09 10 1
angusticarpum

Prunus grayana AB237333.1 Il 12,6 11 1
Ranunculus macranthus NC_008796 N2 - - -

Sapium japonicum AB237358.1 Il 13,09 11 1
Saccharum officinarum AP006714.1 Il 8,98 11 1
Sechium edule AY396190.1 Il 13,09 11 1
Schizophragma hydrangeoidesAB237309 ] 7,24 11 0
Sicyos angulatus AY396189.1 1l 13,09 11 1
Spinacia oleracea AJ400848.1 Il 12,68 11 0
Solanum bulbocastanum DQ347958.1 Il 7,5 11 0
Solanum tuberosum NC_008096 1] 7,5 11 0
Sorghum bicolor NC_008602.1 Il 8,98 11 1
Trichosanthes cucumerina AY396188.1 Il 12,5 11 1
Triticum aestivum AB042240.3 1l 8,98 11 1
Viburnum furcatum AB237448.1 1l 6,47 10 0
Vigna angularis AB035901 N1 - - -

Vitis vinifera DQ424856.1 N2 - - -

Zea mays X86563.2 Il 8,98 11 1
Xerocladia viridiramis EF585493 Il 11,79 10 0
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ANEXQ@I. SCRIPTS USADOS EN EL ANALISIS DE CARACTERES AMBIENTAS

ANEXO lII. Scripts usados en el analisis de caracteremmbientales

Script 1. Script utilizado para evaluar el estado ancestral del RCi& Algarobia
considerando diferentes resoluciones de la poléatel clado de los Algarrobos.

macro=;
var:
caracter
favo
target
Xerocl
nodo
totarbol
valmaximo
valminimo

set caracter %1 ; primer argumento indica el caracter a analtzar

set Xerocl 2 ;

set totarbol %2 ; /segundo argumento es la cantidad de resolucionkspaditomia del clado de los
algarrobos a ser evaluadés

log %3.txt; /*tercer argumento es el nombre del archivos ddastli

sil-all; quote arbol,caracter,nodo, estado ;sil=all;

ccode +.;

loop=tre 0 'totarbol'

rseed*;

force

(outl (out2 ((Xerocladia (((Ferox Tamarugo )(Rept@nrquata ))(Strombulifera (Palmeri Pubescens
N))((Affinis Alba Alpataco Articulata Caldenia Carastris Chilensis Flexuosa Glandulosa Juliflorarlig
Ruscifolia Tamaulipana Vinalillo )((Argentina (Seaintha (Humilis Kuntzei )))(Denudans (Castellanosi
Ruizleali )))))));
copytree * ;

randtrees*;

loop=nod 31 59
set nodo #nod ;
if (( (isanc[0 'nodo' 2]) && (isanc[0 'nodo')3&& (isanc[0 'nodo' 4]) && (isanc[0 'nodo’ 5])
&& (isanc[0 'nodo’ 6]) && (isanc[0 'nodo’ 7]) && ganc[0 'nodo’ 8]) && (isanc[0 'nodo’ 9]) &&
(isanc[0 'nodo’ 10]) && (isanc[0 'nodo’ 11]) && @sc[0 'nodo’ 12]) && (isanc[0 'nodo’ 13]) &&
(isanc[0 'nodo' 14]) && (isanc[0 'nodo’ 15]) && @sc[0 'nodo’ 16]) && (isanc[0 'nodo’ 17]) &&
(isanc[0 'nodo’ 18]) && (isanc[0 'nodo’ 19]) && @ac[0 'nodo’ 20]) && (isanc[0 'nodo’ 20]) &&
(isanc[0 'nodo' 21]) && (isanc[0 'nodo' 22]) &&sénc[0 'nodo’ 23]) && (isanc[0 'nodo’ 24]) &&
(isanc[0 'nodo' 25]) && (isanc[0 'nodo’ 26]) &&sanc[0 'nodo’ 27]) && (isanc[0 'nodo’ 28]) &&
(isanc[0 'nodo’ 29])) && (isanc[0 'nodo’ 30]) &&iglanc[0 'nodo’ 1]))
set target 'nodo’ ;  set vaimmcontmins [1 'nodo’ 0] ;
set valmaximo contmaxs [1 'nddq’
sil-all; quote #tre,'caracter'tdet’, 'valminimo','valmaximo' ;sil=all;
end
stop
kO;
stop

iog/
proc/;
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