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RESUMEN

RESUMEN

El genero Prosopis (Leguminosae) comprende 44 especies de arboles y arbustos
que son importantes integrantes de ambientes dridos y semidridos alrededor del mundo.
Con el objeto de estudiar la diversificacion y evolucién de este género se realizé un
estudio que combind andlisis de filogenia molecular, andlisis de dataciéon molecular y
optimizacion de caracteres ambientales. Las relaciones filogenéticas se infirieron a
partir de las secuencias de ADN de 5 marcadores moleculares (matK-trnK, trnL-trnF,
trnS-psbC, G3pdh, NIA). El muestreo involucrd 30 especies Prosopis que representaron
todas las secciones y series del género ademads de estar también representada toda la
distribucion geogréfica del género. Los resultados sugirieron que Prosopis no seria
monofilético. Esto esta apoyado por (a) la posicion filogenética de Xerocladia
viridiramis que apareci6 junto con las especies americanas de Prosopis (b) la posicion
filogenética de las especies de Prosopis del viejo mundo que en ninglin andlisis
formaron un grupo monofilético con el resto de las especies de Prosopis. La seccion
Strombocarpa fue monofilética, no asi la seccion Algarobia ya que P. argentina,
perteneciente a la secciéon Monilicarpa, apareci6 entre especies de la seccion Algarobia.
Las especies de las series Chilenses, Pallidae y Ruscifoliae (clado de los mesquites o de
los algarrobos) formaron un grupo altamente apoyado, apareciendo como grupo
hermano de éste un clado formado por el resto de las especies de la seccion Algarobia
mds P. argentina. El andlisis de datacién molecular realizado mediante el método de
Penalizad Likelihood indicé que la divergencia entre las secciones Strombocarpa y
Algarobia habria ocurrido en el Oligoceno, contrastando con una divergencia mucho
mads reciente (Mioceno Tardio) para los linajes dentro de cada uno de estos grupos. La
diversificacion del grupo de los algarrobos habria comenzado en el Plioceno, mostrando
una alta tasa de diversificacion. El momento de diversificacion de los principales linajes
de las especies americanas de Prosopis coincidiria con el desarrollo de ambientes dridos
en América, sugiriendo un control ambiental de la diversificacion del grupo. La
optimizacion de parimetros ambientales sobre la filogenia obtenida de Prosopis sugirié
una ocupacién antigua de ambientes aridos por parte de los ancestros de las especies
actuales. En esta tesis se han incluidos dos estudios complementarios a los previamente
mencionados. Uno de ellos estuvo relacionado al andlisis de la evolucién de una
inversién encontrada durante el proceso de secuenciacion de la regién del genoma de

cloroplasto entre los genes trnS y psbC. En un segundo andlisis se realizd una
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evaluacion critica de los métodos utilizados para optimizar variables ambientales en un
contexto filogenético. Dicho desarrollo tedrico fue tomado en cuenta a la hora de

realizar la optimizacion de caracteres ambientales en Prosopis

Palabras Claves: Prosopis, filogenia, diversificacion, aridez, optimizacién
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ABSTRACT

ABSTRACT

The genus Prosopis (Fabaceae) comprises 44 species of trees and shrubs that are
important members of arid and semiarid environments around the world. To study
Prosopis diversification and evolution, a combined approach including molecular
phylogeny, molecular dating, and character optimization analysis was applied.
Phylogenetic relationships were inferred from five different molecular markers (marK-
trnK, trnL-trnF, trnS-psbC, G3pdh, NIA). Taxon sampling involved a total of 30
Prosopis species that represented all sections and series and the complete geographical
range of the genus. The results suggest that Prosopis is not a natural group. This result
is supported by (a) the phylogentic position of Xerocladia viridiramis, together with
American species of Prosopis, (b) the phylogenetic position of the Old world species of
Prosopis that never formed a monophyletic groups with the rest of the species of
Prosopis. Section Stombocarpa appeared as monophyletic, but not Section Algarobia
since P. argentina of Section Monilicarpa appeared intermingled with species of the
former Section. Species of series Chilenses, Pallidae, and Ruscifoliae (mesquite or
algarrobos clade) formed a strongly supported group with a sister clade formed by the
rest of the species of Algarobia plus P. argentina. Molecular dating analysis indicated
that the divergence between section Strombocarpa and section Algarobia plus section
Monilicarpa occurred in the Oligocene, contrasting with a much recent diversification
(Late Miocene) within each of these groups. The diversification of the mesquite group
was inferred to have started in the Pliocene, showing a high diversification rate. The
moment of diversification within the major lineages of American species of Prosopis is
coincident with the spreading of arid areas in the Americas, suggesting a climatic
control for diversification of the group. Optimization of habitat parameters on the
Prosopis phylogeny suggests an ancient occupation of arid environments by Prosopis
species. Two complementary analyses were conducted in this thesis. One of them
related to the study of the evolution of an inversion found during the sequencing process
of the #rnS-psbC region of chloroplast genome. The second analysis was associated with
a critical evaluation of the methods used to optimize environmental variables in a
phylogenetic context. This theoretical development was taken into account in the

optimization of environmental characters in Prosopis.

Keywords: Prosopis, phylogeny, diversification, aridity, optimization
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1.1. Generalidades

El género Prosopis L. (Fabaceae-Mimosoideae) comprende alrededor de 45 especies
que son elementos importantes en ecosistemas aridos y semidridos alrededor del mundo (Figura
1). La mayoria de sus miembros son especies arboreas o arbustivas, existiendo ademads algunas
formas rastreras. Muchas de estas especies presentan una gran importancia econdmica,
principalmente como fuente de madera para muebles y lefia aunque también con un sinnimero
de utilidades secundarias. La importancia econdmica de estas especies ha atraido el interés de
cientificos desde hace mucho tiempo. Tal interés se ve claramente representado en la
publicacion de libros completos referidos a especies de este género (Simpson, 1977; Habit,
1985; Pasiecznik et al., 2001).

Las cualidades productivas que presentan muchas de las especies de Prosopis junto
con la capacidad para sobrevivir y prosperar en suelos pobres y bajo condiciones de sequia
hacen de ellas elementos ideales para su inclusién en programas de forestacion y en sistemas
agrosilvopastoriles en zonas dridas y semidridas (Blasco et al., 2005). La explotacion
irracional que ha sufrido este recurso ha llevado a la desaparicién de parte de los bosques
naturales de estas especies (Hunziker et al., 1986). La situacién actual de este recurso hace
que sea necesario realizar estudios tendientes a aumentar el conocimiento de sus
caracteristicas bioldgicas para poder tomar decisiones acertadas para la conservacidon y

explotacién sustentable del mismo.

1.2. Distribucion geografica

La distribucién de Prosopis esta correlacionada generalmente con ambientes aridos.
Algunas especies de este género son caracteristicas de las regiones mas dridas del planeta.
Por ejemplo, P. tamarugo es una de las pocas especies arbdreas capaces de sobrevivir en el
extremadamente arido desierto de Atacama, en el Norte de Chile. Otras especies del género
habitan los grandes desiertos del Norte de México y Sur de EEUU (Sonora, Tamaulipas,

Chihuahua) mientras que en Sudamérica son importantes miembros de diferentes

2



1 —INTRODUCCION

comunidades de regiones dridas y semidridas (Chaco, Monte, Patagonia y Puna). Sin embargo
algunos de sus representantes también estdn presentes en regiones mds himedas. Tal es el
caso de P. africana que habita ambientes subtropicales ubicados al sur del desierto de Sahara.
Las especies del género Prosopis se hallan representadas en diversas zonas de Argentina,
desde Santa Cruz al Sur hasta Jujuy al Norte y desde Buenos Aires al Este hasta los pies de la
cordillera de los Andes al Oeste. Sus representantes se encuentran en las provincias
biogeograficas de: Chaco, Monte, Espinal, Patagonia y Puna siendo muy caracteristicas de las
primeras dos provincias. Para una descripcion de las provincias biogeograficas puede
consultarse a Cabrera & Willink (1973).

La distribucion geografica original del género ha sido fuertemente modificada en los
ultimos siglos debido a la actividad humana. Algunas de sus especies disminuyeron su
distribucion de la mano de la destruccidon de bosques nativos y la sobreexplotacién de este
recurso forestal. En Argentina sélo hasta el afio 1975 se habia perdido la mitad de la
superficie original ocupada por Prosopis (D’ Antoni & Solbrig, 1977). Un segundo punto que
ha conducido a cambios en la distribucién de las especies ha sido la generacion de ambientes
degradados, que han resultado ser propicios para expansion de algunas especies de Prosopis.
Tal es el caso de P. ruscifolia en el Chaco argentino (Astrada & Addmoli, 2005)

La utilizacién de este género con fines productivos llevé a su introduccién en regiones
donde no habia especies nativas del mismo, tales como el sur de Africa y Australia. En estos
lugares es frecuente que las especies de Prosopis presenten una caracteristica fuertemente
invasiva llegando en algunos casos a ser considerada una verdadera plaga (Shiferaw et al.,

2004; Tiwari, 1999).
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Figura 1. Distribucién natural de Prosopis segtin Pasiecznik et al. (2001)
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1.3. Historia taxonémica del género

Este apartado esta basado principalmente en los desarrollos de Burkart (1976) y
Pasiecznik et al. (2001). La historia taxondémica del género Prosopis es compleja y extensa. El
nombre Prosopis fue originalmente utilizado por Linneo (1767) para describir una especie
asidtica (P. spicigera) la cual es actualmente sinénima de P. cineraria, la especie tipo del
género (Burkart, 1976). La segunda especie descripta dentro del género fue Ceratonia
chilensis, que corresponde a la especie actualmente vélida P. chilensis, mientras que la tercera
especie descripta fue Mimosa juliflora Swartz, recién incorporada a Prosopis por De Candolle
en 1825. La primera especie de la seccién Strombocarpa (sensu Burkart, 1976) fue descripta
por Lamarck (1789) como Mimosa strumbulifera.

Los limites y las subdivisiones actuales dentro del género fueron fundados por De
Candolle y Bentham en el siglo XIX. De Candolle (1825) incorporé la seccién Algarobia con
13 especies pero no reconocio la seccion Strombocarpa, que fue definida posteriormente por
Bentham (1842). Al incorporar las especies americanas, las especies asidticas del género
fueron asignadas a una nueva seccion Adenopsis que més tarde fue llamada seccién Prosopis
por Burkart (1976).

Posteriormente se fundaron nuevos géneros con especies que actualmente son
asignadas a Prosopis. Rafinesque Schmaltz (1838) cred el género Neltuma con P. juliflora
como tipo. Bentham (1839) considerd que Prosopis seccion Algarobia DC merecia un status
genérico. Segin Burkart (1976), Bentham habria basado tal conclusién en la descripcion
parcialmente incorrecta que De Candolle (1825) hizo del grupo. Mds tarde Bentham (1842)
aceptd el nombre Prosopis con limites bastante cercanos a los que luego consideraria Burkart
(1976) en su monografia del género. Posteriormente Bentham (1875) consideré que todas las
especies actualmente asignadas a la seccién Algarobia serian en realidad una sola especie

politipica (P. juliflora).
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En tiempos mas recientes Britton & Rose (1928) separaron a Prosopis en 3 géneros:
Soprosopis, Strombocarpa 'y Neltuma (Algarobia). Segin Burkart (1976) la seccidn
Soprosopis (que incluye tnicamente a P. palmeri) seria s6lo una “forma extraordinaria de la
seccion Strombocarpa”. Burkart (1976) ataca tal separacion intragenérica planteando que las
diferencias entre las secciones Prosopis, Algarobia y Strombocarpa son s6lo de caracteres
vegetativos, mereciendo entonces sélo el rango subgenérico. Burkart (1976) ademads
considerd que la seccion Lomentaria definida por Britton & Rose (1928) debia ser suprimida
ya las especies que la integran no corresponderian al género. De hecho éstas se consideran
actualmente pertenecientes al género Prosopidastrum Burkart.

Finalmente Burkart (1976) separ6 al género en 5 secciones basdndose principalmente
en el tipo de espinas y la estructura del tallo. La seccién Algarobia comprende la mayor parte
de las especies del género y es estrictamente americana. Sus representantes se hallan tanto en
Sudamérica como en Norteamérica y se caracterizan por tener espinas axilares, y ramas
diferenciadas en braquiblastos y macroblastos aunque algunas de sus especies carecen de
espinas. La seccién Strombocarpa, también presenta especies distribuidas por Norteamérica
y Sudamérica y se caracteriza por presentar espinas foliares. La seccion Anonychium
presenta una sola especie, P. africana que carece de espinas y habita la zona Sudano-
Guineana y dreas vecinas de Africa, desde Senegal en el Oeste hasta Sudan y Kenya en el este
(Pasiecznik et al., 2001). La seccién Prosopis comprende 3 especies que son nativas del
Norte de Africa y Asia, llegando al Este hasta la India, al Norte hasta Georgia y Turkmenistan
y al Oeste hasta Argelia. Sus especies se caracterizan por tener espinas caulinares. La seccién
Monilicarpa presenta s6lo una especie, P. argentina, que carece de braquiblastos, tiene un
fruto moniliforme y presenta espinas axilares y apicales, uninodales y solitarias. Las secciones
Algarobia y Strombocarpa fueron a su vez divididas en series. La primera presenta seis
series: Ruscifoliae, Sericanthae, Denudantes, Humiles, Pallidae, Chilenses. Por su parte la

seccion Strombulifera presenta las series Cavenicarpae y Strombocarpae (Tabla 1).
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Durante esta tesis seguiremos la nomenclatura derivada de la monografia de Burkart
(1976) puesto que los cambios surgidos con posterioridad o bien son s6lo menores o no
cuentan con consenso entre los especialistas. Uno los cambios propuestos ha sido separar a
Prosopis en tres subgéneros basados principalmente las caracteristicas polinicas (Guinet &
Bessedik, 1984). El Subgénero Neoprosopis corresponderia a todas las especies americanas,
incluyendo a las secciones Strombocarpa, Algarobia y Monilicarpa sensu Burkart (1976). El
segundo subgénero corresponderia a las especies incluidas por Burkart (1976) en la seccion
Prosopis mientras que el subgénero restante sélo incluiria a P. africana (secciéon Anonychium
sensu Burkart 1976).

La labor taxonémica dentro de la seccién Algarobia ha sido dificultosa desde su propia
definicién. Los principales conflictos se relacionan con el grupo de los mesquites en
Norteamérica y los algarrobos en Sudamérica. La presencia de morfologias intermedias seria
el principal obsticulo para la delimitacion especifica. Con posterioridad a la monografia de
Burkart (1976) fueron descriptas nuevas especies (ej. Palacios, 2006; Schinini, 1981). Los
estudios de marcadores genéticos han aportado amplia informacién al respecto, y han
indicado que la mayoria de las especies reconocidas morfolégicamente también se diferencian
genéticamente atin en casos en las que las poblaciones de diferentes especies sean simpétricas

(Bessega et al., 2000a).



Tabla 1. Clasificacion infragenérica de Prosopis segtin Burkart (1976)
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seccion serie Especie seccion serie 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 | Strombocarpae | P. palmeri
P. velutina P. strombocarpa
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 morfolégica en Prosopis

Las especies de Prosopis presentan una amplia diversidad de morfologias y hébitos. A
pesar que las mds conocidas del género son arboles (Figura 2), existen también formas
decumbentes y rastreras. La mayoria de las especies arbdreas tienen portes que van de los 8 a
12 metros de altura, alcanzando en algunos casos alrededor de 20 metros (P. africana y P.
tamarugo). Entre las de menor porte existe un conjunto de especies arbustivas tales como P.
elata, P. alpataco, P. strombulifera y P. argentina. Otras especies son rastreras y apenas se
levantan del suelo: P. campestris, P. sericantha.

Una de las caracteristicas distintivas del género, es la presencia de un tipo de fruto
particular (Figura 3): el lomento drupicea (Burkart, 1976). Este es una legumbre indehiscente
modificada y que se segmenta en fragmentos con una sola semilla cada uno. En general el

mesocarpo es carnoso y el endocarpo es fibroso. El exocarpo varia tanto en color como en
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grosor. Los frutos varian ampliamente tanto en tamafio como en forma. Algunas especies
presentan frutos espiralados, condicién que alcanza su mayor expresion en la serie
Strombocarpae. P. denudans también presenta frutos espiralados aunque el espiral es mucho
menos cerrado. Los frutos de mayor tamano se encuentran en la seccion Algarobia, en la que
algunas especies presentan frutos aproximadamente lineales de mas de 40 cm. En algunas
especies los frutos maduros se separan en artejos individuales. Tal es el caso de P.

calingastana.
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P. denudans P. africana

P. chifensis

Figura 2. Representates de las 5 secciones de Prosopis sensu Burkart (1976)
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Las hojas de Prosopis son compuestas, difiriendo en el grado de pinnado de mono a
tetrapinnnada. Algunas especies, (ej. P. denudans) presentan unas hojas muy reducidas tanto
en nimero como en tamafio de foliolulos. En otros casos los folioluos son extremadamente
grandes llegando a tener hasta 2 cm. de ancho y 5 cm. de largo. (P. ruscifolia). Existen
especies que pierden parcial o totalmente sus hojas, presentando en estos casos tallos

fotosintéticos (P. kuntzei, P sericantha, P. castellanosii, P. humilis).
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P. ferox

ANONICHIUM

P. kuntzei
P. chilensis

ALGAROBIA P. africana

Figura 3. Diversidad de frutos en Prosopis.
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Las flores son muy similares en todo el grupo, en general comparten las siguientes
caracteristicas: pentdmeras, actinomorfas, decandras, hermafroditas, con anteras con
glandulas. Las mismas se agrupan formando inflorescencias que en general presentan una
forma racimos alargado.

1.5. Importancia socio-econémica del género

Muchas de las especies del género Prosopis, especialmente las pertenecientes a la
seccion Algarobia, presentan una gran importancia econdémica debido principalmente a la
posibilidad de extraer multiples beneficios de las mismas (Figura 4). La utilizacion de
productos derivados de especies de este género por parte del hombre tiene una extensa
historia, existiendo sitios arqueolégicos de mas de 6000 afios de antigiiedad que atestiguan tal
hecho (Newton, 2005; Rodriguez, 2005). Los pueblos originarios americanos han continuado
haciendo uso de estas especies hasta el presente. La importancia de las mismas en su vida
cotidiana se ve demostrado en el modo los quichuas se refieren al mismo: lo llaman tacu,
taco 0 tacco, que traducido seria “El 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 caracteristicas que presentan las
especies de este género son: el alto valor maderero; la produccién de frutos (vainas o
chauchas) de utilidad como alimento humano y forraje; y la produccién de diversos productos
secundarios tales como goma arabiga, taninos, tintes y fibras (Pasiecznik et al., 2001). La
madera es el principal producto comercial que puede obtenerse de las especies de este género
ya sea para combustible como para muebles, vigas y postes. Una de las propiedades mads
caracteristicas de la madera de Prosopis es su duramen pesado, durable y fuerte (Pometti et
al., en prensa). Tanto la madera como el carbén producido a partir de ella presentan altos
niveles caléricos y no producen ni fuertes olores ni chispas (Pasiecznik et al., 2001). Una

ventaja adicional de esta madera para su uso como combustible es que la misma se puede
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utilizar tanto seca como verde. Los troncos de estas especies son muy dutiles para la
produccion de postes, pilares y marcos de puertas. Las tablas son utilizadas principalmente
para la para la confeccién de muebles.

Las vainas producidas por especies de Prosopis tienen un alto valor alimenticio
debido a los importantes niveles de azdcares, carbohidratos y proteinas que presentan (Felker
et al., 2003). A diferencia de otras especies de arboles, el volumen de produccién de vainas
en estas especies es particularmente alto. En el caso de P. nigra el rinde promedio por arbol
es cercano a los 40 Kg./afio (Ing. Mauricio Ewen comunicacién personal). Otros productos
aprovechables son ceras, gomas y taninos. Las gomas son exudadas al producirse una herida
en el tronco. La calidad de las gomas producidas por especies de Prosopis es muy alta,
similar a la producida por Acacia senegal, una especie que es tomada como parametro de alta
calidad de gomas (Pasiecznik et al., 2001). Los taninos son extraidos de las raices, madera y

corteza. Los principales usos son como agente de tintura y para curtiembre.

Alimento |

Figura 4. Productos y beneficios aportados por las especies de Prosopis

12



I - INTRODUCCION

Sumados a los diversos productos que pueden aprovecharse de estos arboles, algunas
de las especies presentan ventajas adicionales como lo son la capacidad de el fijar dunas y de
mejorar la fertilidad del mismo colaborando con la fijacién de nitrégeno atmosférico
mediante sus simbiosis con bacterias del género Rhizobium (Felker & Clark, 1980; Torres,
1985). Otra utilidad recientemente sefialada es que algunas de sus especies serian ttiles para
la extraccién de metales pesados de suelos contaminados (Senthilkumar et al., 2005).

Otras especies del género, por contrapartida, son consideradas plaga debido a su
enorme capacidad de invasion y rdpido crecimiento (Tiwari, 1999). En la mayoria de los
casos el comportamiento invasivo se ve evidenciado en regiones geograficas donde las
especies no son nativas: Australia (Robinson et al., 2008); Sudafrica (Zimmermann, 1991);
Etiopia (Berhanu & Tesfaye, 2006); Brasil (Pegado et al., 2006) Estados Arabes Unidos (El-
Keblawy & Al-Rawai, 2005) e India (Tiwari, 1999) entre otros. Shiferaw et al. (2004)
sugirieron algunas de las caracteristicas bioldgicas que producirian el comportamiento
invasivo de Prosopis. Entre ellas se destacan: 1-. produccion de alto nimero de semillas
pequefias que sobreviven en el banco de semillas en condiciones muy extremas y ademaés
sobreviven al pasaje por el aparato digestivo de los animales 2-. Un fruto atractivo para los
dispersores animales 3-. Presencia de importante material de reserva en las semillas 4-. Gran
capacidad de regeneracion a partir de arboles dafiados o podados.

La especie invasiva por excelencia en Argentina es P. ruscifolia (Astrada & Adamoli,
2005) que ha tenido un excepcional aumento en su distribucién en los dltimos siglos asociado
a los cambios ambientales provocados por el hombre. Dichos cambios llevaron al colmataje
de los cauces, la salinizacion de los suelos y el aumento de la frecuencia de incendios, todas
modificaciones que llevaron a aumentar de manera apreciable la distribucion de sitios
propicios para su establecimiento (Roig, 1993). Una de las caracterizaciones mas radicales de
esta especie fue dada por (Bernardi, 1984). Segin este autor P. ruscifolia es “...un monstruo

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

pocos... “.

1.6. Estudios previos sobre evolucion del género

El género Prosopis ha sido objeto de un gran numero de estudios citogenéticos,
genético-poblacionales y morfolégicos que han colaborado a aumentar la comprensién de los
procesos y patrones evolutivos dentro del grupo. Burkart (1976) considera que Prosopis es un
género antiguo dentro de las Mimosoideae y basa su interpretacion en caracteres morfologicos
que serian primitivos para la subfamilia: granos simples, pétalos principalmente libres y la
condicién decandra. Ademds propone que el género se habria originado en Africa, ya que es
ahi donde habita la especie que, segln su criterio, seria la menos especializada (P. africana).
Burkart (1976), basdndose en la teoria de Wegener (1912) de deriva continental, considera
que el género Prosopis se habria dispersado hacia el Este y el Oeste. La dispersion hacia lo
que actualmente es América habria sido posible debido a que en la época en que Burkart
(1976) sitda la divergencia del género (Mesozoico-Terciario temprano), todavia existian
conexiones entre Africa y América. La dispersién geografica habria estado acompafiada de
una adaptacién creciente a zonas dridas. Ramirez et al. (1999) aceptan la idea de Burkart
(1976), y sitian al origen del género hace 130 millones de afios. Con respecto a la
diversificacion de Prosopis en América Burkart (1976) considera que una posibilidad es la
existencia de una antigua flora desértica comuin a Sudamérica y Norteamérica y que recién a
posteriori tal distribucidn se habria dividido en los dos centros de diversificaciéon: Mexicano-
Texano y Argentino-Paraguayo-Chileno. Roig (1993) considera que el grupo de especies
Argentinas se habria originado en la regién del Chaco y habria ocupado posteriormente zonas
mas xéricas hasta alcanzar regiones como las que hoy son Atacama y Patagonia.

Los primeros estudios citogenéticos mostraron que las especies de Prosopis tendrian

un numero cromosOmico somdtico 2n= 28. Aunque hay varios registros de poliploidia
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(Cherubini, 1954; Hunziker et al., 1975; Burkart, 1976; Bukhari, 1997) recientemente se
confirmé que P. juliflora seria la tnica especie descripta como tetraploide (2N= 56) hasta el
momento (Trenchard et al., 2008).

La mayor parte de los estudios evolutivos en especies de Prosopis han estado
centrados en estudios genético-poblacionales. Para tales estudios se han utilizado un
sinnimero de técnicas que arrojaron en general resultados concordantes. Entre ellas se
incluyen datos de cromoatrografia (Naranjo et al., 1984; Palacios & Bravo, 1984; Zallochi et
al., 1990), proteinas seminales (Burghardt, 1995; Burghardt & Palacios, 1997), isoenzimas
(Solbrig & Bawa, 1975; Saidman, 1985; Verga, 1995; Saidman & Vilardi, 1987; Bessega et
al., 2000a; Julio, 2000), estudios polimorfismos de restriccién de sitios de ADN (RFLP)
(Saidman et al., 1995) y polimorfismos de loci amplificados al azar (RADP) (Bessega et al.,
2000b; Juarez-Muiloz et al., 2002; Ferreyra et al., 2004; Vega & Hernandez, 2005). La mayor
parte de estos estudios estuvieron centrados en especies de la seccidn Algarobia, casi
exclusivamente en las series Chilenses, Pallidae y Ruscifoliae. La principal conclusion a la
cual se ha llegado es que las especies de estas series presentan una composicion genética muy
similar. Por otra parte se ha observado que en las mismas la mayor parte de la variabilidad
genética se encuentra dentro de las poblaciones y la que la divergencia entre poblaciones de la
misma especie es baja. A pesar de (a) la alta similitud interespecifica (b) que las especies se
hallan en simpatria (c) de la existencia de hibridos interespecificos (Palacios & Bravo, 1981;
Naranjo et al., 1984; Hunziker et al., 1986), las poblaciones de una misma especie se agrupan
generalmente de acuerdo a su estatus especifico. Parte de los estudios genético-poblacionales
han estado centrados en evaluar la diversidad genética a lo largo de una gran parte de la
distribucion geogréfica de las especies. Tal es el caso del estudio realizado por Verga (1995)
sobre P. chilensis y P. flexousa como también el de Julio (2000) realizado sobre P. chilensis.

La alta variabilidad genética no estaria solamente asociada a marcadores neutros o casi

neutros como los utilizados en los estudios previamente indicados. En un anélisis de progenie-
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origen, Cony (1996) encontré una alta variabilidad genética para caracteres morfoldgicos tales
como altura y nivel de espinescencia.

Los estudios genético-poblacionales en especies de las demds secciones del género son
escasos, destacdndose los trabajo realizado por (Saidman et al., 1996; Burghardt et al., 2000).
En el primero de estos trabajos se estudi6 la divergencia genética y la variabilidad en 5
especies de la seccién Strombocarpa. Los resultados fueron muy relevantes ya que mostraron
un patrén contrastante con respecto a las especies de la seccion Algarobia tanto en la
diversidad genética, que fue baja en las especies de la seccién Strombocarpa, como en el nivel
de divergencia entre las especies que fue mucho mayor en las especies de la seccion

Strombocarpa.

1.7. Analisis filogenéticos previos

Son pocos los estudios que han intentado analizar las relaciones filogenéticas entre
especies de este género (Figura 5). El primer andlisis fue el realizado por (Ramirez et al.,
1999). Dicho trabajo incluyé un total de 15 especies y se basé en marcadores moleculares tipo
RAPD (Random Amplified Polymorphic Loci). Independientemente de la importancia del
mismo como pionero en el tema, sus resultados deben ser evaluados teniendo en cuenta que
los marcadores RAPD, de clara utilidad en estudios a nivel intraspecifico o de especies muy
cercanas, son fuertemente desaconsejados para estudios a nivel de especies mds lejanamente
emparentadas. Un andlisis mds reciente evalud las relaciones entre especies del género
Prosopis en base a frecuencias isoenzimdticas y utilizando metodos fenéticos (Bessega et al.,
2005). Dicho estudio estuvo circunscrito a 7 especies americanas incluyendo una especie de la
seccion Strombocarpa, una especie de la seccién Monilicarpa y 5 especies de las seccién
Algarobia. Las principales conclusiones derivadas por los autores de este estudio fueron que
las series de Algarobia no serian monofiléticas y que P. argentina deberia ser incluida en una

seccion independiente ya que la diferenciaciéon de la misma con especies de la seccion
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Algarobia y con P. reptans de la seccidon Strombocarpa era similar. En el afio 2006 se publicé

el primer anélisis cladistico en el género (Bessega et al., 2006). Uno de los principales datos

que arrojé este estudio fue que ni la seccion Algarobia ni la seccién Strombocarpa serian

monofiléticas.
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Figura 5. Estudios fenéticos y cladisticos en Prosopis. A- Burghardt & Espert (2007), consenso
estricto de los drboles méas parsimoniosos obtenidos en uno de los andlisis realizados a partir de
una matriz combinada de caracteres morfoldgicos y bioquimicos. B-. Ramirez et al (1999), arbol
de Neighbor joining obtenido a partir de una matriz de distancias derivadas de bandas RAPD. C-
. Bessega et al. (2005), agrupamientos obtenidos a partir de datos de frecuencias alozimicas y
analizado con UPGMA. D-. Bessega et al. (2006), drbol mds parsimonioso obtenido a partir de

secuencias de ITS.
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Posterior a este andlisis se ha publicado un estudio filogenético en base a caracteres
morfolégicos y bioquimicos (Burghardt & Espert, 2007) que abarcé especies de todas las
series y secciones americanas del género. A pesar de que los resultados difirieron en funcién
de los pardmetros analiticos, dicho estudio mostr6 una correspondencia mucho mayor con los

grupos definidos tradicionalmente dentro de Prosopis.

1.8. Ambientes ocupados por especies de Prosopis

Uno de los principales controles ambientales de la distribucién de especies vegetales a
escala regional es la disponibilidad de agua en el suelo. A pesar de que la mayoria de las
especies de Prosopis habitan en ambientes dridos (hiperaridas a semidridos), algunas de ellas
también se encuentran en zonas en las cuales existe una mayor disponibilidad de agua. Tal es
el caso por ejemplo de P. africana en Africa subsahariana y de P. affinis en Argentina. Otras
especies tales como P. nigra y P. alba aunque toleran un mayor nivel de sequia, viven en
zonas con un balance de agua positivo (Vilela & Palacios, 1997). El nivel de precipitaciones
en las dreas habitadas por el género es muy variable, yendo desde los 50 mm/afio a mds de
1300 mm/ ano. Entre las especies de Prosopis existen ademds diferencias en la amplitud de
los valores de aridez/humedad que pueden habitar. Mientras que especies tales como P.
castellanosii y P. argentina sélo habitan en zonas aridas y P. africana s6lo en regiones
humedas, otras especies tienen distribuciones que incluyen regiones tanto semihtimedas como
aridas. Tal es el caso de P. flexuosa y P. chilensis. Estas especies presentan lo que se
denomina distribucién azonal y zonal (Roig, 1993). La vegetacion zonal se desarrolla en sitios
en donde la influencia del clima sobre la vegetacion se ve poco alterada por las condiciones
del relieve y el suelo. La vegetacion azonal esta fuertemente influenciada en su presencia y
distribucion por las caracteristicas del suelo y/o del sustrato geolégico. En el caso de Prosopis
la distribucion azonal esta relacionado con la existencia de agua extra de la obtenida a partir

de las lluvias. Especies como P. flexuosa o P. chilensis pueden sobrevivir en regiones donde
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el régimen pluviométrico no permitiria su existencia pero los aportes extras de agua hacen
posible su existencia (agua subterranea). Este comportamiento freatdfito es compartido por
muchas especies de Prosopis (Mooney et al., 1977). Para ello cuentan con dos sistemas
radiculares, uno de ellos superficial para absorber el agua preveniente de las precipitaciones y
un segundo sistema mds profundo que alcanza la mayor profundidad y permite a la planta
aprovechar el agua retenida en el suelo.

Dos especies caracteristicas de regiones dridas son P. fexox 'y P. tamarugo de la serie
Cavenicarpae. Mientras que la distribucion de P. feroz, asociada a cursos de agua temporarios
del Norte de Argentina, es una clara evidencia de su caricter freatdfito, la forma mediante la
cual P. tamarugo logra sobrevivir en el extremadamente arido desierto de Atacama ha sido y
continda siendo causa de controversia. Algunos autores han indicado que dicha especie seria
capaz de absorber agua del aire a partir de las hojas (Sudzuki, 1985). Tal proceso se veria
ayudado mediante la existencia de ceras epicuticulares que permitirian atrapar y retener la
humedad del ambiente (Hull & Bleckmann, 1977). Sin embargo la ocurrencia de este proceso
ha sido fuertemente cuestionada principalmente porque existir una explicacion alternativa a
este proceso para comprender la supervivencia de esta especie en tal ambiente: la misma
lograria llegar con sus raices al agua de la napa fredtica que se haya presente en el desierto de
Atacama (Pasiecznik et al., 2001). Independientemente de que tal mecanismo estuviera
actuando o no en P. tamarugo, el resto de las especies de Prosopis que habitan en regiones
dridas presentan una serie de caracteres que permitirian la existencia de las mismas en dichas
regiones. Ademds del comportamiento freat6fito previamente indicado también existen
caracteristicas anatomicas y funcionales. Muchas especies presentan caracteres foliares que le
permitirian vivir en tales ambientes (Vilela & Palacios, 1997): estomas hundidos,
principalmente en la cara abaxial, cuticulas gruesas y cerosas, clorénquima dorsiventral en
empalizada, y presencia de mucilagos en las células que permitirian retener la humedad.

También se han citados cambios metabdlicos que permitirian a las especies de Prosopis
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soportar periodos de sequia (Pasiecznik et al., 2001). Por ejemplo Alarcén & Diaz (1993)
encontraron que la concentracion de solutos en las células de las hojas aumentaria la
concentracion de todos los nutrientes produciéndose un ajuste osmoético. Otra caracteristica de
varias especies de Prosopis es la existencia de tallos fotosintéticos. Esta caracteristica es
comun a especies éfilas o subdfilas de la seccidon Algarobia (P. sericantha, P. kuntzei, P.
castellanosii, P. humilis, etc.) y también de P. argentina de la secciéon Monilicarpa. Otras
especies (ej. P. juliflora) tiene tallos fotosintéticos de manera temporaria, lo que permite que
las mismas pierdan las hojas produciéndose una disminucién concomitante en la

evapotranspiracion (El Fadl, 1997).

1.9. Antecedentes de estudios de diversificacion en zonas aridas y semiaridas

La utilizacion de datacion molecular ha permitido definir un marco temporal de la
diversificacién de grupos con escaso o nulo registro f6sil. Uno de los principales avances ha
sido el desarrollo de métodos que permiten dataciones moleculares con tasas de sustituciones
variables (Sanderson, 2002; Sanderson, 2003), es decir cuando no se cumple el supuesto de
reloj molecular. Otro avance metodoldgico importante ha sido el disefio de métodos para
evaluar cambios en la tasa de diversificacion en funcion del tiempo. Gracias a esto es posible
determinar si han ocurrido cambios de tasas de diversificacién en paralelo para diversos
grupos presentes en una regiéon y su posible correlaciéon con cambios ambientales. Estos
avances metodologicos han generado avances importantes en el terreno empirico. Esto se hace
evidente estudios referidos a la diversificacion en zonas dridas y semidridas, donde
recientemente se han publicado una cantidad importante de trabajos (ej. Klak et al., 2003;
Verboom et al., 2003; Good-Avila et al., 2006). A pesar de que los resultados no son
concluyentes, es posible observar que en varios de estos grupos existiria una correlacién
bastante pronunciada entre el desarrollo histérico de ambientes 4ridos y semidridos y la

diversificacién de los grupos estudiados. La asociacién de Prosopis con ambientes dridos
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junto con el extenso conocimiento sobre las mismas acumuladas a lo largo de muchos afios
brindan una oportunidad tnica para comprender los procesos y controles asociados a la

diversificacion de grupos vegetales en zonas aridas.

1.10. Optimizacion de caracteres ambientales

Los recientes cambios climdticos producidos por la actividad humana han afectado de
manera notable la biodiversidad. La influencia de tales cambios puede verse, entre otras
manifestaciones, por aumentos en la tasa de extincion de las especies asi como también en
cambios en su distribuciéon (Hughes et al., 2000; Parmesan & Yohe, 2003). El impacto de los
cambios climéticos en la distribucién de las especies han sido estudiado mediante el método
conocido como “bioclimatic envelope modelling” 6 “modelado del sobre bioclimatico”. En
este andlisis se define la relacién entre las distribuciones actuales de las especies y las
variables climéticas para posteriormente predecir las distribuciones de las mismas en nuevos
escenarios climdticos (Aradjo & New, 2006). Una extension de estos estudios ha sido su
combinacién con estudios filogenéticos en una aproximacién que ha sido denominada
“Modelaje Filoclimdtico” (Yesson & Culham, 2006). Estos estudios parten de definir un
“modelo climético” para especies actuales en las cuales se definen los rangos de diferentes
variables climéticas. Posteriormente los valores de dichas variables son optimizados sobre la
filogenia del grupo y se establecen las condiciones en las cuales habrian vivido los ancestros
de estas especies. Estos estudios han despertado un fuerte interés ya que se consideran que
serifan muy dutiles a la hora de evaluar los posibles efectos de cambios climdticos en la
distribucion de las especies asi como también de su potencial extincién. Sin embargo no ha
habido un andlisis a conciencia de los métodos empleados, por lo cual no son claras las
respuestas ante preguntas tales como (Es posible obtener informacién de las condiciones
ambientales en que vivian los ancestros del grupo de estudio a partir de la optimizacién de los

caracteres ambientales? Una respuesta negativa a esta cuestion pondria en duda la utilidad de
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los métodos anteriormente citados para abordar soluciones a los problemas ambientales

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

- Analizar el proceso de diversificacién en genero Prosopis, estudiando las relaciones
filogenéticas entre sus especies, el marco temporal y los posibles factores extrinsecos

que afectaron la misma.

Objetivos particulares

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

- Establecer un marco temporal para la diversificacién de Prosopis. Realizar una datacién
molecular y estimar la tasa de diversificacion a lo largo del tiempo

- Analizar el marco histérico en el cual ocurrié dicha diversificacién, tanto desde un punto
de vista geoldgico como también paleo climatico. Comparar la diversificacion de este
género con otros de zonas aridas

- Inferir las condiciones ambientales en las cuales habrian diversificado estas especies a
partir de la utilizacién de técnicas de optimizacién de caracteres ambientales sobre la
filogenia del género, haciéndose ademds una evaluacion critica sobre la utilizacién de

dichas metodologias para cumplir este propdsito.

23



I - INTRODUCCION

1.12. Bibliografia

Alarcén, C. & M. Diaz. 1993. Hydric and nutritional relations of Prosopis juliflora DC
(Fabaceae, Mimosoideae) in semiarid parts of Falcon state, Venezuela. Revista de
Biologia Tropical 41: 433-441.

Aratjo, M. B. & M. New. 2006. Ensemble forecasting of species distributions. Trends in
Ecology and Evolution 22: 42-47.

Astrada, E. & J. Adamoli. 2005. Ecologia y manejo de vinalares: Perspectiva regional y
aplicaciones en el centro de Formosa. En M. Arturi, J. Frangi y J. Goya (eds),
Ecologia y manejo de bosques de Argentina.. Editorial de la Universidad Nacional de
La Plata, La Plata.

Bentham, G. 1839. Plantae Hartwegianae.

Bentham, G. 1842. Hooker’s Journal of Botany 4: 346-352.

Bentham, G. 1875. Revision of the suborder Mimoseae. Transactions of the Linnean Society
30: 335-664.

Berhanu, A. & G. Tesfaye. 2006. The Prosopis dilemma, impacts on dryland biodiversity and
some controlling method. Journal of the Drylands 1: 158-164.

Bernardi, L. 1984. Contribucion a la dendrologia paraguaya 1. Boissiera 35: 1-341.

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

Bessega, C., B.O. Saidman & J.C. Vilardi. 2000b. Isozyme and RAPD studies in Prosopis
glandulosa and P. velutina (Leguminosae, Mimosoideae). Genetics and Molecular
Biology 23: 1-5.

Bessega, C., B. O. Saidman & J. C. Vilardi. 2005. Genetic relationships among American
species of Prosopis (Leguminosae) based on enzyme markers. Genetics and Molecular
Biology 28: 277-286.

Blasco, C., S. Carenzo & E. Astrada. 2005. Evaluacién de un sistema silvopastoril sobre
vinalares en Formosa, Argentina. Revista Iberoamericana de Economia Ecoldgica 2:
57-68.

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

Bukhari, Y. 1997. Cytoevolution of Taxa in Acacia ans Prosopis (Mimosaceae). Australian

Journal of Botany 45: 879-891.

24



I - INTRODUCCION

Burghardt, A. D. 1995. La identidad de cuatro especies de Prosopis L. expresada a travéz de
sus patrones electroforeticos. Mendeliana 12: 38-50.

Burghardt, A.D. 2000. Estudio electroforético de prote’mmas de semilla en Prosopis
(Leguminosae) I: seccién Strombocarpa. Boletin de la Sociedad Argentina de
Botanica 35, 149-156.

Burghardt, A. & R. Palacios. 1997. Electrophoretic characterization of the American sections
of Prosopis L. (Leguminosae: Mimosoidae). Bulletin of the International Group for
the study of Mimososidae 20: 71-83.

Burghardt, A. & S. Espert. 2007. Phylogeny of Prosopis (Leguminosae) as shown by
morphological and biochemical evidence. Australian Journal of Botany 20: 332-339.

Burkart, A. 1976. A monograph of the genus Prosopis (Leguminosae subFam Mimosoideae).
Journal of the Arnold Arboretum 57: 219-249.

Cabrera, A. & A. Willink. 1973. Biogeografia de América Latina. OEA, Washington D.C.

Candolle, A. P. d. 1825. Prodromus systematis naturalis regni vegetabilis. Treuttel et Wiirtz.
Paris 2: 1-644.

Cherubini, C. 1954. Numeros de cromosomas de algunas especies del genero Prosopis
(Leguminosae-Mimosoidae). Darwiniana 10: 637-643.

Cony, M. 1996. Genetic variability in Prosopis flexousa D.C. a native tree of Monte
phytogeography province, Argentina. Forest Ecology and Management 87: 41-49.

D’antoni, H. & O. Solbrig. 1977. Algarrobos in South American cultures: past and present. En
B. B. Simpson (Ed) Mesquite, Its Biology in Two Desert Ecosystems. Dowden,
Hutchinson and Ross Inc., Stroudsburg, Pennsylvania, USA, pp. 189-200.

El Fadl, M. A. 1997. Management of Prosopis juliflora for use in agroforestry systems in the
Sudan, Tropical Forestry Reports 6. University of Helsinki, Helsinki, Finland.

El-Keblawy, A. & A. Al-Rawai. 2005. Effects of salinity, temperature and light on
germination of invasive Prosopis juliflora (Sw.) D.C. Journal of Arid Environments
61: 555-565.

Felker, P. & P. Clark. 1980. Nitrogen fixation (acetylene reduction) and cross inoculation in
12 Prosopis (mesquties) species. Plant and Soil 57: 177-186.

Felker, P., N. Gradosc, G. Cruzc & D. Prokopiukd. 2003. Economic assessment of production
of flour from Prosopis alba and P. pallida pods for human food applications. Journal

of Arid Environments. 53: 517-528.

25



I - INTRODUCCION

Ferreyra, 1., C. Bessega, J. C. Vilardi & B. O. Saidman. 2004. First report on RAPDs patterns
able to differentiate some argentinean species of section algarobia (Prosopis,
Leguminosae). Genetica 121: 33-42.

Good-Avila, S. V., V. Souza, B. S. Gaut & L. E. Eguiarte. 2006. Timing and rate of
speciation in Agave (Agavaceae). Proceedings of the National Academy of Sciences
103: 9124-9129.

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

Habit, M. 1985. The current state of knowledge on Prosopis tamarugo. Food and Agriculture
Organization, Santiago, Chile.

Hughes, J. B., G. C. Daily & P. R. Ehrlich. 2000. Conservation of insect diversity: a habitat
approach. Conservation Biology 23: 1788-1797.

Hull, H. M. & C. A. Bleckmann. 1977. An unusual epicuticular wax ultrastructure on leaves
of Prosopis tamarugo (Leguminosae). American Journal of Botany 64: 1083-1091.

Hunziker, J., L. Poggio, C. Naranjo, R. Palacios & A. Andrada. 1975. Cytogenetics of some
species and natural hybrids in Prosopis (Leguminosae). Canadian Journal of Cytology
17: 253-262.

Hunziker, J. H., C. A. Naranjo, R. A. Palacios, L. Poggio & B. O. Saidman. 1986.
Hybridization and Genetic variation of Argentine Species of Prosopis. Forest Ecology
and Management 16: 301-315.

Juarez-Mufioz, J., G. Carrillo-Castafieda, R. Arreguin & A. Rubluo. 2002. Inter- and intra-
genetic variation of four wild populations of Prosopis using rapd-pcr fingerprints.
Biodiversity and Conservation 11: 921-930.

Julio, N. 2000. Estudios alozimicos sobre variabilidad, estructura y diferenciacion genética en
Prosopis chilensis (Leguminosae, Mimosiodeae) y especeis relacionadas. Tesis
Doctoral. Unversidad Nacional de Cérdoba.

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

Ladio, A. & M. Lozada. En prensa. Human ecology, ethnobotany and traditional practices in
rural populations inhabiting the Monte region: Resilience and ecological knowledge.
Journal of Arid Environments.

Lamarck, J. 1789. Encyclopédie méthodique: Botanique.

26



I - INTRODUCCION

Linnaeus, C. 1767. Mantissa plantarum altera Generum editionis VI and specierum editions
IL.

Mooney, H. A., B. B. Simpson & O. T. Solbrig. 1977. Phenology, morphology, physiology.
In B. B. Simpson (ed) Mesquite, Its Biology in Two Desert Ecosystems. Dowden,
Hutchinson and Ross Inc., Stroudsburg, Pennsylvania, USA, pp. 26-43.

Naranjo, C. A., L. Poggio & S. Enus Zeiger. 1984. Phenol chromatography, morphology and
cytogenetics in three species and natural hybrids of Prosopis (Leguminosae-
Mimosoideae). Plant Systematic and Evolution 144: 257-276.

Newton, C. 2005. Upper Egypt: vegetation at the beginning of the third millennium BC
inferred from charcoal analysis at Adaima and Elkab. Journal of Archaeological
Science 32: 355-367.

Palacios, R. 2006. Los Mezquites Mexicanos: Biodiversidad y Distribucion Geografica.
Boletin de la Sociedad Argentina de Botanica 41: 99-121.

Palacios, R. A. & L. D. Bravo. 1981. Hibridacién natural en Prosopis (Leguminosae) en la
region chaquefia argentina. Evidencias morfologicas y cromatogréficas. Darwiniana
23:3-35.

Palacios, R. A. & L. D. Bravo. 1984. On some Argentine species of Prosopis. Bull. IGSM 12:
103-112.

Parmesan, C. & G. Yohe. 2003. A globally coherent fingerprint of climate change impacts
across natural systems. Nature 421: 37-42.

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

Pegado, C., L. Andrade, L. Félix & I. Pereira. 2006. Efeitos da invasdo bioldgica de algaroba
- Prosopis juliflora (Sw.) DC. sobre a composicdo e a estrutura do estrato arbustivo-
arboreo da caatinga no Municipio de Monteiro, PB, Brasil. Acta Botanical Brasilica.
20: 887-898.

Pometti, C., B. Pizzo, M. Brunetti, N. Macchioni, M. Ewens & B. Saidman. En prensa.
Argentinean native wood species: Physical and mechanical characterization of some
Prosopis species and Acacia aroma (Leguminosae; Mimosoideae). Bioresource
Technology

Rafinesque Schmaltz, C. 1838. Sylva Telluriana.

27



I - INTRODUCCION

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

Robinson, T., R. van Klinkenb & G. Metternicht. 2008. Spatial and temporal rates and
patterns of mesquite (Prosopis species) invasion in Western Australia. Journal of Arid
Environments 72: 175-188.

Rodriguez, M. 2005. Human evidence from the mid-Holocene in the salty Argentine Puna:
analysis of the archaeobotanical record. 132: 15-22.

Roig, F. A. 1993. Informe nacional para la seleccién de germoplasma en especies de Prosopis
en la Republica Argentina. [ADIZA-CRICYT.

Saidman, B.O. & J.C. Vilardi. 1987. Analysis of the genetic similarities among seven species
of Prosopis (Leguminoseae: Mimosoideae). Theoretical and Applied Genetics 75:
109-116.

Saidman, B.O., J.C. Vilardi, S. Montoya, M. Dieguez & H. Hopp. 1995. Molecular Markers:
A tool for the understanding of the relationships among species of Prosopis
(Leguminosae, Mimosoideae). In S. Puri (ed) Tree Improvement : Applied Research
and Technology Transfer). Oxford & IBH Co.

Saidman, B. O. 1985. Estudio de la variacidn alozimica en el género Prosopis, Estudio de la
variacion alozimica en el género Prosopis. Tesis Doctoral. Universidad de Buenos
Aires, Buenos Aires, Argentina.

Saidman, B. O., J. C. Vilardi, M. 1. Pocovi & N. Acreche. 1996. Genetic divergence among
species of section Strombocarpa, genus Prosopis (Leguminosae). Journal of Genetics
75: 139-149.

Sanderson, M. J. 2002. Estimating absolute rates of molecular evolution and divergence
times: a penalized likelihood approach. Molecular Biology and Evolution 19: 101-109.

Sanderson, M. J. 2003. r8s: inferring absolute rates of molecular evolution and divergence
times in the absence of a molecular clock. Bioinformatics 19: 301-302.

Schinini, A. 1981. Contribucién a la flora de Paraguay. Bonplandia 5: 101-108.

Senthilkumar, P., W. S. P. M. Prince, S. Sivakumar & C. V. Subbhuraam. 2005. Prosopis
juliflora : A green solution to decontaminate heavy metal (Cu and Cd) contaminated
soils. Chemosphere 60: 1493-1496.

Shiferaw, H., D. Teketay, S. Nemomissa & F. Assefa. 2004. Some biological characteristics
that foster the invasion of Prosopis juliflora (Sw.) DC. at Middle Awash Rift Valley

Area, north-eastern Ethiopia. Journal of Arid Environments 58: 135-154.

28



I - INTRODUCCION

Simpson, B. 1977. Mesquite, Its Biology in Two Desert Ecosystems. Dowden, Hutchinson
and Ross Inc., Stroudsburg, Pennsylvania, USA.

Solbrig, O. & K. Bawa. 1975. Isozyme variation in species of Prosopis (Leguminosae).
Journal of the Arnold Arboretum, Harvard University 56: 398-412.

Sudzuki, F. 1985. Environmental moisture utilization by Prosopis tamarugo Phil. In M. A.
Habit (ed) The Current State of Knowledge on Prosopis tamarugo Phil. FAO, Rome,
Italy., pp. 33-48.

Tiwari, J. 1999. Exotic weed Prosopis juliflora in Gujarat and Rajasthan, India—boon or
bane. Tigerpaper 26: 21-25.

Torres, M. 1985. Biological Nitronge Fixation in Prosopis tamarugo and Prosopis alba. In M.
E. Habit (Ed) The Current State of Knowledge on Prosopis tamarugo Phil. Food and
Agriculture Organization, Santiago, Chile, pp. 251-256.

Trenchard, L., P. Harris, S. Smith & N. Pasiecznik. 2008. A review of ploidy in the genus
Prosopis (Leguminosae). Botanical Journal of the Linnean Society 156: 425-438.

Vega, M. & P. Herndndez. 2005. Molecular evidence for natural interspecific hybridization in
Prosopis. Agroforestry Systems 64: 197-202.

Verboom, G. A., H. P. Linder & W. D. Stock. 2003. Phylogenetics of the grass genus
Ehrharta: Evidence for radiation in the summer-arid zone of the South African cape.
Evolution 57: 1008-1021.

Verga, A. R. 1995. Genetische untersuchungen an Prosopis chilensis und Prosopis flexuosa
(Mimosaceae) im trockenen Chaco Argentiniens. Tesis Doctoral. Universitit
Gottingen.

Vilela, A. E. & R. A. Palacios. 1997. Adaptive features in leaves of South American species
of the genus Prosopis (Leguminosae: Mimosoideae). Bulletin of the International
Group for the Study of Mimosoideae 20: 62-70.

Wegener, A. 1912. Die Entstehung der Kontinente. Dr. A. Petermanns Mitteilungen aus
Justus Perthes’ Geographischer Anstalt 63: 185-195.

Yesson, C. & A. Culham. 2006. Phyloclimatic Modeling: Combining Phylogenetics and
Bioclimatic Modeling. Systematic Biology 55: 785-802.

Zallochi, E., R. Palacios & M. Brizuela. 1990. Interpopulation. variation in Prosopis flexuosa
DC. from northern Chile. Bulletin I.G.S.M. 18: 135-149.

Zimmermann, H. 1991. Biological control of mesquite, Prosopis spp. (Fabaceae), in South

Africa. Agriculture, Ecosystems and Environment 37: 175-186.

29



2 — ANALISIS FILOGENETICO

CAPITULO 2 — ANALISIS FILOGENETICO

30



2 — ANALISIS FILOGENETICO

2.1. Introduccién

Uno de los puntos indicados en el capitulo introductorio fue el marcado incremento en
los ultimos afios del conocimiento de las relaciones filogenéticas en Prosopis (Ramirez et al.,
1999; Bessega et al., 2006; Burghardt & Espert 2007). Sin embargo estos estudios presentan
ciertas limitaciones que en mayor o menor medida representan un impedimento para una total
comprension de la filogenia de este género. Entre las mismas se puede destacar que en
ninguno de los casos se incluyé mas de un taxén como grupo externo y en algunos dicho
taxon estaba lejanamente emparentado con Prosopis, imposibilitando la evaluacion de la
monofilia del género. Con respecto al muestreo, en la mayoria de los casos estaban muy bien
representadas las series Chilenses, Ruscifoliae y Pallidae de la seccién Algarobia, pero la
representacion del resto de los grupos era incompleta. Por otra parte, el tnico andlisis de
secuencias de ADN se baso en un s6lo marcador (Bessega et al., 2006). Teniendo esto en
cuenta estas limitaciones, en la presente tesis se buscO incrementar el conocimiento de las
relaciones filogenéticas del género a partir de: (A) Aumentar el nimero de genes analizados,
pasando de 1 a 5 genes. (B) Incrementar la cantidad de especies (de 20 a 31) secuenciadas.
(C) Aumentar la representacion taxonémica en nuestro conjunto de datos incluyendo especies
de cada una de las series (pasando de 5 a 8) y secciones del género (de 4 a 5). (D) Incluir
especies de géneros afines con el objeto de poner a prueba la monofilia de Prosopis. En uno
de los andlisis realizados en esta tesis se incluyeron 3 especies de géneros afines: Acacia,
Prosopidastrum y Xerocladia ademds de Lotus como grupo externo, mientras que en un
segundo andlisis se incluyeron 77 especies de Leguminosas.

Como fue previamente indicado, el unico andlisis filogenético publicado sobre
Prosopis realizado en base a secuencias de ADN estuvo restringido a un solo marcador

(Bessega et al., 2006): el espaciador interno transcripto de los genes del ARN ribosémico
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(ITS). Aun cuando la utilidad de este marcador para resolver relaciones a nivel infragenérico
en plantas ha sido demostrada extensamente en la bibliografia (Baldwin, 1992; Yuan et al.,
1996; Pansarin et al., 2008), su uso presenta varias desventajas. Entre éstas se encuentra la
existencia de copias pardlogas y la falta de una completa evolucién concertada entre las
diferentes copias de esta region del genoma (Alvarez & Wendel, 2003). Marcadores
alternativos a los ITS para la evaluacién de las relaciones entre especies estrechamente
emparentadas generalmente se restringen a ADN de cloroplasto. El principal problema de los
mismos es que suelen presentar muy poca divergencia. Es asi que es dificil encontrar regiones
genOmicas que permitan llevar a cabo estudios filogenéticos a niveles taxondmicos bajos. Una
posible alternativa es la utilizacién de genes nucleares de bajo nimero de copias. Estos genes
han comenzado a tener gran importancia en los estudios de sistematica molecular en plantas
(Sang & Zhang, 1999; Evans et al., 2000; Cronn et al., 2002; Malcomber, 2002; Roalson &
Friar, 2004), principalmente con el desarrollo de cebadores universales que facilitaron de
manera sustancial la amplificacién de estos genes en grupos donde se conoce poco o nada de
su genoma. En la presente tesis se decidié incluir 2 genes nucleares de baja copia (NIA y
g3pdh) y 3 genes de cloroplasto (trnS-psbC, trnK-matK, trnL-trnF).

El disefio original del estudio filogenético involucraba la secuenciacion de tres genes
(nitrato reductasa, NIA; gliceraldehido-3-fostato-deshidrogenasa, g3pdh; y region intergénica
entre los genes trnS-psbC de cloroplasto) para las 30 especies de Prosopis y cuatro grupos
externos (Acacia caven, Prosopidastrum angusticarpum, Xerocladia viridiramis y Lotus
Jjaponicus). Este estudio serd denominado durante esta tesis “andlisis de tres marcadores’.
Debido a que los resultados filogenéticos obtenidos a partir de este conjunto de datos pusieron
en duda la monofilia del género, se decidid hacer un estudio con un muestro mucho maés
exhaustivo de taxones relacionados con el género, incluyendo 77 especies de mimosoideas.

La secuenciacion de estas 77 especies para los genes incluidos en el estudio de tres genes
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habria tomado un tiempo no compatible con los tiempos de becas y ademds habria requerido
de recursos econdémicos que excedian el presupuesto con el que se contaba a la hora de
encarar este trabajo. Es asi que la se decidié realizar un andlisis con una aproximacién
denominada ‘“‘supermatriz”’, es decir la combinacién de conjuntos de datos con diferentes
muestreos de especies para diferentes genes. La utilidad de dicha aproximacién ha sido
claramente demostrada (ej. Matthee et al., 2004; McMahon & Sanderson, 2006). Para generar
esta supermatriz se combind la informacién de la matriz de los tres genes (NIA, g3pdh y trnS-
psbC) con una matriz que incluyd secuencias de 5 especies de Prosopis y 77 especies de
leguminosas para los genes trnL-trnF y trnK-matK. Las 5 especies de Prosopis fueron
secuenciadas en nuestro laboratorio y representaron a cada una de las secciones del género
(Tabla 2). El resto de las secuencias fueron obtenidas de GenBank. El andlisis de la
supermatriz conteniendo los cinco marcadores serd referido en esta tesis como el “andlisis de
5 marcadores” mientras que el estudio que solo incluyé a matK-trnK y trnl-trnF se

denominara “analisis de dos marcadores”

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

Las especies incluidas en el estudio de tres marcadores se indican en la Tabla 2. En la
Tabla 3 se indican las especies cuyas secuencias fueron obtenidas de GenBank e incluidas en

los estudios de 2 y 5 marcadores.
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Especie Seccién-serie N° de Herbario/ Dist. Numero de Accesion en GenBank
Accesion banco de  (Natural
germoplasma G3pdh trnS-psbC NIA trnL-trnF trnK/matK
. . . DANIDA N° 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. strombulifera (Lam.) Strombocarpa- Hunziker & Gamerro
Bentham Strombocarpae 11359; SI SA | EF165241 | EF165327 | EF165281 - -
P. reptans Bentham Strombocarpa- Saidman 36; BAFC | S | EF165237 | EF165333 . . .
Strombocarpae NA
P. torquata Strombocarpa- .
(Cavanilles ex Lagasca) Strombocarpae Hunziker 9733 (SI) SA | EF165244 | EF165330 - - -
Strombocarpa- Evans N° 15 (USDA-
P. pubescens Bentham Strombocarpae USA) NA | EF165236 | EF165323 - - -
P. palmeri S. Watson Sirombocarpi: - NA | EF165234 | EF165322 | EF165278 . -
trombocarpae
P. ferox Grisebach Strombocarpa- | - Hunzikeretal. 10431 1 g | Er1p5003 | EF165311 . . .
Cavenicarpae SI
P. tamarugo Strombocarpa- DANIDA N° EF165289/
F. Philippi Cavenicarpae 01215/83 SA | EF165242 | EF165328 ) EF165293 EF165250
. e B.N.G. Prosopis N° EF165288/
P. argentina Burkart Monilicarpa 15-88. SA | EF165212 | EF165300 | EF165261 | EF165290 EF165249
P. sericantha Gilles ex Algarobia - Saidman & Vilardi
Hooker & Arnott Sericanthae 961; BAFC SA EF165240 EF165326 | EF165280 ) )
P. kuntzei Harms Algarobia - Saidman & Vilardi SA EF165230 | EF165318 | EF165276 ) )
- Runtzer Sericanthae 516,521; BAFC EF165231 | EF165319 | EF165277
g . Algarobia- Saidman & Vilardi
P. ruscifolia Grisebach Ruscifoliae 420; BAFC SA EF165239 | EF165325 | EF165257 - -
P. vinalillo Stuckert Algarobia- Saidman & Vilardi SA EF165245 | EF165331 EF165283
- vinaiio Stucker Ruscifoliae 505, 511; BAFC EF165246 | EF165332 | EF165284 ] ]
P. denudans Bentham Algarobia- Catalano 33; BAFC | SA | EF165222 | EF165310 | EF165270 . -
Denudantes
P. ruizleali Burkart Algarobia- Catalano 13; BAFC | SA | EF165238 | EF165324 | EF165279 . -
Denudantes
P. castellanosii Burkart Algarobia- Catalano 8; BAFC | SA | EF165218 | EF165306 | EF165267 . -
Denudantes
P. humilis Gilles Algarobia-Humiles |  Catalano 1;BAFC | SA | EF165227 | EF165315 | EF165275 - -
ex Hooker & Arnott
o . . ) EF165216 | EF165304 | EF165265
P. campestris Grisebach Algarobia -Pallidae | Catalano 18,20; BAFC SA EF165217 EF165305 | EF165266 - -
.. Algarobia — Saidman et al. 526;
P. affinis Sprengel Pallidac BAFC SA | EF165208 | EF165296 | EF165256 - -
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Especie Seccién-serie N° de Herbario/ Dist. Numero de Accesion en GenBank
Accesion banco de | Natural| G3pdh trnS-psbC NIA trnL- trnK/matK
germoplasma trnF
P. articulata S. Watson Algarobia - - NA | EF165213 | EF165301 | EF165262 - -
Pallidae
P. tamaulipana Burkart Alﬁ;ﬁ’;’i - - NA | EF165243 | EF165329 | EF165282 - -
P. chilensis (Molina) 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 ] ]
- JHYHC Chilenses 10040; SI AC, SA| EF165229 | EF165317 EF165274
P. migra (Grisebach) Hi Algarobia- Saidman & Vilardi s | EF165232 [ EF165320 EF165259
- fugra (nsebach) HIeonymus | cjjepgeg 315, 435; BAFC EF165233 | EF165321 EF165260 i i
b caldenia Butkart Algarobia- Saidman & Vilardi sa | EF165214 | EF165302 EF165263
- cataenia Burkar Chilenses 350,138; BAFC EF165215 EF165303 EF165264 i i
. Saidman & Vilardi
Algarobia- . EF165224 | EF165312 EF165271
P. flexuosa DC Chilenses 302; BAFC, Catalano | SA | gpi6sr0s | EF165313 EF165272 . .
10; BAFC
. Algarobia- Evans N° 5 (USDA-
P: glandulosa Torrey Chilenses USA) NA EF165226 EF165314 EF165273 - -
o Algarobia- .
P. alpataco R.A. Philippi Chilonos Catalano 34; BAFC SA | EF165211 EF165299 EF165255 - -
. Algarobia- Saidman & Vilardi
P. alba Grisebach Chilonos 413; BAFC SA | EF165210 | EF165298 EF165254 - -
Prosopidastrum angusticarpum NA Peter 244; BAFC SA | EF165235 | EF165295 - - -/EF165252
Palacios & Hoc
Xerocladia viridiramis Taub. NA AF EF585492 EF585493 Tabla 3 Tabla 3
Acacia caven (Mol.) Molina NA Sa‘dmaB“/fF‘ é‘l‘ 789; SA | EF165207 | EF165294 EF165206 Tabla 3 Tabla 3
Lotus japonicus L. 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 trnL-trnF y gen trnF Region matK Region trnK
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 AYS574114.1 AY574097.1 AY574097.1

Acacia cochlicantha AF522968.1 AF274133.1 AF274133.1

Acacia colei AF522987.1 AF274215.1 AF274215.1
Acacia collinsii AYS574107.1 AY574092.1 AY574092.1
Acacia constricta AF522969.1 AY574104.1 AYS574104.1
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 AYS574116.1 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 AYS574117.1 AY574100.1 AY574100.1

. .. AF195694.1/
Acacia mearnsii AF195675.1 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
AYS574110.1
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
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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 AYS574115.1 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

Gen g3pdH: Nombre completo: Gliceraldehido-3-fostato-deshidrogenasa. Esta region
nuclear utilizada previamente para estudios filogeograficos (Olsen & Schaal, 1999) no habia
sido empleada aun para estudios filogenéticos en plantas. Las secuencias de los cebadores
fueron obtenidas de la bibliografia (Strand et al., 1997). Debido a la dificultad que se
encontré al intentar amplificar algunas especies, se decidié generar cebadores especificos
para el grupo teniendo en cuenta las secuencias de aquellas especies que lograron ser
amplificadas y secuenciadas. La confeccion de estos cebadores, al igual que los generados
para amplificar otras regiones, se realizd con la ayuda del programa Primer (Rozen &
Skaletsky, 2000). Este programa busca el par (o los pares) de cebadores mas convenientes
para la amplificacién de una secuencia dada a partir de considerar una serie de pardmetros
tales como temperatura de desnaturalizacién, posibilidad o no de generar estructuras
secundarias, largo de los cebadores, largo de la secuencia, etc.
Gen NIA: Nombre completo: Nitrato Reductasa. La region secuenciada involucrd el intrén 3
de dicho gen. Esta region del genoma nuclear fue elegida por el alto nivel de variacion
encontrada en otros grupos y ademds por existir cebadores universales para su amplificacién
(Howarth & Baum, 2002). A diferencia de los cebadores utilizados para amplificar las otras
regiones de ADN, los cebadores universales eran degenerados, es decir, eran una mezcla de
oligonucledtidos similares en su secuencia pero que difieren entre ellos en pocas bases y que

tienen la ventaja de permitir amplificar un fragmento de DNA sin conocer la secuencia exacta
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del sitio de hibridacién de los cebadores. Debido a la imposibilidad de utilizar los cebadores
degenerados para la secuenciacion de este fragmento fue necesario clonar el fragmento
amplificado y generar cebadores no degenerados especificos (ver Inciso 2.2.3.).

Intergen psbC-trnS: Regién del genoma de cloroplasto que se encuentra entre los genes que

codifican para el ARN de transferencia S (codon UAG) y region intergénica del gen que
codifica para la apoproteina C del fotosistema II. Esta regiéon habia sido analizada
previamente mediante la técnica de PCR-RFLP (ej. Parani et al., 2000) pero nunca habia sido
secuenciada para ser incluida en un andlisis filogenético. Un anélisis preliminar realizado
sobre 5 especies del género indicé que la mayor parte de la variacion estaba ubicada en los
primeros 500 pb a partir de la regién 3° del gen #nS. En consecuencia, s6lo esta region fue
subsecuentemente secuenciada para el resto de las especies.

Regioén trnL-trnF: Comprende el intergen entre los genes frnl y trnF y el intrén del gen trnF
del genoma de cloroplasto. La regién fue elegida por haber sido secuenciada en un gran
nimero de leguminosas (Wojciechowski, 2003). Esta regiéon fue amplificada en dos
reacciones. En la primera se amplificé el intergen #rnlL-trnF con el par de cebadores e — f
(Taberlet et al., 1991) mientras que en una segunda reaccién se amplificé el intron del gen
trnL con el par de cebadores ¢ —d (Taberlet et al., 1991).

Regién trnK-matK: Esta region del genoma de cloroplasto comprende el intron del gen frnK
en el cual esta inmerso el gen matK, existiendo una amplia gama de cebadores para
amplificar diferentes zonas de esta region. Para esta tesis se amplificaron dos fragmentos de
esta region que se que en otras leguminosas presentaron los mayores niveles de variacion
nucleotidica y que ademds habian sido secuenciada un nimero importante de leguminosas

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

39



2 — ANALISIS FILOGENETICO
2.2.3. Técnicas moleculares

2.2.3.1. Extraccion de ADN. La extraccién de ADN se realiz6 a partir de diferentes tejidos
dependiendo de la disponibilidad de los mismos en cada especie. De ser posible el ADN se
extrajo de tejido vegetativo con el objeto de que el ADN extraido coincidiera con el material
referencia. En la mayoria de los casos el material provino de hojas, excepto en caso de las
especies afilas donde el ADN fue extraido de los tejidos fotosintéticos de tallos jovenes. S6lo
se utilizaron semillas cuando era el Gnico material disponible. Para la extraccion de ADN se
utilizo el kit de extraccion DNAeasy Plant mini Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo indicado

por el fabricante (Cuadro 1).

Cuadro 1. Protocolo de Extraccion de ADN utilizando el kit de Extraccion DNAeasy
Plant Minikit (Quiagen)

1-. Moler el tejido de la planta o el hongo bajo nitrégeno liquido usando un mortero.
Transferir el tejido en polvo y el nitrégeno liquido a un tubo de tamafio apropiado y dejar
que el aire liquido se evapore. No permitir que la muestra se descongele. Continuar
inmediatamente con el paso 2.

2-. Agregar 400 pl del Buffer AP1 y 4 pl de la solucién de stock de la RNasa A (100
mg/ml) a un maximo de 100 mg de del tejido molido (peso fresco) o 20 mg (seco) y
“vortexearlo” de manera vigorosa.

3-. Incubar la mezcla por 10 min a 65°C. Mezclar 2-3 veces durante el periodo de
incubacidn invirtiendo el tubo.

4-. Agregar 130 pl de buffer AP2 para lisar, mezclar e incubar por 5 min en hielo.

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

6-. Transferir el liquido recolectado en el tubo de 2 ml a un nuevo tuvo sin mover el pellet.
7-. Agregar 1.5 volimenes de Buffer AP3/E al lisado y mezclar pipeteando

8-. Agregar 650 pl de la mezcla del paso 7, incluyendo cualquier precipitado la columna de
centrifugacion DNeasy mini colocada en un tubo de 2 ml. Centrifugar por 1 min a 6000 x g
y descartar el liquido recolectado en el tubo.

9-. Repetir el paso 8 con la muestra remanente y descartar el liquido recolectado en el tubo.
10-. Colocar la columna DNeasy en un tubo Nuevo de 2 ml, agregarle 500 pl de Buffer AW

a la columna y centrifugar por 1 min a 6000x g. Descartar el liquido recolectado
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11-. Agregar 500 pl de Buffer AW a la columna y centrifugar por 2 min a maxima
velocidad para secar la membrana.
12-. Transferir la columna a un tubo de 1.5 ml y pipetear 1000 pul de Buffer AE

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

La cuantificacion de ADN gendmico se realizO mediante la comparacién en una
corrida electroforética de la intensidad de bandas de las muestras y de un marcador Lambda
Eco RI-Hind 111. Las muestras fueron corridas durante 2 horas en un gel de agarosa al 0,8 %,
sembriandose 5 pl de ADN genémico eluido y de 2 pl del marcador. Todos los geles de
agarosa utilizados en la tesis tuvieron la misma composicién (Cuadro 2) variando solamente
el porcentaje de agarosa agregados a cada uno de ellos. Para disolver la agarosa se utilizé un

horno microondas. El buffer de la cuba electroforética fue TAE 1X (Cuadro 2).

Cuadro 2. Preparacion de gel de agarosa al 0,8% (100 mL)

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 de los geles se incluyeron 0.5
pg/ml de Bromuro de Etidio. Una vez corrido el gel, las bandas de ADN se observaron en un
transiluminador UV. Los geles se fotografiaron con una cdmara digital Olympus.
2.2.3.2. Amplificacion y purificacion.: Las condiciones de amplificaciéon de los genes
utilizados en el andlisis filogenético se indican en la Tabla 4. Los cebadores utilizados para
las reacciones de amplificacion se indican en la Tabla 5. Todas las reacciones de PCR se
realizaron en un volumen final de 50 pl, e incluyendo 80 ng del ADN genémico, 1X del

Buffer Taq, 2.5 mM de MgCl,, 0.25 U de Taq Polimerasa, 0.2 mM de cada DNTP y 0.04 pM

41



2 — ANALISIS FILOGENETICO
de cada cebador. Se buscé optimizar las condiciones de amplificacion modificando los
parametros de amplificacién (temperatura de apareamiento, tiempo de extension y nimero de
ciclos de amplificacion). En el caso de los cebadores degenerados (como era el caso de los
cebadores originales de NIA) se utiliz6 una estrategia de “touchdown” en el cual la
temperatura de apareamiento es muy alta al principio de la amplificacion y en sucesivos
ciclos la temperatura disminuye hasta llegar a condiciones de amplificacién mas relajadas.

Tabla 4. Programas de amplificacién utilizadas en cada uno de los marcadores. A: paso de
desnaturalizacién previo al ciclado. B paso del ciclado 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
psbC-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 plciclo
B3 2 min 72°C
NIA BI 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
BI 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 (gentilmente prestado
por la Dra. Lidia Poggio) y Techne Progene thermal cycler. En algunos genes, principalmente
en los nucleares, el rendimiento de la amplificacion fue bajo. Los primeros ensayos indicaron
que el rendimiento luego de la amplificacion era menor a 25 ng por tubo de 50 ul de reaccidn.
Debido a esto, el nimero de reacciones necesarias llegar a la cantidad de producto requerida
en el caso de NIA y g3pdH fue de alrededor de 10 tubos por individuo. Las 10 muestras
fueron posteriormente colectadas en un solo tubo y llevado a su liofilizacién en una maquina

Savanth SpeedVac, amablemente prestada por el Dr. Luis Scolaro. Posteriormente en

producto se resuspendié en 50 ul y se purificé como el resto de las muestras.

Tabla 5. Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacién 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
psbC-trnS
psbCint Original CGTTCTTGCCAAGGCTGTAT
trnS Demesure et al., 1995 GGTTCGAATCCCTCTCTCTC
psbC 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-trnLL
c Taberlet et al., 1991 CGAAATCGGTAGACGCTACG
d Taberlet et al., 1991 GGGGATAGAGGGACTTGAAC
e Taberlet et al., 1991 GGTTCAAGTCCCTCTATCCC
f Taberlet et al., 1991 ATITGAACTGGTGACACGAG

Para purificar el producto de amplificacién, las muestras se corrieron en geles de

agarosa al 1.5% durante 2.5-3 horas. Posteriormente las bandas fueron cortadas con un cubre
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objeto y colocadas en tubos de 1.5 ml para su posterior purificacién. Si las muestras no eran
purificadas en el momento, los tubos se guardaban en un freezer a -20 °C. Para la purificacion

de las bandas se utiliz6 el kit QIAquick Gel extraction. (Cuadro 3)

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

utilizando el kit QIAquick Gel extraction

1-. Cortar el fragmento de ADN del gel de agarosa con un escalpelo limpio y filoso.

2-. Pesar el trozo de gel en un tubo y agregar 3 volimenes de QG a un volumen de gel (
(100 mg ~ 100 pl).

3-. Incubar a 50°C por 10 min (o hasta que el trozo se haya disuelto totalmente). Para
colaborar en su disolucién, mezclar por vortex el tubo cada 2-3 minutos de incubacién.

4-. Luego que el fragmento del gel se haya disuelto completamente, chequear si la mezcla
del color es amarilla

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

7-. Para que se pegue el ADN, aplicar la muestra a la columna QIAquick y centrifugar por
1 min.

8-. Descartar el liquido recuperado en el tubo y ubicar nuevamente la columna en el tubo
de 2 ml.

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

10-. Para limpiar, agregar 0.75 ml de buffer PE a la columna QIAquick y centrifugar por
min.

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

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

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

2.2.3.3. Clonado de fragmentos de ADN
Durante el proceso de amplificacién y secuenciacién fue necesario en algunos casos
recurrir al clonado del fragmento amplificado por dos motivos. Uno de ellos fue que, debido

a la baja eficiencia de algunas amplificaciones, la cantidad de producto no alcanzaba la
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minima cantidad requerida por la empresa de secuenciacion para realizar esta tarea. Clonar
los productos de reacciones con poco rendimiento fue una solucién muy eficiente a este
problema, ya que una vez inserto en el pldsmido y transformadas las bacterias, el fragmento
se podia amplificar de una manera muy sencilla utilizando cebadores con sitio de
reconocimiento en el pldsmido. La otra causa por la cual se cloné fue la intencién de evaluar
posibles copias pardlogas del gen que se pueden reconocer al obtener mas de 2 secuencias
diferentes del gen analizado por individuo.

El primer paso para el clonado de los fragmentos fue someterlo a una reaccién de
“Fill in” en la cual la enzima Klenow extrae los residuos de Timina que deja la enzima Tag
polimerasa utilizada para la amplificaciéon. Las condiciones de reaccién se detallan en la
Tabla 6. Este paso es necesario para la combinacién entre el fragmento a clonar y el
plasmido. Posteriormente se realizé una reaccidn de ligacién para combinar el fragmento a
clonar dentro del plasmido pbluescriptSK (Startek). Las condiciones de reaccion de detallan
en la Tabla 7. Posteriormente estos pldsmidos con la insercion fueron utilizados para
transformar bacterias competentes. Las bacterias transformadas fueron sembradas en cajas de
Petri con medio de cultivo LB Agar con ampicilina IPTG y X-Gal (Tabla 8). Las bacterias
transformadas con el pldsmido incluyendo la insercién fueron seleccionadas mediante el
método de IPTG y Xgal. De esta manera las bacterias que no son transformadas no pueden
crecer (no son resistentes a la ampicilina), las bacterias transformadas pero sin la insercién
son de color azul y aquellas colonias que tienen la insercion presentan un color blanco. Se
tomaron varias colonias blancas y posteriormente se generaron varios cultivos en medio
liquido de 5 cm’. Luego de 16 horas de crecimiento se realiz6 una “miniprep” para obtener el
plasmido conteniendo la insercién. Dicha purificacion se realizé utilizando el kit Genieprep
de la empresa Ambion. Para asegurarse de que el plasmido purificado presentara la insercion,
se realizé una restricciéon con enzimas que permitieran liberar la insercién, corriéndose

posteriormente la restriccién en un gel de agarosa. Las plasmidos que contenian la insercion,
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presentaban 2 bandas (la insercién y el plasmido linealizado). A partir de las secuencias
obtenidas se generé un par de cebadores especificos con el fin de utilizarlos para la

secuenciacion directa de esta region intrénica

Tabla 6. Condiciones de la reaccion de “fill-in”

Agua 4 ul
DNTP’s (10mM) Tul
Buffer Klenow 2ul
Klenow (5U/ul) 1l
DNA (30ng/ul) 12ul
Volumen total 20

Tabla 7. Condiciones de la reaccion de ligacion

Vector 1,5 pl (25ng)
Insercién 2 ul

Enzima Eco RV 0,5 ul
Ligasa 1,5 ul
Buffer ligasa 2 pl

Agua 2,5 ul

Total 10 pl

Tabla 8. Condiciones del Medio de cultivo

Para 1 litro de medio de cultivo
Bactrotriptona 10g
Extracto levadura 5¢g
NaCl 10g
Agar 15¢
NaOH 0,2 ml

2.2.3.4. Secuenciacion: Los productos purificados fueron enviados para su secuenciacion a la

empresa Macrogen Inc. (Corea).

2.2.4. Material Bioldgico

Se realizd un viaje de coleccién en el mes de marzo de 2004 que abarcé las provincias
de La Pampa, Mendoza, San Luis y Neuquén. Durante el mismo se obtuvo material de
especies de la seccion Algarobia que no habian sido colectadas previamente en nuestro

laboratorio, incluyendo: P. campestris, P. castellanosii, P. ruizleali y P. humilis.
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2.3.3. Metodologia del Analisis Filogenético
2.3.3.1 Homologias estdticas vs homologias dindmicas

Debido a la existencia de deleciones e inserciones en el genoma, el establecimiento de
la correspondencia entre los sitios nucleotidicos de diferentes secuencias puede resultar una
labor no trivial, mas aun cuando también han ocurrido sustituciones entre las secuencias. La
manera tradicional de trabajar en filogenias moleculares ha sido realizar alineamientos ‘“‘a
priori” en los que se establecen las lineas de correspondencia (qué sitio de una secuencia se
corresponde con qué sitio de otra secuencia) y luego se analizan las secuencias alineadas de la
misma manera que se trabajaba con caracteres “convencionales”. A mediados de la década
pasada Wheeler (1996) propuso que el paso del alineamiento previo al andlisis filogenético no
era necesario y que en realidad la manera mas correcta de analizar las secuencias seria
evaluando la existencia de las inserciones y deleciones durante las bisquedas filogenéticas.
Asi, cada fragmento de ADN analizado seria un “caricter” cuyos cambios entre estados
estarian dados por sustituciones, inserciones y deleciones. Una consecuencia de este modo de
analizar el problema es que se puede prescindir de alineamientos multiples. En conjunto estas
aproximaciones se las denomina “Optimizacién Directa” 4 “Optimization alignment”
(Wheeler, 1996). Desde un punto de vista tedrico considero este modo es el mas adecuado
para analizar secuencias de ADN que presentan inserciones y deleciones. Sin embargo la
implementacién de estas ideas choca contra un problema prictico: la complejidad
computacional. En un comienzo el programa disefiado para realizar estas biisquedas (POY)
(Wheeler et al., 2002) podia analizar s6lo un niimero muy limitado de secuencias. Eso fue
mejorando con el tiempo. Sin embargo cuando realicé los andlisis de esta tesis los tiempos de
busqueda eran tales que negaban la posibilidad de encontrar soluciones que se acerquen lo
suficiente a soluciones 6ptimas. Es asi que para los andlisis realizados en esta tesis se decidié
utilizar una aproximacién de homologias estiticas alineando las secuencias utilizando el

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

ausente.

2.2.3.2. Criterios de optimalidad en andlisis filogenéticos

En la actualidad existe una variada gama de métodos de reconstruccion filogenética.
Desde los afios 80 los métodos basados en parsimonia jugaron un rol central entre los
métodos elegidos por los investigadores a la hora de realizar sus andlisis filogenéticos. La
l6gica de la utilizacién de parsimonia para reconstrucciones filogenéticas proviene de elegir
aquella hipétesis (=filogenia) que permita explicar la mayor cantidad de observaciones
(similitudes) ; Cémo permite una filogenia explicar observaciones? Lo hace siempre que una
similitud pueda ser explicada por ancestralidad comin (Farris, 1984; Farris, 2008). Toda
similitud no explicada es denominada homoplasia y la hipétesis filogenética mas
parsimoniosa es aquella en la cual la homoplasia es minima. La idea de buscar una hipdtesis
que permita explicar la mayor cantidad de observaciones (pesadas) es una cuestion no
solamente asociada a los andlisis filogenéticos sino a cualquier rama de la ciencia: si existen
dos hipédtesis A y B, y la primera permite explicar una mayor cantidad de observaciones
entonces A es preferida sobre B. Esto debe ser asi ya que si se prescinde de esto la eleccion de
una hipétesis no podria ser cuestionada en funcién de las observaciones. Asi cualquier
configuracién posible del mundo se vuelve intrascendente para la elecciéon de nuestra
hipétesis ya que sin importar la cantidad de evidencia en contra, la misma se podria sostener.

A finales de la década del 90 comenzaron a tomar relevancia los andlisis filogenéticos
basados en el criterio de Mdxima Verosimilitud (ML). La descripcion original de este método
ya habia sido publicada mucho antes (Felsenstein, 1981) pero fue recién en 1998 con la
implementacién de este método en el programa PAUP vers 4.0 (Swofford, 1998) que el
mismo logrd una gran difusion. Una de las principales diferencias tedricas con los métodos

basados en parsimonia es que dentro del marco de ML se considera que es posible modelar
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estadisticamente y de una manera mis o menos detallada los procesos evolutivos que
ocurrieron a lo largo de la historia del grupo. Una de las ventajas que tendria este método es
que el mismo presentaria lo que se denomina “consistencia estadistica”, es decir que el
resultado (4rbol) seria el correcto para una cantidad de infinita de datos (caracteres) (ver
abajo). Una desventaja practica de los métodos de ML es el tiempo requerido para completar
busquedas aun para conjuntos de datos de tamafios apenas modestos (50 taxa). Esto aunque
todavia cierto, ha comenzado a cambiar con el desarrollo de programas mucho mas eficientes
(ej. RaxML; Stamatakis, 2006). Como una solucién a este problema y ademads siguiendo la
corriente que habia comenzado a surcar otras dreas de la biologia, en el afio 1996 (Li 1996;
Mau, 1996; Rannala & Yang, 1996) tres grupos de trabajo desarrollaron independientemente
aproximaciones para reconstrucciones filogenéticas basadas en estadistica Bayesiana. Fue
recién a partir de la publicacion del programa MrBayes (Huelsenbeck & Ronquist, 2001) que
este método de reconstruccion filogenética comenzé a ser utilizado y su uso se incremento
exponencialmente a lo largo de los afios. Desde el punto de vista conceptual la principal
diferencia con ML es que los métodos bayesianos permitirian introducir de una manera
directa el grado de certeza que el investigador considera que tienen sobre determinado detalles
de la evolucion, definiendo probabilidades a priori (“priors”) de los diferentes parametros. Sin
embargo la principal (sino la dnica) causa de la gran aceptaciéon de este método entre la
comunidad cientifica es que el tiempo de codmputo es mucho menor que para el criterio de
ML.

Ha habido muchisima discusién sobre si los métodos basados explicitamente en
modelos evolutivos estadisticos son mejores o no que los basados en parsimonia. Uno de los
trabajos mas importantes, a mi entender, que ha posibilitado comparar los métodos de ML y
parsimonia ha sido el de Farris (2000). En este trabajo, Farris plantea que el enfrentamiento
entre parsimonia y métodos de ML surge sdélo de que los métodos actuales de ML utilizan

modelos no-realistas y que los arboles de méaxima parsimonia (mds corroborados por la
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evidencia) serfan también los de maxima verosimilitud bajo modelos mas realistas de
evolucién. Este punto sumado a la fuerte justificacion epistemoldgica que presenta parsimonia
hizo que consideremos utilizar este método para los andlisis filogenéticos de esta tesis.

Ante la existencia de los diferentes métodos filogenéticos previamente indicados
algunos autores consideran que una buena prictica cientifica es analizar cada conjunto de
datos con diferentes métodos, definiendo como “robustos” a aquellos resultados que no
difieran entre los diferentes métodos (ver Giribet 2003). Esta idea es bastante pobre por
diferentes razones. La primera de ellas es que existe la posibilidad que todos los métodos
desarrollados hasta ahora tengan el mismo sesgo con lo cual podria haber una convegencia a
una hipétesis filogenética falsa. El segundo punto es que si hay métodos que no estdn
tedricamente bien fundados no tiene sentido que sean tenidos en cuenta.

A pesar de esta critica al “pluralismo” considero que si hay una posibilidad de una
aproximacioén similar sustentada en una cuestion totalmente diferente que surge de la
necesidad de comunicacion entre la sociedad cientifica. Dos cientificos ubicados en diferentes
escuelas de pensamiento filogenético veran con cierta desconfianza los resultados obtenidos
por el otro ya que considerardn que es posible que tales resultados no sean totalmente validos.
Aqui entonces se genera una necesidad de que los resultados puedan ser compartidos y
aceptados por la comunidad cientifica. Si yo considero que parsimonia es el mejor método
debo usar ese método. Ahora también podria usar por ejemplo métodos bayesianos ya no con
el objeto de decir “mis resultados son mds robustos ya que ambos métodos dan el mismo
resultado” sino con la idea de decir “mis resultados son también validos para aquellos que
consideran que parsimonia no es un método valido”. Si los dos métodos dan resultados
diferentes entonces la decision es clara, solo derivaré conclusiones a partir de los resultados
obtenidos con el método que considero como mas correcto. Es esta vision restrictiva de
“pluralidad” la que consideraremos en esta tesis. Asi ademds de hacer un estudio basandome

en un criterio de parsimonia, también realicé un andlisis bayesiano.
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2.2.3.3. Biisquedas heuristicas en Parsimonia

Idealmente seria deseable que durante la eleccién del arbol mds parsimonioso se
evaluaran cada una de las posibles topologias (i.e. busqueda exacta). Dadas las actuales
limitaciones de software y hardware esto es sélo posible para casos con un nimero de taxones
muy limitado (ca. 20). Debido a ello para cualquier conjunto real de datos es necesario
evaluar sélo una fraccion de todas las topologias posibles. Las busquedas heuristicas no
aseguran llegar a la/s topologia/s 6ptima/s pero permiten llegar a la/s misma/s en la mayoria
de los casos. Existen dos principales bisquedas heuristicas para encontrar drboles mads
parsimoniosos: drboles de Wagner y técnicas de intercambio de ramas o “branch swapping”.
En el primer caso se construye un drbol con un ndmero crecientes de taxones y en cada paso
se va agregando un taxén en la posicién del arbol parcial que hace minima la cantidad de
pasos. El orden de incorporacién de los taxones al arbol es al azar y por eso esta técnica
también es conocida como secuencias de adicion de al azar o RAS (Random Addition
Sequence). Esta técnica permite construir arboles de manera muy ripida pero que
generalmente estan lejos de los dptimos. Una manera de mejorar estos drboles es mediante las
técnicas de “branch swapping”. En las mismas se van cortando secuencialmente diferentes
ramas del drbol que son reconectadas en otras ramas. Si el drbol con la nueva posicion de la
rama es mas largo que el original se prueba conectar la rama en otro nodo hasta haber probado
todas las posibilidades. Luego se pasa a cortar otra rama. Si el 4rbol con la nueva posicién de
la rama es mds corto que el original, se lo guarda y se comienza de nuevo el proceso. Existen
dos técnicas principales: SPR (Subtree Prunnig and Regrafting) y TBR (Tree Bisection and
Reconnection), la diferencia es que la segunda permite que los subdrboles cortados puedan
conectarse con el resto del arbol con enraizamientos diferentes de los que tenia, mientras que
el primero solo se consideran re-arreglos con enraizamientos iguales al los que originalmente

tenia en el arbol. Estas técnicas suelen permitir llegar a los arboles mdas parsimoniosos,
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aunque en algunos casos eso no es posible. Esto se debe a que para llegar a un 6ptimo global
desde una determinada topologia se requiere en algunos casos ‘“pasar’ por darboles
subdptimos, cosa que no es posible utilizando los algoritmos de TBR y SPR. Para resolver
este problema existen dos posibilidades: aumentar el nimero de origenes independientes de la
busqueda (secuencias de adicion al azar) o aceptar durante la bisqueda arboles subdptimos.
Esto ultimo es lo que hacen métodos como Parsimony Ratchet (Nixon, 1999) y Tree Drifting
(Goloboff, 1999). Cuando las matrices son mas grandes (mayor a 150 taxones) la estrategia de
aceptar suboptimos puede no ser suficiente. Esto se debe a que en drboles tan grandes es
posible que existan problemas para encontrar resoluciones Optimas ya que se requiere que
todos los sectores del arbol estén en una configuraciéon Optima. Para resolver esto, en el
método conocido como Sectorial Searches (Goloboff, 1999) se eligen sectores del arbol y se
crea una matriz reducida con los taxones incluidos en ese sector. Luego se hace una bisqueda
y si se encuentra un arbol mds corto para ese subset que el original se reemplaza en el arbol
completo. Esto se repite varias veces. Su eficiencia suele ser mayor cuando se esta lejos del
optimo.

Todos los andlisis filogenéticos fueron realizadas con TNT (Goloboff et al., 2008). En
el andlisis de tres genes la estrategia de biisqueda estuvo compuesta por 100 secuencias de
adicion al azar (RAS) guardando hasta 6 drboles por réplica, seguidos por 10 ciclos de “Tree
Drifting”. Para el caso de los andlisis de 2 marcadores y 5 marcadores, la estrategia de
busqueda involucré 200 RAS seguidas por Tree Drifting y Random Sectorial Searches. Las
perturbaciones en Tree Drifting se realizaron cada 10 ciclos, aceptando re-arreglos cuando la
diferencia en el ajuste o “fif” absoluto era menor que 1, o 20 en valores relativos, con un
indice de rechazo de 30. La etapa perturbacién finalizé cuando el numero de reemplazos era
de 10 6 se habia finalizado el 99% de los re-arreglos posibles. En Sectorial Searches la
estrategia utilizada para la eleccion de los sectores fue al azar (Randon Sectorial Searches),

con limites del tamafio de tales sectores entre 30 y 70 taxones. Si el sector elegido al azar era
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mayor que 50 nodos, la bisqueda en dicho sector involucraba 5 ciclos de Tree Drifting. Una
vez finalizada cada busqueda. Los drboles resultantes se sometieron a una ronda de TBR
guardando hasta 10.000 arboles en memoria. Para evaluar el largo de arboles que presentaban
los grupos de interés que no aparecieron en el consenso estricto (por ejemplo todas las
especies de un continente o un grupo taxondmico) se realizaron busquedas bajo
constrefiimientos (constrains). Esto implica una bisqueda en la cual se descartan todos
arboles que no presentan el grupo de interés. La estrategia de dichas busquedas fueron las

mismas que en las bisquedas originales.

2.2.3.4. Evaluacion de apoyo de grupos

Un paso importante en estudios filogenéticos es la evaluacidén de la evidencia que
apoya a cada uno de los grupos obtenidos. Si los caracteres pudieran clasificarse entre
aquéllos que apoyan un cierto agrupamiento y aquéllos que los contradicen, el apoyo de la
evidencia a la hipdtesis de agrupamiento podria calcularse de un modo directo. Sin embargo
esta clasificacién no es posible ya que en algunos casos tal apoyo surge de la interaccion de
caracteres y no de la evaluacion independiente de cada uno de ellos (Goloboff et al., 2003). Es
asi que se requieren de métodos indirectos de evaluacion de apoyo. Uno de los métodos mas
utilizados es el indice de Bremer que mide la diferencia de optimalidad entre el arbol mds
corto con el grupo y el arbol mds corto sin el grupo (Bremer, 1994). Cuanto mayor es este
valor mayor serd la evidencia que apoya tal agrupamiento. Otra serie de medidas de apoyo
son las técnicas de remuestreo. Originalmente consideradas como una manera de evaluar
estadisticamente la verosimilitud o estabilidad de los resultados (Efron, 1979; Felsenstein,
1985) mas recientemente se han considerado también como una manera de evaluar la
evidencia a favor o en contra de los agrupamientos (Farris et al., 1996). Existen diferentes
técnicas de remuestreo que difieren en que porcentaje de los caracteres son elegidos para

aumentarles o disminuirles su peso en cada réplica. El método de Jackniffing es una de estas
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técnicas que asocia a cada cardcter una probabilidad igual de eliminacién. Asi la matriz
obtenida en cada caso presenta un nimero menor de caracteres que los que originalmente
tenia la matriz.

En el presente andlisis se utilizaron dos medidas de apoyo, el indice de Bremer y la
técnica de Jackniffing. Para calcular el indice de Bremer, se hicieron buisquedas guardando
arboles subdptimos en forma sucesiva de 1 a 12 pasos mas largo que el 6ptimo, guardando en
cada caso 10.000 arboles. En el andlisis Jackniffing se consideré una probabilidad de
remocion para cada cardcter de 0.36 y se calcularon las frecuencias absolutas de cada grupo.
En el anélisis de tres marcadores, la estrategia de bisqueda en cada réplica de Jackniffing fue
la misma que en la bisqueda original, mientras que para las matrices mds grandes el nimero
de réplicas fue menor (50).
2.2.3.5. Andlisis bayesianos

Los andlisis filogenéticos Bayesianos fueron realizados con el algoritmo de
Metropolis-coupled Markov chain Monte Carlo implementado en el programa MrBayes
version 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). El modelo 6ptimo fue seleccionado con el
Modeltest (Posada & Crandall, 1998) y los valores para cada pardmetro fueron determinados
durante la bisqueda. El andlisis involucré dos corridas independientes de 2 x 10°
generaciones muestreadas cada 100 generaciones luego de un periodo de burnin de 0.50 x 10°
generaciones. Cada corrida involucrd tres “cadenas calientes”. La convergencia se evalud
mediante la graficacién de los valores de verosimilitud y los Desvios Estdndar de de las

frecuencias de las particiones.

2.3. Resultados
2.3.1. Caracteristicas de las regiones gendmicas estudiadas
El proceso de secuenciacién de las muestras derivo en el depésito de 130 accesiones

en la base de datos GenBank. En el caso de la regiéon NIA se obtuvieron un total de 31
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secuencias pertenecientes a 25 especies de Prosopis ademas de una secuencia para Acacia
caven. La amplificacién de esta regién la amplificacion de las especies de la seccion
Strombocarpa fue muy dificultosa aunque fue posible incluir secuencias de dos de sus
especies: P. palmeri y P. strombulifera. La regiéon amplificada varié segin la especie entre
508 y 700 pb. de largo (Figura 6, izquierda). Al correr las muestras amplificadas en geles de
agarosa en todas las especies se observo una segunda banda de 380 pb. Un analisis mediante
Blast en la base de datos GenBank indicé que esta secuencia también corresponderia una
copia del gen Nitrato Reductasa. Para el andlisis filogenético solamente utilizamos el mayor
de los fragmentos.

El largo de la regién amplificada del gen g3pdh con los cebadores G3pdhintF-G3pdhR
vari6 entre 580 y 610 pb (Figura 6, Derecha). Todas las especies de Prosopis incluidas en el
estudio y todos los grupos externos fueron amplificados exitosamente.

El fragmento amplificado correspondiente al intergen entre los genes trnS-psbC
presentd ~1650 bp. Al comparar las secuencias obtenidas para esta region se pudo observar
que el nivel de divergencia era muy bajo existiendo pocas sustituciones entre las especies
analizadas. Sin embargo en algunas comparaciones entre especies aparecia una region de diez
pares de bases donde se observaba lo que parecian ser multiples sustituciones. Sin embargo
tales secuencias eran el complemento reverso de las demds, sugiriendo que la diferencia entre
las secuencias se deberfa a una inversion de este pequefio fragmento. Al analizar con mayor
detenimiento fue posible determinar que dicha regién se hallaba flanqueada con secuencias
repetidas invertidas. Un andlisis bibliografico indicé que todas las pequefias inversiones en
cloroplasto estdn flanqueadas por estas repeticiones invertidas, apoyando la posibilidad que
en nuestro caso las secuencias difieran por una inversion. Esta region fue excluida del anélisis
filogenético pero fue objeto de un andlisis detallado, que se presenta en el Capitulo 3. En el
mismo estudié la ocurrencia de la inversiéon en Prosopis y en Angiospermas, buscando

ademads determinar los factores que afectarian su ocurrencia.
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La region trnL-trnF fue amplificada en la mayoria de los casos en dos reacciones: una
de ellas con el par de cebadores e — f mientras que para la segunda reaccion se utilizé el par ¢
—d. La regiéon amplificada con el par e — f tuvo aproximadamente 350 pb. mientras que la
region amplificad con el par ¢ — d tuvo 500 pb. La amplificacién no presentd dificultades en
ninguna muestra. La secuencia de P. cineraria resulté ser mucho mds corta que las demads
especies secuenciadas. Una comparacion con otras secuencias de Mimosoideas permitié
reconocer que el menor tamafio de la regién amplificada en esta especie se debia a una
delecion de 300 pb en la region intergénica. La presencia de tal delecién en diversos grupos
de Leguminosas indica claramente que seria un evento recurrente dentro de la familia y que

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

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

La region trnK-matK también fue amplificada en dos reacciones pero en este caso la
regiones involucradas no fueron contiguas. Uno de los pares de cebadores elegidos amplifico
la region codificante del gen matK (~500 pb) mientras que el otro par fue utilizado para

amplificar la region intrénica del gen trnK (~410 pb) (Ver Tabla 5).
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2.3.2. Resultado de las bisquedas filogenéticas

Los resultados obtenidos en los diferentes andlisis filogenéticos fueron altamente
congruentes entre si y mostraron ademds una congruencia en términos generales con la
separacion en secciones del Género. Sin embargo los tres conjuntos de datos analizados
coinciden en indicar la no monofilia de Prosopis debido a: (i) la posicion de X. viridinamis
junto con las especies americanas de Prosopis, (ii) P. africana no aparece junto con el resto
de las especies del género en ninguno de los andlisis, (iii) P. cineraria no aparece junto con

las demds especies de Prosopis.

2.3.2.1. Andlisis de dos marcadores. El consenso estricto de los drboles mds parsimoniosos
(AMP) indic6 que el género Prosopis no seria monofilético (Figura 7, Tabla 9). El drbol més
parsimonioso obtenido al forzar la monofilia de Prosopis tuvo 9 pasos mds que el Optimo
indicando que existiria fuerte evidencia en contra de esta hipdtesis. Las especies Americanas
de Prosopis (EAP) y Xerocladia viridiramis formaron un clado monofilético altamente
apoyado (Apoyo de Bremer, B = 4; Jackniffing, J = 95; grupo llamado subsecuentemente
EAP + Xerocladia). El grupo de las EAP no fue monofilético ya que X. viridiramis apareci6
como grupo hermano de P. famarugo. Sin embargo este grupo estuvo pobremente apoyado
(B=1; J = 66). A pesar de que el grupo EAP no fue monofilético, el drbol mas parsimonioso
que contenia tal grupo (es decir cuando las bisquedas se realizaron forzando la monofilia del
mismo) tuvo tan solo un paso mas (Tabla 10). P. cineraria, la Ginica especie asidtica incluida
en el estudio aparecié como grupo hermano del clado EAP + Xerocladia, aunque con bajo
apoyo (B= 1; J < 50). P. nigra de la seccién Algarobia formé un grupo altamente apoyado
(B=5; J =98) con P. argentina de la seccién Monilicarpa. P. africana se ubic6 en el arbol
lejos del grupo formado por el resto de las especies de Prosopis, en una posiciéon mas basal.
El arbol méas parsimonioso en el cual se encuentra P. africana con el resto de las especies de

Prosopis + X. viridinamis es 4 pasos més largo que el AMP indicando que existe una relativa
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evidencia en contra de este agrupamiento. Es asi que segin este andlisis Prosopis no seria un
grupo natural, siendo de hecho parafilético en términos de X. viridinamis y polifilético en
términos de P. africana.

El andlisis Bayesiano dio resultados idénticos con respecto a la no monofilia de
Prosopis y la relacion entre las EAP. Sin embargo, a diferencia del andlisis de parsimonia P.
cineraria no formé un clado monofilético con el grupo EAP + Xerocladia. Las probabilidades

a posteriori se indican en la Figura 7.

Tabla 9. Estadisticos de los diferentes andlisis filogenéticos. AMP, drboles mas parsimoniosos

Analisis de 2 Analisis de 3 Analisis de 5
marcadores marcadores marcadores
Namero de AMP 224 9 4680
Largo 5079 1552 6710
N° de caracteres 4031(1444—2587)l 1764 (648—701—415)2 5795
N° caracteres inf. 1357 ( 609-748)" 391 (193-183-15) 1458
CI/RI 0.496/ 0.655 0.695/0.846 0.535/0.700

CI, indice de consistencia (excluyendo caracteres no informativos); RI, indice de retencién
! Estadisticos de los caracteres de la region trnL-trnF y trnK-matK respectivamente.
? Estadisticos de los caracteres de la regiéon G3pdh, NIA y #rnS-psbC respectivamente
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Figura 7. Consenso estricto de 224 drboles 6ptimos en el andlisis de dos marcadores
(trnL-trnF y matK-trnK) considerando a parsimonia como criterio de optimalidad. Se
muestran arriba de las ramas el apoyo de Bremer absoluto (izquierda) y los valores
Jackknifing por arriba del 50% (derecha) y debajo de las ramas las probabilidades a
posteriori estimadas en el andlisis bayesiano Azul: sec. Strombocarpa; Verde sec.
Algarobia; Negro: sec. Monilicarpa; Naranja: sec. Anonichium; Bordo sec. Prosopis
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Tabla 10. Pasos extras obtenidos cuando las buisquedas se realizaron forzando la monofilia de
algunos grupos que no aparecieron en los arboles mas parsimoniosos. Entre paréntesis se da el largo

Optimo sin constricciones

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

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

. 1 1 3
Prosopidastrum
Sp. VM de Prosopis + Xerocladia 8 6 11
Sp. Am. de Prosopis +

. 10 1 9
Prosopidastrum

Sp. VM = Especies del Viejo Mundo. Sp. Am. = Especies Americanas. NA = no aplicable.

2.3.2.2. Andlisis de tres marcadores

El consenso estricto obtenido en este andlisis estuvo de acuerdo con los resultados
obtenidos en el andlisis de 2 marcadores al contradecir la monofilia de Prosopis (Figura 8).
Al forzar la monofilia del género se obtuvo un arbol seis pasos mds largos que el arbol 6ptimo
(Tabla 10). En este andlisis al igual que el andlisis de 2 marcadores Prosopis no fue
monofilético debido a la posicidn de X. viridinamis entre especies de Prosopis. A diferencia
del estudio de 2 marcadores. P. cineraria no formé un grupo monofilético con las EAP +
Xerocladia sino que en este caso el grupo hermano fue Prosopidastrum angusticarpum. Otra
diferencia entre el estudio de dos marcadores y el estudio de tres marcadores es la posicién
relativa entre P. cineraria, P. africana y el grupo formado por las EAP + Xerocladia.
Mientras en que el primero las relaciones relativas entre ellos fueron (P. africana (P.

cineraria “EAP + Xerocladia”)) en el caso de tres marcadores las relaciones implicadas por
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el consenso estricto fue (P. cineraria (P. africana “EAP + Xerocladia™)). Sin embargo el
apoyo de estos agrupamientos fue muy bajo tanto al ser evaluado mediante el indice de
Bremer como mediante Jackniffing. El apoyo del grupo formado por EAP + Xerocladia fue
bajo (B= 1; J = 64) y la monofilia del grupo formado por las EAP se logr6é en un arbol un
paso mds largo que el 6ptimo. Dentro de las EAP + Xerocladia se formaron dos clados. Uno
de ellos conformado por las especies de la seccion Strombocarpa mas X. viridinamis, mientras
que el segundo clado estuvo formado por las especies de la secciébn Algarobia mas P.
argentina de la seccion Monilicarpa (subsecuentemente llamado Algarobia sensu lato:
Algarobia s.1.). Este grupo present6 un fuerte apoyo (B= 6; J = 100). La seccidén Algarobia
fue parafilética ya que P. argentina formé un clado fuertemente apoyado (B= 5; J = 100) con
especies de las secciones Humiles, Sericanthae y Denudantes de la seccion Algarobia
(subsecuentemente llamado clado P. argentina-P. kuntzei). Los drboles mds parsimoniosos
que presentaron a la seccién Algarobia como monofilética tuvieron diez pasos mas que los
arboles optimos. La serie Denudantes (representada aqui por P. denudans, P. ruizleali y P.
castellanosii) fue monofilética, no asi la serie Sericanthae (P. kuntzei y P. sericantha) ya que
P. humilis de la serie Humiles aparecié como grupo hermano de los dos terminales de P.
kuntzei. El grupo hermano del clado P. kuntzei - P. argentina estuvo formado por especies de
las series Chilenses, Pallidae y Ruscifoliae, denominado de aqui en mds clado de los
Algarrobos. Este clado estuvo fuertemente apoyado (B= 6, J = 100), sin embargo las
relaciones entre especies dentro de este grupo no pudieron resolverse debido a que el
consenso estricto estuvo altamente irresuelto y que incluso los diferentes individuos de la

misma especie no aparecieron formando un clado monofilético.
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Figura 8. Consenso estricto de los 9 drboles Optimos obtenidos en el andlisis de tres
marcadores con parsimonia como criterio de optimalidad. Se muestran en las ramas el
apoyo de Bremen absoluto (izquierda) y los valores jackknifing por arriba del 50%
(derecha) y las probabilidades a posteriori estimadas en el andlisis bayesiano Azul: Sec.
Strombocarpa; Verde sec. Algarobia; Negro: sec. Monilicarpa; Naranja: sec.
Anonichium; Bordo sec. Prosopis Las barras amarillas indican aquellos clados cuyo
nombre serd utilizado a lo largo de la tesis.

La seccién Strombocarpa fue monofilética con X. viridiramis como grupo hermano.
Dentro del grupo formado por especies de esta seccion, aparecieron dos grupos fuertemente
apoyados. Uno de ellos correspondia a las especies de la serie Cavenicarpae (P. ferox y P.
tamarugo) mientras que el otro grupo estuvo formado por dos especies americanas de la serie

Stromobocarpae: P. pubescens'y P. palmeri.
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El andlisis Bayesiano mostr6 resultados muy similares al estudio de parsimonia. La
principal diferencia estuvo relacionada con el grupo hermano de EAP + X. viridiramis ya que

en el andlisis Bayesiano estuvo formado por Acacia caven y P. angusticarpum.

2.3.2.3. Andlisis de cinco marcadores

El resultado de este anélisis fue totalmente concordante con el de los otros dos andlisis
(Figura 9). El principal punto a destacar aqui es que el andlisis de los 5 marcadores de forma
combinada increment6 el apoyo de varios grupos relevantes: el clado EAP + Xerocladia (B=
9; J = 96); Strombocarpa (B= 2; J = 83); clado Strombocarpa + X. viridiramis (B=2;J = 77).
Sin embargo, a diferencia del estudio de dos marcadores, P. cineraria no aparecié como
grupo hermano del clado EAP + Xerocladia aunque las posiciones relativas entre P. africana
— P. cineraria y EAP + Xerocladia fueron las mismas. El consenso estricto indicé relaciones
idénticas dentro del clado EAP + Xerocladia que en el estudio de tres marcadores aunque con

menor resolucion para los grupos dentro del clado de los Algarrobos.
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Prosopis sericantha

00
Prosopis kuntzei 2
mpestris
mpestris 2
chilensis 1
hilensis 2
tamaulipana
vinalillo 2
sopis affinis

anas de Prosopis + Xerocladia

Clado especies Amer

‘osopis glandulosa
sopis juliflora 1
psi alpataco
Prosopis ruscifolia
Prosopis caldenia 2
Prosopis nigra 2
Prosopis caldenia |

Prosopis juliflora 2

Prosopis nigra 1

Prosopis vinalillo 1
Prosopis articulata
Prosopis flexuosa 1
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Continuacion

Anadenanthera colubrina
Acacia schottii
Acacia caven
Acacia constricta
Acacia neovernicosa
4/34 |11/100 Acacia karroo
HL Acacia tortilis
Acacia hindsii
1o | 173 Acacia chiapensis
100 Acacia collinsii
21 Acacia cochlicantha
T Acacia macracantha
Acacia pennatula
Parkia biglandulosa
Piptadenia viridiflora
281 Mimosa aculeaticarpa
4/99 Microlobius foetidus
1L Parapiptadenia rigida
12/100 Acacia modesta
o Acacia senegal
Acacia berlandieri
Acacia roemeriana
Acacia glomerosa
Acacia schweinfurthii
Acacia dolichostachya
Acacia coulteri
Acacia visco
Albizia kalkora
Cathormion umbellatum
Enterolobium contortisiliquum
Inga edulis
Paraserianthes lophantha
Acacia spinescens
Chloroleucon mangens
Calliandra carbonaria
Cedrelinga cateniformis
I'benopsis ebano
Havardia albicans
Acacia ampliceps
Acacia drummondii
Acacia pulchella
Acacia boliviana
Faidherbia albida
Zapoteca tetragona
Acacia melanoxylon
Acacia elata
Acacia platycarpa
Pararchidendron pruinosum
Samanea saman
454 Lysiloma divaricatum
1.00 Pseudosamanea guachapele

Figura 9. Consenso estricto de los 68 drboles 6ptimos obtenidos en el andlisis de cinco
marcadores (G3pdh, NIA, psbC-trnS, trnL-trnF, trnK-matK) con parsimonia como
criterio de optimalidad. Se muestran en las ramas el apoyo de Bremen absoluto
(izquierda) y los valores jackknifing por arriba del 50% (derecha) y las probabilidades a
posteriori estimadas en el andlisis bayesiano Azul: Sec. Strombocarpa; Verde Sec.
Algarobia; Negro: Sec. Monilicarpa; Naranja: Sec. Anonichium; Bordo Sec.
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CAPITULO 3 —ANALSIS DE INVERSIONES
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3.1. Introduccion

En este capitulo se presenta un estudio que en un principio no formaba parte del
plan original de Tesis pero tuvo su origen en un descubrimiento realizado durante la
realizacién de la misma. Como fue indicado en el capitulo II, durante el proceso de
secuenciacion de la region intergénica psbC-trnS se descubridé una pequefa inversion de
10 pares de bases. La misma fue reconocida debido a que el intergen psbC-trnS
presentaba muy bajos niveles de divergencia excepto en un segmento de 10 pares de
bases en los que se observaban muchas diferencias nucleotidicas entre algunas de las
especies. Al realizar un anélisis mds detallado fue posible observar que si se tomaba el
fragmento de una de las especies y se calculaba su complemento reverso (es decir se
tomaba la secuencia de la hebra complementaria pero en sentido inverso) la secuencia
resultante era idéntica a las demds secuencias. Esto es lo que se espera al ocurrir una
inversion en el ADN ya que debido a direccionalidad (5’- 3’) de esta molécula las
inversiones en la misma s6lo pueden ocurrir de manera tal que la secuencia que sufrié la
inversion es el complemento reverso de la secuencia original, siendo imposibles

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

5 CCGGAAAATACCACCACTTTTCCC 3
3 GGCCTTTTATGGTGGTGAAAAGGG 5

Sp. A

M 5 CCGGAAAATGGTGGT ACTTTTCCC 3
& 3 GGCCTTTTACCACCA|TGAAAAGGG 5

Figura 10. Ejemplo de una inversion. La secuencia recuadrada en la
especie A arriba es la misma que la secuencia de la hebra
complementaria pero en sentido inverso para la especie B.
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El estudio que aqui se presenta estuvo dirigido a investigar cuestiones
metodoldgicas y empiricas sobre la evolucion de esta inversion. En los dltimos afos se
ha publicado un nimero considerable de trabajos referidos a estas pequefas inversiones
en el genoma de cloroplasto para diversos linajes de Angiospermas (Kelchner &
Wendel, 1996; Graham & Olmstead, 2000; Mes et al., 2000; Kim & Lee, 2004; Bain &
Jansen, 2006; Swangpol et al., 2007). Dichas inversiones estdn ubicadas en diferentes
regiones de este genoma, apareciendo siempre flanqueadas por repeticiones invertidas
(RI), llamadas también palindromes, que generalmente tienen entre 8 a 50 pb. (Figura
11A). Cuando esta region estd en cadena simple, se forma una estructura en la cual las
repeticiones invertidas se aparean formando un “tallo” y el segmento presente entre
ellas (el espaciador) forma un “lazo” (Figura 11B). Las estructuras de tallo-lazo son
muy comunes en el extremo 3” de los genes de tfARN y en regiones entre genes con una
configuracién de 3°-3”. Se piensa que estas estructuras estarian relacionadas con la
estabilizacion de las moléculas de ARN transcriptas a partir de esta region (Stern &
Gruissem, 1987; Stern et al., 1989). Si bien la mayoria de las inversiones asociadas con
palindromes se descubrieron en el genoma de cloroplasto, no son exclusivas del mismo.
También se han hallado pequefias inversiones en genomas mitocondriales de plantas
(Dumolin-Lapegue et al., 1998) y en mitocondrias humanas, asociadas en este ultimo
caso con la ocurrencia de enfermedades (Musumeci et al., 2000; Blakeley et al., 2006).

Al estudiar la distribucién de la inversion sobre la filogenia de Prosopis surgio el
interrogante si la misma también ocurria en otros grupos de plantas. Para responder a
esta pregunta se obtuvieron de GenBank alrededor de 150 secuencias para la regién
psbC-trnS del plastoma. A pesar de que una comparacién de secuencias entre algunos
grupos de especies emparentadas permitié reconocer la existencia de inversiones, en

otros casos la ocurrencia de indels (inserciones-deleciones) y de sustituciones en la
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region analizada dificultaban el establecimiento de un posible evento de inversion. Es
asi que para evaluar la ocurrencia de inversiones a lo largo de la filogenia de
Angiospermas se requeria de una aproximacion algoritmica. Los métodos propuestos
para analizar inversiones a nivel gendmico sélo permiten reconocer inversiones cuando
el dato de partida es la ubicacion relativa de genes en un genoma y su sentido (e.g.
Blanchette et al., 1997; Moret et al., 2002). Sin embargo tales aproximaciones no son
utiles para analizar inversiones a nivel nucleotidico. Debido a ello desarrollamos un

método para poder evaluar la ocurrencia de inversiones a lo largo de una filogenia.

Repeticiones Invertidas
/ Espaciador \ 3’

| T-G-G-C-T-C-G-G-C-T-A{G-G-T-G-G-G-A-T-A-G-C-C-G-A-G-C-C-A-A

Figura 11. A-. Esquema indicando la ubicacién de una SI entre dos
repeticiones invertidas. B-. Estructura secundaria de la secuencia mostrada en A

Otra cuestion que surgié del andlisis de esta inversion fue que la misma no
presentaba una distribucidon uniforme a lo largo de la filogenia de Angiospermas sino
que su ocurrencia se hallaba agrupada en ciertos linajes. Kelchner & Wendel (1996)
sugirieron que la ocurrencia de pequefias inversiones (SI) estaria afectada por la
estabilidad termodindmica de la estructura de tallo-lazo (medida a partir de su
correspondiente valor de energia libre). Estructuras con mayores valores de estabilidad

tendrian mayores oportunidades para la formacién de la estructura de tallo-lazo vy,
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concomitantemente, mayor frecuencia de inversiones. Ademas, Kim & Lee (2005)
propusieron que las SI estarfan correlacionadas con el largo de los palindromes. Es asi
que la ocurrencia de inversiones podria estar afectada por la distribucién de estas
variables a lo largo de la filogenia. Su evaluacién en un contexto filogenético requiere
del uso de un método comparativo asi como de un método para optimizar las
inversiones sobre el drbol.

Como resumen de los objetivos de este capitulo se puede indicar que intentamos
evaluar diferentes cuestiones metodoldgicas y empiricas sobre la evolucion de las SI,
tomando como caso de estudio la inversién previamente indicada. En particular
nosotros analizamos:

1-. Cémo pueden optimizarse las inversiones en casos en las cuales el segmento
invertido también sufre de inserciones, deleciones y sustituciones.

2-. La ocurrencia de una inversién en el integen de psbC-trnS en Prosopis en
particular y en Angiospermas en general.

3-. La posible asociacion de los eventos de inversion con una mayor estabilidad
de la estructura de tallo-lazo y / o repeticiones invertidas mas largas.

4-. El efecto de diferentes tipos de codificacién y delimitacién de los caracteres

en la evaluacion de dicha asociacion.

3.2. Materiales y Métodos
3.2.1. Optimizacion de inversiones

El anélisis de las SI dentro de un contexto filogenético ha estado restringido
generalmente a su codificacion como un caricter binario (llamado aqui método de
codificacién binaria), en el cual ambos sentidos de la secuencia invertida representaban
a cada uno de los estados (Graham & Olmstead, 2000). En esta tesis presentamos una

metodologia para estudiar inversiones que también permite tener en cuenta sustituciones
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e indels en la region analizada. El enfoque aplicado se basa en la optimizacion conocida
como “Fixed States” (Wheeler, 1999). En la version original de este método (Figura 12,
Paso 1), cada segmento de las secuencias analizadas es considerado un caricter,
calculandose el costo de edicién entre todos los posibles pares de “estados” observados.
Este nuevo caricter es subsecuentemente analizado por optimizacién de ‘““‘Sankoff”
(Sankoff & Rousseau, 1975). El método propuesto (llamado aqui optimizacion de Fixed
States con inversiones FSI, Figura 12), considera a las inversiones de la misma manera
que la optimizacién de Fixed States trata a las indels y a las sustituciones. El primer
paso de optimizacién de FSI involucra el cédlculo del costo de edicién entre cada par de
secuencias de los “espaciadores” usando el paso de “wavefront” del algoritmo de
Needleman & Wunsch (1970). Este es un algoritmo que calcula el costo de edicién
Optimo via programacion dindmica, es decir tomando subproblemas, solucionando de
manera Optima estos subproblemas de manera recursiva y utilizando estas soluciones
Optimas para construir una solucién éptima para el problema original. Posteriormente se
calcula del mismo modo un segundo costo pero comparando en este caso una de las
secuencias observadas de los espaciadores con el complemento reverso de un segundo
espaciador; el costo final de la inversion es calculada como el costo de edicién mas una
penalidad por la inversién. De estos dos costos, es decir el calculado con y sin la
inversion del segmento, se escoge el que sea menor para construir una matriz de costos.
Asi el cardcter compuesto es optimizado sobre el drbol considerando los costos
previamente calculados. Finalmente, se visita cada nodo para evaluar cuales

transformaciones implicaron inversiones.
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EO | E1 H2
E0 | AAAAT > | E0 | -
§ E1 [TTTTA Se calcula el costo de E1 |5 | -
o E2 | CAAAT edicion entre todos los _
espaciadores E2 @ o
EO | E1 [E2
~ | EO AAAAT > EO | -
§ E1 | TTTTA Se calcula el costo de edicion E1 (1 -
o entre un espaciador y el 1
E2 | CAAAT complemento reverso del E2 | 5 \Z_D =
segundo espaciador mas una
lidad de i P
penalidad de inversion =0 1 E1 |E2
i Se incluyen en una matriz de Sankoff EO | -
o aquellos valores que sean menores de los E1 | 1 _
o dos costos anteriormente calculados
E2 |1 |2 =
EO | E1H2
< Se guarda en memoria aquellos costos E0 | -
o de transformacién que para ser 6ptimos
& requirieron de una inversion E1 (Inv -
E2 Inv | -
EO E1 E2
Se optimiza por Sankoff dados los
lg costos obtenidos en el paso anterior y
- se viaja a través del arbol para definir
= en que ramas del arbol ocurrieron las
inversiones
Figura 12. Secuencia de pasos del método de “Fixed states con inversiones”

Existen limites lo6gicos a la asignaciéon de costos de transformacién en la
optimizacién de FSI. Los costos deben ser dados de tal manera que si una secuencia de
largo L es el complemento reverso exacto de una segunda secuencia, entonces una
inversion debe ser siempre aceptada como Optima en vez de L eventos de substitucion.
Una posible manera de definir tal limite para los costos es considerar penalidades de

inversion que sean menores que el menor costo calculado ente cada secuencia y su
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complemento reverso. Los conjuntos de costos utilizados en el presente trabajo cumplen
con tal condicién.

Durante la construcciéon de la matriz de costos de transformacion entre
fragmentos, es posible que ocurran empates cuando el costo de edicion entre dos
fragmentos es igual al costo de edicion entre una secuencia y el complemento reverso
de la segunda secuencia mds un costo de penalidad de inversion. Esta ambigiiedad fue
tomada en cuenta al visitar los nodos del arbol para definir en qué ramas habria ocurrido
una inversion. En el andlisis se consideraron dos conjuntos de costos diferentes:

1-. Penalidad de indels (g) = 10, penalidad de substitucion (s) = 1 y penalidad de
inversion (i)= 1.

2- Penalidad de indels (g) = 10, penalidad de substitucién (s) = 1 y penalidad de
inversién (i)= 3.

La optimizacién por FSI requiere que los limites del espaciador sean los mismos
para todas las secuencias analizadas. De hecho, en la inversion analizada la mayoria de
las secuencias tenian el mismo limite. Las secuencias que presentaron otros limites
(aproximadamente el 10% de los casos) fueron excluidas del andlisis.

La optimizacién de FSI fue implementada en una secuencia de instrucciones 6
“script” (Anexo 1) de TNT. Un problema con la implementacién en el lenguaje de
macros de TNT es que nimero méiximo de estados permitidos es 31. Asi sélo se
pudieron analizar simultineamente 31 motivos diferentes de espaciadores. Como el
conjunto de datos completo presentaba 35 motivos diferentes, decidimos excluir al azar
cuatro de ellos. Se evalué si la exclusion de diferentes motivos afectaba los resultados

finales. Las conclusiones finales no cambiaron.

77



3 —~ANALSIS DE INVERSIONES

3.2.2. Comparacion filogenética

La evaluacién de la hipétesis sobre la correlacion entre la ocurrencia de
inversiones y estructuras de tallo-lazo con tallos mds largos o con valores de estabilidad
mas altos (evaluado mediante sus valores de energia libre) estdn relacionados a aquellos
analisis que intentan establecer si los cambios en un caricter (variable dependiente)
estan concentrados en ramas con determinado estado en una segunda variable (variable
independiente). Con el objeto de evaluar estas hipétesis se realizé un anélisis basando
en el método de “Concentrated Changes Test” (CCT; Maddison, 1990) pero con algunas
modificaciones. Este método fue originalmente disefiado para analizar dos caracteres
binarios, y no se han disefiado tests especificos para tratar con una variable predictora
continua y una variable respuesta discreta. Dado esto se discretizaron las variables AG y
el largo de las RI, asignando los valores de las mismas a dos posibles estados: largo y
corto para largo de RI y bajo y alto para la energia libre.

En el andlisis de CCT, los cambios en la variable respuesta se diferencian en
ganancias y pérdidas, es decir las transiciones de 0 a 1 son diferentes que las
transiciones de 1 a 0. En el caso de las inversiones, todos los cambios son equivalentes.
Asi la hipdtesis nula en nuestro caso deberia ser replanteada como (cf. Maddison,
1990): C cambios en el primer cardcter estdn distribuidas al azar sobre el arbol
independientemente del valor del segundo cardcter. La probabilidad de una distribucién
particular sobre el 4arbol es igual a B / A donde A es el nimero de posibles maneras de
tener el nimero observado de inversiones en el darbol y B es el nimero de posibles
distribuciones que presentan el mismo niimero de inversiones sobre el drbol en ramas
con baja y alta energia (o IRS cortas/largas). En el CCT donde las ganancias y las
pérdidas se diferencian, esta probabilidad no puede ser calculada simplemente contando

las ramas, siendo necesario tener en cuenta la topologia durante los cdlculos (Harvey &
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Pagel, 1991; Maddison, 1990; Pagel & Lutzoni, 2001). Esto ocurre porque si la variable
repuesta se pierde en una rama no puede volver a perderse en la rama siguiente. Este no
es el caso al tratar con las inversiones: una secuencia puede invertirse en una rama y
luego volver a perderse en la rama siguiente. Consecuentemente, una vez que se cuenta
el nimero de ramas que presenta cada valor de AG y se verifican las ramas donde
ocurrieron las inversiones, la topologia puede ser dejada de lado y la probabilidad puede
calcularse utilizando una distribucion hipergeométrica. Esta distribucion es la misma
que usa la prueba exacta de Fisher (1934). Asi cuando ganancias y pérdidas no se
diferencian, el CCT es equivalente a realizar un andlisis con una tabla de contingencia
de 2x2 con las ramas clasificadas en 1-. Inversién / no inversion, (2) alto AG / bajo AG.

Con el objeto de evaluar la hipétesis nula (las inversiones ocurren al azar sin
importar el valor de AG o el largo de las IRs) es también necesario computar la
probabilidad de cualquier patron mas extremo que el observado. Asi se debi6 utilizar
una probabilidad hipergeométrica acumulada.

Cuando las probabilidades se calculan de la forma previamente indicada, la
distribucién nula incluye todas aquellas reconstrucciones que presentan el mismo
nimero de inversiones independientemente si estas reconstrucciones son
reconstrucciones de maxima parsimonia (MPR) (Nota: en la descripcion original del
CCT se incluyen ambas). Wenzel & Carpenter (1994) indicaron que sélo las MPRs
deberian ser incluidas en la distribucién nula. Esta probabilidad no puede calcularse
mediante la distribucién hipergeométrica. Asi con el objeto de comparar ambas
probabilidades, hicimos un andlisis de simulacién en el cual la hipétesis nula incluyd
solamente MRP con el mismo nimero de cambios que el patréon observado. Esta
simulacién se escribié en un script de TNT. En el método de CCT y el andlisis

comparativo hecho en este trabajo, aquellas ramas donde la variable predictora cambia
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no son informativas. Asi estas ramas fueron excluidas del los calculos. Para evaluar el
efecto de diferentes MPRs en los resultados, se consideraron hasta 50 diferentes
reconstrucciones para cada caricter (ficilmente implementado con la opcién iterrecs de
TNT). Ademds para tener en cuenta la ambigiiedad en la topologia considerada,
nosotros evaluamos hasta 50 diferentes combinaciones de resoluciones de las

politomias.

3.2.3. Optimizacion de energia libre y largo de tallo

Con el objeto de evaluar si las inversiones ocurrian en ramas que presentaban
estructuras de tallo-lazo con alta estabilidad termodindmica, se optimizaron los valores
de AG en tres modos diferentes. Primero, los valores de AG fueron clasificados en dos
clases: alta y baja con un limite entre las clases de -10.0 kcal mol™” considerando el
histograma de valores de AG que presentaron las especies incluidas en el analisis
(Figura 131zq). Luego este caracter se optimizé como si fuera un caracter binario. En la
segunda estrategia, AG fue directamente optimizada como un caracter continuo, usando
la optimizacién de Farris (1969) implementado en TNT (Goloboff et al., 2003). Una
estrategia similar fue seguida para el largo de las RIs. Aqui se evaluaron dos limites

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

N de Terminales

R A T L L 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Energia Libre Largo de Repeticiones Invertidas

Figura 13. Histograma los valores de Energia libre (Izquierda) y largo de las
repeticiones invertidas (Derecha) presentes en las especies analizadas
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Una tercera estrategia para la asignacién de AG a los nodos internos involucr6 la
evaluacion de las estructuras secundarias ancestrales (llamado a partir de aqui Anélisis
de estructura secundaria ancestral, Figura 14). En este caso, en vez de optimizar los
valores de AG, primero se infirieron las secuencias ancestrales y luego se calcularon los
valores de AG para cada secuencia ancestral del mismo modo que cuando se calcularon

los valores de AG para los terminales.

Reg flang. TalloIzg Lazo Tallo Der Reg flang.
NN\

N\

TNT

OO

cién Forzada

Asigna

12

Calculo de estabilidad
(Energia libre)

Figura 14. Estrategia utilizada para obtener los valores de a partir de las secuencias
ancestrales (andlisis de estructuras secundarias ancestrales). Ver texto para una
explicacion.

La estrategia para establecer las secuencias ancestrales involucré la separacion
de las mismas en 3 segmentos: (a) el espaciador (b) 25 pb rio abajo del espaciador (c)
25 pb rio arriba del espaciador. Las regiones flanqueantes fueron optimizadas con POY
IV Beta (Var6n et al., 2007) utilizando el algoritmo denominado “Direct Optimization”
(DO; Wheeler, 1996) y una combinaciéon de DO e Iterative Pass Optimization (IP;

Wheeler, 2003). Las secuencias ancestrales para cada nodo fueron obtenidas mediante
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el comando report (diagnosis). Posteriormente, y en cada nodo, las regiones
flanqueantes fueron combinadas con la asignacién Optima del motivo del espaciador
obtenido en la optimizacion FSI hecha en TNT. Subsecuentemente, la estructura
secundaria y el valor de AG asociado fueron calculados para cada secuencia ancestral.
Estos valores entonces fueron forzados en cada nodo para obtener una reconstruccién de
los valores de AG para el arbol completo (cémo estas asignaciones no fueron obtenidas
mediante la optimizaciéon de los valores de AG a partir de los terminales, estas
reconstrucciones no tienen que coincidir con las reconstrucciones mds parsimoniosas
para el valor de AG). La misma estrategia se siguié para estimar los valores ancestrales
para el largo de las RIL.

Dado las heuristicas utilizadas en POY IV para la reconstruccion de secuencias
ancestrales, la optimizacion de las secuencias originales y la optimizacién de sus
complementos reversos (y su posterior restitucién a la secuencia original) puede dar
resultados diferentes, un fendmeno que fue corroborado en pequefios grupos de datos
generados para evaluar este comportamiento. Asi en el estudio de la inversion
encontrada en la regién psbC-trnS evaluamos tanto la optimizacién del complemento
reverso como de las secuencias ancestrales. Durante las optimizaciones se consideraron
diferentes criterios de asignacién de costos: (a) Penalidad de indel (g) = 12, Penalidad
de sustitucién (s) =1 y (b) g=2, s= 1. Como algunas secuencias presentaban menos de
25 pb. rio abajo y rio arriba del espaciador, realizamos un segundo anélisis con sélo 17
pares de bases, que era el mayor largo de las secuencias flanqueantes que no presentaba
datos ausentes. La estructura secundaria y los valores de AG asociados fueron

calculados con Quickfold (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 especies
pertenecientes a 104 géneros de angiospermas. (Anexo II). Las secuencias fueron
editadas con el programa Bioedit (Hall 1999). En los casos en que la misma especie
presentaban mds de una secuencia, se eligié al azar s6lo una de ellas. Como algunos
géneros estaban representados por mds de una especie, existia la posibilidad que los
resultados se vieran influenciado de manera muy fuerte por aquellos géneros con mayor
nimero de especies. Es asi que ademds de realizar un anélisis con todas las especies de
cada género, se realizé un segundo anélisis en el cual se incluyeron como méaximo dos
especies por género. El esqueleto del drbol filogenético utilizado para optimizar las
inversiones fue establecido a partir de las relaciones definidas en APG II (2003). Otros
estudios (Olmstead et al., 1999; Barker et al., 2001; Bremer et al., 2002; Lavin et al.,
2005) se utilizaron para definir relaciones dentro de grupos particulares. Ademads se
utilizé una topologia alternativa donde las monocotiledéneas (Liliopsida) era el grupo

hermano de las eudicotileddneas.

3.3. Resultados

3.3.1. La inversién en Prosopis

La optimizacién de la inversion sobre la filogenia obtenida en el andlisis de tres
marcadores se muestra en la Figura 15. En la misma se observa que las inversiones
habrian ocurrido al menos dos veces en el grupo de las especies americanas de
Prosopis. Ademas habrian ocurrido otros dos eventos de inversion, uno en el linaje que
conduce a P. cineraria y otro a X. viridinamis. La estructura de la regién invertida fue
idéntica en todas las especies de Prosopis analizada, presentando lazos y tallos de 10

pb.
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— Lotus japonicus

Acacia caven
P. cineraria 1

P. africana 2
Prosopidastrum angusticarpum

— Xerocladia viridiramis

P. strombulifera
. P. palmeri
P. pubescens
P. ferox
P. tamarugo
P. reptans

P denudans
—|:': Ple llanosii
P ruizleali

P. argentina

ricantha

5

P. humilis

P kuntzei 1
P. kuntzei 2

P, chilensis 2
P, tamaulipana
P vinalillo 2

P alba
P. glandulosa
P. juliflora 2

iscifolia
P. caldenia 2
P. nigra 2
P. caldenia ]
P. flexuosa 2
P. juliflora 1
P. nigra l
P. vinalillo 1
P. articulata
P. flexuosa 1

obtenida en el Capitulo 2.

Figura 15. Distribucién de inversiones (barras rojas) en la filogenia de Prosopis

3.3.2. La inversién en Angiospermas

3.3.2.1. Caracterizacion de la estructura de tallo-lazo

La estructura de tallo-lazo presente en el intergen psbC-trnS estuvo conservada

en la mayoria de las especies analizadas. Sin embargo en algunas especies la estructura
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o bien estaba ausente o estaba fuertemente modificada por numerosas sustituciones y re-
arreglos (Apéndice 1). Dentro de las secuencias consideradas en el andlisis, el largo del
espaciador varié de 8 a 11 pb. mientras que el largo de las RI estuvo entre 9 y 17 pares
de bases. Sin embargo el 97% de las especies presentaron RI entre 10 y 12 pares de
bases y el 63% presento un tallo de 11 pb. La mayoria de las especies presentaron

valores de energia libre (AG) entre -8.8 y -13.3 kcal mol ™.

3.3.2.2. Optimizacion de inversiones, energia libre y largo de tallo en Angiospermas

Los diferentes andlisis de optimizacion realizados indicaron que la
inversion en el intergen psbC-trnS habria ocurrido al menos 10 veces en la historia de
las angiospermas (Figura 16). Los resultados de la optimizacién de la inversién cuando
la misma fue codificada como un cardcter binario y cuando la misma fue analizada
mediante la optimizacién de FSI fueron los mismos en nodos superficiales (cercanos a
los terminales) apareciendo diferencias en nodos basales.

Las reconstrucciones ancestrales de los valores de AG ya sea como caricter
binario o como caricter continuo dieron valores muy similares. Sin embargo los
resultados obtenidos en el andlisis de las estructuras secundarias ancestrales difirieron
substancialmente de los resultados obtenidos mediante la codificacién binaria y

continua. La causa de esta discrepancia se muestra en la Figura 17.
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Figura 16. Distribucion de inversiones (cruces verdes) en Angiospermas. Las
ramas blancas y rojas representan valores altos y bajos de estabilidad
termodindmica respectivamente.

En la optimizacion binaria y continua algunos de los nodos mas profundos
presentaron una asignaciéon ambigua de valores de AG (Figura 17A), y uno de las

reconstrucciones mas parsimoniosas (MPR) implicaba altos valores de AG para todos
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estos nodos. Sin embargo cuando las secuencias mismas fueron optimizadas y se
calcularon los valores de AG para las secuencias ancestrales obtenidas, la
reconstruccién indicé que cada clado habia derivado independientemente altos valores
de AG por mutaciones en diferentes partes del tallo (Figura 17B). Consecuentemente, la
asignacién correcta para estos nodos ancestrales es una secuencia que implicaba bajos
valores de AG (i.e. alta estabilidad termodinamica). Una situacidn similar se observa en
el ACMR de Drymis y Liriodendron en el cual los altos valores de AG fueron

adquiridos independientemente por ambos taxa.

Platanus A

Buxus A
Spinachia B
Beta B

a Asterids A
Eucalyptus B

Pelargonium A

T-G-G- —T—C—A'AqufA’GKGT‘
Platanus A e C/G"'*"TA A,G
-G~ A G/G‘T
T-G-G-C-T-C-G-C-T-A >
) —Buws A aEEAdleat, f
e Spinachia B ;
o8
fogrd Beta B rogoTArceTa’ T
,C‘\ i |7|7|7|7|/\|7|7|7|71 e
a, aAsterids A i lELiot AT, £
A Eucalyptus B
\G‘:;)\vo 1eecTeasCraSoT
R e i R \
® P Pelargonium A Abdbasteipat,
I . e
Pegl® al resto de Rosid

Figura 17. Asignacién errénea de valores ancestrales de AG (arriba) vs.
asignacion correcta (abajo). Barras negras: mutaciones que produjeron un
aumento en los valores de AG de la estructura de tallo-lazo. A= valores altos
de AG. B= valores bajos de AG. Cruz verde: inversién. Ver texto para una
explicacion.

Como fue previamente indicado la estimacién del los valores del largo de las
repeticiones invertidas se hizo de diferentes modos: optimizando los valores como

caracteres discretos, como caracteres continuos o estimando las secuencias ancestrales y
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evaluando el largo de las repeticiones invertidas. Los andlisis realizados indicaron que
los largos inferidos por los diferentes métodos de optimizacidn fueron muy similares.
Las secuencias ancestrales obtenidas mediante la optimizacién de las secuencias
difirieron al considerar diferentes costos de transformacién, diferentes algoritmos de
optimizacién (DO sélo 6 DO + IP) o diferentes largos de los segmentos analizados (Ver
Inciso 3.2.2. Sin embargo estos cambios nunca ocurrieron en la regién de las
inversiones repetidas. Asi, las estructuras ancestrales obtenidas no variaron entre los
diferentes pardmetros analiticos. Las estructuras ancestrales fueron también las mismas

al optimizar el complemento reverso de las secuencias analizadas.

3.3.2.3. Relacion entre la ocurrencia de inversiones y los valores de energia libre ¢
largo de RI

3.3.2.3.1. Energia libre. La significaciéon de la relacion entre la estabilidad de la

estructura de tallo-lazo y la ocurrencia de inversiones fue afectada fuertemente por las
ambigiiedades en la optimizacién del los valores de AG en ambas aproximaciones:
binaria y continua. En algunos casos las probabilidades llegaron a diferir en 55 veces
entre reconstrucciones (Tabla 11). La principal causa de estas diferencias fue que la
estimacion incorrecta de los valores ancestrales de AG previamente indicada (Figura
17) produjo valores no significativos. Cuando los valores ancestrales de AG se
obtuvieron al evaluar la estructura secundaria ancestral, la comparacién filogenética
indicé que la ocurrencia de inversiones estaba fuertemente correlacionada con la
estabilidad de la estructura de tallo-lazo (Tabla 11), con todas las inversiones situadas
en ramas con alta estabilidad de la estructura. Los resultados fueron muy similares en

las diferentes topologias utilizadas en el analisis.
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Tabla 11. Relacién entre estabilidad de la estructura de tallo-lazo (AG) y la ocurrencia de
inversiones. El rango de valores en cada celda representa el valor minimo y maximo obtenido
para diferentes reconstrucciones y topologias. Hiper= probabilidades calculadas usando una
distribucién hipergeométrica acumulada para el muestreo que involucrd 2 especies por género.

Optimizacion N2 Ramas N2 Inversiones Probabilidad
. Alta Baja | En ramas con . . .
AG Inversién Total Hiper Simulacion
AG AG alta AG
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 | 0.001-0.125
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 11-13 | 0.003-0.169 | 0.001-0.127

Sec.* FSI 113 56 0 11 0.004 0.004

Los diferentes conjuntos de costos y métodos para optimizar las inversiones no
afectaron a los resultados del andlisis comparativo. Las probabilidades calculadas
mediante la simulacién difieren parcialmente de aquellas calculadas mediante la
distribucion hipergeométrica sin embargo ambos presentaron la misma tendencia (Tabla
11). Los resultados fueron similares también al considerar todas las especies de cada
género (Tabla 12) o s6lo dos especies por género (Tabla 11).

Tabla 12. Relacién entre estabilidad de la estructura de tallo-lazo (AG) y la ocurrencia de
inversiones. El rango de valores en cada celda representa el valor minimo y maximo obtenido
para diferentes reconstrucciones y topologias. Hiper= probabilidades calculadas usando una
distribucién hipergeométrica acumulada para el muestreo que involucrd todas las especies
muestreadas de cada género

Optimizacién N¢ Ramas Ne Inversions Probabilidad
. Alta Baja | Enramas con . . .
AG Inversion Total Hiper Simulacion
AG AG alta AG
0.005-
Binaria 160-170 | 68-78 0-2 13-15 0.002-0.091
o 0.012
Binaria
0.003-
FSI 160-170 | 68-78 0-3 12-16 0.0014-0.192
0.22
0.048-
Binaria 160-170 | 68-78 0-2 13-15 0.121 0.002-0.096
Continua i
0.003-
FSI 160-170 | 68-78 0-3 13-16 0.018-0.191
0.22
Sec.* FSI 166 77 0 15 0.007* 0.0027*
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El patrén de correlacién observado con el andlisis solo incluy6 las especies con RI
de 11 pb. (Tabla 13), indicando que existiria una correlacién entre los valores de energia
libre y la ocurrencia de inversiones que es independiente del largo de las RI.

Tabla 13. Relacién entre estabilidad de la estructura de tallo-lazo (AG) y la ocurrencia de
inversiones. El rango de valores en cada celda representa el valor minimo y maximo obtenido
para diferentes reconstrucciones y topologias. Hiper= probabilidades calculadas usando una
distribucién hipergeométrica acumulada. El muestreo incluye todas las especies muestreadas
para cada género que presentan inversiones repetidas de 11 pb *Andlisis de estructura
secundaria ancestral.

Optimizacion N2 Ramas N2 Inversions Probabilidad
. Baja | Enramas con . . .
AG Inversion | Alta AG Total Hiper Simulacion
AG alta AG
Binaria 58-64 80-86 0-1 7-8 0.014-0.165 0.007-0.152
Binaria
FSI 58-64 80-86 0-1 7-8 0.014-0.102 0.008-0.086
Binaria 58-64 80-86 0-1 7-8 0.014-0.102 0.008-0.086
Continua

FSI 58-64 80-86 0-1 7-8 0.014-0.102 0.009-0.088

Sec.* FSI 54 85 0 7 0.029 0.022

Los resultados no se vieron afectados al considerar un conjunto de costos de

transformacion diferentes al optimizar la inversion (Tabla 14)

Tabla 14. Relacién entre estabilidad la estructura de tallo-lazo (AG) y la ocurrencia de
inversiones. El rango de valores en cada celda representa el valor minimo y maximo obtenido
para diferentes reconstrucciones y topologias. Costos de transformacién alternativos para la
optimizacidn de la inversién (inversion= 3; sustitucién= 1; gap= 10) Hiper= probabilidades
calculadas usando una distribucién hipergeométrica acumulada. El muestreo incluye dos
especies por género. *Andlisis de estructura secundaria ancestral.

L N2 Ramas N¢ Inversiones Probabilidad
Optimizacion de
. Em ramas
valores de energia | Alta AG | Baja AG Total Hiper Simulacién
con alta AG
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 tallo. Ninguno de los andlisis arrojo resultados significativos para la

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

el limite entre RI cortas y largas se definié en 11 bp y el muestreo incluyd todas las
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especies de cada género (Tabla 15), se evidencié una tendencia hacia mayores

frecuencias de inversiones en las ramas con RI largas. Sin embargo este patrén fue no

significativo. La optimizacion del largo de las RI a partir de los terminales (ya sea

codificacién binaria o continua) y el andlisis que derivé los largos de las RI a partir de

las estructuras ancestrales dieron resultados muy similares. Las probabilidades

calculadas mediante la distribucion hipergeométrica fueron similares a las calculadas

mediante la simulacién. Los diferentes regimenes de costos y métodos para optimizar la

inversion no afectaron los resultados.

Tabla 15. Relacién entre el largo de las IRs y la ocurrencia de inversiones. El rango de valores
en cada celda representa el valor minimo y maximo obtenido para diferentes reconstrucciones y
topologias. Limite indica el valor tomado para separar entre las clases “Largo” y “Corto”.
Hiper= probabilidades calculadas usando una distribucién hipergeométrica acumulada.
Probabilidades calculadas para el muestreo que involucrd 2 especies por género

Optimizacion N2 Ramas N2 Inversiones Probabilidad
RI RI En RI
Largo Limite | Inversion Total Hiper Simulacion
cortas largas | cortas
Binaria 64-68 174-17 4-5 13-15 | 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 | 0.094-0.574 | 0.088 - 0.523
11-12
FSI 231-234 8-11 12-15 | 13-16 | 0.071-0.536 | 0.064-0.590
Binaria 64-68 174-178 4-5 13-15 | 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 | 13-16 | 0.107-0.599 | 0.107-0.649
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Tabla 16. Relacién entre el largo de las IRs y la ocurrencia de inversiones. El rango de valores
en cada celda representa el valor minimo y méximo obtenido para diferentes reconstrucciones y
topologias. Limite indica el valor tomado para separar entre las clases “Largo” y “Corto”.
Hiper= probabilidades calculadas usando una distribucién hipergeométrica acumulada.
Probabilidades calculadas para el muestreo que involucr6 todas las especies de cada género

N2
Optimizacion N2 Ramas . Probabilidad
Inversiones
L .. RI RI En RI . . ..
Largo Limite | Inversion Total Hiper Simulacion
cortas | largas | cortas
10 Binaria 11-12 162-166 2 8-12 0.96-.0.99 | 0.974-0.999
>
L FSI 11-13 162-166 2 8-12 0.951-.991 0.968-0.998
Binaria
» Binaria 158-164 9-11 9-11 10-12 | 0.123-0.698 | 0.123-0.752
>
FSI 158-164 10-12 9-11 11-13 | 0.144-0.728 | 0.150-0.791
10 Binaria 11-12 162-166 1-2 8-12 0.95-0.99 0.978-0.999
>
FSI 11-13 162-166 1-2 8-12 0.96-0.99 0.972-0.998
Continua Binaria | 158-164 | O-11 | 9-11 | 10-12 | 0.120-0.69 | 0.123 0.756
>11
FSI 158-164 10-12 9-11 11-13 | 0.144-0.69 0.147-0.759

3.4. Discusion

Una caracteristica distintiva de la inversion analizada en el presente estudio fue
su miltiple ocurrencia en diversos linajes de Angiospermas (monocotiledoneas,
Magnoliids, rosids). La mayoria de las secuencias invertidas (SI) previamente
documentadas presentaron menores niveles de recurrencia y en general involucraban
taxones cercanamente emparentados (Kelchner & Wendel, 1996; Kelchner & Clark,
1997; Mes et al., 2000; Kim & Lee, 2005; Swangpol et al., 2007). La tnica SI con una
distribucion filogenética y con un nivel de recurrencia similar fue documentada por
Bain & Jansen (2006) en la regién intergénica entre los genes psbA y trnH. Sin
embargo estos autores analizaron la inversion comparando pares de especies y no
mediante optimizacién sobre un arbol.

La SI analizada en esta tesis pudo ser reconocida a lo largo de otros linajes de
angiospermas debido al alto nivel de conservacién que presentd la estructura de tallo-
lazo, un hecho inesperado dada la condicién de ADN no codificante que presenta esta

regiéon. Graham & Olmstead (2000) observaron una situacién similar en una SI
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encontrada en linajes basales de angiospermas y sugirieron que tal nivel de
conservacion estaria asociada con el rol que tendria esta estructura en la estabilizacion
de los transcriptos correspondientes. Es asi que la recurrencia de las SIs puede ser
explicada tan s6lo como un producto secundario de la funcion de la estructura de lazo y

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

3.4.1. Estabilidad de la estructura de tallo-lazo y los eventos de inversion

El presente estudio sugiere que la ocurrencia de las SI en el intergen psbC-trnS
estd correlacionada con una mayor estabilidad de la estructura de tallo-lazo. Este
resultado esta de acuerdo con el andlisis efectuado por Kelchner & Wendel (1996) en
otra SI. Es asi que nuestro andlisis plantearia una extensién de los resultados obtenidos
por estos autores en dos direcciones. Primero, la observacién de patrones similares en
SIs presentes en diferentes regiones intergénicas sugiere que esta correlacién es comiin
a las SIs situadas a lo largo del genoma de cloroplasto. Segundo, el patrén
originalmente observado en la subFam Bambusoidea se documenta ahora a nivel global
dentro de angiospermas. El andlisis de SI situadas en otras regiones del cloroplasto con
un enfoque similar al utilizado aqui, ayudara a evaluar la generalidad de este patron.

Kelchner & Wendel (1996) sugirieron que la estabilidad del tallo-lazo
incrementaria la probabilidad de su formacién que, concomitantemente, produciria un
incremento en las frecuencias de las SI. Esta idea implicitamente considera que la
estructura de tallo-lazo esta involucrada en el proceso que finalmente conduce a la
inversion (llamada a partir de aqui hipdtesis de tallo-lazo). En aquel andlisis, las
diferencias en la estabilidad de la estructura de tallo-lazo entre taxones estaban causadas
por cambios en el largo del las RI. En contraste, en esta tesis no se obtuvieron
evidencias que sugirieran que el largo de las RI afecte la frecuencia de la inversién en la

region intergénica psbC-trnS.
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En el presente andlisis los cambios en la estabilidad de la estructura de tallo-lazo
estuvieron principalmente causados por mutaciones que produjeron apareamientos
imperfectos en los tallos (quasipalindromes). Bajo la hipétesis de tallo-lazo, ambas
observaciones pueden ser explicadas en un modo muy simple: las RI cortas y el
apareamiento imperfecto disminuyen las probabilidades de inversién al afectar la
estabilidad del tallo-lazo (Figura 18A).

Aun si la correlacion entre la estabilidad de la estructura de tallo-lazo y la
ocurrencia de SI puede ser perfectamente explicada en el contexto de la hipdtesis de
tallo-lazo, existen igualmente explicaciones alternativas. Para alguno de los métodos
propuestos para explicar la ocurrencia de SI (corrimiento de doble cadena, Leach in
Slupska et al., 2000; excision y re-unién de las secuencias del lazo, Kelchner & Wendel,
1996; recombinacidn intraestructura, Kim & Lee, 2005; invasion de hebra mediada por
ADN, Musumeci et al., 2000) la formacién de la estructura de tallo-lazo es un paso
crucial para el proceso. Sin embargo existen modelos alternativos (modelos no-tallo-
lazo) en los cuales no se requiere la estructura tallo-lazo como intermediario para la
ocurrencia de inversiones (reparacion de una ruptura doble en los palindromes, Slupska
et al., 2000; recombinacion intramolecular en ADN de doble cadena Musumeci et al.,
2000, recombinacién intermolecular, Graham & Olmstead, 2000)

En todas los mecanismos propuestos para la ocurrencia de inversiones que no
implican la intervencién del tallo-lazo siempre se haya involucrada la accién del
proceso de recombinacion ya sea intra o intermolecular. Existe claras evidencias de que
habria una fuerte correlacion entre la frecuencia de recombinacién y el largo y similitud
de las secuencias intervinientes (Rubnitz & Subramani, 1984; Shen & Huang, 1986;

Bazemore et al., 1997; Sagi et al., 2006; Barnes & McCulloch, 2007).
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A-. Hipdtesis de tallo y lazo

Apareamiento 1 i
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‘ Hipotesis de no tallo-lazo

: . —
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Figura 18. Interpretacion de la evidencia sobre evolucion de SI bajo dos hipétesis
propuestas para la ocurrencia de inversiones. Arriba: bajo la hipétesis de tallo-lazo
la estabilidad de la estructura afectarfa directamente la ocurrencia de inversiones. El
nivel de apareamiento y el largo del tallo afectarfan la ocurrencia de inversiones al
afectar la estabilidad de la estructura. Abajo: en la hipdtesis de No tallo-lazo el
apareamiento y largo de las repeticiones invertidas afectarian directamente la
ocurrencia de inversiones.

Consecuentemente, es posible que las RI y el apareamiento imperfecto afecte la
frecuencia de inversiones mediante la modificaciéon de la eficiencia del paso de la
recombinacion. Bajo esta explicacion alternativa, la correlacion entre la ocurrencia de
inversiones y la estabilidad del tallo-lazo puede ser explicada ya no como una relacion
causa-efecto (como es explicado por la hipdtesis del tallo-lazo), sino como una
consecuencia de que el largo de las RI y el apareamiento imperfecto también afectan la
estabilidad del tallo-lazo. (Figura 18B).

En resumen, en este estudio tesis encontramos evidencia que apoya un patrén de
correlacion entre la estabilidad de la estructura de tallo-lazo y la ocurrencia de una
pequefia inversion situada en la region intergénica psbC-trnS del genoma de
cloroplasto. Este resultado estd de acuerdo con la hipdtesis de Kelchner & Wendel
(1996) que indica que el tallo-lazo estaria involucrado en la formacién de las SI. Sin

embargo no puede descartarse una explicacién alternativa en donde la frecuencia de
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inversiones se viera afectada independientemente por el largo de las RI y el
apareamiento imperfecto. La formulacién de predicciones mds detalladas desde esos
modelos asi como el andlisis de nuevas SI contribuird a una mejor comprension de las

particularidades de estos eventos moleculares.

3.4.2. Asignaciones ancestrales y homologia

En el presente estudio se evaluaron diferentes métodos para asignar valores de
AG a los nodos internos. Cuando los valores fueron obtenidos por la optimizacion de los
valores de AG de los terminales, algunas de las reconstrucciones erroneamente
asignaron altos valores de AG a algunos nodos profundos (Figura 17). Esto ocurrié
porque los valores altos de AG en diferentes linajes fueron considerados como
derivados de un ancestro comun. Sin embargo, cuando las secuencias mismas fueron
optimizadas usando DO o IP, las secuencias ancestrales presentaron bajos valores de
AG para estos nodos, con altos valores de AG derivados independientemente en varios
linajes por diferentes sustituciones en las RI. La distincién de estados fenotipicos (los
valores de AG) que, aunque similares, no fueron derivados de un ancestro comun, fue
posible debido a que la relacion entre genotipo y fenotipo era muy simple en este caso:
una sustitucion en las RI que produce un cambio en el valor de AG correspondiente.
Esta situacion contrasta fuertemente con la mayoria de los caracteres morfolégicos
generalmente considerados en andlisis filogenéticos. Debido a la compleja red de
interacciones génicas que definen estos caracteres, la evaluacion de los cambios
hereditarios que los afectan es imposible en la mayoria de los casos, dejando a la
similitud como la evidencia mads creible de origen comtin.

Dada la naturaleza heuristica del método “Direct Optimization”, los mismos no
garantizan que las reconstrucciones sean globalmente Optimas. Ademds, dada la

implementacién actual en POY IV, sélo se puede obtener un grupo de asignaciones
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ancestrales Optimas. Esto podria poner en duda las asignaciones ancestrales de la
estructura de tallo-lazo y, concomitantemente, los resultados del método comparativo
filogenético. Sin embargo diferentes lineas de evidencia estarian en contra de esta
posibilidad. Primero, la alta conservacion encontrada en las RI reduce la posibilidad de
ambigiiedades en la reconstruccion ancestral de secuencias. Segundo, las estructuras
secundarias fueron las mismas en todos los andlisis independientemente de los
regimenes de costos o los algoritmos usados en la optimizacion. Tercero, aun cuando es
posible que haya asignaciones Sptimas alternativas, no implica directamente que haya
habido cambios en los valores de AG. Finalmente no hay razén para suponer que las

reconstrucciones evaluadas estuvieran sesgadas en favor de la hipétesis puesta a prueba.
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4.1. Introduccién
4.1.1. Tiempos de divergencia

La idea de estimar tiempos de divergencia a partir de datos moleculares surgié
hace mds de 50 afos (Zuckerkandl & Pauling, 1962), cuando se observo que las tasas de
sustitucién aminoacidicas se mantendrian mds o menos constantes a lo largo del tiempo.
A partir de ese momento han existido numerosos desarrollos metodoldgicos para el
estudio de la evolucién molecular en general (Jukes & Cantor, 1969; Kimura, 1980;
Felsenstein, 1981; Tavaré, 1986) y para estimacion de tiempos de divergencia en
particular (Felsenstein, 1988; Takezaki et al., 1995; Sanderson, 1997,2002). Los
estudios de reloj molecular estuvieron desde sus comienzos acompafiados de fuerte
controversia. Andlisis empiricos indicaron que la constancia de tasas no era una
condicién universal y comun a todas las secuencias. Un ejemplo que suele citarse sobre
esta controversia es la existencia de tasas diferentes en mamiferos: las tasas de
sustituciéon serfan mayores en roedores y menores en hominoides. (Kumar &
Subramanian, 2002). Con el objeto de evaluar estadisticamente la constancia o no de
tasas surgié una amplia gama de test entre los que se incluyen el test de tasas relativas
(Sarich & Wilson, 1973), el de razén de verosimilitudes (Felsenstein, 1988) y los tests
no-paramétricos de Gu & Li (1992) y Tajima (1993), Posteriormente, se comenzaron a
desarrollar métodos de estimacion de tiempos de divergencia para secuencias que no
cumplen el requisito de tasas constantes de evolucion. Los primeros intentos de evaluar
tiempos de divergencia sin constancia de tasas eran métodos bastante “groseros” en los
cuales se removian las ramas del drbol en las cuales se consideraba que la tasa habia
cambiado hasta que se tenfa un arbol en el cual las tasas eran constantes. Estos arboles
se denominaban 4rboles linealizados (Takezaki et al., 1995). Este método tenia

diferentes problemas pero el mas obvio es que podian quedar excluidas las especies de
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interés. Posteriormente, Sanderson (1997) publicé el primer método que permite
calcular tiempos de divergencia sin la necesidad de tener constancia en las tasas de
sustituciéon. El método se denominé NPRS (Non-Parametric Rate Smoothing). El
mismo se basaba en la idea de que aunque las tasas entre ramas posiblemente no se
mantengan constantes, si es posible que las tasas de ramas vecinas se parezcan mds
entre ellas que entre dos ramas cualesquiera. Asi el método buscaba minimizar por
cuadrados las diferencias de tasas entre ramas vecinas. La 16gica de este método parece
estar claramente justificada, ya que es esperable que las causas que definen las tasas de
sustitucion se puedan heredar a lo largo del tiempo. Como consecuencia se tendria que
las tasas estardn autocorrelacionadas entre ramas cercanas en el drbol. A pesar de lo
promisorio del método, simulaciones realizadas mostraron que el mismo penalizaba
poco los cambios entre ramas vecinas (Sanderson 2003). Con el objeto de resolver este
problema, Sanderson (2002) publicé otro método denominado Penalized Likelihood
(PL). La idea de este método es tomar un modelo con muchos pardmetros (una tasa por
rama) que estaria sobreparametrizado, y agregarle un término que penaliza cudn fuerte
serd la atenuacion de la tasa de rama a rama, es decir el cambio de tasas aceptado entre
ramas. El problema aqui es como definir cuanto se penaliza el cambio. Si la penalidad
es infinita, el resultante es un modelo de tasa constante a lo largo de todas las ramas
(reloj molecular) y si se le asigna una penalidad de cero se obtiene un modelo con tasas
diferentes para cada rama (sobreparametrizado). Una forma de decidir el valor de
atenuacién es mediante un método denominado Validacién Cruzada (Cross Validation,
CV). La validacién cruzada, es una préctica estadistica separa una muestra de datos en
subconjuntos de tal modo que el andlisis es inicialmente realizado en uno de ellos,
mientras los otros subconjuntos son retenidos para su uso posterior en la confirmacién y

validacion del andlisis inicial. En el caso particular de PL, se van removiendo ramas
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terminales de a una y se elije el valor de atenuacién que mejor permite predecir el
nimero de sustituciones en la rama cortada. El método de PL ha sido extensamente
utilizado en los ultimos afios para estudios de tiempos de divergencia (ej. Barker, 2004;

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

4.1.2. Diversificacién en zonas dridas

Los estudios de datacion molecular han aportado datos muy importantes a la
hora de determinar del posible efecto de cambios ambientales en la diversificacion de
los grupos estudiados (ej. Richardson et al., 2001; Klak et al., 2003). El primer dato
surge de correlacionar los tiempos de divergencia con el momento del aumento en la
superficie de dreas con determinadas caracteristicas ambientales. As{ si la divergencia
entre la mayoria de las especies del grupo G ocurrid el la época geoldgica E donde
evidencias geoldgicas muestran un amento en zonas aridas, entonces se concluye que tal
cambio ambiental habria permitido/beneficiado/conducido a la diversificacion de dicho
grupo. Esta evidencia dificilmente puede ser considerada como concluyente aunque si
permite al menos decir que la evidencia estd de acuerdo con las predicciones de la
hipétesis. Este tipo de evidencia se utilizd por ejemplo para apoyar proponer que el
desarrollo de ambientes dridos en Norteamérica habria propiciado la evolucién del
género Tiquilia (Moore & Jansen 2006). La evaluacion de tiempos de divergencia
permiten también refutar la hipdtesis de diversificacién asociada a cambios ambientales
siempre que la divergencia de todas las especies (o la mayor parte de ellas) ocurra antes
de la época E.

El estudio de los cambios en la tasa de diversificaciéon es otra fuente de
evidencia para evaluar la hipdtesis de cambios ambientales afectando la diversificacion
de grupos. Dada esta hipdtesis es esperable un aumento en la tasa de diversificacion en

los momentos posteriores al cambio ambiental. En este caso varios patrones podrian
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refutar tal hipdtesis: tasa constante, aumento de la tasa antes del cambio ambiental, tasa
decreciente. So6lo se sostiene la hipdtesis si ocurre un aumento en la tasa de
diversificaciéon y ademds esto ocurre en momentos posteriores al cambio ambiental.
Aun si la hipotesis haya salido indemne a los esfuerzos de refutarla, es necesario
ademds descartar hipotesis alternativas que permitan explicar el patrén observado.
Supongamos que en la época E ademds de haber un aumento en las zonas aridas
también existi6 una disminucién en los predadores potenciales debido a una extincién
masiva. De ser asi existen dos posibles hipdtesis y si ambas resiste los ensayos de
refutarlas entonces serd necesario seguir buscando fuentes de evidencias. Otra cuestion
a indicar es que cuando una hipdtesis se rechaza no implica que la misma sea de hecho
falsa sino que también lo puede ser cualquiera de los supuestos auxiliares que se dieron
como aceptados para poder hacer el andlisis correspondiente (Chalmers, 1984, p. 83).

Para nuestro andlisis la cantidad de supuestos auxiliares son muchos pero para tener una

idea de los mds importantes podriamos sefialar: Tiempos de divergencia: (i) la edad de
los fosiles utilizados para la calibracion es certera (ii) las sustituciones en el ADN de la
region evaluada proceden de manera tal que pueden ser bien descriptas mediante un
modelo probabilistico de transiciones entre estados (iii) las tasas de sustitucién son
constantes en todas las ramas del arbol, o en su defecto, es posible establecer el modo

en que cambian tales tasas de sustitucion de una rama a la otra. Cambios ambientales:

(i) el registro geoldgico es lo suficientemente completo como para poder inferir las
condiciones ambientales pasadas (ii) La datacién realizada para los cambios en las
condiciones ambientales es certera. Este conjunto de hipdtesis auxiliares es tan s6lo una

muestra de los supuestos implicitos en los andlisis indicados.

106



4-. TIEMPOS DE DIVERGENCIA Y DIVERSIFICACION

4.2. Materiales y Métodos
4.2.1. Célculos de tiempos de divergencia en Prosopis

Con el objeto de estimar los tiempos de divergencia, se concatenaron las
secuencias de las regiones gendmicas g3pdh y de trnS-psbC. El andlisis simultdneo de
estos dos loci se realiz6 debido a que el método de Penalizad Likelihood utilizado para
estimar los tiempos de divergencia estd sujeto a errores cuando se tratan ramas de largo
cero (Sanderson, 2003). La congruencia entre ambas regiones gendmicas con respecto
al largo de ramas se evalud con el test de cocientes de verosimilitud (likelihood ratio
test) descrito por Lewis (1998) y Xiang et al. (2005). El estadistico de este test es:

2[InL-(InL;+InLy)]

donde L; es la verosimilitud obtenida a partir del primer gen, L, es la verosimilitud
obtenida a partir del segundo gen, y L es la verosimilitud obtenida a partir del anélisis
de ambos genes. El valor de este estadistico se compard con una distribucién )(2 con una
cantidad de grados de libertad que es igual la suma de:

2n+3-P

Donde n es el nimero de taxones del arbol y P es el nimero de pardmetros libres
usados en el cdlculo de la verosimilitud.

La regién gendémica NIA no fue incluida en la estimacién de largos de ramas
debido a que no fue posible amplificar tal regién para Prosopidastrum angusticarpum
uno de los taxones que definen el tnico nodo fijo en el paso de la calibraciéon. Ademas,
Xerocladia viridinamis no fue incluida en este andlisis debido a que en ella sélo se pudo
secuenciar una parte del gen g3pdh. El largo de ramas fue estimado por méaxima
verosimilitud utilizando el programa Paup* (Swofford, 2002). El modelo evolutivo fue
elegido utilizando el test de razones de verosimilitudes jerdrquico implementado en

Model Test 3.06 (Posada & Crandall, 1998). Para la estimacion de los tiempos de

107



4-. TIEMPOS DE DIVERGENCIA Y DIVERSIFICACION

divergencia se utilizé el método Penalized Likelihood implementando en el programa
r8S (Sanderson, 2003). El algoritmo utilizado para la estimacién fue el de Powell y el
valor de atenuacion de tasas entre ramas vecinas se eligié mediante un procedimiento
de validacién cruzada (Sanderson, 2002).

Para derivar los tiempos absolutos de divergencia se utilizaron dos puntos de
calibracion combinados. El tiempo obtenido en Lavin et al. (2005) para la divergencia
entre una de las especies de la seccion Algarobia (Prosopis pallida) y una especie del
genero Prosopidastrum (Prosopidastrum mexicanum) se usé para fijar la edad del nodo
que sostenia a Prosopidastrum y a las especies americanas de Prosopis (EAP). Con el
objeto de tener en cuenta el error asociado a la estimacién efectuada por Lavin (2005),
el andlisis se repitié considerando la media +/- un desvio estdndar. Un segundo punto de
calibracién fue usado para asignar una edad minima al clado de las EAP. En este caso el
f6sil correspondid a granos de polen obtenidos de sedimentos del Oligoceno Temprano
de la regién del la Columbia Britdnica en Canadd (Piel, 1971). Como esta época se
extiende de los 28.4 a los 33.7 millones de afios (MA) nosotros utilizamos la edad
menor como edad minima. Como el grupo hermano del clado EAP + Xerocladia no
queddé claramente definido en el estudio filogenético realizado, se evaluaron dos
diferentes topologias, una de ellas correspondiente a los resultados del andlisis de tres
marcadores y el otro correspondiente al andlisis de dos marcadores. El error en la
estimacién de tiempos fue evaluado mediante la técnica de bootstrapping siguiendo a
Sanderson (2002).

4.2.2. Andlisis de diversificacién

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

largo de la historia del género se realiz6 un andlisis de linajes a través del tiempo (c v,

Nee et al., 1995). Este método se basa en graficar el logaritmo del niimero de linajes en
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funcién del tiempo. Dada una constancia de tasas a lo largo del tiempo se espera una
relacion lineal entre estas dos variables. En cambio, la curva seria convexa si las tasas
hubieran disminuido a lo largo del tiempo y cdncava en caso contrario. También es
posible determinar cambios de tasas en momentos puntuales de la historia si la
pendiente de la curva cambia pronunciadamente. El andlisis de LTT se realizé
repetidamente con los valores extremos obtenidos en el andlisis de tiempos de
divergencia. La falta de resolucién en el clado de los Algarrobos fue considerada de dos
maneras en el andlisis de diversificacién
(1) Como una politomia dura con todos los linajes divergiendo simultdneamente.
(2) Como si la diversificacion de los mismos hubiera ocurrido a tasa constante. Para
Esto se recurrié al programa PHYLOGEN version 1.1 (Rambaut, 2002) que simula
arboles dado un modelo de diversificacion tipo Yule (1924). Se simulé un arbol con un
numero de especies finales igual al nimero de especies presentes en el grupo de los
algarrobos (Ver Capitulo 2). Luego este subarbol fue injertado en el arbol original
reemplazando la politomia del clado de los Algarrobos. Esto se repitié para 100
subdrboles simulados. Como el patrén general obtenido fue el mismo, se muestra sélo
el LLT para una un arbol con una de las simulaciones para el clado de los Algarrobos.
El andlisis de LTT fue hecho en una primera instancia con aquellas especies
incluidas en el andlisis de tiempos de divergencia. Para examinar el efecto que pudieran
tener andlisis de L'TT las especies no incluidas en el andlisis de datacién, se realizé un
andlisis en el cual se incluyeron estas especies en la posicion filogenética mas probable
dado el conocimiento taxonémico de las mismas (Burkart, 1976). Esta estrategia fue la
seguida en Barraclough & Vogler (2002) en su trabajo sobre escarabajos. Con el objeto
de comparar las tasas de divergencia en Prosopis con aquéllas estimadas para otros

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

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

Donde N es el nimero de especies actuales del clado y T es el tiempo estimado
para el ancestro comiin mas reciente del clado. Como en el caso del andlisis de LTT, las
especies faltantes se colocaron en los sitios mas probables del arbol dada la informacion

taxonomica.

4.3. Resultados
4.3.1. Datacién Molecular

El modelo Optimo elegido mediante el Test Jerdrquico de razones de
verosimilitud (LRT) fue el Hasegawa-Kishino-Yano plus Gamma (HKY+G). El mismo
test rechaz6 la constancia de tasas para las regiones gendmicas analizadas (Valor de
verosimilitud asumiendo reloj - InL = 4394.64; no asumiendo reloj -InL = 4363.50; df =
39; p < 0.05). Asi los tiempos de divergencia fueron calculados utilizando el método de
Penalized Likelihood que no asume constancia de tasas. Como la existencia de ramas
cortas puede afectar el resultado obtenido para todas las ramas del arbol (Sanderson,
2002) se repitié el andlisis dejando solamente uno de los terminales del grupo de los
algarrobos. Los resultados variaron muy poco. El andlisis de bootstrapping para las
edades calculadas se muestra en la Figura 19.

El patrén maés relevante (Figura. 20; Tabla 18) encontrado en todos los andlisis
realizados fue: (1) Una divergencia antigua entre los dos principales linajes de las EAP
para el Oligoceno; (2) Una divergencia més reciente, ubicada en el Mioceno tardio para
el grupo-corona (Crown Group) de Strombocarpa y Algarobia s.I. (3) Un comienzo en

la divergencia de las especies de algarrobos para el Plioceno.
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Figura 19. Analisis de bootstrapping de las edades estimadas para
algunos nodos relevantes de la Figura 20

Prosopidastrum

P, chilensis 1
P, campestris 1
P, chilensis 2
P, affinis
P alba
P, alpataco
P ruscifolia
P, caldenia 2
P nigra 2
P, campestris 2
P, vinalillo 2
P, tamaulipana
P, glandulosa
P, juliflora 2
P, juliflora 1
P, caldenia 1
P, arficulata
P, flexuosa 1
P, flexuosa 2
P, argenti
P, seri h
P, humilis

1 P, kuntzei 1
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! i P, reptans
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33.7 28.4
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Figura 20. Cronograma resultante del andlisis de Penalizad Likelihood. La topologia
corresponde a uno de los arboles mas parsimoniosos obtenidos en el andlisis de tres
marcadores. El tiempo aproximado de ampliacién de la distribucién de zonas dridas
en América se muestra sobre la escala de tiempo indicando con colores oscuros el
momento de su mdxima extension. Ple: Pleistoceno
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4.3.2. Andlisis de diversificacion

El analisis filogenético presentado en el capitulo anterior indic6 que las especies
de Prosopis del Viejo Mundo no estian estrechamente emparentadas con las del Nuevo
Mundo. Esto fue asi para todos los andlisis en el caso de P. africana y para P. cineraria
en dos de los tres andlisis. Tomando esto en cuenta, el estudio de diversificacién y
evolucién de la afinidad climdtica se restringi6 al clado de las EAP + Xerocladia.

Tabla 18- Tiempos de divergencia (MA) obtenidos en el analisis de Penalized

Likelihood. Las edades fueron obtenidas fijando el nodo por debajo del clado ASP + Xerocladia y
Prosopidastrum en 33.2 MA siguiendo el valor medio obtenido por Lavin et al (2005). Las edades
obtenidas considerando +/- una DE se dan entre paréntesis. En todos los andlisis la edad del grupo corona
de ASP + Xerocladia crown fue constreflido a una edad minima de 28.4 MA siguiendo la evidencia fésil.
ACMR: Ancestro Comtin Mds Reciente.

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

Analisis de tres marcadores | Analisis de dos marcadores
EAP + Xerocladia 28.96 (26.25-31.68) 29.37 (27.39 - 33.05)
Algarobia s.l. 7.89 (7.15-8.62) 7.96 (7.58-9.14)
Algarrobos 3.65 (3.31-3.99) 3.69 (3.38-4.08)
Strombocarpa 9.21 (8.35-10.07) 9.31 (9.18-11.07)

El andlisis de linajes a través del tiempo (LTT) mostré6 claramente un
incremento en la tasa de diversificacion en este grupo desde el Mioceno Tardio hasta el
presente (Figura 21). Dentro de este periodo un examen mds detallado sugiere dos
momentos diferentes de aceleracion de la diversificacién. Uno de ellos en el Mioceno
Tardio y el otro en el Plioceno. Este patréon general no se vio afectado ni por la
inclusién de especies que no formaban parte del estudio de tiempos de divergencia
(Figura 21B) ni por las diferentes topologias utilizadas para derivar los cronogramas
(Datos no mostrados). La tasa neta de diversificacion estimada para diferentes clados
dentro de Prosopis en comparacion con la calculada para otros taxones se indica en la

Tabla 19.
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Figura 21. Andlisis de linajes a través del tiempo (LTT). A-. Incluyendo especies
ausentes. B-. Andlisis con las especies incluidas en el andlisis de tres marcadores. Las
lineas punteadas representan el andlisis de LTT cuando la politomia en el clado de los
Algarrobos es considerada una politomia dura. Flechas verdes indican el comienzo de
la diversificacion dentro de Algarobia y Strombocarpa. Flechas rojas indican el
comienzo de la diversificacién dentro en algarrobos. E= Temprano, L= tarde, M=
Medio. PLIOC= Plioceno; PLE= Pleistoceno
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Tabla 19. Comparacién de las tasas netas de diversificacion (NDR) estimadas dentro de

NDR Forma de vida
Prosopis
Clado Algarrobos 0.58-0.72* | Arboles®
Clado P. kuntzei-P argentina | 0.16-0.21" | Arboles y arbustos
Clado Strombocarpa 0.27-0.37" | Arboles y arbustos
Clado EAP + Xerocladia 0.12-0.14" | Arboles y arbustos
Otros Taxa
Inga' 0.50 Arboles
Lupinus” 1.92-3.84 | Hierbas postradas 6 arbusto
Ruschioideae’ 0.77-1.75 | Plantas tipo piedra y arbustos
Clarkia, sect. Peripetasma4 0.62 Hierbas
Gentianella® 1.7-3.2 Hierbas y pequefos arbustos
Valeriana® 0.8-1.3 Hierbas
Yucca’ 0.21-0.27 | Plantas suculentas en roseta y arboreas
Ehrharta® 0.12-0.57 | Hierbas
Gaertnera’ 0.71-0.83 | Arbustos y pequefios drboles
Hawaiian silverwoods'’ 0.55 Lianas y arbustos hasta Arboles
Agave’ 0.51 Plantas suculentas en roseta y arboreas

Prosopis comparada con las obtenidas para otros grupos de plantas

 Rango de valores estimados de tasas derivados de las diferentes estrategias de calibracién. °
95 % de las especies son drboles o presentan formas arbéreas. ' (Richardson et al., 2001) ;
(Hughes & Eastwood, 2006); * (Klak et al., 2003); * (Hey, 1992); > (Von Hagen & Kadereit,
2001); ® (Bell & Donoghue, 2005)); 7 (Good-Avila et al., 2006); * (Verboom et al., 2003); °
(Malcomber, 2002); '° (Baldwin & Sanderson, 1998).
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El presente capitulo tiene como objetivo inferir el ambiente en el cual habrian
vivido los ancestros de Prosopis. En particular se busc6 analizar la relacién histérica de
este género con los ambientes aridos. En la primera parte del capitulo se incluye una
evaluacién critica de los métodos propuestos hasta el momento para inferir las
condiciones ambientales ancestrales de un cierto grupo de especies a partir de la
optimizacién sobre su filogenia de caracteres que describan el ambiente.
Posteriormente, y tomando en cuenta las cuestiones discutidas en la primera parte del
capitulo, se realizé la estimacién condiciones ambientales ancestrales dentro de género

Prosopis.

5.1. Optimizaciéon de condiciones ambientales: analisis critico de la teoria
subyacente a dichos estudios
5.1.1. Introduccién

En los dltimos afios ha habido un creciente interés en inferir las condiciones
ambientales en las cuales habrian vivido los ancestros de especies actuales (Graham et
al., 2004; Hardy, 2006; Hardy & Linder, 2005; Hoffmann, 2005; Linder et al., 2006;
Stephens & Wiens, 2003; Yesson & Culham, 2006a,b). Los estudios que analizan
variables climéticas han sido bautizados “Modelaje Filocliméatico” (Yesson & Culham,
2006a). Estos estudios parten de un “modelo climdtico” para especies actuales en el
cual se definen los rangos de diferentes variables en los cuales habitan las especies
estudiadas. Posteriormente estos valores son optimizados sobre la filogenia del grupo y
se establecen las condiciones en las cuales habrian vivido los ancestros hipotéticos. En
los ultimos afios diferentes estudios han evaluado ciertos puntos metodoldgicos sobre la
reconstruccion de caracteres ecoldogicos (Hardy & Linder, 2005; Hardy, 2006), sin
embargo en ningln caso se ha evaluado la l6gica subyacente a tales estudios ¢ Es posible

obtener informaciéon de las condiciones ambientales en que vivian los ancestros del
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grupo de estudio a partir de la optimizacién de los caracteres ambientales? ;Cudles son

los supuestos que subyacen a estos estudios?

5.1.2. Caracteres ecoldgicos, nicho y herencia

Los estudios de estimacién de estados para los nodos internos de una filogenia
estan totalmente basados en la nocién de que los caracteres analizados pueden ser
transmitidos, al menos parcialmente, entre ancestros y descendientes, es decir los
caracteres son heredables. Sin este supuesto, no habria base tedrica para realizar dichos
andlisis. La evaluacién sobre la factibilidad o no de estimar los valores ancestrales de
caracteres ecoldgicos deber incluir necesariamente la evaluacidon de los factores que
determinan la heredabilidad de estos caracteres.

Dentro de los estudios a nivel macroevolutivos, la terminologia asociada a la
nocién de heredabilidad es bastante deficiente. Los problemas surgen, al menos en
parte, al querer realizar una analogia entre genética de poblaciones y macroevolucion.
En el marco de genética de poblaciones un caricter se considera heredable si presenta
las siguientes condiciones:

1-. El mismo puede ser transmitido de generacién en generacion (esta genéticamente
definido)
2-. Si presenta variacion genética en dicho carécter.

Concomitantemente un caricter pude no presentar heredabilidad si: a-. el
cardcter no esta genéticamente definido b-. el carécter esta genéticamente definido pero
no presenta variacion. Dado esto, la heredabilidad de un caricter en genética de
poblaciones no es la propiedad del mismo en ser transmitido de generacién en
generaciéon sino la capacidad que tiene de poder cambiar (evolucionar) de una
generacién a la otra. Esta nocién de genética de poblaciones ha sido utilizada en

diferentes estudios macroevolutivos y puede ser de utilidad al intentar estudiar posibles
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procesos de seleccidn a nivel de especies (Jablonski, 1987; Savolainen et al., 2002). Sin
embargo, en estudios de optimizacion de caracteres lo que nosotros debemos analizar es
solamente la primera de las condiciones indicadas: si dicho caridcter puede ser
transmitido de ancestros a descendientes. Asi, a lo largo del trabajo se considerara esta
definicién restringida de heredabilidad.

Otra cuestion asociada al término heredabilidad reside en la definicion utilizada
en estudios macroevolutivos: “offspring resembling (significantly) their parents” es
decir “descendencia que se parece significativamente a sus padres” haciendo
nuevamente una analogia con genética de poblaciones (Jablonski, 1987; Savolainen et
al., 2002). Esta definicién confunde causas con consecuencias. El proceso es la herencia
del caricter (su transmisién), mientras que la similitud es la resultante de tal proceso.
En el momento de evaluar si un caricter es heredable, es posible hacerlo mediante el
estudio de la similitud entre padres e hijos, pero heredabilidad no es similitud. Aquello
que define que un cardcter sea heredable no es la similitud sino la transmisién de
informacion entre padres e hijos; un legado que produce similitud. Especies hermanas
pueden parecerse en determinadas caracteristicas, por otras causas que no impliquen
herencia. Esta distincién adquiere mucha relevancia al estudiar caracteres ecoldgicos,
donde la similitud no s6lo surge de la herencia sino también de la interaccién entre la
especie y su ambiente.

La discusiéon previamente planteada sobre la definicién de heredabilidad tuvo
como fin buscar una definicién que simplifique la presentaciéon de los problemas
asociados a la optimizacidén de caracteres ambientales. Las conclusiones de este capitulo
no cambiarian al considerar una definicion alternativa de heredabilidad, s6lo harfan mas

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

En la mayoria de los trabajos previos los caracteres considerados para describir
el ambiente (temperatura, humedad, tipo de suelo, etc.) eran denominados caracteres
“ecoldgicos” con el objeto de diferenciarlos de los caracteres utilizados generalmente en
estudios filogenéticos (morfologicos o moleculares). Estas caracteristicas del ambiente
en el que habitan las especies definirian el nicho de las mismas, siendo la estimacién de
valores ancestrales para estos caracteres la estimacién del nicho ancestral. Desde el
trabajo seminal de Hutchinson (1957), la definicion de nicho y la teoria subyacente han
estado en continua revisién y modificacién. En algunos casos la diferencia en las
definiciones han estado relacionadas con la preponderancia que cada autor le a dado a
diferentes facetas de tal teorfa, siendo posible que diferentes definiciones puedan se
utiles en diferentes contextos. En nuestro caso necesitamos una definicién que nos
permita comprender si es posible establecer conclusiones sobre las condiciones
ambientales de los ancestros a partir de los caracteres de las especies actuales.
Considero que la mejor definicidn para lograr este objetivo es la propuesta por Jackson
& Overpeck (2000) con las modificaciones hechas por Vazquez (2005). Desde este

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

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

lograria sobrevivir, existan o no tales condiciones en un momento histérico dado.
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Nicho Realizado (Ng)
Nicho Fundamental (N)

Condiciones
Ambientales
Realizadas (Cag)
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=
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Nicho Potencial (Np)

Variable 1

Figura 22. Componentes del Nicho segtin Jackson & Overpeck (2000) con
las modificaciones hechas por Vazquez (2005).

3-. Nicho Potencial (Np): surge de la interseccion de los dos primeros. Es la pocién de
las CAg en las cuales la especie puede potencialmente sobrevivir.

4-. Nicho Realizado (Ng): son aquellas condiciones ocupadas realmente por la especie
en un momento dado, siendo un subconjunto del Np. La diferencia entre el Np y el Ny se
debe entonces a la contingencia historica que hace que la especie no este presente en
todos aquellos sitios que podria ocupar.

La diferencia entre las visiones de Vazquez (2005) y de Jackson & Overpeck
(2000) proviene de que el primero incluye a las interacciones biolgicas como parte que
delimita el Nr y no el Ng. La utilizacién de esta definicién permite considerar que el Ng
se mantendra constante si la especie no cambia su composicion genética.

Durante esta exposicién supondremos que el Nr es heredado perfectamente. Esto
no se debe a que considere que siempre sea asi sino porque intentaré discutir aqui

aquellos problemas asociados a optimizar caracteres ambientales. La optimizacién del
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Nr puede tener los mismos problemas que la optimizacién de cualquier caricter
morfolégico con lo cual los problemas se sumarian.

La heredabilidad del Ny implica que los componentes del mismo sean
heredables. Para simplificar la exposicién del problema, primero supondré que el Ny es
igual al Np es decir la especie esta presente en todo el rango de condiciones ambientales
presentes en un momento dado en las cuales dicha especie puede sobrevivir. Dada esa
condicién el Ng surge de la interseccion entre el Ng y las CAg. Siguiendo la definicion
adoptada, el N estd determinado completamente por las caracteristicas bioldgicas
propias de la especie, y consecuentemente podra ser perfectamente heredado siempre y
cuando el acervo genético de la especie sea heredado (recordar que consideramos esto
como supuesto). Si las caracteristicas bioldgicas de la especie fueran las tnicas que
determinaran el Ni de la especie, seria factible estimar directamente el Ng ancestral a
partir del Ny actual. Sin embargo el Nr esta también determinado por las CAg y tales
variables (e.g. rango de O,, humedad, etc.) son por definicidn externas a las especies y
consecuentemente imposible de ser heredadas por las mismas. La idea de que el N es
heredable supondria que las especies tuvieran un mecanismo para transmitir las
condiciones ambientales per se, algo que para la extensisima mayoria de los casos es
imposible. Asi, estrictamente hablando, en Nr no puede ser heredado.

Que el Ngr no pueda ser heredado no implica que las especies cercanamente
emparentadas no puedan parecerse unas a otras con respecto al ambiente en que habitan.
De hecho son innumerables los ejemplos de especies cercanas ocupando ambientes muy
similares. Sin embargo esta similitud no es debida a que el Ng sea heredable ya que las
especies pueden solo heredar el N y no el Ng. Como fue anteriormente indicado

similitud y herencia no son lo mismo.
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Ademads de heredar el Np, la otra cuestion necesaria para que dos especies
hermanas sean similares en su Ny es que las CAg no cambien al menos en el limite
definido por la interseccién con el Ng. Si un cambio en la CAg modifica la interseccién

entre CAr y Np, ambas especies podran tener el mismo Ngr pero diferente al de su

ancestro (Figura 23).

Especie 1 Especie 2

CAR

Variable 2
Variable 2

N R :

»

123,456 — 123 456  Varable1

Estado
ancestral

Variable 2

Cambio en las Condiciones Ambientales
realizadas (CAg)

Estado
estimado

12 3 4 56 Variable1

Figura 23. El estado ancestral estimado puede estar totalmente errado si
cambian las condiciones ambientales. Esto se da aun cuando, como es el caso
del ejemplo, el N haya sido totalmente heredado.

Este punto puede ilustrarse con un ejemplo real. Dentro de género Rattus existen
una serie de especies que hoy en dia se hallan en ambientes antropizados: edificios,
ciudades, casas y terrenos cultivados (Figura 24). Si nosotros intentdsemos estimar el
ambiente ancestral a partir de la optimizacidén de un caricter que defina el ambiente en
que viven encontrariamos que la asignacion al nodo ancestral (datado en
aproximadamente 2 MA, (Verneau et al., 1998) incluiria ambientes antropizados. Sin

embargo el conocimiento sobre la historia de la humanidad indica claramente que el
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hombre comenzé a generar tales ambientes mucho mas tarde, siendo imposible que tal
ancestro hubiera ocupado ambientes antrépicos. El marco de la Teoria de Nicho nos
permite reconocer cual fue la falla en nuestra evaluacién: todas las especies de este
grupo habria heredado la capacidad de ocupar estos ambientes de su ancestro (es decir
la capacidad ya formaba parte de su Ng). Sin embargo el origen de los ambientes
antrépicos fue mucho posterior, haciendo que el Ng haya cambiado en paralelo en todas
estas especies. La optimizacién inicial entonces sélo indicé que el Ng habia sido
heredado del ancestro comiin més reciente (ACMR) y nada mds. Sin otra evidencia (las

CAr ancestrales), s6lo esto puede ser inferido.

Presencia en Zonas

S_muelleri

R fuscipes
| [ B_bengalensis

_|:|— B savilei
B indica

R_norvergicus
. & .

I_I_I_- R argentiventer

—— R lasea

L 1 R tiomanicus
I_: R sikkimensis

R_flavipectus
R_rattus

R_tanezumi

Figura 24. Ejemplo real indicando el error al estimar las condiciones ambientales
ancestrales mediante la optimizacidn de condiciones ambientales de los terminales.
Si en este caso se optimiza el cardcter “presencia en zonas antropizadas”, se infiere
que el ancestro de las especies del genero Rattus habria vivido en zonas antropizadas,
condiciones que claramente no existian hace 2 millones de afios.

5.1.4. Cuando el Nicho Realizado es diferente al Nicho Potencial
En la seccidén anterior se indicé un supuesto no explicitado en estudios empiricos

previamente publicados sobre optimizacién de este tipo de caracteres: para estimar
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estados ancestrales de caracteres ambientales las CAgr no deben cambiar (en el limite del
Np) o su cambio debe ser conocido. Para llegar a esta conclusiéon hicimos una
simplificacion: Np=Ngr. Como se indic6 previamente, la diferencia entre Np y Ny estaria
dada, segin Vazquez (2005), por contingencia histdrica: extinciones locales y/o
dispersion limitada determinarian que las especies no estén en todo su Np (Es
importante recordar que dada la definicién utilizada la interaccion con otros organismos
definirian el Ng y no el Ng). Esta diferencia que puede existir entre el Ng y el Np es un
problema adicional a la hora de determinar el Ny ancestral. De hecho, este problema
puede producir una estimaciéon completamente errénea de las condiciones ancestrales si

el ancestro ocupaba una porcion diferente del Np que sus descendientes (Figura 25).

Estado
ancestral

Figura 25. El estado ancestral estimado puede estar totalmente errado si
la porcién del nicho potencial ocupada es diferente (debido a falta de
dispersién o extinciones locales) entre el presente y el momento en que
existi6 el MRCA.
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Las causas de las diferencias entre el Np y el Nr pueden ser muchas: extincién
local; falta de dispersion; especies recién formadas. Cuanto menor sea la dispersion,
mayor la tasa de extincién local y menor el tiempo desde la formacion de las especies es

de esperar que el Ny sea mas diferente que el Np,

5.1.5. Variables: mas y mas problemas en la estimacion del nicho ancestral

Hasta aqui hemos supuesto que el nicho en todos sus componentes esta formado
por un grupo de variables independientes, en el cual si tomamos por ejemplo los valores
del nicho para dos variables, el nicho final seria un rectdngulo que queda definido por
los limites de ambas variables. Sin embargo, como otros autores han indicado (Jackson
& Overpeck, 2000; Ackery, 2003) muchas veces el Nk no tendrd esta forma. Una de las
causas de tal fendmeno se debe a que es posible que para un momento y lugar dado no
estén presentes todas las combinaciones de valores para las variables ambientales
analizadas. Por ejemplo, la temperatura media anual puede variar entre 10 y 20°C y la
precipitacion entre 100 y 200 mm. Sin embargo es posible que no existan regiones con
100 mm y 17° C. Esto tiene como consecuencia que si modelamos a la distribucion de
las especies a lo largo de diferentes variables como rectingulos, no podremos definir el
ambiente (entendiendo ambiente como combinacién de los valores de las diferentes
condiciones ambientales).

Una cuestion asociada a la previamente indicada estd relacionada ya no con la
ausencia de determinadas combinaciones de valores para las variables ambientales sino
con la forma en la que las especies perciben tales variables. Uno de estos casos ocurre
cuando la especie presenta mucha tolerancia a cambios en una de las variables o
directamente no se ve afectada de manera alguna por la misma. En el ejemplo de la
Figura 26 las tres especies se originaron y diversificaron en un ambiente con terreno

arenoso y con valores de precipitacion de entre 300 a 350 mm. Sin embargo su Ng
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también incluye condiciones arcillosas, es decir estd biolégicamente preparada para
vivir con suelos arcillosos. Estas especies no ocupan tal ambiente solo porque la
precipitacion del lugar no se lo permite. Ahora supongamos que existe un cambio en la
precipitaciones de manera tal que haya una nueva combinacién de CAgr (Tiempo 1,

Figura 26).

TIEMPO 0

. - Suelo | Temp.
ARC- 300-
ARE 350
. ARC- 250-
ARE 500

Arcillos
350 400

TIEMPO 1 EE
ARC- |300-
ARE 350
Car ARC- 100-
ARE 400

4

1
. 300-350
Areno Arcillos Arcilloso

150 250 300

300-350
Arcilloso

Figura 26. Las condiciones ancestrales estimadas pueden estar erradas si se
optimizan variables que no afectan la supervivencia de los organismos analizados.
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Dado nuestro supuesto que el Nr es perfectamente heredado, estas especies
tienen 2 posibles caminos: (i) se extinguen (ii) migran “siguiendo” el ambiente, en este
caso en particular siguiendo los valores de precipitacion, ya que el tipo de suelo les es
indiferente. En el caso que sobrevivan, estas especies seguirdn ocupando un ambiente
con precipitaciones entre 300 y 350 mm, pero ahora ocupando un terreno arcilloso. Si
quisiésemos establecer las condiciones del ancestro de estas especies a partir de la
distribucion del tiempo 1, la determinacion del estado ancestral seria la correcta para la

precipitacion pero incorrecta para el tipo de suelo.

5.1.6. Problemas en los Test propuestos para evaluar la heredabilidad de nicho

La idea que el Nr debe ser heredable para poder establecer conclusiones a partir
de los valores ancestrales inferidos no es una idea original de este trabajo. De hecho,
diferentes trabajos han intentado evaluar tal hipétesis auxiliar antes de optimizar este
tipo de caracteres (Yesson & Culham, 2006a,b). Sin embargo a diferencia del presente
analisis, estos estudios empiricos evaluaron esta hipdtesis mediante una aproximacion
probabilistica (Yesson & Culham, 2006a,b) utilizando el indice de QVI (Ackerly &
Donoghue, 1998) un indice que evalia el nivel de convergencia de un caricter dado una
determinada optimizacidn. Segin estos autores si el QVI es significativamente menor
que el esperado por azar entonces los resultados de la optimizacién serian validos. El
problema principal de esta aproximacidon es que puede dar resultados altamente
significativos aun cuando el estado de muchos de sus nodos o inclusive todos ellos
fueran diferentes a los que realmente presentaron los ancestros. La causa de esto ya fue
explicada en el apartado 5.1.3. y ejemplificado en la Figura 24. Si se calcula la
significacion de QVI para el ejemplo del la Figura 24, la probabilidad que el nivel de
QVI observado (0.308) sea menor que el esperado por azar es de 0.0017 (Ver Anexo II).

Es decir el test de QVI indicaria que no existe evidencia para desconfiar de la
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optimizacién. Sin embargo, como ya dijimos, la mayoria de los nodos de esa filogenia
tienen asignaciones que son incorrectas. Este resultado no es debido al indice utilizado.
Cualquier indice que intente analizar de esta manera la heredabilidad del Ny caerd en el
mismo problema. Una pregunta légica que surge entonces es porqué el valor del test da
significativo. La respuesta es que dicho test da significativo porque el Np si ha sido
heredado. Cémo las CAgr para todas las especies actuales son las mismas y
considerando que el Ng puede ser similar al Np de cada especie entonces si el Ng se
hereda el test da un resultado significativo.

Otro problema asociado al uso de test como el QVI para evaluar la validez de las
optimizaciones es que se refieren a patrones observados a lo largo de todo el drbol. Aun
si dieran altamente significativos y no existieran los problemas indicados en el parrafo
anterior, no podriamos saber a ciencia cierta si para un nodo de interés, la asignacién es

la correcta o no.

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

Las criticas hechas a la metodologia utilizada para la estimacién de condiciones
ambientales ancestrales son un punto de partida necesario para la incorporaciéon de
correcciones y/o mejoras a tales estudios. Una de las principales cuestiones a tener en
cuenta es la necesidad de contar con informacion sobre las CAg para el marco temporal
en que se busca estimar el Nr de los ancestros hipotéticos. Es asi que se requiere del
conocimiento del tiempo en el cual habrian divergido las especies estudiadas asi como
también de las CAgr en este periodo. La fuente de evidencia del primer punto podria ser
dado por datos paleontolégicos sobre el grupo o por datacion molecular, mientras que el
segundo de los puntos debe ser definido a partir de datos paleoclimaticos y paleo-

ecoldgicos. Cuanto mds sustancial sea la evidencia que apoya las reconstrucciones
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paleoclimdticas y mayor también la precisién en el marco temporal de diversificacion,
mayor seré la verosimilitud de las reconstrucciones de N ancestrales.

Otra cuestién importante a considerar es si en las especies estudiadas el Ny
puede ser considerado como similar al Np (Inciso 5.1.4.). Asf si las especies tiene alta
tasa de dispersion, baja tasa de extincion local (por ejemplo debido a grandes tamafios
poblacionales) y son especies que se han formado hace ya largo tiempo, es posible Ng y
Np sean similares y las estimaciones de condiciones ambientales ancestrales presenten
mayor verosimilitud.

En dltimo término se requiere de tener informacidn sobre la posible interaccidén
entre las variables ambientales asi como también de su interaccidén con las especies
analizadas. Como fue indicado en el apartado 4.1.5. sélo tiene sentido optimizar
variables que se considera que realmente afectan de algiin modo la supervivencia de las
especies estudiadas.

5.1.8. Consideraciones Finales

Este capitulo no intenta ser una proclama en contra de la optimizacién de
caracteres ambientales, ni tampoco pretende indicar que la mayoria de los resultados
que se obtienen mediante esta metodologia son incorrectos. La motivaciéon de este
trabajo ha sido poner en relieve algunos puntos que considero no han sido discutidos de
manera profunda en la bibliografia y deberian ser tenidos en cuenta a la hora de evaluar
condiciones ambientales de ancestros dada una filogenia. Si los problemas planteados
en este trabajo afectan a la mayoria de los estudios o0 no es una cuestion sin respuesta
clara. Uno de los puntos que pude ser considerado en contra de las criticas planteadas en
este trabajo es que mucho trabajos empiricos (Peterson et al., 1999; Prinzing et al.,
2001; Webb et al., 2002) mostrarian que el existiria una clara conservacion del nicho.

Sin embargo muchos de ellos se basaron en test estadisticos como los indicados
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previamente, y que como fue dicho los mismos no evaldan la conservacién del Ng.
Inclusive uno de los trabajos mds citados sobre conservaciéon de nicho evaluando
especies hermanas (Peterson et al., 1999) concluye que el mismo patrén se podria haber
obtenido si las dos especies hubieran cambiado en paralelo sus nichos. Resultaria
entonces mds til la evaluacién de cada problema en particular, teniendo en cuenta la

biologia e historia del grupo y no mediante de Test “magico-estadisticos”.

5.2. Analisis de condiciones ambientales ancestrales en Prosopis

5.2.1 Introduccion

Uno de los objetivos de la presente tesis es la evaluacion del marco ambiental en
el cual se habria desarrollado la diversificacion del género. Para ello hemos establecido
primero las relaciones historicas entre las especies (Capitulo 2) y luego hemos visto que
el marco temporal de su diversificacién coincide con el desarrollo de ambientes aridos
en América (Capitulo 4). Ademds también hemos visto que existia un aumento en la
tasa de diversificacion en momentos de mayor extension de ambientes aridos en
Sudamérica (Capitulo 4). Podriamos decir que nuestros datos sugieren una relacién
entre la evolucion de Prosopis y los ambientes aridos. Con el objeto complementar
estos andlisis realizamos un estudio de optimizacion de condiciones ambientales sobre
la filogenia de Prosopis buscando evaluar si los ancestros de Prosopis ya habitaban
condiciones dridas o si las especies de este género solo colonizaron tales ambientes
posteriormente.

Para estudiar la relacién histérica entre Prosopis con ambientes aridos es
necesario elegir la/las variables que sean las mejores descriptoras de este ambiente,
teniendo en cuenta ademds que cumpla con las consideraciones tedricas remarcadas en
la primera parte de este capitulo. Entre las posibles variables a considerar para analizar

nuestra problemadtica (asociaciéon histérica de Prosopis con ambientes &aridos) se
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encuentran la precipitacion y la evapo-transpiracion. La correlacion entre los valores de
estas variables con ambientes dridos es en lineas generales proporcional en el caso de la
evapo-transpiracion e inversamente proporcional en el caso de la precipitacion. Sin
embargo cada una de las variables por separado no permiten determinar de manera
correcta si un ambiente es arido o no. Asi, es posible encontrar ambientes aridos con
valores mds altos de precipitaciéon que en ambientes semidridos si el nivel de evapo-
transpiracion también es alto. Es entonces la evaluaciéon conjunta de los valores de estas
variables los que permiten una mejor caracterizacion del ambiente. Una variable mas
adecuada para considerar tal aspecto del ambiente es el indice de humedad (IH). Dicho
indice se define como la razén entre la precipitacion y la evapo-transpiracién potencial.
(UNEP, 1992). Esta serd la variable que consideraremos en el presente andlisis.

Otra cuestidn a evaluar en estudios de optimizacion de caracteres ambientales es
la codificacion de los caracteres. Existen una gama de modos de codificar tales
variables: codificacién binaria, continua, de polimorfismos, etc. (Hardy & Linder,
2005). Una de estas formas de codificar los caracteres es la denominada Min-Max
(Graham et al., 2004) en la cual los valores maximos y minimos son optimizados
independientemente y recién a posteriori se define el intervalo de valores para los nodos
ancestrales. Esta codificacion es particularmente adecuada para aquellos casos en que,
como el nuestro, la tolerancia a altos valores de IH puede estar desacoplada de la
tolerancia a valores altos de IH. Es asi que a lo largo de este trabajo utilizamos tal
codificacion.

Con el objeto de estudiar la relacién histérica de Prosopis con ambientes dridos,
se calcularon los valores maximos y minimos de IH (Tabla 20) para la distribucién
natural de cada una de las especies de Prosopis incluidas en la filogenia presentada en

la Figura 8 del Capitulo 2. La distribucién de cada especie fue definida a partir de la
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bibliografia (Ross, 1975; Burkart, 1976; Rzedowski, 1988; Roig, 1993) y de
especimenes de herbario (CTES, LIL, SI, BAFC). Los datos climiticos para la
distribucion de cada una de las especies estudiadas fueron obtenidas de la base de datos
de clima mundial de la FAO usando el programa New LocClim (FAO, 2005). Las
regiones fueron clasificadas en funcién de los valores de IH siguiendo a UNEP (1992).
0.05< Hiperarido; 0.05-0.20 Arido; 0.20-0.50 Semidrido; 0.50-0.65 Seco-subhimedo; >
0.65 Himedo.

Tabla 20. Valor Mdximo y Minimo para el indice de humedad para las especies
incluidas en el andlisis de optimizacion de variables ambientales.

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 mdximos y minimos de aridez fueron optimizados como caracteres
continuos siguiendo la implementaciéon en TNT (Goloboff et al., 2003) del algoritmo
Wagner (Farris, 1970). Con el objeto de evaluar de que manera la incertidumbre en el
estado de la raiz afectaba los resultados, todos los andlisis se repitieron considerando
dos valores extremos de IH: himedo e hiper-drido. Ademas, con el objeto de evaluar si
incertidumbre en las relaciones dentro del clado de los algarrobos afectaba los
resultados, el andlisis se repitié6 considerando 10.000 resoluciones diferentes de este
clado. Este estudio se realiz6 mediante scripts de TNT incluidos en el Apéndice 11

A la hora de evaluar las asignaciones a cada nodo obtenidas mediante la
optimizacién se siguio la siguiente convencion (Figura 27):

Asociacion estricta con un ambiente arido: Todo el rango de valores de TH
estd en ambientes semidridos, dridos o hiper-dridos. Es decir el valor de la variable IH
minimo (IH Min) y el valor de la variable IH maximo (IH Max) tienen valores menores
al limite entre las clases subhimedo y semidrido.

Asociacion no-estricta con un ambiente arido: Parte del rango de valores de
IH esta en ambiente semiaridos-dridos o hiper-aridos. Es decir el valor de la variable IH
minimo es menor que el valor limite entre las clases subhiimedo y semidrido mientras
que el valor de IH médximo es mayor que tal limite.

Asociacion no-estricta con un ambiente arido: Todo el rango de valores de
IH esta en ambiente subhiimedos o himedos. Es decir el valor de la variable IH
minimo y el valor de la variable IH maximo tienen valores mayores al limite entre las

clases subhimedo y semidrido.
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Figura 27. Convencidn utilizada en esta tesis para denominar la asociacion de las
especies al tipo de ambiente (Ver texto).

5.2.2. Resultados

Los resultados de la optimizacién de los valores de las variables IH Min y IH
Max sobre la filogenia de Prosopis se resumen en la Figura 28. Con el objeto de
facilitar la presentacion de los resultados en la misma s6lo se muestran los valores
obtenidos para algunos nodos relevantes. La presencia de mas de un valor de cada
variable se debe a dos factores: (a) mas de un estado Optimo para una topologia
determinada (b) diferentes valores obtenidos en las diferentes resoluciones de la
politomia presente en el clado de los Algarrobos. A pesar de esta ambigiiedad, fue
posible extraer conclusiones validas de este estudio.

La optimizacién de los valores del indice de humedad indicé que el rango de
condiciones para el ancestro comin mas reciente (ACMR) del clado formado por las
especies americanas de Prosopis mas X. viridiramis incluyé valores representativos de
ambientes dridos (Figura 28a). Al considerar el estado de la raiz como hiper-drido, la

asignacién al nodo indicado previamente implicé una asociacién estricta con ambientes
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dridos en todas las reconstrucciones mds parsimoniosas. Cuando el estado asignado a la
raiz fue hdimedo, tal asociacién estricta s6lo se obtuvo en algunas de las
reconstrucciones, mientras que en el resto de las reconstrucciones la asociacién con
ambientes dridos fue no estricta. Para el caso del clado Strombocarpa, las asignaciones
obtenidas fueron muy similares independientemente del estado considerado para la raiz:
una asociacion estricta del nodo ancestral con condiciones dridas. La tnica diferencia
fue que al considerar al estado ancestral como hiper-drido, este estado también fue
incluido entre los 6ptimos del nodo ACMR de Strombocarpa. El mismo resultado se
obtuvo para el ACMR de X. viridiramis + clado Strombocarpa. Tanto para el ACMR
de Algarobia s.l., como para el de P. kuntzei - P. argentina y el del clado de los
algarrobos, algunas de las reconstrucciones Optimas indicaron una asociacion estricta
con ambientes dridos, mientras que en otros casos las reconstrucciones indicaron una
asociacién no estricta con ambientes aridos. En ninguno de los casos se obtuvieron

reconstrucciones con una asociacion estricta a ambientes humedos.
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Figura 28. Reconstruccién de estados ancestrales de nodos relevantes para el valor mdximo y minimo del Indice de Aridéz. (MalH y MilH
respectivamente). En vez de los valores de IH, se muestran las clases que representan cada valor. A-. Estado de la raiz como hiperérido. B-.
Estado de la raiz himedo. La presencia de ambigiiedades en la optimizacién y/o las diferentes posibles resoluciones dentro del clado de
mesquites produjo que en algunos nodos se obtengan méas de un valor éptimo para el MilH y MalH. Las cruces sobre el simbolo de ambiente
hiperarido indican que tales condiciones no formaban parte de las CAg para ese momento histérico con lo cual no podrian haber formado parte
del Nr (Ver inciso 5.2.3.2.) . Mesquites: grupo de los algarrobos.
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5.2.3. Evaluacién de los resultados en funcién de las criticas hechas en el Inciso 5.1

En la primera parte de este capitulo se ha evaluado el marco tedrico en el cual
deberia circunscribirse un anélisis de optimizacion de condiciones ambientales. A partir
de ese desarrollo se derivaron algunas consideraciones metodoldgicas que deberian ser
atendidas a la hora de realizar dichos andlisis. Una de estas consideraciones estuvo
relacionada con la eleccion de las variables. Una conclusion general del estudio fue que
carecia de sentido una evaluacion de un gran nimero de variables ambientales siendo
preferible centrarse en algunas pocas variables que sean las mejores descriptoras de las
caracteristicas del ambiente que se quiera analizar. Esto permite hacer un estudio
mucho més profundo sobre cada variable y considerar cuestiones tales como la
respuesta de las especies a cada variable ambiental analizada, posibles interacciones
entre variables, cambios a lo largo del tiempo en los valores y distribuciones
geograficas de las variables ambientales, etc. A continuacion se discuten estas

cuestiones para el andlisis realizado:

5.2.3.1. Variable analizada e interaccion con otras variables.

Como fue previamente indicado, la variable considerada (inidice de humedad)
permite una muy buena caracterizacion del ambiente en funcién de la disponibilidad de
agua para estas plantas, aun cuando existen otros factores microambientales que afectan
la disponibilidad de agua (profundidad de la capa fredtica, pendiente, tipo de suelo,
etc.). La necesaria influencia de la disponibilidad de agua en la supervivencia de
cualquier vegetal permite cumplir con uno de los requisitos necesarios para optimizar
una variable ambiental (ver inciso 5.1.5.). Con respecto a la interaccion de las variables
analizadas, hemos considerado directamente una variable que es la combinacién de la
precipitacion y la evapotranspiracion. Esto permite que se pueda caracterizar

directamente el ambiente sin necesidad de evaluar si todas las combinaciones de
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precipitacion y evapotranspiracion se encuentran en las condiciones ambinetales
realizadas (CAg) o el nicho realizado (NR) (ver inciso 5.1.5.).
5.2.3.2. Condiciones Ambientales Ancestrales.

Una de las conclusiones principales de la primera parte del capitulo fue que la
optimizacién de los valores de variables ambientales donde viven las especies actuales
(optimizacion del Ni) debe ser considerada tan s6lo una etapa en la evaluacién de las
condiciones del habitat ancestral y que de no cumplirse algunas hipdtesis auxiliares,
poco se puede decir de los resultados obtenidos.

Una cuestién importante es considerar si las condiciones ambientales realizadas
(CAR) del pasado serfan las mismas que en el presente (ver inciso 5.1.3.). De no ser asi
es posible que la inferencia del Ng hecha para cada nodo estuviera errada. La existencia
de ambientes himedos durante el cenozoico es indudable, siendo mas dificil de evaluar
en qué momento se habrian desarrollado ambientes con condiciones daridas. La
evidencia paleoambiental apoya sin embargo la existencia de este tipo de ambientes en
América desde hace al menos 28 MA. Aun cuando el desarrollo a gran escala de estos
ambientes habria comenzado en el Mioceno tardio, habria habido igualmente
condiciones aridas de manera local tanto en Norteamérica (Axelrod, 1979a) como en
Sudamérica. (Jordan et al., 2001; Volkheimer, 1971) durante la mayor parte del
Terciario. Es asi que las CAg en el marco temporal de la diversificacion de Prosopis
serian aproximadamente las mismas que las actuales, difiriendo s6lo en el grado de
distribucién relativa de cada una de ellas (con una clara tendencia al aumento de
regiones dridas). Un ambiente particular que se habria desarrollado mucho después en
América son los ambientes hiperdridos. Por ejemplo el desierto de Atacama habria
surgido recién en el Plioceno Tardio, es decir hace 3 MA. Algunas de las especies

actuales de Prosopis habitan tales ambientes (ej. P. tamarugo, P. strombulifera, P.
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argentina) y debido a esto algunas de las reconstrucciones indicaron que el Ny ancestral
incluirfa tales ambientes. Estos valores deben ser excluidos del Ngr ya que las CAg 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 el Ny difiere del Np, la estimacion de
condiciones ancestrales podria dar resultados erréneos. También se indicé que existirian
diferentes cuestiones asociadas al grupo de estudio que pueden producir una diferencia
significativa entre el Np y el Ng: alta extincidn local y falta de dispersion. Las especies
de Prosopis presentan en general distribuciones geograficas muy grandes, muchas
veces superando los miles de Km®. Esto sugiere que la dispersion en estas especies no
seria limitada. Por otra parte el comportamiento invasivo documentado en muchas de
las especies del género indicaria que estas especies con gran capacidad de dispersion
(Shiferaw et al. 2004). Tampoco es esperable que la extincién local sea muy comin
debido a los grandes tamafios poblacionales que presentan estas especies. Esta cuestion
podria ser un factor relevante para algunas especies tales como P. castellanosii cuya
distribucién si es mucho mas acotada y discontinua ya que esta asociada a la
distribucion de las condiciones edaficas propicias para su desarrollo (suelos arenosos).

Lo anteriormente indicado sugeriria que el Np y el Ngr en las especies de
Prosopis serian bastante similares. Una evidencia adicional proviene comparar la
distribucion de las especies de Prosopis con la distribucion de los ambientes. Una de las
primeras conclusiones que se pueden sacar es que los ambientes himedos ¢
subhimedos son contiguos a los ambientes semidridos en diferentes partes de la
distribucion de Prosopis. Ejemplos de esto puede verse en el Oeste de la region
chaquefia donde habitan muchas especies de Prosopis pero que se encuentran

totalmente ausentes en una regién mucho mas himeda como es la region de las Yungas.
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También pude servir como ejemplo la presencia de Prosopis en el Noreste Argentino
pero ausente en la selva Misionera. Parece ser entonces que la ausencia de especies de
Prosopis en ambientes himedos se deberia a que no son capaces de sobrevivir en ese
lugar y no porque tuvieran una imposibilidad de dispersarse a tales ambientes. Esto
indicaria que el Ngr y el Np podrian ser muy similares al menos para la variable
analizada.

La evaluacién hecha en este apartado (5.2.3.) sobre los posibles errores en los
valores obtenidos en el andlisis de optimizacién en Prosopis sugiere que los estados
estimados en la optimizacién podrian ser un buen reflejo de los estados que realmente
presentaban los ancestros. La Unica excepcion es la asignacion de ambientes hiperéridos

a los ACMR de los clados Strombocarpa, Strombocarpa + Xerocladia y de las EAP.
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6.1. Relaciones filogenéticas

Uno de los resultados mas relevantes del estudio de diversificacion en el género
Prosopis obtenidos en esta tesis fue la no-monofilia del grupo. El género no apareci6
formando un grupo natural en ninguno de los andlisis, y las bisquedas con
constreflimientos indicaron que los drboles mds cortos que presentaban a Prosopis como
monofilético tenfan entre 6 y 11 pasos mdas que los arboles Optimos, aportando una
ostensible evidencia en contra de esta hipdtesis. Las especies americanas del género
estarian mds relacionadas con la especie africana Xerocladia viridinamis, inica especie
de su género, que con los representantes de Prosopis del viejo mundo (P. cineraria'y P.
africana). Esta relacién entre X. viridinamis y especies de Prosopis ya habia sido
propuesta por Luckow et al. (2004) en base a secuencias de ADN de cloroplasto
(regiones trnL-trnF, trnK-matK y ndhF), pero dicho trabajo sélo incluia especies de la
seccion Algarobia (P. nigra, P. elata, P. rojasiana, P. pallida). Por este motivo, la
relacion de X. viridinamis con las especies americanas de Prosopis (EAP) es un
resultado novedoso. Atin si la posicion filogenética de X. viridiramis fuera incorrecta, la
monofilia del género Prosopis estuvo fuertemente contradicha por la posicién de P.
africana en todos los andlisis y por la posicion de P. cineraria en algunos de ellos. El
dnico caso en que P. cineraria aparece como grupo hermano de las EAP es en el
andlisis de dos marcadores pero con bajo soporte. La no-monofilia de Prosopis no habia
sido adecuadamente puesta a prueba en los trabajos previos. En el trabajo de Luckow et
al. (2004) el andlisis incluia un grupo importante de géneros afines a Prosopis pero
dentro de éste s6lo se incluyeron unas pocas especies todas pertenecientes a la seccion
Algarobia. Por su parte, en el trabajo de Bessega et al. (2006a) los grupos externos
estaban lejanamente emparentados con el género. Finalmente, el trabajo de Burghardt &

Espert (2007) incluye sélo las especies americanas y un unico grupo externo. En esta
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tesis el disefio aplicado permitié obtener fuerte evidencia para rechazar la hipdtesis de
monofilia de Prosopis.

Sin descartar la posibilidad de que nuestros resultados puedan ser incorrectos y
que nuevos estudios puedan apoyar la monofilia del género, la discrepancia entre
nuestros resultados filogenéticos y la delimitacion genérica de Burkart (1976) proviene
posiblemente de que la taxonomia realizada por este autor no fue confeccionada
siguiendo los principios de la sistematica filogenética. La delimitacidon de grupos en la
sistemdtica moderna esta basada en agrupamientos definidos por caracteres derivados
compartidos, es decir por sinapomorfias, en desmedro de aquellos caracteres que,
aunque compartidos, sean primitivos (simplesiomorfias). Los caracteres que segiin
Burkart (1976) definen al género son: flores actinomorfas, pentdmeras decandras de tipo
hermafrodita con anteras con extremo glandular, hojas parabipinnadas, y fruto de tipo
“lomento drupaceo”. Todos estos caracteres (con excepcion del tipo de fruto) segin
Burkart (1976) serian primitivos dentro de toda la subfamilia, es decir serian
simplesiomorfias para Prosopis y por lo tanto no serian validos para la definicion del
grupo. El caricter restante, tipo de fruto, podria ser considerado la tnica sinapomorfia
del género. Sin embargo, este rasgo aporta una evidencia morfolégica pobre en apoyo a
la monofilia de Prosopis puesto que no puede descartarse que el fruto de Xerocladia sea
un estado derivado dentro del género (una autapomorfia de X. viridinamis) 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 (Africa). Es un arbusto enano cuyos
tallos fotosintéticos presentan carenas y valéculas al igual que las especies del género
Prosopidastrum. El fruto de X. viridinamis es algo dnico dentro de las leguminosas:

estd formado por un Unico artejo chato, membranoso y alado (Lewis & Elias en Polhill
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& Raven, 1981). Palacios & Hoc (2005) en un trabajo sobre Prosopidastrum sefialan
una cuestion muy interesante sobre el fruto de Xerocladia. Estos autores indican que en
Spegazzini (1896) describe a Xerocladia pampeana, basindose en un ejemplar que
constaba de ramas con flores y frutos que tenian agallas y que eran monospermos. Este
ejemplar era muy similar a Prosopidastrum striata, excepto por el fruto monospermo
que seria la causa por la cual Spegazinni lo incluy6 en Xerocladia. Debido a las agallas
que presentaba, consideramos que es muy posible que el ejemplar descrito por
Spegazzini haya sido un ejemplar teratomorfo perteneciente a Prosopidastrum striata.
Este caso excepcional demostraria que cambios en la regulacién génica (similar a los
producidos durante la formacidén de las agallas) pueden modificar de manera muy
rdpida y rotunda la morfologia del fruto en mimosoideas, haciendo factible que un
cambio similar pudiera haber ocurrido en la historia del linaje que dio origen a
Xerocladia. Este caso podria también ser considerado como una evidencia en favor de
una relacioén cercana entre Prosopidastrum y Xerocladia. Nuestros datos no parecen
apoyar tal hipdtesis: en ningtn anélisis estos géneros formaron un grupo monofilético y
en los casos de los andlisis de 5 y de 3 marcadores, los datos contradicen fuertemente
este agrupamiento (Capitulo II, Tabla 10). Sin embargo, si se considera al grupo
formado por EAP + Prosopidastrum + Xerocladia el mismo es solo un paso mds largo
en los andlisis de 2 y 3 marcadores y 3 pasos en el caso de andlisis de 5 marcadores.
Estos resultados no descartan entonces una relacién cercana entre Xerocladia,
Prosopidastrum y las EAP.

Una relacion mdas préxima entre especies de las secciones americanas de
Prosopis (Strombocarpa, Algarobia y Monilicarpa) que con las secciones del viejo
mundo (Anonychium y Prosopis) estd de acuerdo con la subdivision del género

propuesta por Guinet & Bessedik (1984). La divisiéon subgenérica se basé
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principalmente en caracteres polinicos: el subgénero Neoprosopis incluye a todas las
especies americanas del género cuyos granos de polen se caracterizan por las siguientes
caracteristicas (Guinet & Bessedik 1984): ausencia de costae; endexina progresivamente
engrosada alrededor de los poros; exina lisa a escabrosa o rugosa a finamente rugosa;
tectum atravesado por muy numerosas perforaciones de diametro variable en general
repartidos regularmente dando a la superficie tectal una aspecto reticulado. Los otros
dos subgéneros coinciden con las dos secciones del viejo mundo: el Sub-Género
Anonychium coincide con la secciéon Anonichium Bentham y su polen se caracteriza por
caracteriza por: presencia de costae, exina lisa; tectum atravesado por raras
perforaciones repartidas irregularmente y de pequefio didmetro. El Subgénero Prosopis
coincide con la seccién Prosopis (Burkart 1976) y a nivel polinico se caracterizaria por:
ausencia de costae, endexina progresivamente engrosada alrededor de los poros; exina
areolada verrugosa; numerosas perforaciones tectales con un didmetro de entre 0.8 y 1.2
pum.

Esta relacion cercana entre las secciones americanas de Prosopis indicada por
Guinet & Bessedik (1984) contrasta con la idea de Burkart (1976) de que la seccion
Strombocarpa estaria cercanamente emparentada con la seccién Prosopis (ya que ambas
presentan legumbres comparativamente mas pequeiias que el resto de las especies del
género y comparten la capacidad de dispersarse por rizomas). En ninguno de nuestros
andlisis las especies de la seccion Strombocarpa aparecieron mds relacionadas con P.
cineraria que con el resto de las especies americanas. Ademads, las bisquedas realizadas
forzando la monofilia del grupo formado por P. cineraria més la seccién Strombocarpa
mostraron que los arboles eran hasta 63 pasos mas largos que los arboles Optimos
(Tabla 10, Capitulo 2), indicando que, al menos para el conjunto de datos analizado,

esta hipotesis esta fuertemente contradicha.
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La secciéon Strombocarpa fue monofilética en nuestro andlisis asi como en
Ramirez et al. (1999) y Burghardt & Espert (2007). En contraste, la monofilia de esta
seccion no fue corroborada en el trabajo de Bessega et al. (2006) en el cual las especies
de Strombocarpa (junto a P. cineraria) aparecieron formando un grado basal al resto de
las especies de Prosopis incluidas en dicho andlisis. Desde el punto de vista
morfolégico esta seccion presentaria dos sinapomorfias: presencia de una corola
gamopétala y presencia de espinas foliares (Burghardt & Espert, 2007). Las relaciones
entre especies dentro de la seccidén Strombocarpa no quedaron claramente establecidas
en nuestros andlisis. Burkart (1976) dividi6 la seccién en dos series: Cavenicarpae que
comprende a P. ferox y P. tamarugo y Strombocarpae que incluye a las 7 especies
restantes de la seccion. Este autor baso la separacion entre estas series en un sélo
cardcter morfoldgico: la posicion de los segmentos del endocarpo. En las especies de
Strombocarpae estos segmentos son longitudinales mientras que en las especies de
Cavenicarpae estdan en posicion transversal. Como estos dos estados son los unicos
encontradas en el género, es imposible que este caricter pueda simultineamente
delimitar como grupos monofiléticos a ambas series: si la posicion longitudinal es una
sinapomorfia de la serie Cavenicarpae, entonces la posicion transversal tiene que ser un
cardcter primitivo, y consecuentemente no pude delimitar grupo alguno. Contrariamente
si la posicidn transversal es una sinapomorfia de la serie Strombocarpae, entonces la
posicion longitudinal es un cardcter primitivo. Como consecuencia, no existe evidencia
morfoldgica para sustentar que ambas series sean monofiléticas. En nuestro estudio s6lo
dos grupos aparecieron fuertemente apoyados por la evidencia. Uno de ellos es el clado
formado por P. ferox y P. tamarugo, resultado congruentes con la evidencia
morfoldgica indicando que la seccion Cavenicarpae es monofilética y que el caricter

derivado en esta seccion es la posicion de trasversal.
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El otro clado dentro de la seccién Strombocarpae que fue recobrado en todos los
andlisis es el formado por P. palmeri y P. pubescens. Estas dos especies son
norteamericanas, la primera de ellas endémica de la regién de Baja California, México
mientras que P. pubescens esta presente en el sur de California, norte de Chihuahua y
suroeste de Texas. La posicion filogenética de P. palmeri, asociada al resto de las
especies de la seccion Strombocarpa, merece una consideracidon especial puesto que su
afiliacién taxondmica ha sido un problema desde su descripcién original a finales del
siglo XIX. Watson (1889) le dio el nombre que actualmente presenta y considerd que
perteneceria a la seccion Algarobia sensu De Candolle (Simpson et al., 1975). A finales
de la década del 20 del siglo pasado, Britton & Rose (1928) consideraron que esta
especie deberia ser incluida en un nuevo género monotipico (Soprosopis), basdndose en
la estructura del fruto. Mds tarde (Burkart, 1940), asigné provisionalmente esta especie
a la secciéon Anonychium, junto con P. africana. Un estudio méas detallado realizado por
Simpson et al. (1975) asignd esta especie a la seccion Strombocarpa. Estos tdltimos
autores consideran que, excepto por la falta de enrollamiento del fruto, la mayoria de los
caracteres morfoldgicos (florales, palinoldgicos, estipulares y flavonoides) indicarian
que esta especie perteneceria al género Prosopis y no a un género diferente. Por otra
parte, la presencia de estipulas pareadas indicarian que P. palmeri perteneceria a la
seccion Strombocarpa. En el trabajo de Bessega et al. (2006), esta especie aparece
dentro del grado basal formado por especies de la seccién Strombocarpa + P. cineraria.
En el trabajo de Burghardt & Espert (2007), P. palmeri aparece formando un grupo
monofilético con el resto de las especies de Strombocarpa en dos de las tres condiciones
analiticas consideradas. Parece que luego afios de incertidumbre sobre su posicion
taxondmica, la ubicacién de esta especie junto al resto de las especies de la seccion

Strombocarpa estarfa corroborada.
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Las especies de la seccién Algarobia junto con P. argentina formaron un clado
altamente apoyado (llamado aqui Algarobia s.l.). El mismo presenté6 dos grupos
principales también fuertemente apoyados por la evidencia; uno de ellos correspondi6 a
las especies de las series Pallidae, Chilenses y Ruscifoliae (nombrado en esta tesis
“grupo de los algarrobos”) mientras que el otro correspondio a las especies de las series
Sericanthae, Humiles y Denudantes mds P. argentina de la seccién Monilicarpa
(nombrado como grupo P. kuntzei — P. argentina). Esta separacién en dos grupos de la
seccion Algarobia fue uno de los resultados mds importantes de la tesis y coincide con
los resultados obtenido bajo una de las tres condiciones analiticas ensayadas por
Burghardt & Espert (2007). Mientras que el grupo de los algarrobos aparecié en todos
los andlisis del trabajo de Burghardt & Espert (2007), el grupo P. kuntzei - P. argentina
aparecio solamente en uno de ellos. El grupo de los algarrobos no fue monofilético en el
trabajo de Bessega et al. (2006) ya que en éste P. argentina aparece anidada dentro de
este grupo. Burghardt & Espert (2007) basdndose en sus resultados, propusieron
reconsiderar el estatus taxonémico del grupo de los Algarrobos y llevarlo al nivel de
seccion quizas con el nombre de Algarobia sensu stricto, una idea con la que nosotros
acordamos.

El clado P. kuntzei - P. argentina incluy6 varias especies (P. castellanosii, P.
humilis, P. denudans y P. ruizleali) que no habian sido estudiadas previamente a nivel
genético. Una caracteristica interesante de este clado es que aqui se encuentran todas las

especies afilas o subéfilas incluidas en este andlisis (Figura 29).
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Figura 29. Especies éfilas incluidas en el estudio. Todas ellas se encuentran en el
clado P. kuntzei - P. argentina.

Las especies de la serie Denundantes aparecieron formando un grupo
monofilético en nuestro estudio al igual que bajo algunas condiciones analiticas en
Burghardt & Espert (2007). Segtn estas autoras esta serie deberia ser considerada una
nueva seccion ya que presentaria diferencias con el resto de las especies de la seccién
Algarobia que justificarian este nuevo estatus taxondmico. Nuestros resultados son
compatibles con tal cambio taxondmico. Segin Burkart (1976) P. ruizleali y P.
denudans podrian ser una sola especie, correspondiéndoles un estatus de subespecie a
ambas debido a la existencia de una variacion morfoldgica casi continua entre las
mismas. Burghardt & Espert (2007) encontraron que estas dos especies formaron un

grupo monofilético apoyando una estrecha relacion filogenética. Sin embargo, en
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nuestro estudio P. ruizleali aparecié formando un grupo monofilético con P.
castellanosii, mientras que P. denudans aparecié como grupo hermano del anterior. Este
es uno de los pocos grupos en que el que nuestro andlisis difiere de un resultado que fue
apoyado por los trabajos de Burkart (1976) y Burghardt & Espert (2007). A pesar de
que son muchas las posibles causas de la discrepancia, una de las explicaciones posibles
es que haya existido un polimorfismo genético compartido entre las especies y que
debido a ello Ia filogenia de genes no refleje la relacion histdrica entre estos taxones
(Ver inciso 6.2.). Una explicacion similar podria esgrimirse para explicar por qué la
serie Sericanthae no fue monofilética. En este caso P. kuntzei aparecié formado un
clado con P. humilis de la serie Humiles, mientras que la otra especie de la serie
Sericanthae (P. sericantha) se ubicé como grupo hermano de estas dos especies.

La comparacién entre los resultados obtenidos en la presente tesis y los
obtenidos en estudios filogenéticos previos indica que nuestros resultados serian mas
coincidentes con la filogenia basada en caracteres morfologicos y bioquimicos de
Burghardt & Espert (2007) que con aquella basada en caracteres de secuencias (Bessega
et al., 2006). Consideramos que existen diferentes lineas de evidencia para suponer que
el andlisis presentado en esa tesis podria reflejar mds certeramente las relacione
histdricas entre especies del genero Prosopis que el trabajo de molecular de Bessega et
al. (2006). (1) El muestreo del grupo interno fue mayor y mds representativo de la
diversidad taxonémica del género (2) La filogenia obtenida se baso en el andlisis de
cinco regiones gendmicas diferentes mientras que en el trabajo de Bessega et al. (2006)
sOlo se utiliz6 solo ITS, una secuencia que ha sido ampliamente criticada para su uso
como marcador filogenético fidedigno (Alvarez & Wendel, 2003) (3) Los resultados
obtenidos en nuestro trabajo coinciden en mayor medida con la taxonomia tradicional

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

Como punto final a destacar sobre cuestiones filogenéticas en Prosopis
considero que la solucién de las cuestiones no irresueltas requerirdn de un enfoque que
abarque no sdlo caracteres moleculares sino también caracteres morfolégicos. Aunque
el trabajo de Burghardt & Espert (2007) ha hecho un avance considerable en el estudio
de morfologia en las especies Americanas Prosopis, es imprescindible no sélo su
extension a las especies de Prosopis del Viejo Mundo sino también a especies de
géneros afines. Estudios descriptivos morfoldgicos tales como los publicados sobre
anatomia foliar (Caccavari & Dome, 2000; Luckow, 2002; Flores-Cruz et al., 2004) o
palinologia (Cacaccavari & Dome, 2000) son una etapa necesaria para lograr este

objetivo.

6.2. Genes utilizados, ventajas y desventajas.

La mayoria de los estudios de filogenia moleculares en plantas han utilizado
marcadores de ADN de cloroplasto y/o secuencias de ITS. Las primeras han mostrado
ser muy ttiles en la resolucion de las relaciones filogenéticas supragenéricas pero en
general carecen de un nivel de variacion suficiente como para resolver las relaciones
entre especies cercanas. Por otra parte, las secuencias de ITS son altamente variables
pero presentan serias desventajas entre las que se encuentran la existencia de genes
pardlogos y la falta de una evoluciéon concertada completa. En los ultimos afios
comenzaron a publicarse filogenias moleculares en plantas basadas en datos de genes
nucleares (Small & Wendel, 2000; Tank & Sang, 2001; Simmons et al., 2001; Cronn et
al., 2002; Malcomber, 2002; Small et al., 2004), en particular regiones no codificantes
de los mismos, que suelen presentar niveles de variacion adecuados para la resolucion

de las relaciones filogenéticas a niveles infragenéricos. En el presente estudio
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utilizamos dos genes nucleares (nia y g3pdh) para resolver las relaciones filogenéticas
entre las especies de Prosopis. La concordancia general de nuestros resultados con la
mayoria de los estudios previos indicaria que los marcadores nucleares utilizados en
este analisis serian una fuente muy util para resolver las relaciones filogenéticas entre
especies cercanamente emparentadas. Sin embargo su uso también presentd algunas
desventajas. Una de las mismas fue la dificultad encontrada para amplificar estos genes
en algunas de las especies. Debido a la baja eficiencia de las reacciones de
amplificacién, fue necesario realizar multiples reacciones en paralelo para lograr la
cantidad de producto amplificado necesario para su posterior secuenciacion. Otra
desventaja propia de la utilizacion de los genes nucleares es la existencia de
polimorfismos compartidos entre especies. Es sabido que para poder inferir las
relaciones filogenéticas entre especies a partir de genes es necesario que dichos genes
tengan la misma historia que las especies que los portan (Nichols, 2001). Debido a que
estan presentes en doble copia y que se heredan por via materna y paterna, el tamafio
poblacional efectivo de los genes nucleares es 4 veces mayor que el de los genes de
cloroplasto. Esto hace que la probabilidad de presentar polimorfismos compartidos y/o
de sufrir “lineage sorting” sea mucho mayor, produciéndose consecuentemente un
desacople entre las relaciones establecidas a partir del andlisis de una regiéon gendémica
con las relaciones historicas entre las especies. Es esta una de las posibles causas por las
cuales no fue posible resolver las relaciones filogenéticas entre el grupo de especies de
los algarrobos y por la cual la serie Sericanthae no fue monofilética. La probada
existencia de polimorfismos isoenziméticos compartidos entre especies de la seccién
Algarobia (Saidman 1986; Bessega et al. 2000a,b; Ferreyra et al. 2007) es una
evidencia que sugiere que lo mismo podria estar ocurriendo para los genes

secuenciados.
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Small et al. (2004) han criticado la utilizacién de genes de un nimero bajo de
copias en estudios filogenéticos en plantas por la posible existencia de secuencias
pardlogas. Diferentes lineas de evidencias indicarian que no hemos tenido ese problema
en nuestro estudio. Por un lado, las relaciones del andlisis filogenético teniendo en
cuenta los genes nucleares estuvieron, en linea generales, de acuerdo tanto con la
taxonomia tradicional y con otros estudios previos. Por otra parte, cuando se clonaron
varias copias de estos genes para el mismo individuo, en ningtin caso obtuvimos mas de
2 variantes diferentes de cada individuo. Esto sugiere que estas dos variantes se
deberian a heterocigosis y no a paralogia.

La inclusién de genes de cloroplasto fue muy dtil, principalmente para los
andlisis de dos y de cinco marcadores aunque presentd también desventajas. Una de
ellas es que los mismos no presentaron variacidn entre especies cercanamente
emparentadas. Por ejemplo todas las especies del grupo de los algarrobos presentaban
secuencias idénticas para el gen psbC-trnS. Algo similar se encontrd para las regiones
trnK-matK y trnL-trnF. Al igual que estudios previos (ej. Kelcher, 2000; Graham et al.,
2000), en los genes de cloroplasto analizados encontramos una alta frecuencia de
rearreglos gendmicos en relacion con el numero de sustituciones nucleotidicas
observadas. En el caso de la region trnL-trnF se encontré una delecién de 300 pb. en P.
cineraria mientras que para la regién trnS-psbC encontramos una inversion de 10 pares
de bases en varias de las especies de este género (Capitulo 3). Una caracteristica comtin
a ambos rearreglos fue su ocurrencia independiente en diferentes linajes. La misma
delecién fue también observada en géneros de otras tribus de mimosoideas (ej.
Samanea). La inversion por su parte, como se indicd en el Capitulo 3 de esta tesis,
habria ocurrido al menos tres veces en la historia de Prosopis y 10 veces en

Angiospermas.
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Existen dos cuestiones importantes a ser consideradas a la hora de establecer
relaciones filogenéticas a partir de regiones que presentan rearreglos genémicos. La
primera es la necesidad de reconocer la ocurrencia de tales eventos. No reconocerlos
pude llevar a errores: si una inversion involucra 200 pares de bases y no es detectada,
puede ser considerada como 200 sustituciones que independientemente apoyan un
determinado agrupamiento cuando en realidad es un solo evento. Una segunda cuestion
estd relacionada la posibilidad de incluir la informacion filogenética de tales eventos en
los andlisis. Métodos como los propuestos en el Capitulo III para analizar inversiones
pueden perfectamente ser usados en la inferencia de filogenias. Varios autores han
indicado que las pequefias inversiones no serian ttiles para establecer relaciones
filogenéticas debido a que las mismas serian muy homoplésicas (Kelchner & Wendel,
1996; Kelchner, 2000). Esto contrastaria con lo que ocurre con inversiones que
involucran un ndmero mucho mayor de nucleétidos que aparecerian como
sinapomorfias de grupos superiores (Jansen & Palmer, 1987; Raubeson & Jansen,
1992). Consideramos que la exclusion de las pequefias inversiones de los anélisis
filogenéticos no tiene sustento alguno ya que la existencia de homoplasia en un caracter
no implica que el mismo carezca de informacion filogenética. De hecho en la inversion
estudiada, uno de los sentidos de la misma puede ser considerado una sinapomorfia de

la serie Denudantes (Figura 15, Capitulo 3)

6.3. Diversificacion, tiempos de divergencia y restos fosiles

Ciertas cuestiones sobre la estimacién de tiempos de divergencia a partir de datos
moleculares hacen que los tiempos estimados deban ser considerados con cierta cautela.
Entre estas se encuentran la incertidumbre del punto usado como calibracién, tanto con
respecto a la determinacidn taxondmica del mismo como también respecto a su edad.

Otro punto es el método de cédlculo propiamente dicho. Aunque el método de Penalizad
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likelihood no requiere de tasas constantes a lo largo del arbol, igualmente considera una
funcion para el cambio entre ramas de las tasas de sustitucién que bien puede no
ajustarse a los cambios que realimente ocurrieron en la historia del grupo. Un tercer
punto es que los tiempos se calculan teniendo en cuenta una pequefiisima fraccién de
todo el genoma siendo posible la existencia de errores de estimacion asociados a este
pequefio tamafio de muestreo.

A pesar de las limitaciones previamente indicadas realizamos este andlisis con el
objeto de aproximar un marco temporal para la divergencia del grupo ya que el tnico
dato publicado sobre este tema indicaba que Prosopis se habria originado hace 120
millones de afos (Ramirez et al., 1999), una edad que se contradice de manera total con
toda la evidencia existente sobre evolucion de la familia de las leguminosas, cuya edad
no seria mayor a los 60 MA (Lavin et al., 2005).

El analisis de datacion molecular sugirié que la divergencia entre los dos grupos
principales dentro del clado de las EAP + Xerocladia es notablemente antiguo (26.2 -
33 MA) en comparacién con el comienzo de la diversificacion de los miembros actuales
de toda la subfamilia Mimosoideae que, segin Lavin et al. (2005), habria ocurrido hace
40 MA. Sin embargo la mayor parte del proceso de diversificacién dentro de cada uno
de los principales clados de Prosopis habria ocurrido més recientemente, en el Mioceno
Tardio. Independientemente del marco temporal absoluto, este contraste entre una
divergencia temprana entre los principales linajes americanos y una divergencia mas
tardia dentro de cada uno de estos grupos ya habia sido postulada en base a evidencia
morfolégica (Burkart & Simpson, 1977; Pasiecznik et al., 2001).

El niimero de fésiles asignados al género es alto (Figura 30). Sin embargo
debido a que ninguno de ellos a sido incorporado a un andlisis filogenético, la

asignacién de los mismos al género y /o a sus subgrupos es tentativa.

162



6 — DISCUSION Y CONCLUSIONES
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Figura 30. Distribucién temporal (arriba) y espacial (abajo) de los fésiles asignados
a Prosopis. El drea rayada indica la distribucién natural actual del género

El f6sil mas antiguo que puede ser atribuido al grupo de las EAP y que fue
usado como uno de los puntos de calibracién en el andlisis de datacién molecular,
pertenece a granos de polen (P. guesneli) del Oligoceno temprano de la Columbia
Britanica, Canada (Piel, 1971). Una edad similar fue estimada para un 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 afinidad de este f6sil con los grupos actuales
dentro del género es incierta. Recientemente (Anzo6tegui & Herbst, 2004) describieron,
en base a restos foliares, una nueva especie de Prosopis, para el Mioceno Medio de
Argentina que estaria relacionado con miembros actuales de la seccion Strombocarpa.
La edad de este fésil es compatible con los tiempos estimados en esta tesis, ya que
ambos indicarian una divergencia entre los grupos principales dentro de Prosopis antes
del Mioceno Medio. Una comparacion mds detallada de los tiempos de divergencia con
los tiempos derivados de los restos fosiles requiere de especies actuales y fosiles en un

mismo andlisis filogenético.

6.4. Diversificacion del grupo de los algarrobos

Los resultados obtenidos en este estudio apoyan fuertemente la monofilia del
clado formado por especies de las series Chilenses, Pallidae y Ruscifoliae (grupo de los
algarrobos). Es interesante considerar que muchas de estas especies fueron en un
momento consideradas parte de un Singameon (Palacios & Bravo, 1981) debido a su
capacidad de hibridar naturalmente, su alta similitud morfolégica y las distribuciones
geograficas parcialmente solapadas. Sin embargo en las ultimas dos décadas, los
estudios moleculares realizados en este grupo han indicado que a pesar de la alta
similitud genética, las poblaciones se agrupaban coincidentemente con su especie
(Palacios & Bravo, 1981; Saidman & Vilardi, 1987; Burghardt, 1995; Bessega et al.,
2000a,b) aun en el caso de poblaciones de diferentes especies que habitaban en
simpatria. Ademdas (Bessega et al., 2000a) mostré que las especies simpatricas no son
genéticamente mas similares entre si que con respecto a especies alopatricas. Un dato
adicional estd dado por el andlisis de hibridos: el unico trabajo publicado hasta el
momento sobre viabilidad de hibridos (Naranjo et al. 1984) sugiere que al menos para

algunas combinaciones de especies, los hibridos formados serian parcialmente o
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totalmente estériles. Toda esta evidencia apoya la idea de que la formacién de hibridos
no producirfia (0o al menos no ha producido hasta el momento) un flujo génico
significativo entre estas especies. Los tiempos derivados de dataciones moleculares
sugieren que la alta similitud genética entre especies puede ser explicada por su origen
reciente (< 3.5 MA) sin necesidad de tener que invocar la existencia de introgresion
entre ellos.

La tasa de diversificacion estimada para el grupo de los algarrobos es
comparable a los valores mds altos obtenidos para radiaciones en plantas. Sélo el clado
Andino del género Lupinus (Hughes & Eastwood, 2006) y la subfamilia Ruschoidea
(Klak et al., 2003) tienen una tasa mayor a aquélla calculada para los algarrobos.

En el presente estudio no fue posible establecer las relaciones filogenéticas
dentro del grupo de los algarrobos debido a que los individuos de la misma especie no
formaban un grupo monofilético y ademads el consenso estuvo altamente politomizado.
Esta dificultad de establecer las relaciones entre especies de algarrobos ya habia sido
observado en el trabajo de Burghardt & Espert (2007), excepto para el clado formado
por las especies P. alba, P. nigra, P. ruscifolia, P. hasleri que fue monofilético en todos
los andlisis presentados en ese trabajo. Una posible explicacion a este resultado esta
asociada a la rdpida y reciente radiacion de los algarrobos indicada por los anélisis
realizados en la presente tesis. Cuando los intervalos entre eventos de especiacion son
cortos, existe una mayor probabilidad que los polimorfismos ancestrales sean retenidos
por los diferentes linajes divergentes (Pamilo & Nei, 1988). La presencia de este
polimorfismo ancestral compartido ademds de la existencia posterior de “sorting” afecta
derivacién de relaciones filogenéticas entre especies a partir de los drboles de genes

(Nichols, 2001). Una explicacion similar ha sido invocada para la falta de resolucion en
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diversos géneros de plantas (Hodges & Arnold, 1995; Baldwin & Sanderson, 1998;

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

6.5. Hibridacion y Evolucion de mecanismos de aislamiento en Algarobia

Los resultados obtenidos en el anélisis filogenético asi como en la datacién
molecular nos dan una oportunidad de comprender el modo en que han evolucionado
los mecanismos de aislamiento reproductivo en Prosopis. Una de las cuestiones mas
interesantes a analizar esta relacionada con el origen de los mecanismos de aislamiento
en la seccion Algarobia. A partir de la filogenia obtenida es posible inferir que la
capacidad para hibridar no seria una caracteristica extendida a lo largo de todo el grupo
Algarobia s.l. De hecho los dos grupos principales en los cuales se divide este clado,
presentan un comportamiento claramente diferenciado (Figura 30). Mientras que en el
clado de los Algarrobos hay documentadas al menos 11 combinaciones hibridas
(Palacios & Bravo, 1981; Naranjo et al., 1984; Hunziker et al., 1986), no hay cita
alguna para la formacién de hibridos entre especies del clado P. kunztei — P. argentina.
Aun cuando las especies de este tltimo clado pueden haber desarrollado mecanismos de
aislamiento que evitan la formacion de hibridos, es posible que el reducido nivel de
simpatria entre la mayoria de estas especies sea una explicacion suficiente para la falta
de hibridos entre las mismas. Por ejemplo P. kuntzei esta presente en el Chaco, P.
humilis en la regién central del pais, P. denudans en Patagonia y P. castellanosii
restringido al norte de Neuquén y sur de Mendoza, haciéndose de hecho imposible la
formacién de hibridos. Una de las excepciones serian las especies P. kuntzei y P.

sericantha que si aparecen en simpatria.
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Tampoco existen evidencias documentadas de la existencia de hibridos entre
alguna especie del grupo de los Algarrobos con las del clado P. kuntzei - P. argentina
aun cuando especies de ambos grupos si aparecen comtinmente en simpatria. Esto
sugiere que otra barrera, intrinseca o extrinseca podria estar actuando previniendo la
formacion de hibridos. Independientemente de cual podria ser tal mecanismo el mismo
deberia haberse desarrollado, teniendo en cuenta los datos aportados por la datacion
molecular, en menos de 8 millones de afios (MA) que seria el momento en que estos
dos clados habrian divergido.

Como ya fue previamente indicado, en el clado de los Algarrobos el flujo génico
efectivo entre las especies habria estado restringido aun cuando en algunos casos las
especies son simpdtricas en alto grado. Esto sugiere la existencia de algin(os)
mecanismo(s) de aislamiento que evitaria(n) la introgresion entre especies que hibridan.
Palacios & Bravo (1981) discutieron cuales podrian ser los mecanismos de aislamiento
que estarian actuando para mantener la identidad de las especies de este grupo y
basaron su discusion en la clasificacién de mecanismos de aislamiento reproductivo de
Dobzhansky (1970) y Dobzhansky et al. (1977). Nosotros utilizaremos la clasificacion
realizada por Coyne & Orr (2004) que se sustenta en el nuevo conocimiento tanto
empirico como tedrico obtenido en los ultimos 30 afios sobre mecanismos de
aislamiento y especiacion.

6.5.1. Barreras de Aislamientos Precigoticos:

Como fue previamente indicado, la existencia de hibridos naturales entre
especies de algarrobos estd ampliamente documentada. Este dato es una de las
principales evidencia en contra de la eficiencia de las barreras precigéticas entre las
especies estudiadas. Sin embargo, también existen evidencias independientes que

permiten descartar la posibilidad de que alguna de las barreras precigéticas juegue un
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rol importante entre estas especies. Muchas de las especies de Prosopis que habitan el
Chaco son simpdtricas, pudiendo descartarse en este caso un aislamiento ecolégico por
Habitat. Los polinizadores tampoco serian una barrera (Palacios & Bravo, 1981;
Genisse et al., 1990), ya que la informacién disponible indica que las especies de
Prosopis son visitadas por las mismas especies de insectos. Con respecto a la barrera
temporal, Palacios & Bravo (1981) indicaron que al menos para las especies de la
region chaquefia que ellos estudiaron, la misma no seria importante ya que todas las
especies estudiadas tuvieron una floracién simultdnea. Tampoco existen evidencias de
existen evidencias de barreras mecdnicas. Sin embargo, anteriormente se pensaba que
Prosopis presentaba protoginia, algo que ayudaria a la fecundacién cruzada y por ende
la hibridacién (Palacios & Bravo, 1981). Sin embargo esto ha sido descartado para al
menos 4 de las especies de Prosopis (Hoc et al., 1994).

6.5.2. Barreras de Aislamientos Postcigoticos:

Existen claras evidencias de que la principal barrera entre la mayoria de estas
especies seria la Inviabilidad Ecoldgica, es decir que los individuos hibridos son viables
siempre y cuando existan las condiciones ecoldgicas adecuadas para su desarrollo. Esto
ya fue indicado por Palacios & Bravo (1981). La principal evidencia es que los hibridos
aparecen principalmente en lugares disturbados, producidos en general por la accién
humana. Como casos ejemplares de tales modificaciones Palacios & Bravo (1981) citan
el sobre-pastoreo de las sabanas del centro y norte de Formosa y de los bafiados y
esteros de Formosa y Chaco; la desaparicion de la vegetacidn natural por efecto de las
crecientes del Pilcomayo; la aparicién de ambientes abiertos en la proximidad a las
poblaciones debido al sobrepastoreo; y la tala indiscriminada tanto en Santiago del
Estero como en el Chaco. Esta asociacion entre ambientes disturbados y formacion de

hibridos fue también indicada por Verga (1995) para las especies de algarrobos tipicas
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del monte (P. flexousa y P. chilensis). Estas especies en condiciones “normales” ocupan
diferentes ambientes: P. flexousa crece principalmente en sitios donde existe un aporte
de agua extra ya sea superficial o subterrdnea, mientras que P. chilensis aparece en
valles y llanuras donde no hay aporte de agua extra. Las especies entran en contacto en
el pedemonte de las sierras del Monte donde la formacion de hibridos es evidente en
zonas altamente disturbadas por la ganaderia y la agricultura. Estas observaciones
hechas por de Palacios & Bravo (1981) y Verga (1995) indicarian que los hibridos no
son intrinsecamente inviables pero que su desarrollo esta limitado por la falta de un
ambiente adecuado. Asi en el marco conceptual de Coyne & Orr (2004) el mecanismo
de aislamiento reproductivo seria el de inviabilidad ecoldgica. Esta idea es compatible
con el plantea propuesto por Saidman et al. (1995) en el cual se indica que las especies
del grupo de los algarrobos podrian ser consideradas especies cohesivas (sensu
Templeton 1989) manteniéndose la integridad especifica mds por mecanismos
cohesivos ecoldgicas que genéticos.

Evidencias de una segunda barrera postcigética han sido obtenida por Naranjo et
al. (1984), quienes encontraron una fertilidad disminuida en la combinacién hibrida P.
affinis X P. nigra. Lamentablemente no han existido trabajos posteriores que hayan
permitido continuar con la evaluacién de este fendémeno. Independientemente de qué
mecanismo postcigdtico en particular haya actuado, el mismo se tuvo que haber
formado en menos de 3.1-3.5 millones de afios, el lapso total de la diversificacion de

este grupo.

6.6. Un escenario posible para la evolucion de Prosopis en América
6.6.1. Evidencias obtenidas en esta tesis
Los resultados obtenidos en esta tesis nos permiten especular un posible

escenario histérico para la diversificacion de Prosopis en América que deberia
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someterse a prueba en el futuro con la incorporacién de nuevos datos. Consideramos
que cualquier ensayo para un andlisis mds profundo sobre la historia evolutiva de
Prosopis debe tomar como punto de partida una hipétesis que sea lo mds explicativa de
toda la evidencia relevante existente hasta el momento. La discusién que daremos en
esta seccion tiene ese objetivo.

Una de las predicciones derivadas de la hipétesis de una diversificacion de
Prosopis impulsada por el desarrollo de ambientes dridos es la existencia de una
correlacién temporal entre el aumento de la extension geografica de los ambientes
dridos en América y la diversificacion del género (ver Capitulo 4). El desarrollo de
ambientes dridos en América del Sur y América del Norte comenzé en el Mioceno
Superior y continué en el Plioceno y Pleistoceno. En Norte América, el desarrollo de
dreas dridas a escala regional habria comenzado en el Mioceno Superior o Plioceno
(Graham, 1999; Riddle & Hafner, 2006) asociado con el levantamiento de mesetas en el
Oeste de Norteamérica. Este proceso de aridificacion continué durante el Pleistoceno,
alcanzando una considerable distribucién para los periodos interglaciares (Axelrod
1979a,b). En Sudamérica, la formacion de grandes areas con condiciones semidridas y
aridas comenz6 posiblemente en el Mioceno Superior en concomitancia con la
elevacion del los Andes en la fase distréfica Quechua, momento en el cual la cordillera
alcanzé la mitad de la elevacion que presenta hoy (Gregory-Wodzicki, 2000) y comenzé
a actuar efectivamente como barrera para los vientos cargados de humedad. Durante la
fase distréfica ‘Diaguita’ el levantamiento final de las sierras Pampeanas y el Andes
Central generé un efecto de “sobra de lluvia” que dio origen a las condiciones
extremadamente dridas que existen hoy en dia en el &4rea presente entre estas
estribaciones (Pascual Ortiz-Jaureguizar & Prado, 1996; Alberdi. Bonadonna & Ortiz-

Jaureguizar, 1997). La dataciéon molecular realizada en esta tesis sugiridé que, excepto
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para los dos grupos principales, la divergencia entre los linajes de las EAP habria
ocurrido en el Mioceno Superior o en tiempos posteriores, que como quedd
anteriormente expuesto, coincide con la formacidon de zonas dridas en América. Esto
estd de acuerdo con lo predicho por la hipétesis de una diversificacién de Prosopis
asociada a un aumento de la distribucién de ambientes dridos en América.

Los cambios climéticos previamente sefialados permitieron la conformacion de
los biomas en los cuales se encuentran hoy presentes las especies de Prosopis. Tanto el
Monte (Axelrod et al., 1991) como la Patagonia (Pascual et al., 1996) se habrian
desarrollado concomitantemente con el surgimiento de los Andes desde el Mioceno
Superior. Algo similar habria ocurrido en la Puna, donde desde su levantamiento se
habria instalado las condiciones extremas y dridas que prevalecen hoy en dia. El area
actualmente ocupada por el desierto de Atacama, tuvo condiciones semidesérticas desde
el Mioceno, 8 millones de afios antes del presente (MA ap) hasta el plioceno tardio (3
MA ap) puntuado por una fase de mayor aridez hace 6 millones de afos. El desierto de
Sonora, donde actualmente habitan algunas especies del género, se habria originado
entre los 15 y los 8 MA ap (van Devender, 2000). En conclusién, estos biomas
conformados por especies con neta afiliacion a ambientes dridos y en los cuales se
hayan hoy presente las especies de Prosopis se habrian desarrollado en los dltimos 10
MA en un marco temporal consistente con los valores de diversificacién obtenidos para
la mayoria de los linajes de este género.

Una diversificacién del género asociada a la expansion de ambientes dridos se
ve apoyada también por la evidencia obtenida en el andlisis de tasas de diversificacion.
El andlisis de linajes a través del tiempo, LTT (Capitulo 4, Figura 21) indicé que
existiria con un claro incremento en la tasa de diversificacion en el género en momentos

en los cuales se habrian desarrollado a gran escala los ambientes aridos en América, es
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decir desde el Mioceno Superior al Plioceno. Si este patrén se analiza en detalle, se
pueden distinguir dos cambios hacia tasas mds altas. El primero de ellos ocurri6 en el
Mioceno tardio y es coincidente con el comienzo de la divergencia dentro de cada uno
de los dos principales linajes de las EAP (Figura 20, Capitulo 4). El segundo aumento
en la tasa estaria asociado con el comienzo de la divergencia de los algarrobos durante
el Plioceno y estd de acuerdo con la alta tasa de diversificacion estimada para este
grupo.

El andlisis de condiciones ancestrales indicé una asociacién antigua de las
especies de Prosopis con ambientes dridos posiblemente desde el comienzo de la
diversificacién dentro de los dos clados principales (Strombocarpa + X. viridinamis y
Algarobia SL) en el Mioceno Superior. Para el caso del ancestro de la seccion
Strombocarpa, el anélisis indicé que el mismo habria estado presente s6lo en ambientes
aridos. En el caso del ancestro de la seccién Algarobia SL, los resultados difirieron
entre reconstrucciones pero todas coinciden en que al menos parte de la distribucion
habria estado en ambientes dridos. La diversificacion habria ocurrido dentro de
ambientes 4ridos y no por multiples ocupaciones independientes de este ambiente,
indicando una larga historia de relaciones entre las especies del género y estos
ambientes. Estos resultados no pueden ser interpretados como una evidencia a favor de
una diversificacion de Prosopis asociada al desarrollo de ambientes 4ridos ya que una
Unica ocupacién o multiples ocupaciones de ambientes dridos son compatibles con tal
hipétesis.

6.6.2. Diversificacion de taxones en zonas dridas: evidencias para un patrén comun de
diversificacion

La idea que los cambios ambientales son un factor clave en la diversificacién de

la mayoria de los grupos tiene un sustento tanto 16gico como empirico. Dada la estrecha

relaciéon que necesariamente existen entre los organismos y su entorno, y que los
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procesos de especiacion y extincién (Gnicos procesos responsables de determinar el
nivel de diversificacidn de los organismos) estdn altamente afectados por el ambiente,
se deduce que la relacién entre cambios en el ambiente y cambios en los patrones de
diversificaciéon de los organismos es directa. Existen innumerables trabajos en los
cuales, con diferentes niveles de corroboracion, se ha mostrado esta relacion entre
cambios ambientales y cambios en la tasa de diversificacion. Entre los posibles
ejemplos se pueden indicar trabajos relacionados con la diversificaciéon en mamiferos
(Delsuc et al., 2004; Gingerich, 2006), en Angiospermas para el Creticico Inferior
(Heimhofer et al., 2005), en comunidades vegetales completas como es el caso de las
Guayanas (Rull, 2005), en peces ciclidos en Africa (Sturmbauer, 2005). Para el caso de
particular de las leguminosas, los cambios climaticos han sido considerados por
Axelrod (1992) como claves en su evolucidn. Segin este autor la radiacién de las tres
subfamilias habria estado asociada a grandes cambios climaticos que en algunos casos
estuvieron representados por modificaciones hacia climas mds secos y calurosos y en
otros casos hacia climas mas frios y secos. También los cambios ciclicos ocurridos
durante el cuaternario habrian dado las condiciones para un aumento de la
diversificacion.

Una de las herramientas mds cominmente usadas hoy en dia para analizar
asociaciones entre cambios ambientales y diversificacion es la dataciéon molecular. Esto
permite tener un marco temporal para aquellos grupos sin registro f6sil. Entre estos
andlisis existe un nimero importante referido a taxones de zonas dridas (ej. Verboom et
al., 2003; Moore & Hansen 2006; Good-Avila et al. 2006). En la mayoria de los casos
se ha encontrado evidencia para plantear que la diversificacion de las especies habria
estado asociada al aumento de condiciones dridas en los ultimos 20 MA. Estos estudios

han estado enfocados generalmente a nivel genérico, como es el caso Tiquilla
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(Boraginaceae). Dicho estudio (Moore & Hansen 2006) indicé que los principales
linajes dentro de ese género habrian aumentado su diversificacién concomitantemente
con el aumento en la distribucién en zonas 4ridas a finales del Mioceno. Good-Avila et
al. (2006) encontraron algo similar en el género Agave, otro integrante de ambientes
aridos de América. En este trabajo los autores siguieren que el punto maximo de
diversificacioén habria ocurrido entre los 8 y 6 MA ap coincidiendo con el incremento de
las condiciones aridas en México. La evidencia geoldgica sugeriria que la actividad
volcénica habria cambiado el clima entre 30 y 15 MA ap, llevando a condiciones mas
dridas en el centro del pais después de este periodo y con la formacion del desierto de
Sonora entre 15 y 8 MA ap. Entre los 5 y 1.8 MA ap hubo una reversidn hacia climas
mads tropicales y himedos, después de lo cual el clima se volvié mucho maés frio y seco
durante los periodos glaciares. En este trabajo se ha planteado ademds que Agave
tendria una diversificacion coincidente con otros grupos de plantas de ambientes dridos
durante los ultimos 10 MA (Good- Avila et al., 2006). Nuestro estudio seria el primero
en encontrar un patréon similar para un grupo con distribucién principalmente
sudamericana como es Prosopis.

Esta asociacién entre la diversificacion de taxones vegetales con aumento de la
aridez no se restringe a América, también ha sido indicada por ejemplo para géneros
australianos como es el caso de Tratheca (Tremandraceae) en el cual la mayoria de sus
especies habrian divergido en los ultimos 6-7 MA coincidiendo con el periodo en el
cual Australia sufrié un proceso de aridificacién. La region para la que, sin dudas, hay
una mayor cantidad de trabajos sobre diversificaciéon en ambientes dridos es la region
Capense (Richardson et al., 2001; Klak et al, 2003; Verboom et al., 2003;
Mummenbhoff et al., 2005; Bakker et al., 2005), situada al sur de Africa y caracterizada

por un altisimo grado de endemismo (Kreft & Jetz 2007). La mayoria de estos estudios
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han indicado que los grupos estudiados presentarian un aumento en la tasa de
diversificacion en un periodo que va desde el Mioceno tardio al Plioceno (Cowling et al,
en prensa). La interpretaciéon dada para este patron ha sido siempre un aumento de la
tasa de diversificacion debido al cambio de las condiciones climdticas en el Mioceno
tardio-Plioceno que habrian ampliado las areas con condiciones ambientales aridas o
semidridas. Esta idea fue sostenida principalmente por el grupo de trabajo del Dr. Peter
Linder. En uno de sus trabajos (Verboom et al., 2003), este grupo analizé al género
Enharta (Poaceae). Partiendo de la estimacién de tiempos de divergencia a partir de los
datos moleculares realizaron un andlisis de linajes a través del tiempo (LTT). En el
mismo encontraron un cambio en la tasa de diversificacidn hacia el Mioceno Tardio. En
otro de los estudios realizados analizaron la diversificacién de un grupo de la familia
Aizoaceae (Klak et al., 2003), y encontraron que la diversificaciéon de la subfamilia
Ruschoideae habria ocurrido en los dltimos 8 millones de afios, mas posiblemente en los
ultimos 4 MA. Esto implica una tasa altisima de diversificacion considerando que la
subfamilia comprende cerca de 1000 especies. En este estudio también se plantea al
aumento de zonas de clima semiarido como principal control de la diversificacién de
este grupo.

Recientemente se ha planteado una vision alternativa a la previamente indicada
sobre la dindmica de la diversificacion en la region Capense (Cowling et al. En prensa).
La misma sostiene que en realidad el principal determinante del aumento de la tasa de
diversificaciéon habria sido un aumento en la diversidad de ambientes que habria
propiciado un aumento en la tasa de especiacion de estos grupos de plantas. Tal idea se
basa en estudios geoldgicos e indican que habria habido una exposicion de suelos
arcillosos ricos en nutrientes, la incisiéon de valles fluviales en las zonas bajas, la

exposicion de cuarcitas frescas en las montafias, y el amplio desarrollo de extensas dreas
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de un substrato calcédreo a lo largo de la costa. En particular Cowling et al. (En prensa)
plantean que la causa de tal diversificacion habria sido una relacién sinergética entre
cambio climético y geomorfoldgico. El cambio climatico seglin estos autores no seria
suficiente para explicar el fenémeno. Es asi que nuevos datos, no previamente
involucrados en la discusion plantean al menos una vision alternativa valida para el
aumento de la diversificacion en el caso de la regiéon Capense. La resolucion de esta
disputa esta totalmente abierta.

Una explicacién similar a esta visién alternativa se ha dado para explicar la
diversificacién de un grupo de especies del género Rheum (Polygonaceae ) que ocupan
zonas dridas/semidridas de la Meseta Tibetana Qinghai (China), al Norte del cordén del
Himalaya (Wang et al., 2005). El estudio mostré que la diversificacion habria
ocurrido en los dltimos 7 MA, sefialando diferentes factores como posibles causas de su
diversificacion. Entre los mismos los autores indican (i) Una oscilacién entre ambientes
secos y humedos durante el periodo Plioceno-Holoceno habria promovido la
diversificacion al producir un aislamiento de habitats que habia permitido la divergencia
en pequefias poblaciones y su posterior diversificacién; (ii) una amplia diversidad
geologica y ecoldgica en la meseta y zonas cercanas que también habria permitido una
fuerte diversificacion. Sin embargo, uno solo de los posibles factores habria sido una
condicién necesaria para la ocurrencia de la diversificacion: el levantamiento de la
Meseta Tibetana Qinghai que habria permitido la formacién de los ambientes en los
cuales hoy en dia viven las especies del género: praderas alpinas secas y frias, estepas
desérticas y laderas secas.

También se ha ensayado una explicacion similar al estudiar el genero Encelia,
cuyas especies habitan el desierto de la Peninsula de California. Segin Fehlberg &

Ranker (2007) la diversificacién del género en esta region se habria visto favorecida por
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la diversidad de habitats representados por variaciones en elevacion, precipitacion,
temperatura estacionalidad y sustrato.

Es asf que existirian dos hip6tesis sobre el factor principal de la diversificacion
de géneros con afinidad a ambientes dridos: el aumento de la distribucion espacial de
condiciones propicias y una mayor diversidad de ambientes. Es posible que estos
factores hayan tenido importancias relativas diferentes en cada uno de los grupos
analizados. Nuestros andlisis estin de acuerdo con que el aumento de zonas aridas
habria colaborado a la diversificacion de Prosopis en América. Sin embargo la
posibilidad de que también haya jugado un rol el origen de mayor variacién de
ambientes es algo que no puede descartarse. Es posible que una interaccidn entre ambas
causas haya sido importante para la diversificacion del género. Al desarrollarse los
ambientes dridos en condiciones geomorfoldgicos y fisicas diversas, habrian aparecido
subambientes que habrian también propiciado la diversificacion. Asi dada esta
hipétesis, el desarrollo de ambientes dridos habria sido una condicién necesaria para la
diversificacién aunque no suficiente. El segundo componente habria sido un escenario
geomorfoldgico diverso.

Este posible control externo asociado al clima, no niega la posible existencia de
caracteres claves de estas especies (Miller, 1949; Simpson, 1953) que hayan promovido
la diversificacion de Prosopis. De hecho se han sugerido diferentes cambios
fisiolégicos y morfolégicos que habrian promovido la diversificacion de Prosopis en
zonas aridas (Roig, 1993): cambio en hébito de arboles a arbustos, desarrollo de raices
profundas, reduccién en el tamafio y cantidad de hojas, lignificacién del fruto y
adaptaciones fisioldgicas para maximizar la absorcion de agua y minimizar su pérdida.
Un andlisis de la evolucién de estos caracteres junto con estudios de la base molecular

de la tolerancia de las especies de Prosopis a factores de estrés ayudardn a tener una
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mejor imagen de los procesos de adaptacion y diversificacion de Prosopis en ambientes

aridos
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6.7. Conclusiones

>

El andlisis de filogenia molecular indic6 que el genero Prosopis no seria
monofilético debido a que las especies del viejo mundo no formaron un clado
monofilético con las especies americanas y ademds porque Xerocladia

viridiramis aparecié cercanamente relacionada con estas tltimas

Las especies Americanas de Prosopis aparecieron formando dos grupos
principales, el primero incluyendo todas las especies de la seccién Strombocarpa
y el segundo incluyendo las especies de las secciones Algarobia y Monilicarpa.
Dentro de este dltimo grupo aparecieron 2 clados altamente apoyados. Uno de
ellos formados por las especies de las series Chilenses, Pallidae y Ruscifoliae
(grupo de los algarrobos) y el otro formados por especies de las series
Sericanthae, Denudantes de la secciéon Algarobia y P. argentina de la seccién

Monilicarpa.

La divergencia entre los linajes americanos de Prosopis habria ocurrido en tres
momentos claramente diferenciados en el tiempo: una temprana divergencia
entre las secciones Strombocarpa y Algarobia para el Mioceno medio; una
posterior divergencia dentro de cada una de ellas para el Mioceno tardio; y una

diversificacion del grupo de los algarrobos para el Plioceno.

La diversificacion de Prosopis en América se habria acelerado desde el Mioceno
tardio hasta el presente. En particular la tasa de diversificacioén alcanzada por el

grupo de los algarrobos es comparable con las mds altas encontradas en plantas.

La diversificacion del genero Prosopis en América habria estado asociada con el
paulatino aumento del drea ocupada por ambientes dridos las zonas dridas a

partir de fines del Mioceno y el Pleistoceno.

La intencién de evaluar las condiciones ambientales en las cuales habrian vivido
los ancestros de este género requirié6 de una previa evaluacién critica de los
métodos empleados hasta el momento para cumplir tal tarea. Dicha evaluacién

indicé que los mismos partian de hipdtesis auxiliares nunca explicitadas y que
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ademds presentaban varios problemas metodoldgicos. En esta tesis se plantearon
soluciones para algunos de estos problemas, que fueron consideradas en el

estudio empirico desarrollado en Prosopis.

La optimizacién de caracteres ambientales indicé que las especies de Prosopis
habrian ocupado ambientes &dridos en América desde el comienzo de su
diversificacién y que posiblemente estuvieran ocupando tales ambientes desde el

Mioceno.

Durante el proceso de secuenciacién de la region trnS-psbC del genoma de
cloroplasto se descubrié una pequefia inversion de 10 pares de bases. Un andlisis
detallado de la misma indic6 que habria ocurrido al menos 10 veces en
diferentes linajes de angiospermas. Por otra parte la ocurrencia de la inversién
estaria fuertemente condicionada a la estabilidad de la estructura secundaria de

la region genémica adyacente a la inversion.
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ANEXO L SCRIPTS UTILIZADOS PARA EL ANALISIS DE INVERSIONES

Anexo 1. Script 1

Este script genera la matriz de costos para realizar la optimizacién de Fixed
States con Inversiones (FSI) en TNT. En el cuerpo del script se incluye una matriz en la
cual cada “taxon” representa a cada uno de los motivos del espaciador que fueron
observados (con un maximo de 31). Los primeros caracteres representan la secuencia de
cada uno de los espaciadores seguidos por el complemento reverso de cada uno de ellos.
Si algtn espaciador es mds corto que el resto, entonces se le agregan el simbolo “7”
luego de la secuencia original y luego del complemento reverso.
Los argumentos que se le deben dar al correr es script son la penalidad de inversién y la

penalidad de indels. Para este script todas las sustituciones cuestan uno.

Los archivos de salida son:

1- La matriz de costos de Sankoff que debe ser afiadida al set de datos.
Un proto-script que, luego de algunas modificaciones, debe ser afiadido al script que
serd el que optimice la inversion. Para optimizar la inversién se debe construir una
nueva matriz donde cada Terminal tendria un simbolo que represente el motivo del
espaciador correspondiente. El motivo que fue el numero O en el script
FSI_COSTS.run tendra el simbolo “0”, el segundo tendra el estado 1 mientras que el

11vo tendria el simbolo “A”, etc.

nstates 31

xread

20 31

0 AGGGGAAT7TTTCCCCT777
1 AGTGGAAT7TTTTCCACT777
2 AGTGGGA777TCCCACT777
3 AGTGGTA77TTACCACT777
4 AGTGGTGATATATCACCACT
5 AGTGGTGGTATACCACCACT
6 GATAGAA7TTITTCTATC777
7 GATGGAATTTTTCCATC777
8 GGGAGGA777TCCTCCC777
9 GGGGGAT7777TTCCCCCT7777
10 GGGGGGA777TCCCCCCT777
11 GGGTGGA7T77TCCACCCT77
12 GGTAGCA777TTGCTACC777
13 GGTAGGA777TCCTACC777
14 GGTCGAA77TTITTCGACC777
15 GGTGAGAT77TTCTCACC777
16 GGTGGGAT777TCCCACCT77
17 GGTGTGA777TCACACC777
18 GTTGGGA777TCCCAACT77
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19 TACCACCACTAGTGGTGGTA
20 TATCACCACTAGTGGTGATA
21 TCATACC777GGTATGA777
22 TCCCACC7771GGTGGGA777
23 TCCCACT7771AGTGGGA777
24 TCCCCCC7771GGGGGGAT77
25 TCCCGCC777GGCGGGAT77
26 TCTCACC7771GGTGAGA777
27 TCTCGCC7771GGCGAGATT7
28 TTCCACT777AGTGGAAT77
29 TTCCCCC7771GGGGGAATTT
30 TTTCACC777GGTGAAATT7
ral;

macro-;

macro *700 100200 ;

macro [99999 ;

macro=;

report-;

macreport-;

sil=all;

var:

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

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

set indel %1 ; /* First argument: Indel Penalty */
set inv_pen %2 ; /*Second 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 (variable_Y [nod] ==#fi ) ; sil=file ; log/;
loop=las 0 'seqs'
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] 0 ;
stop
stop
set largol O ;
loop=1 0 ('bases'-1)
if ((states [#] #las 0]) != 128)
set largol ++ ;
end
stop
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loop=co 0 ('largof’-1)
loop=lu O ('largol'-1)
set coo #co+1 ;
set luu #lu+1 ;
if ((states [#co #fi 0]) != (states [#lu #las 0]))
set match ['coo' Tuu'] 1 ;
end
stop
stop
set coo 0 ;
setluu O ;
set ffff 1 ;
setcccc 1
loop=colu 'bases' ('largof'+ 'bases'-1)
loop=mnas 0 ('largol'-1)
if ((states [#colu #fi 0]) != (states [#mnas #las 0]))
set matcho [ 'ffff' 'cccc' ] 1 ;
end
set ccce++
stop
setccec 1
set ffff++ ;
stop
set ffff O ;
loop=ucol 0 'largof’
set wave [#ucol 0] 'suma’;
set suma 'suma’' + 'indel’ ;
stop
set suma O ;
loop=ufil 0 'largol'
set wave [0 #ufil] 'suma’;
set suma 'suma’' + 'indel’ ;
stop
set suma O ;
loop=coa 1 ('largof’)
loop=fif 1 ('largol’) /* aca hago la directa */
set fifa (#fif-1) ;
set cola (#coa-1) ;
set wave [#coa #fif] ('match [#coa #fif]' + 'wave ['cola’ 'fifa']’) ;
if (‘'wave [#coa #fif]' > (‘wave [#coa 'fifa']' + 'indel"))
set wave [#coa #fif] (‘'wave [#coa 'fifa']' + 'indel) ;
else
if (‘'wave [#coa #fif]' > (‘wave ['cola’ #fif]' + 'indel’))
set wave [#coa #fif] ('wave ['cola’ #fif]' + 'indel’) ;
end
end
set costo 'wave [#coa #fif]';
stop
stop
loop=cc 0 23
loop=ff 0 23
set wave [#cc #{f] O ;
stop
stop
loop=ucol 0 'largof’
set wave [#ucol 0] 'suma’ ;
set suma 'suma’ + 'indel’ ;
stop
set suma O ;
loop=ufi 0 'largol'

192



ANEXO T - SCRIPTS UTILIZADOS EN EL ANALISIS DE INVERSIONES

set wave [0 #ufi] 'suma’;
set suma 'suma’ + 'indel' ;
stop
set suma O ;
loop=oac 1 ('largof') /* acd hago la inversa */
loop=ifa 1 ('largol’)
set fifas (#ifa-1) ;
set colas (#oac-1) ;
set wave [#oac #ifa] (‘'matcho [#oac #ifa]' + 'wave ['colas' 'fifas']") ;
if (‘wave [#oac #ifa]' > (‘wave [#oac 'fifas']' + 'indel'))
set wave [#oac #ifa] (‘wave [#oac 'fifas']' + 'indel’) ;
else
if (‘'wave [#oac #ifa]' > (‘'wave ['colas' #ifa]' + 'indel"))
set wave [#oac #ifa] ('wave ['colas' #ifa]' + 'indel’) ;
end
end
set invcost 'wave [#oac #ifa]' ;
stop
stop
loop=ccc 0 23
loop=ftf 0 23
set wave [#ccc #{ff] O ;
stop
stop
if (('invcost' + 'inv_pen') < 'costo')
set stpmatrix [#fi #las] (‘invcost' + 'inv_pen') ;
log +batch.txt; sil-file; quote if (variable_Y [myanc] == #las) ; sil=file ; log/;
log +batch.txt; sil-file; quote set trans [pasos 0] nod ., ; sil=file ; log/;
log +batch.txt; sil-file; quote set trans [pasos 1] myanc ., ; sil=file ; log/;
log +batch.txt; sil-file; quote set pasos++ ., ; sil=file ; log/;
log +batch.txt; sil-file; quote log +invertido silfile., qote arbol arbol ,recy
rcy ,recx rcx, ancestro myanc, descendiente, anc ., ; sil=file ; log/;
log +batch.txt; sil-file; quote log +invertido silfile., qote
skeoste sk ske sk sk ske sk ske sk sk sk sk skeske sk skeske sk o Sﬂ:file ; log/’
log +batch.txt; sil-file; quote end; sil=file ; log/;
else
set stpmatrix [#fi #las] 'costo’ ;
end
stop
log +batch.txt; sil-file; quote end; sil=file ; log/;
stop
log/;
log Sankoff.txt;
loop=ma 0 'segs'
loop=triz 0 'seqs’
Iquote =;
sil-file; quote #ma/#triz 'stpmatrix [#ma #triz]' ; sil=file ;
Iquote -;
stop
stop
log/;
proc/;

Anexo 1. Script 2
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El siguiente script calcula la probabilidad de un patrén observado pero usando
los valores de energia libre estimada en el andlisis de estructura secundaria ancestral.
Estos valores aparecen en el script como variable_x [4] 12.5 ; donde el numero entre
corchetes es el nimero del nodo de acuerdo a TNT y el dltimo 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 atrec azar grupos [10] enramas entrando itera limpasos lim limite
myanc nodo nod numero nodtot nodazarA [(2*ntax+1)] numrecs pasos perejil [1000] probabilidad
rama ramas_obs recs realsimul recy simul trans [ (2¥*ntax+1) 2 ] raiz ulnode variable_Y [ (2*ntax+1)]
variable_X [ (2*ntax+1)] visitado valor yahecho [50] za rex rey chance gilun [1000] chancey proba
entrar target_total no_target_total totales no_enramas no_target_total chgtot

log sheet_f.txt;

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

taxname=;

sil=all ;

setrey O ;

setrex 0 ;

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

setrecy O ;

set itera O;

set pasos 0 ;

set simul 1000000 ;

setrecs 0 ;

set numrecs O ;

set atrec O ;

set nodtot (2*ntax+1) ;

set azar 0 ;

set ulnode (2*ntax+1) ;

set arbtotal O ;

set xre 1 ;

set raiz root ;

set yre 1 ;

set variable_X [91] 12.57 ; set variable_X [92] 12.09 ; set variable_X [93] 12.09 ; set
variable_X [94] 12.09 ; set variable_X [95] 13.08 ; set variable_X [96] 12.98 ; set variable_X
[97] 12.98 ; set variable_X [98] 12.98 ; set variable_X [99] 12.98 ; set variable_X [100] 12.68 ;
set variable_X [101] 12.68 ; set variable_X [102] 12.98 ; set variable_X [103] 12.98 ; set
variable_X [104] 12.98 ; set variable_X [105] 12.98 ; set variable_X [106] 12.98 ; set variable_X
[107] 12.97 ; set variable_X [108] 13.09 ; set variable_X [109] 13.09 ; set variable_X [110] 13.09
; set variable_X [111] 13.09 ; set variable_X [112] 13.09 ; set variable_X [113] 13.09 ; set
variable_X [114] 13.09 ; set variable_X [115] 13.09 ; set variable_X [116] 12.98 ; set variable_X
[117] 12.09 ; set variable_X [118] 6.19 ; set variable_X [119] 6.65 ; set variable_X [120] 6.65 ;
set variable_X [121] 7.13 ; set variable_X [122] 7.13 ; set variable_X [123] 7.13 ; set variable_X
[124] 12.98 ; set variable_X [125] 12.98 ; set variable_X [126] 12.98 ; set variable_X [127] 12.98
; set variable_X [128] 12.98 ; set variable_X [129] 12.98 ; set variable_X [130] 7.13 ; set
variable_X [131] 7.13 ; set variable_X [132] 7.13 ; set variable_X [133] 7.13 ; set variable_X
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[134] 12.98 ; set variable_X [135] 12.98 ; set variable_X [136] 12.68 ; set variable_X [137] 13.09
; set variable_X [138] 13.09 ; set variable_X [139] 13.09 ; set variable_X [140] 13.09 ; set
variable_X [141] 12.98 ; set variable_X [142] 8.49 ; set variable_X [143] 7.13 ; set variable_X
[144] 12.98 ; set variable_X [145] 12.98 ; set variable_X [146] 6.19 ; set variable_X [147] 21.66
; set variable_X [148] 21.66 ; set variable_X [149] 13.09 ; set variable_X [150] 13.09 ; set
variable_X [151] 13.09 ; set variable_X [152] 13.09 ; set variable_X [153] 6.65 ; set variable_X
[154] 6.65 ; set variable_X [155] 12.98 ; set variable_X [156] 12.98 ; set variable_X [157] 12.98
; set variable_X [158] 12.98 ; set variable_X [159] 12.09 ; set variable_X [160] 6.65 ; set
variable_X [161] 8.98 ; set variable_X [162] 8.98 ; set variable_X [163] 8.98 ; set variable_X
[164] 8.98 ; set variable_X [165] 13.08 ; set variable_X [166] 13.08 ; set variable_X [167] 13.08
; set variable_X [168] 13.09 ; set variable_X [169] 13.09 ; set variable_X [170] 7.13 ; set
variable_X [171] 21.14 ; set variable_X [172] 7.13 ; set variable_X [173] 8.98 ; set variable_X
[174] 13.08 ; set variable_X [175] 7.13 ; set variable_X [176] 7.62 ; set variable_X [177] 12.98 ;
set variable_X [178] 8.98 ; set variable_X [179] 8.98 ; set variable_X [180] 7.13 ; goto = %0 ;
collapse none ;
outgroup Amborella ; /* INDICAR EL OUTGROUP AQUI *#/
collapse none ;
loop=tre 0 'arbtotal'
set xre O ;
set yre 0 ;
kO;
rseed*;
tread
(Amborella (Nymphaea (Illicium ((Nandina (Platanus (Buxus ((Beta Spinacia )(((Citrus ((((Coccina
(Benincasa (Citrillus ((Paecytrulus (Dyplocyclos (Achanthosatacys (Lagenaria Trichosanthes ))))(Luffa_a
Luffa_c )))))(Ecballiumelaterium (Sicyosangulatus ((Bryoniadioica (Cucumis (Sechiumedule (Cucurbita
Marahoreganus ))))(Cyclantherapedata Echinocystislobata )))))(Castanea (Carpinus_a Carpinus_b
M)(((((Affinis (Ferox Xerocladia ))(Acacia Prosopidastrum ))(Lotus (Cicer (Medicago Pisumsativum
))))((Morus (Humuluslupulusdemas HumuluslupulusHaplotEPyP ))(Photinia Prunus )))(Eumynus
(Elaeocarpus (Sapiumjaponicum (Populus Populustrichocarpa )))))))(Eucalyptus Pelargonium
))(Schizophragma (((((Ajania (Chrysanthemum_a Chrysanthemum_b ))(Helianthus Lactuca ))(Viburnum
(Daucus Panax )))(Jasminum ((Atropa (Lycopersicon (Solanbulbocastanum Solantuberosum
)))(Nicotisylvestris Nicotitabacum ))))(Arcterica ((Camelia_a Camelia_b )(Pierisfloribunda
Pieristaiwanensis ))))))))))(Chloranthus ((Dioscorea ((Phalaenopsis (Allium_cepa Allium_th
))((Bactrisgasipaes1 Bactrissetulosa2 )((Phylostachis ((Hordeum Triticum )(Oryzanivara Oryzasativa
)))(Zeamays (Saccharum Sorghum ))))))(Calycanthus (Drimys Liriodendron ))))))));
:/* EL ARBOL DEBE INSERTARSE AQUI */
loop=gr O ntrees
set grupos [#gr] tnodes [#gr] ;
stop
set arbol #tre ;
iterrecs 0 1 perejil
set yre ++
endrecs ;
iterrecs 0 0 gilun
set Xxre ++ ;
endrecs ;
loop=tt O (2*ntax)
set trans [#tt 0] O ;
set trans [#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")) Il ("xre' <=1000) )
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iterrecs O 1 variable_Y
set ytrue++ ;
set chancey getrandom [0 100] ;
if (('chancey'/100 <= ('rey'/'yre')) Il ('yre' <=1000) )
set pasos O ;
loop=nod 0 (2*ntax)
if (#nod != 'raiz")
set myanc anc [0 #nod] ;
set nod #nod ;
if (('variable_Y ['nod']") != (‘variable_Y ['myanc']’))
goto INVERSION ;
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 O ('pasos'-1)
if (('/.2variable_X ['trans [ #trapa 0 ]']'<'limite') && ('/.2variable_X ['trans [
#trapa 1 ]']'<'limite"))
set enramas ++ ;
log +cambios_en_ramas_target4.txt ; sil-file; quote Cambio en rama
Nodo = "trans [#trapa 0]' / Ancestro = 'trans [#trapa 1]'; sil=file; log/;
end
if (((/.2variable_X ['trans [ #trapa 0 ]'T'>='limite') && ('/.2variable_X ['trans [
#trapa 1 ]']'>="limite")))
set no_enramas++ ;
end
stop
set totales 'target_total' + 'no_target_total' ;
set chgtot 'enramas' + 'no_enramas' ;
log +sheet_f.txt ; sil-file ; quote 'totales','target_total','no_target_total','chgtot’,
'enramas’, no_enramas' ; sil=file ;log/ ;
set enramas O ;
set pasos O ;
set recy ++ ;
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
setrecy 0 ;
set itera ++ ;
loop=vx 0 (2*ntax)
set variable_X [#vx] O ;
stop
end
endrecs ;
setitera O ;
set limpasos O ;
set arbol++ ;
stop
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proc/;
label INVERSION /* ESTO PROVIENE DEL OUTPUT DEL SCRIPT FSI_COSTS.run */

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 I. Script 3

El script Fisher_FSI.run pruduce como output los valores que se necesitan para
calcular la probabilidad hipergeométrica de los patrones de correlacién observado. En
este script en particular las inversiones se analizan con el método FSI.

Estos valores son:

BRANCH_TOT= Numero total de ramas

BRANCH_LowFE = Numero de ramas con valores bajos de energia libre
BRANCH_HighFE = Numero de ramas con valores altos de energia libre
CHG_TOTAL= Numero total de inversiones

CHG_HigFE = Numero de inversiones en ramas con alto valores de energia libre

CHG_LowFE = Numero de inversiones en ramas con bajos valores de energia libre

Estos valores se dan para cada una de hasta 50 reconstrucciones de cada caricter y hasta
50 resoluciones de las posibles politomias presentes en la topologia original. La
topologia debe pegarse en el espacio indicado dentro del cuerpo del script. Este script
también da como salida un archivo en el que se encuentran todas las resoluciones de la
topologia original que fueron evaluadas en el andlisis. El 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+1) ] arbol arbtotal aza azar arbmax cuenta grupos [10]
enramas itera limpasos limite myanc nodo nod nodito numero nnn nodB nodtot nodazarA [(2*ntax+1)]
numrecs pasos perejil [1000] probabilidad raiz rama ramas_obs recs recy simul trans [ (2*ntax+1) 2 |
ulnode variable_Y [ (2*ntax+1)] variable_X [ (2*ntax+1)] za rex rey chance gilun [1000] chancey proba
entrar target_total no_target_total totales no_enramas no_target_total chgtot

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

taxname=;

sil-all ;

set rey 50 ; /* NUMERO DE RECONSTRUCCIONES ANALIZADAS PARA LA VARIABLE
RESPUESTA (CARACTER 1) */

set rex 50 ; /* NUMERO DE RECONSTRUCCIONES ANALIZADAS PARA LA VARIABLE
PREDICTORA (CARACTER 0) */

set limite 10.0 ; /* LIMITE ENTRE LAS CLASES ALTA Y BAJA ENERGIA LIBRE */
setrecy O ;

set itera O;
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set arbmax O;

set pasos 0 ;

set raiz root ;

set simul 1000000 ; /*INDICAR AQUI EL NUMERO DE REPLICAS DE LA SIMULACION#*/
setrecs 0 ;

set numrecs O ;

set nodtot (2*ntax+1) ;

set azar O ;

set ulnode (2*ntax+1) ;

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

set xre 0 ;

set yre 0 ;

goto = %0 ;

collapse none ;

outgroup Amborella ; /* INDICAR EL OUTGROUP AQUI #/

collapse none ;
loop=tre 0 'arbtotal'

set xre O ;
set yre 0 ;
k0;
rseed*;
tread
(Amborella (Nymphaea (Illicium ((Nandina (Platanus (Buxus ((Schizophragma ((Arcterica
((Camelia_a Camelia_b) (Pierisfloribunda Pieristaiwanensis )))((Viburnum ((Ajania (Chrysanthemum_a
Chrysanthemum_b ))(Helianthus Lactuca ))(Daucus Panax ))(Jasminum ((Atropa (Lycopersicon
(Solanbulbocastanum Solantuberosum )))(Nicotisylvestris Nicotitabacum ))))))(Eucalyptus Pelargonium
(Citrus (((Castanea (Carpinus_a Carpinus_b ))((Coccina (Benincasa (Citrillus ((Luffa_a Luffa_c
)(Paecytrulus (Dyplocyclos (Achanthosatacys (Trichosanthes Lagenaria ))))))))(Ecballiumelaterium
(Sicyosangulatus ((Bryoniadioica (Cucumis (Sechiumedule (Cucurbita Marahoreganus
))))(Cyclantherapedata Echinocystislobata ))))))(Eumynus (Elaeocarpus (Sapiumjaponicum (Populus
Populustrichocarpa ))))(((Prunus Photinia )(Morus (Humuluslupulusdemas HumuluslupulusHaplotEPyP
)))((Acacia Prosopidastrum (Affinis (Ferox Xerocladia )))(Lotus (Cicer (Medicago Pisumsativum
)))))))(Beta Spinacia )))))(Chloranthus (Dioscorea ((((Phylostachis ((Hordeum Triticum )(Oryzanivara
Oryzasativa )))(Zeamays (Saccharum Sorghum )))(Bactrisgasipaesl Bactrissetulosa2 ))(Phalaenopsis
(Allium_cepa Allium_th ))))(Calycanthus (Drimys Liriodendron )))))));
/* EL ARBOL DEBE INSERTARSE AQUI */
randtrees*;
loop=gr 0 ntrees
set grupos [#gr] tnodes [#gr] ;
stop
set arbol #tre ;
iterrecs O 1 perejil
set yre ++
endrecs ;
iterrecs 0 0 gilun
set Xxre ++ ;
endrecs ;
loop=tt 0 (2*ntax)
set trans [#tt 0] O ;
set trans [#tt 1] 0 ;
stop
loop=y 0 (2*ntax)
set variable_Y [#y] O ;
stop
iterrecs 0 O variable_X
set chance getrandom [0 100] ;
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set xtrue++;
if (('chance'/100 <= (‘rex'/'xre")) Il ('xre' <=4) )
iterrecs 0 1 variable_Y
set ytrue++ ;
set chancey getrandom [0 100] ;
if (('chancey'/100 <= (‘rey'/'yre")) Il ('yre' <=4))
set pasos O ;
loop=nod 0 (2*ntax)
if (#nod != 'raiz")
set myanc anc [0 #nod] ;
set nod #nod ;
if (('variable_Y ['nod']") != (‘variable_Y ['myanc']"))
goto INVERSION ;
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 0 ('pasos'-1)
if (('/.2variable_X ['trans [ #trapa 0 ]']'<'limite') && ('/.2variable_X ['trans [
#trapa 1 ]']'<'limite"))
set enramas ++ ;
end
if (((/.2variable_X ['trans [ #trapa 0 ]'T'>='limite") && ('/.2variable_X ['trans [
#trapa 1 ]']">="limite")))
set no_enramas++ ;
end
stop
set totales 'target_total' + 'no_target_total' ;
set chgtot 'enramas' + 'no_enramas';
log +sheet.txt ; sil-file ; quote 'arbol','itera’,'recy','totales','target_total'
,no_target_total','chgtot','enramas’,'no_enramas' ; sil=file ;log/ ;
set enramas O ;
set pasos O ;
setrecy ++ ;
set ramas_obs 'enramas' ;
set target_total O ;
set totales O ;
set no_enramas O ;
set no_target_total 0 ;
set chgtot 0 ;
end
endrecs ;
setrecy O ;
set itera ++ ;
loop=vx 0 (2*ntax)
set variable_X [#vx] O ;
stop
end
endrecs ;
setitera O ;
set limpasos O ;
set arbol++ ;
tsave arboles.ctf +; save; tsave/;
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stop
proc/;

label INVERSION
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/¥ ESTO PROVIENE DEL OUTPUT DEL SCRIPT FSI_COSTS.run */

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 1. Script 4.

El script simulation_.run calcula las probabilidades asociadas a la combinacién de
topologia-reconstrucciéon que presentd el valor mdximo o minimo de probabilidad.
Dentro del script se deben indicar:

Numero total de inversions

- Numero de inversions en ramas con bajo valor de energia libre

- Nudmero de ramas con valores bajos de energia libre

- Nuamero de ramas con valores bajos de energia libre
La simulacién funciona de la siguiente manera:

Todos los nodos presentan un estado inicial de 0. Primero, uno de los
nodos se elige al azar y su estado y el de los nodos descendientes son cambiados (como
ahora todos estdn en 0, pasan a 1). Luego se elige un segundo nodo cuidando que no
haya sido elegido previamente. El mecanismo para este segundo nodo es el mismo que
para el primero. Si los descendientes del nodo en cuestion tuvieran una asignacién de 1
entonces pasan a (. Se sigue asi tantas veces como cambios (inversiones) haya. Las
probabilidades calculadas de esta manera deberian ser las mismas que las calculadas
utilizando el test exacto de Fisher (1935). Anélisis de prueba indicaron que al considerar
15.000 réplicas, la diferencia entre las probabilidades calculadas mediante el test exacto
de Fisher y las simulaciones fueron en promedio del 2%.

Cuando se han elegido una cantidad de nodos igual al numero observado
de inversiones y los estados de los descendientes se hayan modificado, los nodos
terminales pueden haber cambiado su estado con respecto al original. Si estos estados
son optimizados en el arbol, se puede calcular el nimero de cambios inferidos por
parsimonia. Asi se pueden aceptar a la hora de calcular las probabilidades, solo aquellas
reconstrucciones que, dada la optimizacién de parsimonia, tengan el mismo niimero de
cambios que los originalmente inferidos. Las simulaciones 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 cuenta columna

grupos [10] enramas final [ (2*ntax+1)] istr itera limpasos lim

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

numrecs pasos perejil [1000] probabilidad raiz rama ramas_obs

recs recomax realsimul recy simul target trans [ (2*ntax+1) 2 ]

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

zarex rexx rey chance gilun [1000] chancey proba target_total no_target_total totales
no_enramas no_target_total chgtot pasos_pars original [(ntax+1)] simulacion_Y [ (2*ntax+1)] champion
[ (2*ntax+1)] rasa [ (2*ntax+1)] abajo arriba enra pas no_enra entra

s

macseed O;

rseed O ;

taxname=;

sil=all ;

setrey 1;

setrex 1 ;

set limite 10.0 ; /* LIMITE ENTRE LAS CLASES CON VALORES ALTOS Y BAJOS DE ENERGIA
LIBRE /LARGO DE IR */
setrecy O ;

set itera O;

set arbmax O;

set recomax 0;

set maxprob 0;

set pasos 0 ;

set raiz root ;

set simul 1000000 ;

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

set numrecs O ;

set nodtot (2*ntax+1) ;

set azar O ;

set ulnode (2*ntax+1) ;

set arbtotal O ;

set xre 0 ;

set yre 0 ;

goto = %0 ;

set no_target_total O ;

set target_total 0 ;

collapse none ;

outgroup Amborella ; /* INDICAR ACA EL GRUPO EXTERNO */
collapse none ;

loop=tre 0 'arbtotal'

set xre O ;

setyre 0 ;

kO;

rseed*;

tread
(Amborella (Nymphaea (Illicium ((Nandina (Platanus (Buxus (((Eucalyptus (Pelargonium
(Citrus ((((Acacia (Prosopidastrum (Affinis (Ferox Xerocladia ))))(Lotus (Cicer (Medicago
Pisumsativum ))))((Morus (Humuluslupulusdemas HumuluslupulusHaplotEPyP ))(Photinia
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Prunus )))((((Coccina (Benincasa (Citrillus ((Paecytrulus (Dyplocyclos (Achanthosatacys
(Lagenaria Trichosanthes ))))(Luffa_a Luffa_c )))))(Ecballiumelaterium (Sicyosangulatus
((Bryoniadioica (Cucumis (Sechiumedule (Cucurbita Marahoreganus ))))(Cyclantherapedata
Echinocystislobata )))))(Castanea (Carpinus_a Carpinus_b )))(Eumynus (Elacocarpus
(Sapiumjaponicum (Populus Populustrichocarpa )))))))))(Schizophragma (((((Ajania
(Chrysanthemum_a Chrysanthemum_b ))(Helianthus Lactuca ))(Viburnum (Daucus Panax
)))(Jasminum ((Atropa (Lycopersicon (Solanbulbocastanum Solantuberosum )))(Nicotisylvestris
Nicotitabacum ))))(Arcterica ((Camelia_a Camelia_b )(Pierisfloribunda Pieristaiwanensis
))))))(Beta Spinacia )))))(Chloranthus ((Dioscorea ((Phalaenopsis (Allium_cepa Allium_th
))((Bactrisgasipaes1 Bactrissetulosa2 )((Phylostachis ((Hordeum Triticum )(Oryzanivara
Oryzasativa )))(Zeamays (Saccharum Sorghum ))))))(Calycanthus (Drimys Liriodendron ))))))));
; /* PASTE THE CORRESPONDING TOPOLOGY HERE */
loop=gr O ntrees
set grupos [#gr] tnodes [#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 en que nodos ocurrieron los camibios y pone
ambos nodos en trans */
if (#nd !='raiz)
set myanc anc [0 #nd] ;
setnod #nd ;
1 if ((/.2variable_X ['nodT < '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
set pasos 13 ;
set enramas 0 ; /* NUMBER OF CHANGES IN BRANCHES WITH IHGH AE */
set chgtot 13 ;/* NUMBER OF TOTAL OBSERVED CHANGES*/
if ( (no_target_total'==111 ) && (‘target_total'==59) ) /* NUMBER OF OBSERVED
TARGET AND NON-TARGET BRANCHES*/
goto SIMULACION ;
if (‘enramas'==0)
loop=f 0 'enramas’
set probabilidad 'probabilidad’ + ('distri [#f]' / 'numero’) ;
stop
log +probability.txt ; sil-file ; quote* Probability=
'probabilidad’ ; sil=file ; log/;
set proba 'probabilidad' ;
set probabilidad 0 ;
else
loop=ram O (‘enramas'-1)
set rama #ram ;
loop=e 0 'enramas’
set probabilidad 'probabilidad’ + ('distri [#e]' / numero’) ;
stop
log +probability.txt ; sil-file ; quote* Probability=
'probabilidad’ ; 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 O ;
setrecy ++ ;
set ramas_obs 'enramas' ;
set target_total O ;
set totales O ;
set no_enramas O ;
set no_target_total 0 ;
set chgtot O ;
set itera ++ ;
loop=vx 0 (2*ntax)
set variable_X [#vx] O ;
stop
endrecs ;
set itera O ;
set limpasos 0 ;
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 | O ;
stop
loop=aza O ('chgtot'-1)
rseed*;
set azar #aza ;
set nodazarA ['azar'] getrandom[0 (2*ntax)] ;
if (‘azar'!=0)
loop=zar 0 (‘azar'-1)
set za #zar ;
if ('nodazarA ['azar']' == 'nodazarA ['za'l")
set nodazarA ['azar'] getrandom[0 (2*ntax)] ;
if ('nodazarA ['azar']' == 'nodazarA ['za']l")
set nodazarA ['azar'] getrandom[0 (2*ntax)] ;
if ('nodazarA ['azar']' == 'nodazarA ['za']")
set nodazarA ['azar'] getrandom[0 (2*ntax)] ;
end
end
end
stop
end
stop
loop=az 0 ('chgtot'-1)
set aza #az ;
travtree up terms 0 'nodazarA ['aza']' visitado
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 [#fili #col]' ;
set columna (‘columna’ + 'valor') ;
stop
set final [#col] 'columna’' ;
set cuenta 'final [#col]'/ 2 ;
if ((/.10cuenta' ) == ('/.0cuenta’)) ;
set simulacion_Y [#col] O ;
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] 0 ;
stop
set nodaz getrandom[0 (2*ntax)] ;
travtree up terms O 'nodaz' visitado
set matriz [ 'aza' 'visitado' ] 1 ;
endtrav
set visitado O ;
loop=col 0 (2*ntax)
loop=f1 0 (‘aza’)
set valor 'matriz [#fl #col]' ;
set columna (‘columna’ + 'valor') ;
stop
set final [#col] 'columna’ ;
set cuenta 'final [#col]'/ 2 ;
if (('/.10cuenta' ) == ('/.0Ocuenta’)) ;
set simulacion_Y [#col] O ;
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] ;
iterrecs O 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 [#orz]' ;
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set larg recsteps ;

stop
end
set entra++ ;
endrecs
set rexx O ;
set entra O ;
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']' !="simulacion_Y ['myanc']’)
set trans ['pas' 0] 'nod' ;
set trans ['pas' 1] 'myanc’;
set pas++ ;
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
if ('chgtot' == "pasos_pars')
loop=trap O ('pas'’-1)
if ((/.2variable_X ['trans [ #trap O ]']'<'limite') && ('/.2variable_X ['trans
[ #trap 1 ]']'<'limite"))
set enra ++ ;
end
if ((/.2variable_X ['trans [ #trap O ]']'>'limite") && ('/.2variable_X ['trans [
#trap 1 ]']'>'limite"))
set no_enra ++ ;
end
if ((/.2variable_X ['trans [ #trap 0 ]']">'limite") && ('/.2variable_X ['trans [
#trap 1 ]']'<'limite"))
set abajo ++ ;
end
if ((/.2variable_X ['trans [ #trap O ]'T'<limite') && ('/.2variable_X ['trans [
#trap 1 ]'1'>'limite"))
set arriba ++ ;
end
stop
if ((M'arriba’) && (!'abajo’))
set numero ++ ;
set distri ['enra'] ++ ;
end
end
setno_enra 0 ;
setpas 0 ;
setenra 0 ;
set pasos_pars 0 ;
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 incluidas en el andlisis de
inversiones. La columna Andlisis indica si la secuencia fue incluida en ambos andlisis
(andlisis de dos especies por género y el andlisis con el muestreo completo: II) o
solamente en el andlisis de 2 especies por género (I). Ademds se indica aquellas
secuencias que fueron excluidas del andlisis por no presentar la estructura de tallo — lazo
(N1); por tener una estructura fuertemente modificada (N2) o tener diferentes limites
entre el tallo-lazo (N3). IN la columna AG se indica la energia libre asociada con la
estructura de tallo-lazo correspondiente. Motivo: estado asignado a cada especie en la
codificacién binaria de la inversion. Rls: repeticiones invertidas

. Numero de . -AG Largo .
Especie accesion Analisis (keal mol'l) Rls Motivo
Acacia caven EF165294 II 11,79 10 0
Acanthosicyos naudinianus AY396176.1 11 12,5 11 1
Acer micranthum AB237387.1 N3 - - -
Acorus calamus AJ879453.1 * 12,98 11
Aethionema grandiflorum AP009367 N3 - - -
Aethionema cordifolium AP009366 N3 - - -
Agrostis stolonifera NC_008591.1 * 8,98 11 1
Ajania shiwogiku AB234823.1 11 6,65 11 0
Allium cepa AB292296.1 11 12,17 11 0
Allium fistulosum AB292295.1 II 12,17 11 1
Amborella trichopoda AJ506156.2 II 7,21 10 1
Arabidopsis thaliana NC_000932.1 N3 - - -
Arabis hirsuta AP009369.1 N3 - - -
Arcterica nana AB206620 II 7,13 11 0
Atropa belladonna NC_004561 II 7,5 11 0
Bactris gasipaes DQ645572.1 I 12,68 11 0
Bactris riparia DQ645578.1 I 12,98 11 1
Bactris setulosa DQ645580.1 II 12,98 11 1
Barbarea verna NC_009269 N3 - - -
Benincasa hispida AY396184.1 II 12,5 11 1
Beta vulgaris EF534108.1 II 12,2 11 0
Brassica napus AJ578474.1 N3 - - -
Bryonia dioica AY396175 II 12,79 11 0
Buxus microphylla EF380351.1 I 7,43 11 1
Calycanthus fertilis AJ428413.1 II 12,68 11 0
Camellia furfuracea AY741465.1 11 8,59 12 0
Camellia tenuifolia AY741466.1 11 8,59 12 0
Capsella bursa-pastoris NC_009270 N3 - - -
Carpinus tschonoskii AB237219.1 II 7,14 11
Carpinus japonica AB237206.1 11 12,5 11 1
Castanea sativa AY497341.1 I 13,28 11 1
Chloranthus spicatus NC_009598 11 12,98 11 1
Chrysanthemum boreale AB234795.1 11 6,65 11 0
Chrysanthemum zawadskii AB234786 II 6,65 11 0
Cicer arietinum AC161102 I 17,46 18 1
Citrullus lanatus AY396178.1 I 12,5 11 1
Citrus sinensis DQ864733.1 1I 12,98 11 1
Coccinia palmata AY396174.1 II 12,5 11 1
Coffea arabica NC_008535.1 N2 - - -
Crucihimalaya wallichii NC_009271 N3 - - -
Cyclanthera pedata AY396182.1 11 13,09 11 1
Cucumis sativus DQ119058.1 II 13,09 11 1
Cucurbita pepo AY396185.1 I 13,09 11 1
Cuscuta sandwichiana AY936348 N3 - - -
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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
11
N3

11

II

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
75

20,19
12,5
12,5
12,5

13,09

15,78

13,08

15,24
75
75
75

13,27

8,98
8,98
75
8,17
12,68
8,98
12,6
75
7,13
7,13
75
7,13
75
10,12
20,21
7,62
8,98
8,98

11

11
11
12
11
11

11
11

11
11
11
11

11
11
11

11
11

18
11
11
11
11
18
11
12

11
11
11

11

11
11
11
10
11
11
11
12
11
11
11
11
11

17
11
12
12
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Praecitrullus fistulosus AY396191.1 11 12,5 11 1
Prosopis africana EF165297 I 12,09 10 1
Prosopis affinis EF165296 I 12,09 10 1
Prosopis alba EF165298 I 12,09 10 1
Prosopis alpataco EF165299 I 12,09 10 1
Prosopis argentina EF165300 I 12,09 10 1
Prosopis articulata EF165301 I 12,09 10 1
Prosopis caldenia EF165302 I 12,09 10 1
Prosopis campestris EF165304 I 12,09 10 1
Prosopis castellanosii EF165306 I 11,79 10 0
Prosopis chilensis EF165307 I 12,09 10 1
Prosopis cineraria EF165309 I 11,79 10 0
Prosopis denudans EF165310 I 11,79 10 0
Prosopis ferox EF165311 I 12,09 10 1
Prosopis flexuosa EF165312 I 12,09 10 1
Prosopis glandulosa EF165314 I 12,09 10 1
Prosopis humilis EF165315 1 12,09 10 1
Prosopis juliflora EF165316 I 12,09 10 1
Prosopis kuntzei EF165318 1 12,09 10 1
Prosopis nigra EF165320 I 12,09 10 1
Prosopis palmeri EF165322 I 11,79 10 0
Prosopis pubescens EF165323 I 11,79 10 0
Prosopis reptans EF165333 I 12,09 10 1
Prosopis ruizleali EF165324 1 11,79 10 0
Prosopis ruscifolia EF165325 I 12,09 10 1
Prosopis sericantha EF165326 I 12,09 10 1
Prosopis strombulifera EF165327 I 12,09 10 1
Prosopis tamarugo EF165328 I 12,09 10 1
Prosopis tamaulipana EF165329 I 12,09 10 1
Prosopis torquata EF165330 I 12,09 10 1
Prosopis vinalillo EF165331 I 12,09 10 1
Prosopidastrum EF165295 II 12,09 10 1
angusticarpum

Prunus grayana AB237333.1 I 12,6 11 1
Ranunculus macranthus NC_008796 N2 - - -
Sapium japonicum AB237358.1 I 13,09 11 1
Saccharum officinarum AP006714.1 II 8,98 11 1
Sechium edule AY396190.1 II 13,09 11 1
Schizophragma hydrangeoides ~ AB237309 I 7,24 11 0
Sicyos angulatus AY396189.1 11 13,09 11 1
Spinacia oleracea AJ400848.1 II 12,68 11 0
Solanum bulbocastanum DQ347958.1 II 7,5 11 0
Solanum tuberosum NC_008096 I 7.5 11 0
Sorghum bicolor NC_008602.1 1 8,98 11 1
Trichosanthes cucumerina AY396188.1 I 12,5 11 1
Triticum aestivum AB042240.3 I 8,98 11 1
Viburnum furcatum AB237448.1 11 6,47 10 0
Vigna angularis AB035901 N1 - - -
Vitis vinifera DQ424856.1 N2 - - -
Zea mays X86563.2 11 8,98 11 1
Xerocladia viridiramis EF585493 II 11,79 10 0
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ANEXO III. Scripts usados en el analisis de caracteres ambientales

Script 1. Script utilizado para evaluar el estado ancestral del ACMR de Algarobia
considerando diferentes resoluciones de la politomia del clado de los Algarrobos.

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

set caracter %1 ; /* primer argumento indica el cardcter a analizar */

set Xerocl 2 ;

set totarbol %2 ; /* segundo argumento es la cantidad de resoluciones de la politomia del clado de los
algarrobos a ser evaluadas */

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

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

ccode +.;

loop=tre 0 'totarbol’

rseed*;

force

(outl (out2 ((Xerocladia (((Ferox Tamarugo )(Reptans Torquata ))(Strombulifera (Palmeri Pubescens
))))((Affinis Alba Alpataco Articulata Caldenia Campestris Chilensis Flexuosa Glandulosa Juliflora Nigra
Ruscifolia Tamaulipana Vinalillo )((Argentina (Sericantha (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]) && (isanc[0 'nodo’ 8]) && (isanc[0 'nodo’ 9]) &&
(isanc[0 'nodo' 10]) && (isanc[0 'nodo' 11]) && (isanc[0 modo' 12]) && (isanc[0 'nodo' 13]) &&
(isanc[0 'nodo' 14]) && (isanc[0 'nodo' 15]) && (isanc[0 modo' 16]) && (isanc[0 'nodo' 17]) &&
(isanc[0 'nodo' 18]) && (isanc[0 nodo' 19]) && (isanc[0 'nodo' 20]) && (isanc[0 'nodo' 20]) &&
(isanc[0 'nodo' 21]) && (isanc[0 'nodo’ 22]) && (isanc[0 nodo’ 23]) && (isanc[0 nodo' 24]) &&
(isanc[0 'nodo' 25]) && (isanc[0 'nodo' 26]) && (isanc[0 'nodo' 27]) && (isanc[0 'nodo' 28]) &&
(isanc[0 'nodo' 29])) && (isanc[0 'nodo’ 30]) && (lisanc[0 nodo' 1]))
set target 'nodo' ;  set valminimo contmins [1 'nodo' 0] ;
set valmaximo contmaxs [1 'nodo’' 0] ;
sil-all; quote #tre,'caracter’, 'target', 'valminimo','valmaximo' ;sil=all;
end
stop
kO;
stop

log/
proc/;
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