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Genética del paisaje en poblaciones de Prosopis alba de la
provincia de Santiago del Estero

RESUMEN

La seccion Algarobia del género Prosopis comprende especies arboreas, la mayoria de las cuales constituyen
importantes recursos naturales en las regiones aridas y semiaridas de América. Una de las especies mas
apreciada dentro de esta seccion por la calidad de su madera y el sabor dulce de sus frutos es Prosopis alba.
En la presente tesis se combinaron herramientas informaticas, moleculares y morfométricas para analizar la
variacion espacial a escala fina en esta especie. Se estudid en primer lugar un huerto experimental,
continuando la investigacion iniciada en la tesis de licenciatura de Roser (2010). Este capitulo aportd un
mayor conocimiento general sobre la base genética de 11 rasgos de morfologia foliar, determinando que la
variacion mostrada por 5 de ellos (largo, ancho y area del folidlulo, nimero de pares de folidlulos por pinna
y numero de pinnas) tiene un importante componente genético en la muestra analizada. Se estudié en
segundo lugar una poblacién natural de individuos adultos a escala espacial fina. Para poder realizar esta
investigacion, se elabord6 un paquete estadistico en R denominado “EcoGenetics” (disponible en

https://cran.r-project.org/web/packages/EcoGenetics), til para el manejo y analisis de informacion espacial

en poblaciones, con particular énfasis en enfoques a escala fina. El estudio de la poblacion natural consistio
en i) el andlisis de la estructura genética espacial usando 7 loci microsatélites, evaluando el ajuste de los
datos a un modelo de aislamiento por distancia y la presencia de sefiales de cambios demograficos recientes
y i) el andlisis de la estructura espacial para los 11 caracteres de morfologia foliar investigados en el huerto
y el diametro del tronco a la altura del pecho (DAP), examinando la presencia de patrones de autocorrelacion
espacial y la relacion entre estos caracteres cuantitativos y variables ambientales. Los patrones moleculares
mostraron la ausencia de discontinuidades genéticas en la poblacidn, ajuste a un modelo de aislamiento por
distancia e indicios de una posible expansion o evento de inmigracion en uno de los sitios de estudio. El
analisis de los caracteres cuantitativos mostro estructuracioén espacial (autocorrelacién positiva) para varios
de ellos, lo que podria asociarse con flujo génico restringido y efectos de micrositio. En esta tesis se
evaluaron de modo sistematico y por primera vez los patrones espaciales a escala fina en Prosopis alba
mediante técnicas de autocorrelacion espacial, resaltando la complejidad de la dinamica mostrada por

poblaciones de distribucion continua en paisajes modelados por el hombre.

Palabras clave: Prosopis alba, clones, genética del paisaje, estructura espacial, autocorrelacion espacial,

aislamiento por distancia, coancestria, morfometria, SSR, ISSR, lenguaje R, software libre.


https://cran.r-project.org/web/packages/EcoGenetics/

Landscape genetics in populations of Prosopis alba of the province of
Santiago del Estero

ABSTRACT

The section Algarobia of the genus Prosopis includes tree species that constitute important natural resources
in arid and semiarid regions of America. One of the most appreciated species of this section for its wood
quality and the sweet flavour of its pods is Prosopis alba. In the present thesis, informatics, molecular and
morphometric tools were combined in order to analyze the patterns of spatial variation at fine scale in this
species. In the first place, an experimental orchard was studied, continuing the research started in the thesis
by Roser (2010). This chapter provided a deeper understanding of the genetic basis of 11 morphological leaf
traits, determining that the variation showed by five of them (leaflet length, width and area, number of
leaflets pairs per pinna and number of pinnae) has an important genetic component in the analyzed sample.
In second place, a natural population of adults trees was studied at fine spatial scale. To carry out this

research, a statistical R package called "EcoGenetics" (available in https:/cran.r-project.org/web/

packages/EcoGenetics), useful for managing and analyzing spatial information in populations, with
particular emphasis on fine-scale approaches, was developed. The study of the natural population consisted
in i) the analysis of the spatial genetic structure using 7 microsatellite loci in order to determine whether the
data fit the isolation by distance model and to detect signals of recent demographical changes, and ii) the
analysis of the spatial structure in the 11 leaf traits investigated in the orchard and the trunk diameter at
breast height (DAP), assessing the presence of spatial autocorrelation patterns, and the relationship between
these quantitative traits and environmental variables. The molecular patterns showed the absence of genetic
discontinuities in the population. The microsatellite data fit an isolation by distance model, and signals of a
possible expansion or immigration event were observed in one of the study sites. The analysis of the
quantitative traits showed spatial structure (positive autocorrelation) for several of them, which could be
associated with restricted gene flow and microsite effects. In this thesis, the fine-scale spatial patterns in
Prosopis alba were evaluated systematically and for the first time using spatial autocorrelation techniques,
highlighting the complexity of the dynamics showed by continuously distributed populations in anthropized

landscapes.

Keywords: Prosopis alba, clones, landscape genetics, spatial autocorrelation, spatial structure, isolation by

distance, kinship, morphometrics, SSR, ISSR, R programming language, open source software.
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L. Introduccién

I. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION AL GENERO PROSOPIS
1.1. El género Prosopis

El género Prosopis Linnaeus emend. Burkhart (Fabaceae, Mimosoidae) comprende alrededor
de 44 especies lefiosas, en su mayoria formas arboreas y arbustivas, ampliamente distribuidas en
ecosistemas aridos y semidridos del planeta (Figura 1.1). Como género perteneciente a la familia
Fabaceae, se caracteriza por producir semillas en legumbres; como perteneciente a la subfamilia
Mimosoideae, por poseer hojas pinnadas compuestas con pequeiias flores agrupadas en
inflorescencias. Prosopis se encuentra presente principalmente en América, ya que del total de
especies que lo integran, solo tres son nativas de Asia y una de Africa (Burkart, 1976). De las 40
restantes, 34 son nativas de Sudamérica (Solbrig, 1977). En Argentina se hallan 27 especies y 13 de
ellas son endémicas (Burkart, 1976). La distribucion geografica se da a lo largo y ancho del
territorio nacional, exceptuando al sur de la Patagonia y la provincia de Misiones (Burkart, 1976;
Hunziker y col., 1986). La mayor diversidad especifica estd concentrada en las Provincias

Biogeograficas del Monte, Espinal y Chaco (Cabrera y Willink, 1973).

FIGURA 1.1 Distribucion del género Prosopis. Los numeros indican la cantidad de especies nativas en cada
region. Imagen extraida de Catalano y col. (2008).
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La historia taxondmica del género es compleja y extensa. En 1976 Arturo Burkart lo dividio
en cinco secciones, basdndose principalmente en el tipo de espinas y la estructura del tallo:
Algarobia (30 especies americanas), Strombocarpa (9 especies americanas), Monilicarpa (1 especie
endémica de Argentina), Anonychium (1 especie africana) y Prosopis (3 especies afro-asidticas); a
su vez, las primeras dos fueron subdivididas en series. La seccion Algarobia, ampliamente
representada en Argentina, estd compuesta por las series Ruscifoliae, Sericanthae, Denudantes,
Humiles, Pallidae y Chilenses. Es estrictamente americana, con especies presentes tanto en el sur
como en el norte del continente, que se caracterizan por poseer espinas axilares y ramas
diferenciadas en braquiblastos y macroblastos, aunque algunas de ellas carecen de espinas
(Catalano y col., 2008). Dentro de Algarobia la distincidon entre especies es confusa, ya que en zonas
de simpatria los individuos clasificados dentro de diferentes grupos son capaces de cruzarse entre si,
dejando descendencia fértil (Hunziker y col., 1986). Las especies de esta seccion son en su mayoria
autoincompatibles y de fecundacion cruzada (Solbrig y Cantino, 1975; Simpson, 1977); en algunas
de ellas sin embargo se ha observado un pequefio porcentaje de autofecundacion (Bessega y col.,
2000). Diversos estudios (Bessega, 2005, 2006; Catalano y col., 2008) sugieren que el género

Prosopis y la seccion Algarobia no serian grupos monofiléticos.

Desde el punto de vista ecoldgico, las especies de Prosopis cumplen importantes funciones,
que incluyen la fijacion de nitrogeno, el control de la erosion del suelo y la estabilizacion de
médanos. Las especies de zonas aridas y semidridas poseen adaptaciones que les permiten soportar
las condiciones ambientales extremas en las que habitan. De hecho, algunas de ellas son capaces de
crecer sin problemas dentro de un amplio intervalo de temperaturas que va desde -20° C a 44° C
(Medina y Cardemil, 1993). También logran crecer en suelos arenosos y/o salinos, asi como en
zonas donde la precipitacion pluvial es muy escasa (250 mm a 70 mm). Las especies con sistema
radicular dimorfico poseen una raiz lefiosa vertical de crecimiento rdpido y una corona de raices
laterales, que les permiten utilizar agua en niveles superficiales y profundos (Galera y col., 2000;

Villagra y col., 2011).

Las especies representantes del género con valor economico (por ejemplo, P. alba, P. flexuosa,
P. tamarugo, P. juliflora, P.chilensis, P. pallida y P. glandulosa, entre otras), han despertado gran
interés en los ultimos afios, ya que son recursos promisorios para forestacion (Dutton, 1989;

Geesing y col., 2000), debido a la alta tolerancia a la salinidad que presentan y a los productos que
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se pueden obtener de ellas (Pasiecznik y col., 2001; Felker y col., 2008). Exhiben una excelente
adaptacion a sistemas agroforestales y sus usos son de los mas diversos. Presentan una madera de
buena calidad, dura, densa y durable, la cual es empleada en la construccion de pilares, soportes y
aberturas, asi como en la fabricacion de muebles; también es utilizada como combustible, lefia o en
la elaboracion de carbon vegetal (Hunziker y col., 1986; Pasiecznik y col., 2001). Las vainas, ricas
en hidratos de carbono, azlicares y proteinas, son una importante fuente de alimento tanto para el
hombre', como para la fauna silvestre y el ganado; en este ultimo caso, los frutos son recolectados y

secados, utilizandolos como forraje en invierno (Galera y col., 1992).

1.2. Estudios poblacionales previos en Prosopis

El género Prosopis ha sido objeto de gran nimero de estudios citogenéticos, genético-
poblacionales y morfologicos. Los primeros estudios citogenéticos mostraron que sus especies
tendrian un niimero cromosomico somatico 2n = 28. P. juliflora seria la unica especie descripta
como tetraploide (2n = 56) hasta el momento (Hunziker y col., 1975; Burkart, 1976; Bukhari, 1997;
Saidman y col.,, 1997; Harris y col., 2003; Trenchard y col., 2008). Los estudios genético-
poblacionales utilizaron multiples técnicas que en general mostraron resultados concordantes. Estos
incluyeron analisis basados en cromatografia (Naranjo y col., 1984; Palacios y Bravo, 1984;
Zallochi y col., 1990), proteinas seminales (Burghardt, 1996; Burghardt y Palacios, 1997),
1soenzimas (Solbrig y Bawa, 1975; Saidman, 1985; Saidman y Vilardi, 1987; Verga, 1995; Bessega
y col., 2000; Julio, 2000), polimorfismos para el largo de fragmentos de restriccion (RFLP)
(Saidman y col., 1998; Ferreyra y col., 2004), polimorfismos de loci amplificados al azar (RADP)
(Juarez-Mufoz y col., 2002; Ferreyra y col., 2004, 2007, 2010), microsatélites (SSR) (Bessega y
col., 2012; Teich y col., 2014; Bessega y col. 2015b), y caracteres cuantitativos (Bessega y col.,
2009, 2011; Darquier y col., 2013; Ferreyra y col., 2013; Bessega y col., 2015b). La mayor parte de
estos estudios estuvieron centrados en especies de la seccion Algarobia, casi exclusivamente en las
series Chilenses, Pallidae y Ruscifoliae. La principal conclusion a la cual se llegd a través del uso
de técnicas bioquimicas y moleculares es que las especies de estas series presentan una gran
similitud genética. Por otra parte, se observé que la mayor parte de la diversidad genética se
encuentra dentro de las poblaciones y que la divergencia entre poblaciones de una misma especie es

baja. A pesar de la alta similitud interespecifica, la simpatria de las especies y la presencia de

1 Por ejemplo, mediante la elaboracion de harina para la preparacion de “patay” o torta de algarrobo y bebidas como la

“chicha”, la “afiapa” y el “arrope”.
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hibridacion (Hunziker y col., 1975, 1977; Palacios y Bravo, 1981; Hunziker y col., 1986), las
poblaciones de una misma especie se agrupan generalmente de acuerdo a su origen especifico. Los
estudios con caracteres cuantitativos mostraron alta heredabilidad en rasgos de crecimiento y
foliares, variacion no neutral en el tamafio y forma de la hoja, importante variacion geografica,
asociacion con variables ambientales y concordancia con las descripciones dadas por marcadores

moleculares.

Estudios realizados en siete especies de la seccion Algarobia (Bessega y col., 2000) mostraron
una preponderancia de reproduccion exogamica. El polen de Prosopis es dispersado por insectos
(Genise y col. 1990) y las semillas de modo endozoico por mamiferos (Reynolds, 1954; Mares y
col., 1977), mecanismos que se consideran asociados con dispersion limitada. Las semillas duras
germinan luego de atravesar el tracto digestivo de los mamiferos que ingieren los frutos, siendo
depositadas junto a sus heces, lo que provoca que arboles altamente emparentados crezcan juntos en

areas limitadas (Steibel y col., 1999; Bessega y col., 2012).

1.3. Prosopis alba (seccion Algarobia)

Prosopis alba Griseb. (“algarrobo blanco”, Figura 1.2) es una importante especie nativa que
compone el bosque Chaqueio, distribuida en Argentina, Uruguay, Paraguay, sur de Bolivia y Pert.
Es un arbol de porte mediano, de hasta 12 m de altura y con un tronco de hasta 150 cm de diametro

(Tortorelli, 2009).

Los arboles de P. alba se caracterizan por su gran adaptacion a las regiones semiaridas del NE
argentino. El algarrobo blanco puede ayudar a mejorar las condiciones del suelo por medio de la
prevencion de la erosion y la formacion de agregados de materia orgdnica. Diversos estudios
indicaron ademds que esta especie presenta una gran tolerancia a la salinidad (Rhodes y Felker,
1988; Velarde y col., 2003; Felker y col., 2008), lo que permitiria utilizarla en planes de forestacion
para la recuperacion de suelos salinos. Desde el punto de vista econdmico es una especie
multiproposito, pudiéndose obtener a partir de ella productos tales como lefia, carbon, forraje,
alimentos para consumo humano y una madera de muy alta calidad (Pometti y col., 2009, 2010;
Pizzo y col., 2011). Actualmente, el algarrobo blanco es la principal especie nativa promocionada

para realizar plantaciones comerciales en la region del Parque Chaquefio, en el marco de la Ley
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Nacional 25.080/99 (y su reforma, la Ley 26.432/08), que incentiva y subsidia la forestacién con

especies nativas y exoticas en todo el territorio nacional (Coronel de Renolfi y Gomez, 2014).

FIGURA 1.2 Prosopis alba (A) rama florifera; (B) flor; (C) detalle del estambre; (D) gineceo; (E) fruto; (F)
semilla. Imagen extraida de Rapoport, y col. (1998).

Los montes naturales de P. alba se han visto reducidos de manera dréstica a causa de la
sobreexplotacion y el avance de la frontera agricola. El panorama actual de la distribucion de esta
especie combina bosques relativamente pristinos, reducidos a algunas zonas de Chaco y Formosa;
parches remanentes de la amplia distribucion original, especialmente en Santiago del Estero,
usualmente rodeados de d4reas con uso productivo (agroganadero o forestal); y zonas de
colonizacién relativamente reciente, como consecuencia de modificaciones antrdpicas asociadas
con cambios en los cursos de agua por la construccion de diques y aparicion de habitats abiertos
luego del desmonte. En Santiago del Estero, las poblaciones naturales de algarrobo blanco estan

practicamente reducidas a pequeas areas protegidas entre rios, a los costados de los caminos o son
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mantenidas en pequenos parches en fincas donde proveen alimento y sombra al ganado.

1.4. Estudios poblacionales previos en P. alba

La informacion disponible sobre la estructura poblacional de P. alba (Ferreyra y col., 2004,
2007; Bessega y col., 2012; Ferreyra y col., 2013) indica que la mayor parte de la variabilidad
genética se encuentra dentro de las poblaciones, con una limitada diferenciacion regional. La
seleccion natural podria ser un factor importante en la generacion de patrones morfologicos a
escalas gruesas (Bessega y col., 2015a). A partir de ensayos, se pudo estimar una alta heredabilidad
para rasgos relacionados con la forma y el tamafio de hojas y espinas, y con rasgo de crecimiento
(altura y didmetro del tronco), lo que sugiere la posibilidad de obtener una respuesta significativa a
la seleccion de caracteres de importancia adaptativa y econdmica (Bessega y col. 2009, 2011;

Ewens y col., 2012).

Estudios sobre el sistema de fecundacion (Bessega y col., 2000) y el andlisis de la estructura
fina a nivel familiar (Bessega y col., 2012), mostraron que esta especie es principalmente de
fecundacion cruzada, que la dispersion del polen seria limitada (entre 5 y 30 m) y que el parentesco
entre arboles seria nulo a distancias mayores de 100 m. Al momento de esta revision bibliografica,
la ultima publicacion realizada con P. alba (Bessega y col., 2015b) mostr6 que el uso de estimas de

parentesco mejoraria el proceso de seleccion de semillas para formar plantaciones.
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2. INTRODUCCION AL AREA DE ESTUDIO: DESCRIPCION AMBIENTAL DE LA
PROVINCIA DE SANTIAGO DEL ESTERO

2.1. Descripcion general de la provincia
La provincia de Santiago del Estero se encuentra situada casi en su totalidad en la region

fitogeografica Chaquefia (Figura 1.3) (Cabrera, 1976), una vasta planicie que posee caracteristicas

semidridas en el area central, y subhumedas hacia el este (Pérez Carrera y col., 2008).
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FIGURA 1.3 Regiones fitogeograficas de la Argentina segiin Cabrera (1971). Imagen extraida del trabajo

original.
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La vegetacion de Santiago del Estero consiste en bosques xerofitos, estepas haldfitas y
sabanas edaficas o inducidas por fuego o deforestacion (Cabrera, 1976; SAyDS, 2004). El area
boscosa, compuesta de bosques naturales y zonas forestadas para produccion, ocupa un 65% de la
provincia. Las especies mds explotadas son el quebracho colorado (Schinopsis lorentzii) y el
quebracho blanco (Aspidosperma quebracho blanco). Ademas, se explotan especies como el
algarrobo (Prosopis sp.), el mistol (Ziziphus mistol) y el chanar (Geoffroea decorticans) (Pérez-

Carrera y col., 2008).

La agricultura de la region se realiza en condiciones de secano y bajo riego. Las zonas de
agricultura de secano se encuentran comprendidas en el sudeste de la provincia (limite con Santa
Fe). Las zonas de agricultura de riego abarcan areas relacionadas con los rios Salado, Horcones y
Uruefia, una subzona de riego con aguas surgentes, y el sistema del rio Dulce. La base productiva
agricola estd compuesta por soja, sorgo granifero, girasol, maiz, cultivos forrajeros y frutihorticolas

(Pérez-Carrera y col., 2008).

Santiago del Estero es la provincia con el mayor desarrollo de la ganaderia en el NOA,
contando con un 50% del stock ganadero regional. En zonas de secano, se realiza explotacion de
cria y recria sobre campos naturales con monte, llegando a haber hasta un 10% de zonas con
pasturas cultivadas y rastrojos de cultivo, en las que también se realiza engorde. En zonas de riego,
la actividad ganadera que se realiza es la de engorde. La ganaderia caprina se distribuye en forma

uniforme y dispersa en toda la provincia (Pérez-Carrera y col., 2008).

La marcada degradacién del suelo es consecuencia de la intensa utilizacion agricola, el
pastoreo excesivo, y por sobre todo, la deforestacion: la explotacion irracional de los bosques
naturales ha destruido millones de hectareas desde comienzos del Siglo XX. El proceso de
expansion de la frontera agricola “ha generado un fuerte impacto en el area, removiendo cubierta

boscosa de grandes superficies y afectando a la poblacion rural" (Aristide, 2010).

2.2. Clima

El clima de Santiago del Estero es caluroso y equivalente al de las regiones subtropicales. La

temperatura anual promedio es de 21°C (Figura 1.4A), con valores maximos que exceden los 45 °C
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en verano y minimos entre 4.5 y 5 °C en invierno (Pérez Carrera y col., 2008).

Las precipitaciones presentan una distribucion marcadamente estacional, distinguiéndose una
temporada humeda, de octubre a marzo, y una seca, de abril a septiembre. La precipitacion varia
desde 550 a 950 mm, en sentido sudeste-noroeste (Figura 1.4B). Un 85% de la precipitacion anual
se concentra en el periodo estival, con 30 dias de lluvia y con una media de 380 mm (Moscuzza y
col., 2003). La evapotranspiracion varia entre 1250 y 1550 mm (Figura 1.4C), lo que determina un

balance hidrico con déficit a lo largo de todo el afo.

FIGURA 1.4 Mapas de variables climaticas de Santiago del Estero. (A) Mapa de temperatura media anual
(°C); (B) Mapa de precipitacion media anual (mm); (C) Mapa de evapotranspiracion potencial (mm).
Adaptado de Angueira y col. (2007).

2.3. Geomorfologia

La planicie del Chaco, de la que forma parte la provincia, tiene un caracter practicamente
llano, con una pendiente media de oeste a este de 0.04% (Matteucci y Camino, 2012). Es una gran
planicie sedimentaria descripta como un bloque hundido relleno con los materiales de los rios que la
atraviesan en sentido noroeste-sudeste (Aristide, 2010). El territorio de Santiago del Estero se
encuentra interrumpido por elevaciones en las que se registran las mayores altitudes provinciales

(Figura 1.5) y por dos rios principales y rios menores. Cinco rios lo cruzan: Dulce, Salado,
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Horcones, Uruefia y Albigasta (Figura 1.6), siendo los principales, de mayor caudal y transporte

permanente de agua, los rios Salado y Dulce.
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FIGURA 1.5 Mapa de elevacion de Santiago del Estero. Superficie construida con ArcGIS 10.1 a partir de
curvas de nivel disponibles en Angueira y col., 2007.

El rio Salado nace en Salta-Catamarca, en las sierras occidentales del borde de la Puna y
desemboca en Santa Fe. Este rio se seca casi todos los inviernos. El rio Dulce, el méas importante
desde el punto de vista socieconémico, pasa en su recorrido por Salta, Tucuman y Santiago del
Estero, desembocando en la provincia de Cérdoba. En Santiago del Estero inunda el Dique Frontal
de Rio Hondo y se transforma en la linea divisoria de los departamentos Capital y La Banda. En
este recorrido, se encuentra el dique Los Quiroga, base del Sistema de Riego del Area del Rio

Dulce, que provee de agua a 110 mil hectareas en los departamentos Capital, La Banda y Robles.
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FIGURA 1.6 Mapa hidrografico de Santiago del Estero, mostrando los rios y canales principales. Adaptado
de Angueira y col. (2007).

La accién de la orogenia y el clima, dos factores modeladores fundamentales del relieve, ha
desarrollado una amplia llanura aluvial sobre el rio Dulce (Figura 1.7). La importante dinamica
hidrica que afecto al lugar trajo como consecuencia una manifiesta heterogeneidad de sedimentos
depositados y suelos asociados. Los sitios mas elevados estan formados por suelos de texturas
medias a gruesas. Los antiguos cauces del rio, actualmente secos y desactivados, poseen suelos de
texturas arenosas y presentan alveolos bien definidos con albardones de alturas variables. En las
depresiones, el tamafio de las particulas minerales de los suelos es de menor tamafio y manifiestan

deficiencias de drenaje con significativa afectacion salina (UESRRD, 2015).
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Subun. geomorfoldgicas
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FIGURA 1.7 Mapas de geomorfologia de Santiago del Estero. A. Mapa de unidades geomorfologicas;
B. Mapa de subunidades geomorfoldgicas. Adaptado de Angueira y col. (2007).

2.4. Suelos

Los suelos son el resultado de la interaccion del material originario, el clima y la bidsfera,
modificados por la topografia y el tiempo. En su mayoria, los suelos de Santiago del Estero se han
desarrollado sobre materiales fluvio-edlicos en un relieve casi llano sin formas sobresalientes
significativas, exceptuando las Sierras Pampeanas (Angueira y col., 2007). Los suelos de la parte
oriental de la planicie santiaguefia, originados a partir de materiales loésicos y aluviales, presentan
moderado desarrollo, con horizontes orgéanicos relativamente espesos. En el sudoeste de la
provincia, zona de salinas, los suelos no permiten el crecimiento y el desarrollo de ningun tipo de
vegetacion. Hacia el oeste, con la disminucion de las precipitaciones, los suelos presentan menor
desarrollo, con muy bajos tenores de materia organica. El suelo de aspecto rojizo cubre casi la
totalidad de Santiago del Estero. Dentro de los sistemas fluviales de los rios Salado y Dulce pueden

observarse una importante variedad de suelos.

El sistema Soil Taxonomy (Soil Survey Staff, 1999), que es el sistema de referencia a nivel
mundial para la clasificacion de suelos, establece 6 6rdenes jerarquicos (Orden, Suborden, Gran
grupo, Subgrupo, Familia y Serie, Tabla 1.5). La nomenclatura utilizada para nombrar los suelos es
informativa, en el sentido que se van incorporando una serie de prefijos y sufijos que refieren a

propiedades de los mismos, formandose de este modo grupos taxondmicos.
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TABLA 1.5 Caracteristicas principales de las taxones de suelos establecidos en el sistema Soil Taxonomy
(fuente: SMIN, http://www.mineria.gob.ar/estudios/irn/cordoba/X-6suec.asp).

Categoria Naturaleza de las propiedades diferenciadoras
Procesos de formacion de suelos, indicados por la presencia o ausencia de importantes horizontes
Orden diagndsticos
Subdivision de los ordenes en funcion de una homogeneidad genética, definida por propiedades tales
Suborden

como régimen de humedad, materiales parentales y estado de descomposicion de fibras organicas

Subdivision de los subordenes de acuerdo a la clase, ordenamiento y grado de expresion de los
Gran Grupo horizontes, presencia o ausencia de determinados rasgos diagnosticos o clima edéafico

Concepto central del taxon perteneciente al gran grupo y propiedades indicando intergradacion a otros
Subgrupo

grandes grupos, subdrdenes y o6rdenes o extragradacion a "no suelo"
Propiedades importantes para el crecimiento de las plantas que se relacionan con amplias clases
Familia texturales y de temperatura del suelo y mineralogia predominante del solum
Tipo y ordenamiento de horizontes, color, textura, estructura, consistencia y reaccion de los horizontes;
Serie propiedades quimicas y mineralogicas de los horizontes

Los ordenes de suelos que pueden encontrarse en Argentina, se muestran en la Figura 1.8. En
Santiago del Estero en particular, se hallan presentes los 6rdenes Molisol, Aridisol, Entisol y

Alfisol (Angueira y col., 2007). Las caracteristicas principales de estos 6rdenes se muestran en la
Tabla 1.6.

/ |
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Alfisoles
Aridisoles
Entisolés
Inceptisoles
Molisdles
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Vertisoles

- Anddsoles
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| | (= / ‘,“
\ B
858 ‘_L\U:L, | ) o/
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FIGURA 1.8 Ordenes de suelos presentes en Argentina, de acuerdo al sistema Soil Taxonomy (fuente:
INTA).
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TABLA 1.6 Tipo de suelos que pueden encontrarse en Santiago del Estero (fuente: SMIN,
http://www.mineria.gob.ar/estudios/irn/cordoba/X-6suec.asp).

Denominaciéon Caracteristicas principales

Molisol Suelos ricos en materia organica, horizonte superficial bien estructurado, ricos en bases
Aridisol Falta de agua por aridez del clima

Entisol Suelos jovenes o escasamente desarrollados

Alfisol Suelos con iluviacién de arcillas, riqueza en bases de media a alta

Los molisoles (Figura 1.9) de las planicies chaco-pampeanas constituyen los suelos de tipo

dominante entre aquellos con la mejor aptitud para agricultura (Moscatelli, 1990).

FIGURA 1.9 Perfil de un Molisol. Estos son suelos con un horizonte superficial oscuro y ricos en bases
(fuente: Soil Survey Staff, http://www.nrcs.usda.gov).

Los suelos de este orden se caracterizan por poseer un horizonte A enriquecido en
materia organica, debido a la incorporacion sistematica de los residuos vegetales y su mezcla con
la parte mineral, produciéndose un oscurecimiento que se refleja mas profundamente en la parte
superficial. Poseen una alta saturacion de bases y de moderada a alta capacidad de intercambio
catidénico. Son suelos mas o menos desarrollados, himedos, franco-limosos a arcillolimosos, con
moderada a fuerte estructuracion, bien a moderadamente drenados, sin problemas de
encharcamiento, con cierta acumulacion de sales o carbonatos (Angueira y col., 2007). Se disponen
en las areas que reciben mayor aporte hidrico por precipitaciones o escurrimiento superficial. Se
pueden encontrar en la bajada proximal del Piedemonte Subandino-Pampeano, la Llanura Aluvial
del Rio Salado en su Paleoabanico Aluvial, la Llanura de Inundacion Activa en la Depresion de las

Salinas, y en la mayor parte de la Planicie Santafecina Remanente (Figura 1.7). El suborden Ustol
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puede presentar periodos sub-himedos con sequias que pueden ser prolongadas durante algunos
periodos. Dentro de este a su vez, de particular interés en la presente tesis es el gran grupo
Haplustol. Representantes de este tipo de suelos se encuentran ubicados en relieves positivos, en
las Bajadas del Piedemonte Subandino Pampeano, en la Planicie Santafecina Remanente y en el
Paleoabanico Aluvial del Rio Salado (Figura 1.7). Son suelos con escaso desarrollo,
moderadamente profundos, presentan un horizonte con poca meteorizacion, con un incremento de
arcilla sin llegar a ser una capa arcillosa, bien drenados y sin problemas de encharcamiento, con

cierta acumulacion de sales o carbonatos y perfil franco-arcillo-limoso (Angueira y col., 2007).

Los aridisoles (Figura 1.10) son suelos secos por periodos prolongados del afio y/o salinos
con napa fredtica alta, que no disponen de agua suficiente para el crecimiento de cultivos o

pasturas polifiticas durante largos periodos (Moscatelli, 1990).

FIGURA 1.10 Perfil de un Aridisol. Estos se caracterizan por ser suelos muy secos para el crecimiento de
plantas mesofitas (fuente: Soil Survey Staff, http://www.nrcs.usda.gov).

Presentan bajos contenidos de materia orgdnica, color claro, textura franca y débil
estructuracion. Cuando no se encuentran bajo riego, los aridisoles se asocian con una vegetacion
xero6fila, en general escasa y que no cubre completamente la superficie del suelo. Se encuentran en
amplias zonas de la provincia: en el Piedemonte Pampeano, la Llanura Aluvial del Rio Salado, el
Paleoabanico Aluvial, la Depresion de las Salinas y la Llanura Aluvial del Rio Dulce en sus

componentes salinos (Angueira y col., 2007) (Figura 1.7).

Los entisoles (Figura 1.11) son suelos ampliamente distribuidos en zonas 4ridas y semidridas.
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Son suelos recientes, poco evolucionados, con poca o ninguna evidencia de desarrollo de
horizontes pedogenéticos, siendo en su mayoria el material parental inalterado. Este escaso
desarrollo es resultado del material originario inerte, pendientes pronunciadas activamente

erosionadas, escasas precipitaciones o falta de tiempo para su maduracion (Angueira y col., 2007).

FIGURA 1.11 Perfil de un Entisol. Estos se caracterizan por ser suelos con poca o ninguna evidencia de
desarrollo de horizontes podogenéticos (fuente: Soil Survey Staff, http://www.nrcs.usda.gov).

Este tipo de suelo se da mayormente a lo largo de los rios principales y en zonas bajo
irrigacion  (Moscatelli, 1990), apareciendo en relieves recientemente erosionados. Pueden
encontrarse en la Llanura Aluvial del Rio Dulce, en la Planicie de Inundacion de los Rios Salado y
Dulce, en el Alto Ambargasta-Sumampa y la Elevacion Guasayan (Figura 1.7). Poseen materia
organica distribuida regularmente, un contacto litico a poca profundidad y textura franca o mas fina.
Presentan una buena aptitud agricola en caso de no estar afectados por salinizacion o sodificacion.
De particular interés en esta tesis es el tipo de suelos del suborden Fluventes. Estos suelos se
localizan en los pantanos con drenaje pobre de las Planicies de Inundacion de los Rios Salado y
Dulce (Figura 1.7). Son suelos inundados frecuentemente, pero que no permanecen saturados
todo el afio. Poseen textura arenosa-franca o mas fina. El material es estratificado. Los sedimentos
aluviales son ricos en carbono organico, generalmente asociados a la fraccion arcilla. El porcentaje
de materia organica varia irregularmente con la profundidad, dependiendo de la fraccion
granulométrica presente. En la zona se encuentran los grandes grupos Torripsamente, con
régimen de humedad torrido (arido) y Ustifluvente, con régimen de humedad ustico, donde el
periodo de lluvias coincide con la estacion calida, con una importante pérdida del agua por

evapotranspiracion, comun de regiones semiaridas (Angueira y col., 2007).
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Los alfisoles (Figura 1.12) se caracterizan por presentar un horizonte subsuperficial de
enriquecimiento secundario de arcillas desarrollado en condiciones de acidez o de alcalinidad
sodica, y asociado con un horizonte superficial claro, generalmente pobre en materia orgénica o

de poco espesor.

FIGURA 1.12 Perfil de un Alfisol. Estos se caracterizan por poseer un horizonte subsuperficial con
abuntante arcilla y saturacion de bases de 35% o mayor (fuente: Soil Survey Staff,
http://www.nrcs.usda.gov).

Los suelos que pertenecen a este orden presentan una alta saturacion con bases en todo el
perfil. Se suelen utilizar para el pastoreo del ganado, para tierras de pastura natural o para pasturas
tolerantes al exceso de agua y al sodio (Moscatelli, 1990). Son suelos de escasa extension en la
provincia, presentes en las Llanuras de Inundacion Activa de los Rios Salado y Dulce, en las Areas
de Derrame del Rio Salado y en la Depresion de Mar Chiquita (Angueira y col., 2007) (Figura 1.7).
De particular interés en esta tesis es el tipo de suelos del suborden Acualfes. Estos suelos se
caracterizan por estar estacionalmente saturados con agua por periodos prolongados (régimen
de humedad acuico) y asociados generalmente con una capa de agua freatica fluctuante y cercana a
la superficie. A causa de esto ultimo se generan condiciones reductoras y de falta de oxigenacion en
el suelo. Normalmente los acualfes se ubican en 4reas planas o cdncavas expuestas a
encharcamiento durante las épocas de lluvias dado el escaso escurrimiento superficial y al aporte de
aguas de escorrentia de sectores vecinos mas elevados. Dentro de los acualfes, los natracualfes
presentan un horizonte enriquecido en sales y en sodio de intercambio, procedentes de capas de

agua salinas.
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3. INTRODUCCION AL ANALISIS GENETICO-POBLACIONAL: COANCESTRIA Y
ENDOGAMIA - LOS iNDICES Fy ¢ - AMOVA

3.1. Definiciones teoricas elementales

* Se denomina panmixia al apareamiento aleatorio de los individuos que componen una

poblacion.

* En una poblacion panmictica, suficientemente grande y no sometida a migracion, mutacion,
deriva genética o seleccion, las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen constantes de
generacion en generacion. Cuando se cumplen estas condiciones, se dice que la poblacion esta
en equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Si el equilibrio en una poblacion es alterado, pero
volvieran a restablecerse las condiciones de EHW, el mismo se alcanzaria nuevamente en la

siguiente generacion (tras un evento de apareamiento aleatorio).

* Dos alelos que descienden de un mismo alelo ancestral, se dicen idénticos por descendencia
(IBD). Dos individuos emparentados (related en inglés) poseeran alelos /BD derivados de un

antepasado en comun (Weir y col., 2006).

* La probabilidad de que dos alelos tomados al azar, cada uno de individuos distintos X e Y,

sean IBD, es el coeficiente de coancestria (coancestry o kinship) entre X e Y (6xy).

* Sea Z un descendiente de los individuos X e Y. La probabilidad de que dos alelos en un
locus de Z sean /BD, se denomina coeficiente de endogamia (simbolizado con la letra F). El
coeficiente de endogamia (F,) de un descendiente Z, es igual a la coancestria (6xy)

(coancestry o kinship) entre sus padres X e Y (Figura 1.13).

* Cuando dos alelos de un locus son iguales, independientemente de si descienden de un alelo
ancestral, se dice que son idénticos en estado (IBS). Dos alelos pueden ser /BS, pero eso no
implica que sean necesariamente /BD, por ejemplo, la misma base en dos SNP o el mismo
nimero de repeticiones en microsatélites (Weir y col., 2006), cuando derivan de eventos

mutacionales distintos. En cambio alelos /BD son siempre /BS.
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FIGURA 1.13 El coeficiente de coancestria entre X y Y es la probabilidad de que dos alelos que segregan a
sus gametas sean IBD. El coeficiente de endogamia es la probabilidad de que dos gametas que se unen para
formar al individuo Z, lleven alelos IBD. Fz= 0 (X, Y).

3.2. Coancestria y endogamia

La coancestria fue inicialmente concebida como una medida de ancestria reciente dada por
relaciones en un pedigri (ver por ejemplo Wright, 1921; Malécot, 1948; Jacquard, 1970 y
Cockerham, 1971). En el método desarrollado por Wright (1921), cada trayectoria posible en un
pedigri que lleva desde un individuo a su ancestro y regresa nuevamente al individuo (sin tener en
cuenta trayectorias que impliquen pasar dos veces por un mismo individuo), contribuye con una
proporcion (1/2)*"' (1+1,) al coeficiente de endogamia F, donde n es el nimero de pasos en la
trayectoria y f, es la endogamia del ancestro comuin (método del “loop”). De este modo,

F=3% (172)" (1+.).

Otra forma de evaluar la coancestria, es a través de la medida del grado de relacion entre
individuos en una poblacion, a partir de la identidad en estado (/BS). En poblaciones naturales,

esto puede estimarse mediante la correlacion entre loci homoélogos, que puede definirse como:

fi= (i”__(_;? (Expresion 1.1)

Donde Q; = 1 silos loci i y j son IBS'y 0 en caso contrario, y O = X,p/, siendo p;la frecuencia

del alelo / en la poblacion (Cockerham y Weir, 1987; Hardy y Vekemans, 1999). En esta definicion,
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n—n

los coeficientes Q representan probabilidades de /BS. El simbolo se utiliza para diferenciar la
definicion de los parametros de sus valores bajo modelos particulares (empleando en estos casos el

simbolo "=").

Alternativamente, f; puede definirse en términos de /BD:

fi= ! (Expresion 1.2)

Donde 6; es el coeficiente de coancestria a priori entre los loci iy j, y 0 es el coeficiente de
coancestria entre dos locus elegidos al azar de la poblacion (Hardy y Vekemans, 1999). El término
a priori hace referencia a que el coeficiente de coancestria representa probabilidades de /BD, entre
loci muestreados adecuadamente (Hardy y Vekemans, 1999). Las expresiones 1.1 y 1.2 son

equivalentes bajo el modelo de alelos infinitos (Hardy y Vekemans, 1999).

Se han propuesto varios estimadores de f; , tales como los descriptos en Thompson (1975),

Lynch (1988), Queller y Goodnight (1989), Loiselle y col. (1995), y Ritland (1996).
3.3. Los indices F jerarquicos

Los indices de fijacion o indices F jerarquicos (Wright, 1921; Malécot, 1948; Wright, 1951;
Cockerham y Weir 1968; Cockerham, 1969, 1973; Weir y Cockerham, 1984) se utilizan para
cuantificar el desvio que presentan las frecuencias alélicas de los valores esperados bajo
apareamiento aleatorio (panmixia) en una poblacion. Fueron definidos conceptualmente por Sewall
Wright (1921) como la correlacion entre las gametas que se unen. En aquel trabajo, Wright habia
definido el coeficiente de relacion (relationship) entre los individuos X e Y, como la correlacion
(una correlacién de Pearson) para algun rasgo cuantitativo, asumiendo efectos aditivos entre
diferentes loci y entre alelos de un locus. Para los indices F jerarquicos, la correlacion corresponde
a las frecuencias de alelos provenientes de gametas elegidas al azar, en un nivel poblacional de
referencia. Siguiendo el trabajo de Wright, una poblacién puede dividirse en tres niveles de
complejidad: individuos (/), subpoblaciones (S; también llamadas “demos” o “poblaciones locales”)

y poblacion total (7); los indices de fijacion jerarquicos se definen de esta manera como:

28



1. Introduccidén

* F;7: correlacion entre gametas dentro de individuos (/) respecto a la poblacion total (7))

» Fgr (llamado también indice de fijacion): correlacion entre gametas elegidas al azar dentro
de una subpoblacion (S) respecto a la poblacion total (7).

* Fis (llamado también coeficiente de endogamia): correlacion entre gametas dentro de

individuos (/) respecto a la subpoblacién a la que pertenecen (S)

Aunque por razones historicas se toman a los niveles /, S 'y T como referencia, la jerarquia
puede definirse de distinto modo en un disefio anidado, por ejemplo considerando los niveles

2 e

“demo”, “region”, o cualquier otro (Holsinger y Weir, 2009).

Estos tres indices son coeficientes de coancestria entre sus respectivos niveles jerarquicos,

y se relacionan entre si de la siguiente manera (Wright, 1951; Cockerham, 1969):

F,—F
F =—2—3" (Expresién 1.3)
1-F,,

Puede verse en este caso la conexion con la Expresion 1.1. De hecho, los tres coeficientes F'
pueden ser tomados como coeficientes de coancestria (Wang, 1997a,b; Rousset, 2002). Se puede

definir ' de modo genérico (Rousset, 1996, 2002) como:

F E(id—;QQ: (Expresion 1.4)

Donde Q. es la probabilidad de identidad en estado para un locus "dentro" de una unidad de
estructura poblacional determinada (poblacién, demo, etc.) y Q. es la probabilidad de identidad en
estado "entre" unidades de estructura (Rousset, 2002). Los coeficientes QO en esta expresion son
parametros que no dependen de un modelo en particular. El "1" del denominador puede verse en

esta definicion como la probabilidad de identidad de un locus consigo mismo (Rousset, 2002).
Weir y Cockerham (1984) desarrollaron los conceptos originales de Wright (1943, 1951,

1952, 1965), que habian sido pensados en un modelo para subpoblaciones discretas, donde cada

subpoblacion era del mismo tamaio y recibia individuos de todas las demas con la misma tasa de
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migracion. Hay que tener en cuenta al respecto que los datos disponibles para estudios genéticos
(caracteres fenotipicos) en la primera mitad del siglo XX, convertian a los conceptos que se
desprenden de los trabajos de Wright y Malécot en desarrollos mas bien teoéricos, pudiendo ser
reelaborados posteriormente a partir de los datos genéticos provenientes de la secuenciacion y del
estudio de proteinas en la segunda mitad del mismo siglo. Bajo el concepto original de "correlacion
entre gametas que se unen", Weir y Cockerham formalizaron la estimacion de los indices de fijacion
por medio de Andlisis de la Varianza (ANOVA) de las frecuencias alélicas. Weir y Cockerham
(1984) asumen que la poblacion total hace referencia a la poblacion ancestral mas reciente (cada
subpoblacion es una réplica de una historia evolutiva comun, compartiendo el mismo tiempo de
divergencia desde un ancestro comun). Holsinger y Weir (2009) sugieren que al usar a Fgr (segun la
definicion de Weir y Cockerham) como un descriptor de la particion de la diversidad entre
"subpoblaciones", no es necesario hacer supuestos respecto a la naturaleza discreta o no de las

mismas, o al proceso evolutivo que genero6 la diferenciacion.

Con el estudio de componentes de varianzas (Cockerham y Weir 1968; Cockerham, 1969,

1973; Weir y Cockerham, 1984) se llega a los siguientes estimadores de los coeficientes (para un

locus):
2
S a e
Fy >— (Expresion 1.5)
G +Gb+6w
2 2
2 Ga+Gb e
7= (Expresion 1.6)
G +Gb+Gw

G,

Donde o,,6,,6, son los componentes de varianza entre poblaciones, entre individuos

dentro de poblaciones y dentro de individuos, respectivamente. Las estimas multilocus pueden
obtenerse haciendo un promedio ponderado (relacion de la suma de los numeradores y

denominadores a través de loci) (Reynolds y col., 1983; Weir y Cockerham, 1984).
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Fsr toma valores entre 0 y 1; un valor alto indica que las las frecuencias alélicas entre
subpoblaciones son diferentes, mientras que si es bajo estas no se diferencian. Fisy Fjr varian entre
-1 y 1; valores positivos indican exceso de homocigotas, mientras que valores negativos indican
exceso de heterocigotas respecto a los valores esperados bajo equilibrio de Hardy-Weinberg. Para
Fis, el valor -1 representa la maxima exogamia, 0 la presencia de apareamiento aleatorio y 1 la

maxima endogamia.
3.4. Analisis Molecular de la Varianza (AMOVA)

Excoffier y col. (1992) introdujeron el Andlisis Molecular de la Varianza (AMOVA) para
analizar la variaciéon genética en sistemas haploides (haplotipos). Posteriormente, Michalakis y
Excoffier (1996) extendieron este método a sistemas diploides (no siendo necesario conocer la fase
gameética). La técnica estd basada en un Analisis de la Varianza (ANOVA), similar al desarrollado
por Weir y Cockerham (1984) pero usando una matriz de distancias, que permite el andlisis de
diferentes estructuras poblacionales y niveles jerarquicos. La entrada para un andlisis de AMOVA
consiste en una matriz de distancias euclidianas entre haplotipos y las frecuencias de cada haplotipo

en las subpoblaciones.

Dependiendo de la forma en que se calcule la matriz euclidiana, se pueden obtener distintos
estadisticos ¢ (los propios del AMOVA). Cuando se asume un modelo de alelos infinitos, se obtiene
un indice equivalente al F definido por Weir y Cockerham (1984). Cuando se usa un modelo de

mutacion por pasos, el estadistico calculado equivale al R de Slatkin (1995).

De modo similar al tratado por Weir y Cockerham (1984), se pueden calcular para un locus

los siguientes estadisticos ¢:

2
———— (Expresién 1.8)
0,+0,+0

w

Psr=

2 2
G, + Gy o7
> (Expresion 1.9)

w

="
G.+0;+G
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2

(o)
9s=——— (Expresion 1.10)
c,+0,

Aqui se observan las mismas férmulas de las Expresiones 1.5, 1.6 y 1.7, siendo  ©,,5,.5,,
los componentes de varianza entre poblaciones, entre individuos dentro de poblaciones y dentro de
individuos, respectivamente. La diferencia entre ambos métodos (AMOVA y F jerarquicos de Weir

y Cockerman) radica en la forma de calcular estos componentes.
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4. LA GENETICA DEL PAISAJE Y LA ESTRUCTURACION DE LAS POBLACIONES A
ESCALA FINA: EL MODELO DE AISLAMIENTO POR DISTANCIA Y LOS PATRONES
DE AUTOCORRELACION ESPACIAL

4.1. Introduccion

El paisaje, en términos generales, comprende las caracteristicas visibles de un darea,
incluyendo elementos fisicos de la morfologia del terreno (montafias, cuerpos de agua, etc.),
elementos vivientes (cobertura vegetal nativa), elementos de diferente naturaleza incorporados por
el hombre (distintas formas de uso de la tierra, construcciones, etc.) y elementos transitorios
(iluminaciéon y condiciones climdticas). La genética del paisaje amalgama la genética de
poblaciones, la estadistica espacial y la ecologia del paisaje’ (Manel y col., 2003; Storfer y col.,
2007). El proposito de esta ciencia es proveer informacion acerca de la forma en que las
caracteristicas del ambiente y el paisaje influencian la estructura genética poblacional y la
variabilidad genética, a través de sus efectos sobre procesos microevolutivos, tales como el flujo
génico, la deriva genética y la seleccion. Su surgimiento ha sido posible en gran parte gracias a los
avances tecnoldgicos recientes, tales como las herramientas moleculares hipervariables, la
informacion de calidad brindada por satélites y radares, y los desarrollos computacionales
(hardware y software) y estadisticos (geoestadistica y aplicaciones basadas en maxima
verosimilitud y métodos bayesianos). Gracias al creciente numero de marcadores moleculares
polimérficos disponibles es posible examinar la biogeografia a escala espacial y temporal fina, lo
que permite detectar discontinuidades en la distribucion de las subpoblaciones y grupos de
individuos. El avance en materia de teledeteccion y de geolocalizacion permite obtener informacion
de alta calidad sobre el paisaje, tal como imégenes a distintas escalas, modelos de elevacion digital
e informacidon geografica precisa, que puede ser incorporada en Sistemas de Informacion
Geografica (SIG). Los avances en geoestadistica de los ultimos 50 afios y la teoria en general
disponible (tal como la estadistica bayesiana), posible de ser utilizados hoy dia gracias a la alta
capacidad de procesamiento de las computadoras corrientes, son elementos que también, en

conjunto, han facilitado la convergencia disciplinaria.

2 La ecologia del paisaje es el estudio de la interaccion entre los patrones espaciales y los procesos ecoldgicos;
concierne a la extension y configuracion espacial dentro de las cuales ocurren dichos patrones y procesos (Manel y col.,
2003). Esta disciplina incluye las causas y consecuencias biofisicas y sociales de la heterogeneidad del paisaje.
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4.2. Aislamiento por distancia

Tres modelos basicos de estructura poblacional fueron desarrollados por diversos autores.
En el modelo de aislamiento por distancia (Wright, 1943) el area que ocupa una poblacion
continua es grande en comparacion a la distancia de dispersion de los individuos que la componen
(dispersion geografica restringida), hecho que previene la formacion de una tUnica unidad
panmictica (Kimura y Weiss, 1964) y produce la acumulacién de diferencias genéticas locales
(Slatkin, 1993); dicho de otra manera, una poblacion estd distribuida uniformemente a lo largo de
un gran territorio, pero los padres de cualquier individuo provienen de un pequefio area alrededor
del mismo; individuos lejanos estan aislados por distancia, en el sentido que no se cruzan entre si
(Ishida, 2009). Este modelo fue elaborado por Wright (1943, 1946), Malécot (1948), Kimura y
Weiss (1964), Maruyama (1971), y Nagylaky (1976), entre otros. En contraposicion al mismo, en el
denominado modelo de islas (Wright, 1943) una poblacion se divide en subpoblaciones,
interconectadas por migracion (Figura 1.13A). En el modelo de piedras de paso (stepping stone)
(Kimura y Weiss, 1964) (Figura 1.13B, C), los individuos también estan distribuidos en
subpoblaciones pero la migracion ocurre con mas alta probabilidad entre las cercanas (en el caso

general, tal como esta discutido en Kimura y Weiss, 1964).
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FIGURA 1.13 Modelos de estructura poblacional. (A) modelo de islas; (B) modelo de piedras de paso en una
dimension; (C) modelo de piedras de paso en dos dimensiones. En los tres modelos los circulos representan
subpoblaciones y m es la tasa de migracion entre las mismas. En los modelos B y C, cada individuo puede
migrar entre subpoblaciones dando un paso por generacion. Kimura y Weiss (1964), ademas del modelo con
un solo paso, presentaron una generalizacion para multiples pasos.
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El modelo de aislamiento por distancia podria concebirse como un caso limite del de piedras
de paso, donde la distancia entre las subpoblaciones tiende a cero (Kimura y Weiss, 1964). Como
mencionan estos autores, se pueden tomar dos enfoques complementarios para el estudio de la
diferenciacion local: el utilizado por Wright (1940, 1943, 1946, 1951), con los coeficientes F
jerarquicos, o el enfoque desarrollado por Malécot (1948, 1955, 1959), con un cambio de
correlacion en funcion de la distancia, donde los individuos mas cercanos se parecen mas entre si
que los distantes. Ishida (2009) sugiere que la teoria de Wright concierne a lo que denomina
aislamiento por distancia ecoldégico mientras que el trabajo de Malécot apunta hacia lo que
denomina aislamiento por distancia genético. El primero se refiere a la interaccion local entre los
individuos: para Wright el aislamiento por distancia seria un proceso donde el apareamiento se da
entre los individuos cercanos, debido a la presencia de una distancia de dispersion corta,
proceso que puede producir diferenciacion genética y cambio evolutivo; para Malécot, seria un
proceso probabilistico, donde la coancestria entre pares de individuos disminuye al aumentar la
distancia geografica que los separa, reduciéndose la probabilidad de compartir ancestros comunes
recientes. En la teoria de Wright, el aislamiento por distancia es una causa de diferenciacion
genética local. En la de Malécot, dado que la probabilidad de migracion depende s6lo de la
distancia entre los lugares de nacimientos de los ancestros y sus descendientes, el aislamiento por
distancia seria una consecuencia, un estado al que llega una poblacion en el equilibrio. En esta
situacion (en el equilibrio), la poblaciéon mostraria un patrén (el patron de aislamiento por distancia)
en el que la coancestria disminuye cuando la distancia entre individuos aumenta. Segiin Epperson
(1999), el enfoque de Wright descansa en el estudio estadistico de muestras, mientras que el de

Malécot se enfoca en el problema como un proceso estocdstico.

4.3. Autocorrelacion espacial

La autocorrelacion espacial (AE) es una propiedad de los objetos en pares de sitios de ser
mas similares (autocorrelacion positiva) 0 menos similares (autocorrelacion negativa) entre ellos
que lo esperado por azar. El topico comenzd a ser explorado en los afios 50, en el area de la
geografia analitica, pero su estudio se volvid riguroso tras la publicacion de la monografia spatial
autocorrelation de Cliff y Ord (1973). Con el uso masivo de las computadoras de escritorio, esta
tematica alcanza una difusion plena (Getis, 2008). Sokal fue pionero en el estudio de la AE en

biologia de poblaciones. En el primer trabajo que publica sobre esta tematica (Sokal y Oden, 1978a)
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(Figura 1.14), detalla la metodologia general, que actualmente se ha vuelto mas compleja, aunque
puede considerarse a esta investigacion como la base de los desarrollos posteriores. El trabajo que
sigue en la serie (Sokal y Oden, 1978b), describe las implicancias bioldgicas del andlisis de AE.
Podemos considerar a los métodos descriptos en el primer trabajo como medidas de
autocorrelacion global. Los estudios de AE global pueden realizarse con datos cuantitativos o
cualitativos. Para datos cuantitativos, las medidas comunmente usadas son los estadisticos / de
Moran (Moran, 1950) y C de Geary (Geary, 1954). Para los datos nominales, se utiliza el estadistico
Join-count (Cliff y Ord, 1973; Sokal y Oden, 1978a). Un método comun para estudiar el patron de
autocorrelacion espacial de una variable, es realizar un correlograma (Figura 1.14), donde se
grafica el valor de un coeficiente de AE en funcién de la distancia geografica entre pares de
individuos, agrupada en clases. Esto puede realizarse sin discriminar la direccion (correlograma

omnidireccional), o pueden calcularse correlogramas direccionales (Oden y Sokal, 1986).
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FIGURA 1.14 Correlogramas basados en el coeficiente / de Moran, para 5 variables simuladas (imagen
extraida de Sokal y Oden, 1978a). El eje de las abscisas representa la distancia en km. El patron de “clina”
(cline) representa una transicion gradual de valores, el patron de “depresion” (depression) es un nucleo
central de valores bajos que incrementan gradualmente hacia la periferia, el patron de “doble depresion”
(double depression) representa dos areas con valores bajos separadas por areas con valores altos. El patron
de “intrusion” (cline intrusion) es un area de valores altos con una porcidon bordeando sitios con valores
bajos. Finalmente, el patrén de “mosaico” (crazy quilt), representa zonas con valores altos rodeadas por
zonas con valores bajos (como en un tablero de ajedrez). Para mas detalles ver el trabajo de Sokal y Oden
(1978a).
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A partir de la década del 90, el estudio de la AE se ha enriquecido con el desarrollo de
medidas de autocorrelacion local’. Estas medidas sirven para estudiar la autocorrelacion en torno
a sitios individuales, para descubrir "paquetes" locales (Aot spots; Anselin, 1995) de puntos
autocorrelacionados, y para estudiar la presencia de outliers (Sokal y col., 1998). Hay dos tipos de
indicadores locales disponibles: los estadisticos LISA y los estadisticos G; y G;* de Getis y Ord
(Getis y Ord, 1992; Ord y Getis, 1995). Los estadisticos LISA (del ingles Local Indicators of
Spatial Association) fueron definidos por Anselin (1995). Para que un indicador espacial sea
considerado LISA, debe satisfacer dos requisitos: a) el valor de LISA para cada observacion es
indicador del grado de agrupamiento significativo de valores similares alrededor de la misma, y b)
la suma de los valores LISA de todas las observaciones es proporcional a un indicador global de
asociacion espacial. Anselin (1995), describi6 dos indicadores que satisfacen estos requerimientos:
los coeficientes / de Moran y C de Geary, en versiones locales. Los estadisticos locales de Getis y
Ord, G: y G;:* no son de tipo LISA ya que no cumplen la condicion (b). Estos ultimos describen el
agrupamiento espacial de valores altos (hot spots) y bajos (cold spots) de una variable, en torno a un
pivote (Sokal y col., 1998) y solo detectan autocorrelacion espacial positiva®. Ord y Getis (1995)
redefinieron estos estadisticos de modo estandarizado. Nuevamente, Sokal fue pionero en sugerir la
aplicacion de estos métodos a nivel biologico, y en el trabajo escrito por Sokal, Oden y Thomson

(1998), se estudian este tipo de indicadores, donde puede encontrarse su estudio técnico.

En el campo de la genética, el analisis de AE ha sido también llevado a cabo por autores tales
como Epperson (1993), Hardy y Vekemans (1999), Rousset (1997) y Smouse y Peakall (1999). El
potencial del andlisis de AE para examinar los patrones de estructura genética espacial es bien
reconocido entre los botanicos (Epperson y Alvarez-Buylla 1997; Epperson y Li 1997; Sokal y col.,
1997; Smouse y Peakall 1999). Es facilmente observable la relacion entre los patrones de AE y el
modelo de aislamiento por distancia, tal como fue desarrollado por Malécot. Este modelo implica la
disminucién del parentesco con la distancia geografica, y el resultado esperado de este proceso es la
ocurrencia de estructura genética espacial, con una disminucion lineal en el coeficiente de
parentesco promedio en funcion del logaritmo de la distancia entre individuos. Ademas de los
métodos mas tradicionales, tales como los usados por Sokal en muchos de sus trabajos, donde se

estudia el comportamiento de las frecuencias alélicas con la distancia geografica, el analisis global

3 En este caso, el desarrollo proviene de la econometria espacial, en contraste con los indicadores globales, que
provienen de la geografia analitica.

4 Bioldgicamente la mas interesante, porque se asocia con la deteccion de grupos locales con valores similares de una
variable.
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de parentesco permite una aproximacioén multilocus con correlogramas, en la que se calcula y se
grafica un valor de parentesco en funcion de grupos discretos de distancia geografica creciente. Un
método usual en genética del paisaje es el uso del coeficiente de parentesco de Nason (f}),
implementado por Loiselle (1995). Recientemente, Double y col. (2005) usaron el método de
Smouse y Peakall (1999) para realizar un analisis de autocorrelacion espacial bidimensional (2D-
LSA), generando asi una aplicacion a nivel local del analisis de AE basado en una estima del

parentesco.
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5. ALGUNAS HERRAMIENTAS PARA LA OBTENCION DE DATOS EN GENETICA DEL
PAISAJE: MARCADORES GENETICOS, TELEDETECCION Y LENGUAJE R

5.1. Marcadores Genéticos

Un marcador genético puede ser definido como cualquier variacion estable y de herencia
mendeliana con base genética, capaz de ser medida o detectada con métodos adecuados, y que
puede ser utilizada para identificar la presencia de un determinado genotipo o fenotipo, que de otro
modo seria inconmensurable o dificil de detectar (Mitra y col., 1994). Esta variacion puede darse en
diferentes niveles bioldgicos, desde la morfologia hasta la variacion presente en un una sola base
del ADN. Un marcador ideal debe ser: /) altamente polimoérfico, 2) de herencia mendeliana no
epistatica, 3) insensible a los efectos ambientales, 4) codominante, 5) de rapida identificacion y
analisis simple y 6) de posible deteccion en los estadios tempranos del desarrollo. Los marcadores
mas antiguos y clasicos utilizados en genética de poblaciones son los marcadores fenotipicos, de
facil identificacion visual, que permiten examinar los genotipos subyacentes mediante cruzamientos
controlados o analisis de pedrigries (D'Surney y col., 2001). Los marcadores bioquimicos
comprenden compuestos organicos tales como terpenos, alcaloides, etc., o bien, proteinas
(isoenzimas y proteinas de reserva). Las isoenzimas fueron los primeros marcadores no fenotipicos
ampliamente utilizados en estudios poblacionales (a partir de los afos 60), tras el desarrollo de la
técnica de electroforesis. Los marcadores moleculares, basados en la deteccion de la variacién a
nivel de ADN, se comenzaron a utilizar a partir de mediados de la década del 70, con el desarrollo
de la técnica RFLP (polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion). Los marcadores
moleculares poseen numerosas ventajas respecto a sus predecesores: /) son especificos para cada
individuo, grupo de individuos, especies o aun grupos sistematicos mayores, 2) son independientes
de la influencia del medio ambiente y los efectos pleiotropicos, 3) No estan bajo control poligénico,
4) se dispone de un ntimero potencialmente ilimitado de marcadores, y 5) muchos marcadores

moleculares se suponen neutros, es decir, no sujetos a una presion de seleccion.

Los marcadores moleculares pueden ser clasificados en dos categorias principales,
dependiendo de los fundamentos técnicos utilizados para su deteccion: basados en hibridacion
(RFLP) o basados en PCR ( RAPD, ISSR, AFLP, SSR, SNP, etc.). La técnica de RFLP implica el

corte del ADN en fragmentos de restriccion, que se separan mediante electroforesis; las otras, la
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amplificacion del ADN con la técnica de PCR (desarrollada a mediado de los 80) y su analisis

posterior mediante electroforesis o secuenciacion.

La Tabla 1.7 describe las principales diferencias entre los marcadores comunmente utilizados:
RAPD (amplificacion al azar del polimorfismo del ADN), SSR (secuencias simples repetidas o
microsatélites), ISSR (inter-secuencias simples repetidas), AFLP (polimorfismos en la longitud de
los fragmentos amplificados) y SNP (polimorfismo de nucledtido simple). En esta tesis se

utilizaron marcadores ISSR y SSR.

TABLA 1.7 Caracteristicas de los marcadores moleculares mas utilizados. Adaptado de Kesawat y col. (2009)
y Miah y col. (2013).

Caracteristica RAPD SSR ISSR AFLP SNP
abundancia en el genoma alta alta media-alta alta alta
nivel de polimorfismo medio alto medio medio alto
locus-especificidad no si no no si
codominancia de alelos no si no no si
reproducibilidad baja alta media-alta media-alta alta
tiempo para su obtencion bajo bajo bajo medio bajo
demanda técnica baja baja-media baja-media media media
costo de operacion bajo-medio bajo bajo-medio medio medio
costo de desarrollo bajo-medio alto bajo bajo medio
cantidad de ADN requerida baja baja baja media baja
calidad de ADN requerida crudo  relativamente puro relativamente puro relativamente puro puro

5.1.1. Marcadores moleculares ISSR

Los ISSR (Zietkiewicz y col.,, 1994) son un tipo de marcador genético que permite la
cuantificacion de los niveles de variacion en las regiones microsatélites del genoma nuclear. La

técnica se basa en el uso de cebadores disefiados a partir de regiones microsatélites, que consisten

en repeticiones en tdndem de motivos simples como (CT), o (CA),, ubicadas entre secuencias no
repetitivas (Figura 1.15). Los motivos repetidos, denominados también SSR (secuencias simples
repetidas) pueden ser penta, tetra, tri y dinucledtidos. La longitud de las secuencias de
microsatélites tiende a ser altamente variable entre individuos debido a las altas tasas de mutacion
que experimentan, ya que la ADN polimerasa puede eliminar o agregar unidades a la cadena de
ADN durante la duplicacion en meiosis (proceso denominado slippage), resultando en secuencias

con menos o mas unidades de repeticion (o pares de bases) que las parentales (Zietkiewicz y col.,
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1994; Wolfe, 2000). Los ISSR son marcadores semiarbitrarios debido a que en esta técnica se
utiliza como cebador un oligonucledtido complementario a las secuencias microsatélites (motivo
repetido de tri o dinucledtidos). Ademas, en ocasiones es posible agregar a esta secuencia un par de
nucledtidos extra arbitrarios en el extremo 3’ o en el 5° que juegan el papel de “anclas”, asegurando
que la amplificacion se inicie siempre en el extremo correspondiente del microsatélite (Zietkiewicz

y col., 1994; Bornet y Branchard, 2001; Reddy y col., 2002).

Cuando dos secuencias repetidas se presentan a una distancia amplificable y con una
orientacion invertida, el cebador complementario a ellas puede inducir la amplificacion del
segmento de ADN intermedio (Figura 1.15). La molécula generada, con un tamafio particular (peso
molecular), se considera un “locus”, que representa el segmento de ADN entre los microsatélites (el

marcador propiamente dicho).

Con esta técnica se pueden obtener entre 25 a 50 bandas en una sola reaccidon y este patron
caracteristico de productos de PCR se considera la “huella genética” de cada uno de los individuos
analizados. Las bandas de ISSR son marcadores dominantes que siguen herencia mendeliana
simple, por lo que la presencia de la banda representa el genotipo dominante (homocigota o
heterocigota) y su ausencia el genotipo homocigota recesivo. La falta de amplificacion del locus,
que se manifiesta como la ausencia de banda, se produce si se presenta divergencia entre los sitios
de unidén y los cebadores, si uno de los sitios de unidn no existe y/o si existen rearreglos

estructurales gendmicos.
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FIGURA 1.15 Proceso de amplificacion con marcadores SSR e ISSR. Se muestra de modo esquematico un
fragmento de ADN. La técnica SSR (esquema inferior izquierdo) usa cebadores complementarios (en negro y
en violeta) que flanquean una regidn repetida; la técnica ISSR (esquema inferior derecho) usa un tnico
cebador (en rojo) que amplifica el ADN entre dos regiones repetidas. Adaptado de Yip y col. (2007).
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5.1.2. Marcadores moleculares SSR

Los microsatélites o SSR son motivos repetitivos compuestos de 1 a 6 pares de bases, que
pueden encontrarse tanto en regiones codificantes como no codificantes del genoma (Miah y col.,
2013). Debido a que las secuencias flanqueantes de cada uno de estos sitios es Unica, una vez que
los loci SSR son clonados y secuenciados se pueden disefiar cebadores especificos para poder
amplificarlos (Figura 1.15). El resultado final identifica usualmente un locus simple, el cual es con
frecuencia multialélico debido a la alta tasa de mutacion de los SSR (Jones y col., 1997). El
polimorfismo que se observa en un locus microsatélite particular es debido a la variacién en la

longitud del fragmento amplificado’, por la presencia de mas o menos repeticiones de un motivo.

En estos marcadores es comun la existencia de alelos nulos, que se refieren a alelos donde no
hay productos especificos de PCR. La existencia de alelos nulos puede explicarse por «) la delecion
del microsatélite en un locus especifico y ») mutaciones (inserciones, deleciones o sustituciones en
el sitio de union del cebador) (Varshney y col., 2005). La presencia de alelos nulos puede conducir a
una subestimacion de la heterocigosis en una poblacion, debido a que en el heterocigota la presencia
de un alelo nulo no puede ser reconocida, observandose el producto de un solo alelo como en los
homocigotas. Los productos amplificados son analizados en geles corrientes o utilizando

secuenciadores automaticos.

5.2. Sensores remotos

El estudio con sensores remotos comprende el andlisis y la interpretacion de mediciones de la
radiacion electromagnética reflejada o emitida por un objeto y observada o registrada por un
instrumento que no esta en contacto con el mismo (Mather y Koch, 2011). Una imagen obtenida a
partir de un sensor remoto estd compuesta por una matriz rectangular de mediciones de flujo de
radiacion electromagnética (esto es, la cantidad de radiacion incidente o transmitida por una
superficie de area unitaria), en forma de puntos o pixeles (Figura 1.16), de modo que cada valor
registrado representa la magnitud de la radiacion proveniente de un area pequefia. La radiacion

emitida contiene informacion sobre a) la naturaleza del material presente en el area que compone el

5 La variacion en la longitud de los microsatélites se produce por el proceso anteriormente descripto (s/ippage). En este
proceso, la ADN polimerasa elimina o agrega unidades a la cadena de ADN durante la duplicacién en meiosis.
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pixel, b) la posicion topografica del area (si es un sitio horizontal, o una pendiente iluminada
directamente por el Sol o con sombra) y c) el estado de la atmosfera a través de la cual viaja la
radiacion. La informacion se registra como matrices de numeros, donde la magnitud de la radiacion
reflejada o emitida por el pixel esta representada usualmente por un nimero entero graduado en el

rango de 0 (0% reflexion) a 255 (100% de reflexion) (Figura 1.16).

25 | 35 | 60 | 65 | 45 | 25
72 | 45 100 62
35 40 130 I 180 210 41
2% 50 130 | 220 235 35
35 32 67 I 75 110 35
2 | 25 [ 34 | 46 | 37 | 28

8
3

FIGURA 1.16 Imagen digital de un ojo humano (Mather y Koch, 2011), mostrando la correspondencia entre
los niveles de gris de los pixeles y la representacion numérica del nivel de gris en la computadora (valores
entre 0 y 255 [8 bits]).

La radiancia es el flujo transmitido por una unidad de area de la superficie terrestre a través
de una unidad de angulo s6lido (tridimensional). La reflectancia es la relacion entre la radiacion
emitida por un objeto, y la que incide sobre el mismo. Como es una relacion independiente de la
cantidad de luz incidente, se suele utilizar para comparar imagenes tomadas a distintos tiempos.

Radiancia y reflectancia pueden utilizarse en referencia a longitudes de onda particulares.

La radiacion solar reflejada en la Tierra y detectada por un satélite tiene que pasar a través de
la atmoésfera dos veces, interactuando con particulas en su trayecto. Esta interaccion suele

describirse en términos de dispersion y absorcién, procesos que pueden tener una mayor o menor
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importancia en distintas regiones del espectro electromagnético y que pueden variar espacial y/o
temporalmente. Por un lado, una cierta cantidad de la radiacion reflejada y dispersada desde los
alrededores de cada objeto es registrada por el sensor, volviendo a la imagen menos nitida; por otro,
la absorcion a lo largo del trayecto por el que la radiacion viaja reduce el brillo en la imagen. Estos
dos fendmenos en conjunto generan un efecto de “niebla” (en inglés haze) sobre la imagen captada

por el sensor.

Diferentes objetos en la superficie terrestre tienen una manera individual y caracteristica de
interactuar con la radiacidon, y estas diferencias permiten identificarlos a través de una firma
espectral (un patron cuantitativo de la respuesta que un objeto tiene para distintas regiones del
espectro electromagnético en condiciones determinadas) (Figura 1.17). La respuesta espectral de un
objeto puede variar temporalmente, por ejemplo, en el caso de la vegetacion a través de sus distintos
estados de fisioldgicos, de crecimiento, etc. A su vez, depende de la orientacion del Sol, del d&ngulo

que este forma con el cenit y la direccion del sensor respecto del nadir (dngulo de vision).
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FIGURA 1.17 Representacion de firmas espectrales de distintos materiales captadas por el satélite Landsat
5. Los numeros en la parte superior de cada columna gris indican el nimero de banda. Los rectangulos
encima de la imagen indican la parte cualitativa del espectro a la que corresponde cada longitud de onda.
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5.2.1. El indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI)

Distintos indices de vegetacion (IV) han sido desarrollados para el estudio de la superficie
terrestre. Un indice de vegetacion es una medidas cuantitativa, indicadora de vigor (Campbell,
2002) y de biomasa vegetal (Asrar y col., 1984) en un pixel. Usualmente es el resultado de la
combinacion de operaciones aritméticas (suma, resta, multiplicacion, divisién) de un conjunto de
valores espectrales. Estos indices han sido ampliamente utilizados para derivar atributos funcionales
y biofisicos de las coberturas vegetales (Tucker, 1979), debido a su alta correlacion con distintas
variables, tales como la biomasa verde o el indice de area foliar, y por ello con la tasa de
fotosintesis, lo que permite utilizarlos como una herramienta para la discriminacion de la vegetacion

(Tucker y col., 1985; Zerda y Tiedemann, 2010).

Los sensores con bandas espectrales en el rojo e infrarrojo cercano (IRc) permiten monitorear
bien la vegetacion, ya que la diferencia entre estas bandas ha mostrado ser un fuerte indicador de la
cantidad de biomasa verde fotosintéticamente activa. Esto se debe a que la clorofila absorbe las
longitudes de onda en el rojo visible (630-690 nm), mientras que la estructura interna de la hoja
refleja en el infrarrojo cercano (760-900 nm) (Lay, 2005). E1 NDVI (Tucker, 1979) es un indice que
relaciona la diferencia entre las porciones del rojo visible y del infrarrojo cercano del espectro
electromagnético (Figura 1.18), normalizada por su suma, hecho que compensa los cambios de

condiciones luminicas, pendiente, aspecto y otros factores:

IRc—ROJO .
NDVI =TRc+ROIO (Expresion 1.10)

El NDVI toma valores entre -1 y 1 y permite tener una medida comparable (Tucker, 1979).
Nubes, agua y nieve, con valores importantes de reflectancia en el IRc, toman por lo general valores
negativos de NDVI. La roca y el suelo toman valores cercanos a cero, y la vegetacion por lo general
valores positivos, acercandose a 1 con el incremento de clorofila en las plantas o con la biomasa
verde (Ramachandra y col., 2012). La relacién entre los valores de reflectancia del infrarrojo
respecto al rojo carece de un limite superior, factor que puede resultar en valores excepcionalmente
elevados cuando la reflectancia del rojo alcanza el valor de cero en areas densamente pobladas con
vegetacion (Jiang y Huete, 2010). La forma en que estd construido el NDVI permite superar esta

dificultad, acotando el rango de valores.

45



1. Introduccidén

SALUDABLE ESTRESADA
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FIGURA 1.18 Valores de NDVI para una vegetacion saludable y una estresada. La saludable refleja en alta
proporcion el infrarrojo cercano (IRc) y absorbe el rojo, lo que produce un alto valor de NDVI. La
vegetacion estresada refleja menos IRc y absorbe menos el rojo, resultando en un valor bajo de NDVI.
Mayores valores de biomasa también generan valores elevados de NDVI, ya que se refleja mas IRc debido a
fenomenos de dispersion y se absorbe mas rojo por efecto de la clorofila.

El NDVI se ha mostrado ampliamente correlacionado con distintos parametros de la
vegetacion, tales como densidad espacial, cobertura, biomasa foliar, productividad primaria neta,
fenologia, indice de area foliar (LAI), fraccion de radiacion fotosintéticamente activa interceptada
(fPAR), contenido de clorofila y situacion de los cultivos (Lenney y col, 1996; Wilson y Sader,
2002; Kabthimer, 2012). El NDVI ha sido utilizado, por ejemplo, para monitorear la vegetacion y
estudiar su comportamiento ante las fluctuaciones climaticas a escalas globales, continentales y
regionales, en la deteccion de sequias, y en estudios sobre procesos de desertificacion y degradacion

del paisaje (Propastin y Kappas, 2008; Zerda y Tiedemann, 2010).
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5.2.2. El satélite Landsat

A partir de mediados de los 60, la NASA se embarco en el desarrollo del primer satélite para
monitorear la Tierra. En julio de 1972 se lanza el primero de los satélites de la serie Landsat (mas
adelante llamado Landsat 1) (Williams y col., 2006). En afos siguientes (1975, 1978, 1982 y 1984)
se lanzan los satélites Landsat 2, 3, 4, y 5 (Lauer y col., 1997) (Figura 1.19). Los satélites Landsat 1
a 3 llevaban incorporados dos sensores: el sensor RBV (Return Bean Vidicon), con cobertura
radiométrica en el verde, rojo e infrarrojo cercano, y el sensor MSS (MuliSpectral Scanner), con
una resolucion aproximada de 80 m y una cobertura radiométrica en las longitudes de onda del rojo
y del verde, y dos bandas IR. El sensor MMS de Landsat 3 poseia ademés una quinta banda en el
IR-térmico. El sensor RBV era esencialmente una camara de television. Los satélites Landsat 4 y 5
también llevaban el sensor MSS e incluian otro, el sensor TM (Thematic Mapper). El nuevo sensor
TM constaba de siete bandas espectrales, que abarcaban desde el azul hasta el IR-térmico. Poseia
una resolucion de 120 m para la banda IR-térmica y de 30 m para las seis restantes. Landsat 5 dejo
de recabar informacion en enero de 2013, permitiendo disponer de un registro satelital de mas de 20

anos.

LANDSAT 1
L 'LANDSAT 2 ol
M5 LANDSAT 3 o -
1978 LANDSAT 4 ’ﬁ,
‘?L\ L LANDSAT 5
= 1o LANDSAT 7
1999

Landsat 8 _K
m3

[Yy)
(=x)
(=)
(|

FIGURA 1.19 Linea de tiempo de Ila serie de satélites Landsat (fuente: USGS,
http://landsat.usgs.gov/about_mission_history.php). Las lineas blancas indican el periodo en actividad de los
satélites. Las lineas punteadas para Landsat 7 y 8 indican el tiempo de actividad restante proyectado para
estos satélites antes de ser puestos fuera de funcionamiento.

Landsat 6 se lanz6d en 1993, pero falld en alcanzar la orbita. Incluia un sensor TM mejorado,
el sensor ETM (Enhanced Thematic Mapper). Landsat 7, aun es funcional, se lanz6 en 1998 y
posee el sensor ETM+ (Enhanced Thematic Mapper +). El sensor ETM+ tiene el disefio basico de

los TM pero con algunas mejoras (Obenschain y col., 1996). En 2003, sufrié una falla en el
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dispositivo Scan Line Corrector (SLC), generando agujeros en las imagenes, que pueden rellanarse
con métodos dados por el USGS (U.S. Geological Survey). El satélite Landsat 8 se lanz6 en 2013.
Lleva el sensor OLI (Operational Land Imager) y el sensor TIRS (Thermal Infrared Sensor). Al
igual que Landsat 4, 5 y 7, sigue una drbita que regresa a un punto determinado de la Tierra cada 16
dias. Actualmente la NASA estd trabajando en Landsat 9, que se planea lanzar en 2023 (NASA,
2015).

Las imagenes Landsat registradas durante tres décadas han mostrado ser ttiles para un sinfin
de usos, tales como el estudio de cambios en la biosfera (por ejemplo deforestacion) y para el

monitoreo agricola.

5.3. El lenguaje R

Durante los afios 70, empieza a tener lugar el desarrollo del lenguaje S en Laboratorios Bell
(AT&T) (Krause y Olson, 2005). Este lenguaje es el predecesor de R. En un principio consistia de
una serie de rutinas escritas en Fortran y una interfaz, que podria pensarse como el primer lenguaje
S, cuya funcidn era manejar los programas basados en Fortran. S se pensé integramente en base a
funciones y es de los primeros lenguajes escritos para el andlisis de datos, teniendo una
programacion de alto nivel de abstraccion, con funciones para regresion, agrupamiento, etc. (AT&T
Staff, 2013). A principios de los 80, se decidid reescribir las rutinas en C y migrar hacia UNIX,
estando S a partir de entonces disponible fuera de Laboratorios Bell. En la version 4 de S, el
lenguaje paso a estar estructurado bajo un paradigma orientado a objetos, donde “todo es un objeto”
(ver seccion 5.3.1). Las funciones de S podian ahora ser pasadas a otras funciones, y ser la salida de
otros calculos. Hacia los 90, Laboratorios Bell le da a StatSci (ahora Insightful Corporation) una
licencia exclusiva para desarrollar y vender el lenguaje S, y posteriormente la empresa decide
comprar el lenguaje, llamandolo S-PLUS (convirtiéndose asi en un programa pago). A la vez, en la
Universidad de Auckland durante la década del 90 nace el lenguaje R. Este es una version
mejorada de S, que tiene licencia libre y es de cédigo abierto, es decir, cualquiera puede usar el
codigo y modificarlo, lo que le otorga amplias ventajas respecto a un software privativo como S-
PLUS. Si la caracteristica de S era ser interactivo, la de R es su “extensibilidad” gracias a que es de
codigo abierto: la extensibilidad permite incorporar nuevos programas, inclusive escritos en otros

lenguajes, que pueden ejecutarse en R. Los usuarios pueden escribir sus propias funciones y
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compartirlas. Nuevas funciones pueden escribirse usando la sintaxis de S. Los resultados que la
funcion devuelve, son objetos. R se diferencia de S ademds en el hecho de poseer paquetes
(archivos que contienen programas). La funcion de los paquetes no es sdlo conformar una unidad de
informacion con programas, sino que también su rol es poder distribuirlos: los paquetes se pueden
compartir. Esto vuelve al lenguaje sumamente extensible, habiendo al momento 7084 paquetes

disponibles® en Comprehensive R Archive Network (CRAN) (http://cran.r-project.org/).

5.3.1. Propiedades de R como lenguaje orientado a objetos

R es un lenguaje y un entorno de programacion. Como lenguaje, posee las siguientes

caracteristicas:

* Es un lenguaje interpretado (como Java) y no compilado (como C, C++, Fortran, Pascal,
etc.), esto significa que los comandos escritos en el teclado son ejecutados directamente sin

necesidad de construir ejecutables.

* Es un lenguaje orientado a objetos: un objeto es una entidad que posee identidad (un
objeto es diferenciable de otros objetos: posee un nombre), estado (datos asociados al objeto)
y métodos (operaciones que se pueden realizar con el mismo). Las variables, datos,
funciones, resultados, etc., se guardan en la memoria activa de la computadora en forma de
objetos con un nombre especifico. El usuario puede modificar o manipular estos objetos con
operadores (aritméticos, ldgicos, y comparativos) y funciones (que a su vez son objetos).
Todas las acciones en R se realizan con objetos que son guardados en la memoria activa sin
usar archivos temporales. Los resultados también son objetos. La identidad de un objeto es
independiente de su estado y no cambia. Un objeto pertenece a una clase. La clase de un
objeto determina su comportamiento y propiedades’. Una clase o un objeto posee métodos,
operaciones que el objeto puede hacer®. Todos los objetos de una clase comparten los mismos

métodos. A su vez, un objeto conoce su clase y como implementar un método’. Toda clase u

6 Al mes de agosto de 2015.

7 Una analogia seria pensar en P. alba como una “clase” con propiedades, en este caso la “clase” es “especie”, y un
individuo concreto como un “objeto”.

8 Por ejemplo, un objeto de la clase “vector” se puede sumar, restar, etc.

9 Esto permite por ejemplo, definir el método “suma” para distintas clases: un método suma para un numero, y un
método suma para dos matrices de igual tamafio, que sume cada celda y devuelva una matriz.
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objeto tiene atributos'’. Finalmente, las clases poseen herencia, es decir, una clase puede

heredar los atributos y operaciones de una clase superior''.

* En R hay tres formas de definir una clase: clases S3, clases S4 y clases de referencia. Cada
programador puede elegir un estilo de definir clases segiin su gusto. El estilo S3 es el mas
antiguo, e informal, pero el més simple para implementar. El estilo S4 tiene més formalidad y
rigurosidad que S3, permitiendo generar programas estructurados. El estilo de clases de
referencia, es similar al usado por Java y C ++ , y es particularmente 1til cuando se requieren

programas dindmicos.

Un objeto puede ser creado con el operador “asignar” el cual se denota como una flecha
construida con el signo menos y el simbolo “>" 0 “<” dependiendo de la direccidon en que asigna el

objeto'. Por ejemplo, se puede asignar el valor 5 a la variable (objeto) n:

> n <- 5

> 5 ->n

Si el objeto ya existe, su valor anterior es borrado después de la asignacion (la modificacion
afecta solo objetos en memoria, no a los datos en el disco). El valor asignado puede ser el resultado

de una operacion y/o de una funcion:

> n <- rnorm(1l)

> [1] 2.208807

La funcion rnorm(1) genera un dato al azar muestreado de una distribucion normal con media

0 y varianza 1.

10 Por ejemplo, tipo de objeto, longitud, etc.

11 Por ejemplo, la especie P. alba posee los atributos del género Prosopis, y atributos especificos que diferencian a
P. alba de P. flexuosa.

12 En gris se muestran comandos de R.
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Hay clases basicas de objetos que se pueden usar para hacer operaciones y construir otros

objetos: factor', funcién', lista">, marco de datos'® (data frame), matriz y vector.

Mas detalles acerca de las funciones basicas de R pueden encontrarse en el manual “R para

principiantes” (http://cran.r-project.org/doc/contrib/rdebuts _es.pdf).

13 Variable categorica con niveles.
14 Una funcién se define de modo intuitivo, con la palabra “function”, una o mas variables entre paréntesis, y la funcion

correspondiente a continuacion, por ejemplo: mi_funcion <- function (x) {x+2}
15 Una lista es un vector genérico, donde cada elemento puede ser un objeto distinto; los vectores en cambio poseen

elementos sencillos de tipo numérico o caracter.
16 Un marco de datos (data frame) esta compuesto por un conjunto de vectores similares a los que componen las

columnas de una matriz, pero aqui cada vector puede ser de distinta clase, a diferencia de las matrices y los vectores,
donde los elementos tienen que ser de una clase determinada, por ejemplo, todos de clase numérica o caracter.
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II. OBJETIVOS E HIPOTESIS

1. OBJETIVO GENERAL

La seccion Algarobia del género Prosopis comprende especies arboreas, la mayoria de las
cuales constituyen importantes recursos naturales en las regiones aridas y semidridas de América.
En Argentina, su explotacion ha sido fundamentalmente extractiva, lo que condujo a una alarmante
reduccion de los bosques nativos a lo largo de los ultimos dos siglos. Los estudios poblacionales en
esta seccion han sido enfocados principalmente a escalas gruesas; para comprender mejor y modelar
los procesos evolutivos en Algarobia, es necesario realizar investigaciones a escala fina, utilizando

las herramientas informaticas disponibles en la actualidad.

El objetivo general de esta tesis es analizar en Prosopis alba, una especie de la seccion
Algarobia, la estructura poblacional a escala fina por medio de marcadores neutros
hipervariables y caracteres cuantitativos, y la asociacion que ambos tipos de datos presentan
con variables geograficas y ecoldgicas, incorporando informacion proveniente de un huerto
experimental y desarrollando herramientas informaticas adecuadas para los analisis a esta

escala.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

El estudio se llevo a cabo con muestras provenientes de la provincia de Santiago del Estero.
Se analizaron a) individuos seleccionados por tolerancia y sensibilidad a la salinidad, de los cuales
los tolerantes se clonaron y plantaron en un huerto'” y b) individuos provenientes de una poblacion

natural'®.

La distribucion de esta especie en el area de estudio se encuentra fragmentada; la extension
original de los bosques naturales se halla reducida a un conjunto de parches y corredores. Entre los

parches que pueden encontrarse actualmente, algunos representan restos de poblaciones antiguas y

17 Los individuos sensibles se desarrollaron en vivero con el objetivo de tener un contraste para los datos moleculares
de los tolerantes; los mismos no fueron plantados a campo al momento del presente estudio.

18 La poblacion natural se encuentra ubicada en el area de riego del rio Dulce, en el centro de la provincia. Los
individuos sensibles provienen de arboles madre de la misma zona; los tolerantes, de arboles madre ubicados al sur de
la provincia.

52



I1. Objetivos e hipotesis

otros recolonizaciones recientes y renovales. En este contexto resulta de interés analizar las
consecuencias de la fragmentacion del habitat sobre la distribucion de la variacion genética a escala

fina.

Los objetivos especificos de esta tesis son:

1. Estudiar con herramientas morfométricas y moleculares individuos seleccionados por
tolerancia a la salinidad, utilizando como contraste para los datos moleculares un conjunto de

individuos sensibles a la salinidad. Este punto puede dividirse en las siguientes tareas:

1.1. Analizar la variacién morfoldgica de caracteres cuantitativos en individuos tolerantes a la
salinidad.

1.2. Determinar si estos caracteres a) se encuentran relacionados con la capacidad de
crecimiento en medios salinos y b) poseen una base genética.

1.3. Calcular la heredabilidad en sentido amplio de estos caracteres.

1.4. Comparar los patrones ISSR (Roser, 2010) y SSR, obtenidos con individuos contrastantes
(tolerantes y sensibles a la salinidad).

1.5. Evaluar el uso de marcadores moleculares como herramientas predictivas en la deteccion
de individuos tolerantes a la salinidad.

Estos objetivos se desarrollan en el capitulo III.

2. Estudiar a escala fina individuos de una poblacion natural. Este punto puede dividirse

en las siguientes tareas:

2.1. Desarrollar un paquete estadistico para el analisis de datos fenotipicos, genotipicos y
ambientales en biologia de poblaciones, con especial énfasis en el estudio genético-
poblacional a escala fina.

2.2. Analizar si la estructura genética espacial presente en la poblacion corresponde a la
esperada bajo un modelo de aislamiento por distancia, estudiando la variacién de una estima
de coancestria con la distancia geografica entre pares de individuos.

2.3. Evaluar en los patrones moleculares de la poblacion la presencia de sefales que permitan

inferir cambios demograficos recientes.
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2.4. Explorar los patrones espaciales a escala fina en caracteres cuantitativos (rasgos foliares y
de crecimiento), de forma global y local.

2.5. Evaluar si algunos de los caracteres analizados se encuentran espacialmente
autocorrelacionados a la escala estudiada.

2.6. Estudiar posibles relaciones entre los patrones espaciales de las variables cuantitativas,
genéticas y ambientales.

Estos objetivos se desarrollan en el capitulo V.

3. HIPOTESIS

1. Hipotesis para el experimento con individuos de P. alba seleccionados por tolerancia a

la salinidad (capitulo I1I)

1. Los variacion observada en los caracteres cuantitativos analizados en los individuos
tolerantes del huerto posee una base genética.

2. Los individuos estudiados muestran diferenciacion para marcadores neutros en base

a su tolerancia a la salinidad.

3. Esta variacion podria ser explicada al menos en parte por el proceso de seleccion, y no

meramente por un efecto de estructuracion poblacional.

2. Hipétesis para la poblacion natural de P. alba (capitulo V)

1. La estructura genética espacial presente en la poblacion natural corresponde a la esperada
bajo un modelo de aislamiento por distancia.

2. Los patrones moleculares de la poblacion permiten inferir la presencia de sefiales de
cambios demograficos recientes.

3. Los caracteres cuantitativos analizados se encuentran espacialmente autocorrelacionados
a escala fina.

4. Los patrones espaciales de las variables cuantitativas muestran relaciones con variables

genéticas y ambientales.
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II1. ESTUDIOS GENETICOS Y MORFOMETRICOS EN UN HUERTO
EXPERIMENTAL CON CLONES DE PROSOPIS ALBA, SELECCIONADOS
POR TOLERANCIA A LA SALINIDAD

1. RESUMEN

La especie Prosopis alba mostré en estudios previos una alta tolerancia a la salinidad, lo que
permitiria utilizarla en programas de forestacion de suelos salinos. En el presente capitulo se
continud la investigacion iniciada en la tesis de licenciatura de Roser (2010), en la que se
caracterizd, por medio de técnicas morfométricas y moleculares, una plantacion de 21 clones
tolerantes a la salinidad (ST) replicados en bloques al azar. Para el estudio molecular se utilizaron
marcadores ISSR, analizando ademas mediante esta técnica un conjunto de 20 individuos sensibles
a la salinidad (SS) crecidos en vivero, con el fin de comparar de modo contrastante los patrones
moleculares obtenidos. Con los datos del analisis de ISSR se estudi6 si el proceso de seleccion
utilizado (tolerancia a la salinidad) fue efectivo en generar una diferenciacion entre los individuos
tolerantes y sensibles, detectable mediante marcadores moleculares. Todos estos analisis se
ampliaron en el presente capitulo para concluir la investigacion. Se estudiaron para ello los patrones
de heredabilidad de los rasgos de hoja, previamente medidos en los individuos ST, y se genotiparon
los arboles ST y SS mediante la técnica SSR. Los resultados obtenidos con ISSR y SSR se
compararon para evaluar la consistencia entre ambas caracterizaciones moleculares. La mayor parte
de los rasgos morfologicos revelaron diferencias altamente significativas entre los clones ST. Los
caracteres largo, ancho y area del folidlulo, y nimero de pares de folidlulos por pinna mostraron los
valores de heredabilidad mas altos. El analisis de ISSR permiti6 detectar 89 loci, 91% de ellos
polimorficos al 1%. Los grupos ST y SS difirieron entre si significativamente por la frecuencia de
22 de estos loci a nivel individual, siendo 12 de ellos significativos a nivel matriz. El andlisis de 6
loci SSR mostrd un alto polimorfismo y diferencias altamente significativas entre los grupos ST y
SS. El analisis de coancestria de estos dos grupos indicé que la diferenciacion molecular que
presentan no puede ser explicada solamente en base al parentesco. El andlisis de coinercia mostro

consistencia en los agrupamientos moleculares basados en ISSR y SSR.
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2. INTRODUCCION

El impacto negativo de la salinidad sobre el crecimiento de plantas, en zonas aridas irrigadas
y no irrigadas del mundo, contintia siendo un problema importante. Mundialmente se estima que
mas de 800 millones de hectdreas se encuentran afectadas por salinidad (Rains, 1991) y las
actividades agricolas tienden a agravar este escenario (Flowers y Yeo, 1995). La necesidad de
incrementar la productividad en suelos salinos ha estimulado la investigacion en torno a la seleccion
de genotipos tolerantes. Epstein y col. (1979) realizaron los primeros esfuerzos para identificar
plantas tolerantes a una salinidad equivalente a la del agua de mar, para cultivos comerciales tales
como trigo y cebada. Mas recientemente, Qadir y col. (2008) reconocieron promisorias ciertas
accesiones de los géneros Acacia, Eucalyptus y Melaleuca para actividades silvopastoriles en suelos

salinos.

Argentina estd considerado el tercer pais luego de Rusia y Australia en términos de suelos
afectados por la salinidad (Lavado, 2008; Taleisnik y Lopez Launestein, 2011). La mayor parte del
trabajo local orientado a la tolerancia a la salinidad en especies forestales ha sido enfocado sobre
flora nativa y exotica, principalmente pertenecientes a los géneros Prosopis (Ahmad y col., 1994;
Baker y col., 1995; Cony y Trione, 1998; Velarde y col., 2003; Meloni y col., 2008a; Meloni y
Martinez, 2009), Schinopsis (Carnevale y col., 2004; Meloni y col., 2008b), Vitis (Cavagnaro y col.,
2006) y Atriplex (Aiazziy col., 2002; Taleisnik y Lopez Launestein, 2011).

Un trabajo inicial que evalud la tolerancia a la salinidad en Prosopis (Felker y col., 1981),
encontré que accesiones de P. tamarugo y P. pallida de Hawai tenian la habilidad de crecer en una
salinidad equivalente a la del agua de mar. Un trabajo posterior (Rhodes y Felker, 1988), que
examino una amplia base de germoplasma, encontré que P. juliflora tenia la més alta combinacion
de tolerancia a la salinidad y crecimiento entre las especies consideradas, y que P. alba podria tener
la suficiente variabilidad para permitir seleccionar plantas individuales capaces de crecer en

salinidades equivalentes a la del agua de mar.

Dado que las especies de Prosopis son polinizadas por insectos y mayormente de fecundacion
cruzada (Hunziker y col., 1986; Bessega y col., 2000; Felker y col. 2001; Bessega y col., 2011), es

esperable que las semillas del mismo arbol madre tengan alta probabilidad de haber sido producto

56



II1. Estudios genéticos v morfométricos en un huerto experimental

de la cruza con multiples plantas masculinas, resultando en una alta variabilidad entre la progenie.
Debido a esto, en Prosopis la propagacion clonal de plantulas seleccionadas es una herramienta
importante para el mejoramiento genético en base a caracteristicas utiles, tales como la alta
tolerancia a la salinidad. Trabajos previos reportaron clones de P. juliflora para forma erecta y
crecimiento rapido en Haiti (Wojtusik y col., 1993), para produccion de biomasa y forma en India
(Harsh y col., 1996), y clones multiproposito del complejo P. pallida/P. juliflora en Pert (Alban y
col., 2002).

En tiempos recientes, ha tomado relevancia el esfuerzo por establecer plantaciones de P. alba,
siguiendo distintos criterios de seleccion, entre ellos la tolerancia a la salinidad. Algunas de las
primera pruebas de progenie de P. alba (Felker y col. 1983a,b) se llevaron a cabo en el sur de
California usando familias de medios hermanos colectadas por Simpson y Solbrig en 1977. Felker y
col. (2001) seleccionaron 12 clones individuales de P. alba en base a la produccion y al sabor de las
vainas, y al crecimiento en altura. Posteriormente, Velarde y col. (2003) obtuvieron 21 clones de P
alba tolerantes a la salinidad, provenientes de semillas colectadas en 9 procedencias de un area
salina de Santiago del Estero. Ewens y col. (2012) demostraron diferencias altamente significativas

entre estos clones para biomasa, didmetro y altura, luego de 5 afios de crecimiento a campo.

El proceso de identificacion clonal en varias especies forestales se ha basado tradicionalmente
en el estudio de caracteristicas morfologicas y fenoldgicas. La morfologia de hoja, espina y fruto
son el criterio principal para la identificacion de especies de la seccion Algarobia del género
Prosopis, por lo que es esperable que estos caracteres cuantitativos también puedan ser utiles para la
caracterizacion clonal. Los marcadores moleculares son otra de las herramientas utiles para este
proposito. En los ultimos afos se utilizaron exitosamente diferentes tipos de marcadores
moleculares en el estudio de especies forestales. Entre las técnicas disponibles, los marcadores
ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) han mostrado ser una herramienta capaz de proveer un
medio poderoso, rapido, simple, reproducible y poco costoso en la caracterizacion y andlisis de la
variabilidad genética de accesiones, y en la identificacion de cultivares y variedades (Kumar y col.,
2009: Monte Corvo y col., 2011) y clones de diferentes especies forestales ( De Pasquale y col.,
2006; Chen y col., 2011). Los SSR (Simple Sequence Repeats) o microsatélites son otro tipo de
marcadores ampliamente utilizados para este tipo de estudios, debido a su naturaleza codominante,

reproducibilidad y alto contenido informativo (UPOV, 1995; Marcucci Poltri y col., 2003).
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En este capitulo se analizo la variacién de caracteres cuantitativos y moleculares en
individuos tolerantes a la salinidad de P. alba. La investigacion aqui presentada constituye un punto

de partida para futuros estudios gendémicos en este importante recurso natural de regiones aridas.

3. OBJETIVOS

a. Analizar la variacion morfoldgica de caracteres cuantitativos en individuos tolerantes a la

salinidad.

b. Determinar si estos caracteres i) se encuentran relacionados con la capacidad de

crecimiento en medios salinos y ii) poseen una base genética.

c. Calcular la heredabilidad en sentido amplio de estos caracteres.

d. Comparar los patrones ISSR (Roser, 2010) y SSR, obtenidos con individuos contrastantes

(tolerantes y sensibles a la salinidad).

e. Evaluar el uso de marcadores moleculares como herramientas predictivas en la deteccion de

individuos tolerantes a la salinidad.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Obtencion de individuos tolerantes a la salinidad

Se utilizaron 21 clones tolerantes a la salinidad (clones ST, Tabla 3.1), seleccionados por
Velarde y col. (2003) y Felker y col. (2008). Los arboles madre utilizados para el ensayo se
obtuvieron a partir de semillas pertenecientes a 7 familias de distinto origen (Tabla 3.1), colectadas
en la llanura de inundacién del rio Saladillo (Santiago del Estero, 28°52'36.85"S - 63°58'46.36"0O,
Figura 3.1). A pesar de que estas familias derivaran de arboles identificados taxondmicamente como

P alba, cuatro de los clones (ST3, ST7, ST12 y ST15) exhibieron caracteristicas morfologicas
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hibridas, lo que sugiere que el donante del polen pudo haber sido P. ruscifolia o P. vinalillo

(considerado un hibrido natural entre estas dos especies).

TABLA 3.1 Cdédigos individuales y abreviaturas (Abr.) usadas en esta parte para los arboles tolerantes y
sensibles. Los individuos tolerantes se codificaron con las abreviaturas dadas en Felker y col. (2008) (O:
origen, B: bloque en sistema hidroponico, P: arbol en sistema hidroponico). Los individuos sensibles se
codificaron siguiendo una nomenclatura similar (M: arbol madre, B: bloque en sistema hidroponico, P: arbol
en sistema hidroponico).

:I‘olerantes
Arbol Abr.

,Sensibles
Arbol Abr.

02B4P1 STI
O7B3P11 ST2
O7B4P4 ST3
O6B1P12 ST4
O6B1P11 STS
O7B4P11 ST6
0O4B1P6 ST7
09B4P14 ST8
03B4P8 ST9

M1B12P6 SS1
M3B1P3 SS2
MIB2P2 SS3
M4B9P2 SS4
M4B2P6 SS5
MS8B15P2 SS6
MIB9P7 SS7
M8EBI13P3 SS8
M4B5P5 SS9

06B4P4 ST10 M8B13P8 SS10
O3B1P13 ST11 M9B15P4 SS11
03B4P7 STI12 M5B4P3 SS12
O8B3P15 ST13 M9B9P7 SS13
03B4P12 ST14 M5B13P7 SS14
O7B4P6 STI15 M7B5P6 SSI15
O6B1P13 ST16 M7B10P5 SS16
O7B3P3 ST17 M5B1P4 SS17
O7B3P10 ST18 M3B12P3 SS18
O8B3P14 ST19 M9B14P6 SS19
O7B3P8 ST20 M9B8P3 SS20
O7B4P8 ST21 M9B7P7 SS21
M7B3P5 SS22
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Tras los procesos de seleccion y propagacion vegetativa, Felker y col. (2008) plantaron los
clones en un huerto experimental (disefio completamente aleatorizado con 5 bloques) ubicado en la
Estacion Experimental Fernandez (Santiago del Estero) en enero de 2004 (Figura 3.2). Cada
individuo se encontrd representado a través de un clon por bloque, para poder tener en cuenta
efectos de bloque en la diferenciacion fenotipica entre clones. El suelo del huerto experimental

mostrd en un analisis previo un gradiente de pH natural, con un rango promedio de 9.35 en el

bloque 1 hasta 10.3 en el bloque 5 (Figura 3.3).
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FIGURA 3.2 Huerto experimental con los clones tolerantes a la salinidad en la Estacion Experimental
Fernandez, Santiago del Estero (imagen tomada de Roser, 2010).

10.5 -
10.01 Profundidad (m)
T 9:51 0-30
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Bloque

FIGURA 3.3 pH en los bloques del huerto experimental a 0-30 y 60-90 m de profundidad (rango de pH a
profundidad promedio: 9.35-10.3). Las muestras de suelo fueron analizadas por INTA-Estacion Experimental
Santiago del Estero (informacion provista por el Ing. Mauricio Ewens).
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4.2. Obtencion de individuos sensibles a la salinidad

Se seleccionaron 22 plantines sensibles a la salinidad' (individuos SS, Tabla 3.1) en octubre
de 2007, provenientes de semillas colectadas en el Departamento de Robles (Santiago del Estero,
27°55'04"S- 63°53'43"0, Figura 3.1). Para la seleccion, se utilizaron cajas negras de plastico que
se dividieron en 128 celdas, cada una con 30 cm® de capacidad, distribuidas en arreglos de 8 x 16.
Cada cavidad se rellen6 con una mezcla de vermiculita-arena (1:1) y se pusieron dos semillas pre-
germinadas por celda, para asegurar la presencia de plantula; a los 4 dias de la emergencia en el
caso que ambas sobrevivieran, se elimind una. De esta manera se conto al inicio del experimento

con 1280 plantines.

Las bandejas se colocaron dentro de una cuba de 163 x 114 x 15.5 cm (Figura 3.4), inundada
diariamente con una solucidn nutritiva con la siguiente composicion (mg/l): N— 190, P—35, K—
210, Mg—45, B—0.2, Cu—0.1, Fe—I1, Mn—0.5, M0o—0.005, Ca—150 y Zn—0.15, S—70, B—
0.5, Mo—-0.05. El exceso de solucion era drenado en un tanque de 500 1, desde el cual la solucion
se bombeaba nuevamente para rellenar la cuba. La temperatura del aire se midié diariamente y la
conductividad eléctrica de la solucion se registré una vez por semana. El experimento se baso en la

habilidad de los plantines para crecer bajo un medio con diferentes conductividades eléctricas.

FIGURA 3.4 Sistema utilizado para la obtencion de los individuos sensibles a la salinidad (imagen tomada
de Roser, 2010).

19 La seleccion fue realizada por el Ing. Mauricio Ewens en la Estacion Experimental Fernandez, Santiago del Estero.

62



II1. Estudios genéticos v morfométricos en un huerto experimental

Se registraron a intervalos regulares cuatro mediciones de altura (4; a Ay), tal como se describe
en la Figura 3.5. Para ello, se midi6 cada plantin del cuello al &pice con una regla graduada al
milimetro més cercano. La habilidad de crecer durante la primera fase se estimo como a = hx>-h,
durante la segunda como b = hs-h., y durante la tercera como ¢ = h4-h;. Para una planta sensible a la
salinidad, b-a < 0, ya que el crecimiento se detiene luego de incrementar la conductividad del
medio. En contraste, la reduccion de la conductividad puede puede determinar que el plantin crezca
de nuevo durante la tercera fase y la diferencia c-b puede ser positiva. Una diferencia c-b < 0 indica
que el plantin no es capaz de recuperarse ante una condicion de baja conductividad eléctrica. En

resumen, cuando (b-a)/(c-b) < 0, la planta se considero sensible a la salinidad.

dia O dl’aI25 dia 40 dia 55 dia 70
[ | [ ] [ | N |
' hl h2 h3 ha

FASE 1 FASE 2 || FASE 3
4 dS/m 8 dS/m || 4 dS/m

FIGURA 3.5 Representacion esquematica del sistema hidroponico utilizado en la seleccion de los clones SS.
Entre los dias 0 y 40 (fase 1) la conductividad de la solucion suministrada se mantuvo baja (4 dS/m); entre
los dias 41 y 55 (fase 2) la conductividad fue incrementada a 8§ dS/m; y entre los dias 56 y 70 (fase 3) la
conductividad fue reducida nuevamente a 4 dS/m. Se tomaron mediciones de altura en los dias 25 (#4;), 40
(h2), 55 (h3) y 70 (h4). Las plantas fueron clasificadas como sensibles si no crecieron, crecieron mas despacio
o mostraron muerte del apice durante la fase 2, y crecieron nuevamente durante la fase 3.

Al final del experimento, se transfirieron las plantas seleccionadas a potes plasticos de 5
litros, y se pusieron a crecer en invernadero. Las caracteristicas morfoldgicas de los individuos SS
no fueron registradas, ya que al momento del estudio no habian sido plantados a campo, y se
encontraban en una etapa de crecimiento diferente a la de los individuos ST, ambos factores

dificultando la comparacion de los rasgos cuantitativos entre individuos contrastantes (ST-SS).
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4.3. Métodos morfométricos

4.3.1. Coleccion de datos morfométricos

Para cada clon, se tomaron muestras de hojas adultas en dos estratos (superior e inferior) y de
frutos, que se herborizaron en papel de diario. Con el material de hoja se realizaron mediciones para
11 rasgos de morfologia foliar: longitud del peciolo (PEL), numero de pares de folidlulos por pinna
(NLP), longitud de las pinnas (PIL), nimero de pinnas (NPI), longitud (LEL), ancho (LEW),
relacion largo/ancho (LEL/LEW), falcado (LEF), area (LEA), apice (LEX) y relacion apice/area
total (LEX/LEA) de los folidlulos. El procedimiento utilizado para registrar la informacion se

encuentra detallado en el Apéndice 1 (Protocolo 1, pagina 155).

4.3.2. Analisis estadistico de los datos morfométricos

Las diferencias morfologicas entre clones tolerantes a la salinidad se evaluaron mediante
ANOVA vy andlisis multivariado de la varianza (MANOVA). Los componentes de varianza se
estimaron usando maxima verosimilitud restringida (REML), que es un método flexible aplicable a

disefios desbalanceados. Para ello se utilizd el siguiente modelo lineal generalizado (GLM):

V= + bt s;+ (b:s)y+ I+ e (Expresion 4.1)

Donde y; representa cada observacion individual, ¢ es la media general, b; es el efecto fijo
bloque, s; es el efecto fijo estrato, (b:s); es la interaccidon entre los efectos bloque y estrato, I es el

efecto aleatorio clon, y ¢ es el efecto aleatorio residual (error).

La heredabilidad en sentido amplio (H’) se obtuvo a partir de las estimas de varianza

calculadas por REML, mediante la siguiente expresion:

2

H’= > Ez (Expresion 4.2)
oL+o,

Donde o7 y op”* son los componentes de varianza entre y dentro (residual) de clones,
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respectivamente.

Los analisis d¢ ANOVA y MANOVA se llevaron a cabo con el paquete stats de R* (R core
team, 2012). El analisis de los componentes de varianza mediante REML se realiz6 con el paquete

nlme 3.1-109 (Pinheiro y col., 2013) de R.

4.4. Métodos de analisis molecular

4.4.1. Obtencion de datos moleculares

Para los individuos ST y SS se colectd material de hoja joven para el analisis de ADN, que se
seco inmediatamente en silica gel y se almacend posteriormente a temperatura ambiente hasta el
momento de la extraccion. Las muestras de ADN se analizaron mediante marcadores ISSR y SSR,
utilizando respectivamente los Protocolos 2-A (pagina 157) y 2-B (pagina 158) del Apéndice 1. Para
el analisis de ISSR, se seleccionaron los cebadores ISSR1 (AG)sY, ISSR2 (AC)sG y AE2 (CA)G,
que mostraron un alto nivel de bandas por individuo y gran reproducibilidad entre experimentos.
Para el andlisis de SSR, se seleccionaron seis cebadores: Mo05 (CT);T(CT)., Mo07 (GC)s, Mo08
(AC)9, M0o09 (TG)i7;, Mol13 (GT),0CT(GT). y Mol6 (CA);.. Estos cebadores, desarrollados
previamente para P. chilensis, mostraron amplificacién cruzada con otras especies (Mottura y col.,

2005), funcionando con éxito en P. alba (Bessega y col., 2009).

4.4.2. Analisis estadistico de los datos moleculares

A. Analisis de los datos de ISSR

La frecuencia de bandas ISSR entre los individuos ST y SS se compar6 por medio de chi-
cuadrado, estimando la significacion con un test de permutacion. Los valores P obtenidos se
ajustaron por comparaciones multiples con el método FDR (Benjamini y Hochberg, 1995). Este

analisis se realizo con el paquete stats de R.

20 En este capitulo se utiliz6é R version 2.15.0.
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A.1. Analisis de escalado multidimensional (MDS)

Con el conjunto de datos originales se obtuvo una matriz de distancia euclidiana entre los
individuos. A partir de esta matriz, se realiz6é un analisis de MDS con el paquete smacof (De Leeuw
y Mair, 2009) de R. El método implementado en este paquete esta basado en la minimizacion del
estrés métrico, un estadistico de bondad de ajuste, basado en la suma de las diferencias cuadraticas
entre el valor de distancia observado y el esperado para cada par de puntos. La estabilidad de la
solucion del andlisis se examind mediante jackknife sobre las configuraciones. El resultado se

grafico para observar si los individuos tienden a agruparse de acuerdo a la tolerancia a la salinidad.

A.2. Analisis entre grupos (BGA)

El anélisis de asociacion entre los patrones ISSR y la habilidad de tolerar condiciones de alta
salinidad es dificultoso, debido a la presencia de mas loci que muestras (individuos analizados). La
mayor parte de las clasificaciones supervisadas estdn limitadas al requerimiento de un mayor
numero de casos (individuos) que variables (marcadores). Por ejemplo, para utilizar correctamente
el analisis discriminante tradicional (DA), se deben poseer mas casos que variables, idealmente por
un factor de 10 o mas. Los métodos BGA (Dolédec y Chessel, 1987) y DA estan basados en el
mismo principio: encontrar una combinacion lineal de variables que definan la direccion en el
espacio multidimensional, a lo largo de la cual se maximice la varianza entre los grupos (Truntzer y
col., 2007). BGA sin embargo permite superar la limitacion relacionada con el nimero de casos, ya
que puede ser usado cuando el numero de variables es mayor (Culhane y col., 2002). El andlisis

BGA se llevo a cabo mediante el paquete ade4 (Chessel y col., 2004; Dray y Dufour, 2007) de R.

A.3. Analisis de arboles de clasificacion

Se realizd un analisis de arboles de clasificacion (Breiman y col., 1993), el cual permite
identificar la estructura presente en conjuntos de datos de gran dimension. Para comparar los clones
ST y SS mediante este método, se considerd la tolerancia a la salinidad como la variable respuesta
() y a los patrones ISSR como las variables predictivas (x;). El andlisis de arboles de clasificacion
consistié en obtener, a partir de todo el conjunto de predictores potenciales, la variable x; (locus)

con mayor capacidad de predecir y (tolerancia a la salinidad), mediante una particion recursiva de la
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muestra (ver Foulkes, 2009, paginas 157-179). El anélisis se llevd a cabo con el paquete rpart

(Therneau y Atkinson, 2011) de R.

B. Analisis de los datos de SSR

Para los marcadores SSR se calculd el numero de alelos (A) para cada locus y promedio por
locus, y los valores promedio por locus de heterocigosis observada (Ho) y esperada bajo equilibrio
de Hardy-Weinberg (H;) mediante un estimador insesgado (Nei y Chesser, 1983) (Apéndice 2,
pagina 162) con el paquete hierfstat 0.04-10 (Goudet, 2005) en R.

B.1. Escalado multidimensional y analisis entre grupos de los marcadores SSR

La asociacion de los patrones SSR con la tolerancia a la salinidad se analizé por MDS y BGA
aplicando las mismas metodologias previamente descriptas para el andlisis de ISSR (secciones

442,A.1yA2).

B.2. Analisis de coancestria

Con el fin de determinar si la asociacion entre los datos moleculares y la tolerancia a la
salinidad puede atribuirse a relaciones entre los individuos dentro de los grupos ST y SS, se
estimaron los valores de coancestria entre y dentro de grupos a partir de los patrones SSR. Esto se
realizo aplicando el modelo admixture F-model de Metropolis-Hastings (Karhunen y Ovaskainen,

2012), con el paquete RAFM de R.

4.4.3. Consistencia entre los marcadores ISSR y SSR

La consistencia de la diferenciacion molecular brindada por ambos tipos de marcadores (ISSR
y SSR) se evalud mediante dos métodos. Por un lado, se compararon las matrices de ISSR y SSR
mediante el test de Mantel (1967), utilizando distancias euclidianas. Por otro lado, se aplicd un
Analisis de Coinercia (CIA) (Dolédec y Chessel, 1994; Culhane, 2003; Dray y col., 2003), para
identificar tendencias y estudiar la estructura comun entre las dos matrices. Esta aproximacion

permite comparar pares de fuentes de datos para el mismo conjunto de muestras. El método se basa
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en la obtencion de ejes que definen las direcciones de maxima covarianza entre ambos conjuntos de
datos y en el estudio de la geometria global de la nube de puntos en el espacio definido por estos

ejes. El andlisis se realizo con el paquete ade4 de R.
5. RESULTADOS
5.1. Analisis de datos morfométricos
Las estadisticas basicas de las caracteristicas medidas en los 21 clones ST se muestran en la
Tabla 3.2. El coeficiente de variaciéon promedio (cv) dentro de cada clon ST toma el valor mas alto

para PEL (c¢v = 0.440) y el mas bajo para LEF (cv = 0.028).

TABLA 3.2 Estadisticas basicas (media y coeficiente de variacion) de los rasgos morfolégicos medidos en
los arboles de P. alba tolerantes a la salinidad (ST).

LEW LEX LEX/LEA LEA LEF LEL/LEW

Media cv Media cv Media cv Media cv Media cv Media cv

ST1 0.188 0.151 0.928 0.078 0.206 0.093 0.136 0.299 0.951 0.026 4.398 0.127
ST2 0.182 0.117 0.942 0.092 0.203 0.095 0.139 0.252 0.954 0.026 4.835 0.119
ST3 0.271 0.185 0.872 0.070 0.194 0.116 0.301 0.422 0.948 0.025 4.711 0.135
ST4 0.185 0.144 0.924 0.082 0.203 0.105 0.144 0.215 0.951 0.025 4.997 0.133
ST5 0.194 0.123 0.901 0.068 0.200 0.084 0.175 0.255 0.950 0.021 5.471 0.096
ST6 0.172 0.110 0912 0.079 0.200 0.092 0.131 0.174 0.960 0.022 5.106 0.112
ST7 0.357 0.224 0.826 0.071 0.186 0.182 0.465 0.391 0.939 0.032 4.623 0.138
ST8 0.183 0.138 0.908 0.084 0.195 0.131 0.166 0.210 0.955 0.023 6.055 0.157
ST9 0.146 0.155 0.994 0.099 0.212 0.115 0.101 0.254 0.953 0.027 5.571 0.178
ST10  0.200 0.123 0.951 0.217 0.199 0.101 0.181 0.247 0.959 0.029 5.233 0.132
ST11 0.151 0.128 0.951 0.105 0.207 0.130 0.110 0.236 0.953 0.025 5.787 0.146
ST12  0.357 0.244 0.833 0.081 0.187 0.159 0.506 0.319 0.942 0.057 5.032 0.187
ST13 0.205 0.107 0.902 0.073 0.197 0.085 0.167 0.176 0.952 0.026 4.722 0.160
ST14  0.163 0.151 0.970 0.085 0.207 0.113 0.112 0.320 0.960 0.026 4.798 0.130
ST15 0.414 0.214 0.781 0.072 0.177 0.214 0.785 0.375 0.938 0.029 6.010 0.192
ST16  0.186 0.128 0.945 0.090 0.205 0.124 0.147 0.228 0.954 0.024 5.038 0.131
ST17  0.162 0.145 0.965 0.095 0.210 0.140 0.117 0.239 0.956 0.027 5.206 0.113
ST18  0.199 0.201 0916 0.090 0.201 0.124 0.181 0.297 0.953 0.023 5.366 0.151
ST19  0.206 0.122 0.898 0.076 0.199 0.121 0.165 0.229 0.952 0.045 4.561 0.115
ST20  0.180 0.152 0.933 0.078 0.208 0.122 0.138 0.287 0.948 0.035 4.991 0.115
ST21 0.193 0.090 0.907 0.080 0.195 0.089 0.177 0.223 0.952 0.022 5.626 0.215
Media 0.214 0.150 0.912 0.089 0.200 0.121 0.216 0.269 0.951 0.028 5.149 0.142

Individuo
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TABLA 3.2 (continuacion).

Individuo LEL PIL PEL NLP NPI

Media c¢cv Media cv Media cv Media cv Media cv
ST1 0.821 0.173 98.033 0.184 25.950 0.344 36.567 0.249 2.267 0.230
ST2 0.875 0.156 89.414 0.185 24.241 0.699 34.793 0.148 2.207 0.223
ST3 1.282 0.261 91.708 0.242 25.292 0.387 22.833 0.199 1.750 0.253
ST4 0.915 0.138 90.933 0.152 29.500 0.327 31.133 0.112 2.100 0.229
ST5 1.060 0.149 105.533 0.196 25.586 0.187 32.800 0.157 1.931 0.192
ST6 0.873 0.095 91.944 0.225 30.167 0.312 36.722 0.094 2.500 0.206
ST7 1.628 0.201 91.793 0.182 25.569 0.347 14.000 0.138 1.103 0.281
STS8 1.093 0.137 111.167 0.168 24.600 0.378 39.333 0.165 2.600 0.192
ST9 0.807 0.181 91.333 0.163 25.300 0.341 39.900 0.147 2.167 0.175
ST10 1.043 0.158 112.300 0.147 19.917 0.268 37.200 0.106 2.067 0.177
ST11 0.867 0.157 85.133 0.129 25.650 0.435 38.233 0.111 2.433 0.207
ST12 1.749 0.184 79.633 0.347 19.467 0.910 13.467 0.148 1.367 0.359
ST13  0.958 0.121 108.633 0.156 29.400 0.579 30.400 0.151 2.267 0.230
ST14  0.780 0.186 86.933 0.166 22.267 0.455 37.167 0.194 2.433 0.207
ST15  2.447 0.218 96.917 0.291 30.550 1.047 9.900 0.216 1.033 0.177
ST16  0.929 0.131 86.633 0.190 23.250 0.366 33.833 0.196 2.300 0.203
ST17  0.839 0.141 90.733 0.212 28.483 0.292 38.167 0.199 2.400 0.235
ST18 1.050 0.155 96.600 0.165 25.567 0.366 35.767 0.141 2.300 0.203
ST19  0.938 0.155 95900 0.252 23.933 0.468 31.367 0.178 2.000 0.322
ST20  0.891 0.161 84.033 0.171 17.250 0.460 30.667 0.143 2.500 0.203
ST21 1.078 0.209 83.250 0.318 21.667 0.276 29.917 0.188 2.750 0.226
Media 1.092 0.165 93.741 0.202 24.934 0.440 31.151 0.161 2.118 0.225

Los ANOVA individuales, realizados para comparar cada caracteristica entre clones ST,
mostraron que las diferencias para todos los caracteres son significativas, con excepcion de PEL

(Tabla 3.3). El MANOVA considerando todas las caracteristicas demostrd diferencias altamente

significativas entre clones (Wilks = 4.50 107, P <2.2 107'%).

Los anélisis de componentes de varianza y de H* (heredabilidad en sentido amplio) para cada
caracter, indicaron que aquellos con los més altos valores fueron LEL, LEW, LEA y NLP (Tabla
3.3). En ningun caso el intervalo de confianza para H° incluyé al cero, indicando valores

significativos para todos los caracteres excepto PEL, que mostro el segundo valor mas bajo de H*

(0.014).
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TABLA 3.3 Resultados de ANOVA, componentes de varianza y heredabilidad en sentido amplio (/°) para
los caracteres morfométricos analizados en los arboles tolerantes a la salinidad (ST).

Analisis Caracter

LEA LEF LEL

LEL/ LEX/
LEW LEW LEX LEA

NLP  NPI PEL PIL

F
ANOVA P
P.aj
estima
Entre clones  inferior
superior
estima
Dentro de clones inferior
superior
estima
0 inferior
superior

42.800 2.604 44.5557.799 48.408 7.205 8.429

0.000 0.001 0.000
0.000 0.002 0.000
0.028 2.6 107 0.160
0.015 1.1 10° 0.086
0.053 5.910° 0.297
0.009 7.9 10* 0.046
0.008 7.510* 0.043
0.010 8.510* 0.048

0.759 0.032 0.778
0.613 0.013 0.639
0.862 0.073 0.874

0.000 0.000 0.000 0.000
0.000 0.000 0.000 0.000

0.212 0.005 0.003 6.6 10°
0.112 0.003 0.001 3.3 10”
0.401 0.010 0.0051.3 10*
0.5551.710° 0.008 6.1 10**
0.521 1.6 10° 0.007 5.8 10**
0.591 1.8 10° 0.008 6.5 10

0.276 0.758 0.245 0.097
0.159 0.612 0.138 0.049
0.435 0.861 0.395 0.184

43.070 17.094 1.328 5.799
0.000 0.000 0.189 0.000
0.000 0.000 0.189 0.000

76.882 0.209 7.169 70.219

41.052 0.109 2.392 33.826

143.984 0.398 21.489 145.763

27.391 0.224 151.203 355.724

24381 0.199 134.575 316.646

30.772  0.252 169.886 399.626

0.737 0.482 0.045 0.165
0.572 0.303 0.014 0.078
0.855 0.666 0.138 0.320

NOTA: F estadistico F del ANOVA, P significacion del ANOVA Paj. (P ajustado) valores de P ajustados
por comparaciones multiples con el método FDR, H* heredabilidad en sentido amplio, inferior y superior
valores inferior y superior, respectivamente, para el intervalo de confianza del 95% del valor estimado. Los
valores significativos se muestran en negrita.

5.2. Analisis de ISSR

El analisis de ISSR permiti6 identificar 89 bandas altamente repetibles (Figura 3.6). Un 91%

de los loci identificados (81) resultaron polimoérficos al 1%.
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FIGURA 3.6 Frecuencias de bandas para los marcadores ISSR (individuos SS y ST). El eje de las abscisas
indica el nombre (arbitrario) dado a cada banda observada.
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La comparacion de frecuencias de bandas entre los grupos ST y SS por medio de chi-
cuadrado, indicod que las diferencias fueron significativas o altamente significativas para 22 loci a
nivel individual y para 12 a nivel tabla (valores P corregidos por comparaciones multiples) (Tabla

3.4).

TABLA 3.4 Frecuencias de los fenotipos dominantes de los loci ISSR en los individuos de P. alba tolerantes
(ST) y sensibles (SS) a la salinidad, y significacion de la comparacion entre grupos por medio de pruebas de
chi-cuadrado. Sélo se muestran aquellos loci con diferencias significativas entre grupos a nivel individual.
Los valores significativos se muestran en negrita.

Locus ST SS P P. aj
A2 17 0.700 0.000 23.100 5.00 10" 0.008
A2 18 0.650 0.000 20.710 5.00 10" 0.008
I1_11 1.0000.409 17.116 5.00 10" 0.008
12 2 0.3500.95517.2305.00 10 0.008
12 27 0.3501.00020.7105.00 10" 0.008
I1_10 0.3000.818 11.486 1.50 10" 0.015
12 1 0.5501.000 12.600 1.50 10" 0.015
12 31 0.4000.864 9.808 1.50 10 0.015
I1 17 0.5500.955 9.451 2.50 10" 0.022
12 24 0.8500.409 8.636 4.50 10" 0.036
A2 19 0.350 0.000 9.240 5.00 10 0.037
12 3 0.6000.955 7.821 6.50 10" 0.044
12 23 0.9000.500 7.843 8.50 10 0.053
A2 ¢ 0.4000.818 7.769 1.10 10" 0.064
12 5 0.9500.636 6.121 1.60 10 0.086
A2 11 0.9500.636 6.121 1.80 10 0.091
I1 6 0.7501.000 6.243 2.30 102 0.110
I1_19 0.8000.455 5.301 2.8010°20.121
12 16 0.4000.773 6.041 2.8510°20.121
A2 2 0.8000.455 5.301 3.20 10" 0.130
I1_7 0.7000.955 4.887 4.051020.153
12 15 0.5500.864 5.050 4.151020.153

NOTA: P valor de significacion para la prueba de chi-cuadrado, Paj (P ajustado) valor de significacion para
la prueba de chi-cuadrado, ajustado por multiples comparaciones con el método FDR. Los valores
significativos se muestran en negrita.
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5.2.1. Analisis de escalado multidimensional

El analisis MDS para los datos de ISSR (Figura 3.7) mostrd que el eje 1 tiende a separar a los
individuos SS (a la izquierda) de los ST (a la derecha). Los individuos con caracteristicas hibridas
(posibles P. vinalillo) se disponen en el grafico de modo disperso entre los individuos ST y no
presentaron una tendencia particular. El estrés métrico (basado en 327 iteraciones) fue bajo (0.11) y

la estabilidad evaluada por medio de jackknife fue alta (varianza entre/varianza total = 0.99).
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FIGURA 3.7 Grafico de los individuos tolerantes (ST) y sensibles (SS) a la salinidad de acuerdo a los dos
primeros ejes del analisis de escalado multidimensional (MDS), basado en la matriz de distancias euclidianas
de los marcadores ISSR. Los colores indican las zonas del grafico donde se encuentran de modo aproximado
los individuos SS (morado) y ST (naranja).
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5.2.2. Analisis entre grupos

El anélisis BGA basado en los datos de ISSR (Figura 3.8) produjo un eje principal, mostrando
diferencias altamente significativas entre los grupos ST y SS (prueba de Monte Carlo basada en

9999 permutaciones, P = 10*).

SS ST

FIGURA 3.8 Grafico de cajas, mostrado la distribucion de los individuos tolerantes (ST) y sensibles (SS) a
la salinidad de P. alba de acuerdo al primer eje del analisis entre grupos del conjunto de datos ISSR. La linea
negra horizontal dentro de cada caja representa la mediana. La parte superior ¢ inferior de la caja indican
respectivamente el primer y el tercer cuartil. Las lineas verticales debajo y encima de la caja indican los
valores minimo y maximo, respectivamente.

Los loci con la mas alta contribucion a la diferenciacion entre los individuos tolerantes y

sensibles fueron A2 17, A2 18,y A2 19.
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5.2.3. Analisis de arboles de clasificacion

El algoritmo de arboles de clasificacion mostré que la banda A2 17 diferencié con el mayor
grado de significacion a los dos grupos, encontrandose ausente en todos los individuos SS y
presente en el 70% de los ST. Los tres andlisis (prueba de chi-cuadrado, BGA y arboles de
clasificacion) fueron consistentes en identificar a A2 17 como el locus con la mas alta contribucion

a la diferenciacion entre los individuos SS y ST.

5.3. Analisis de datos SSR

Los 6 loci SSR estudiados fueron polimorficos al 1%, mostrando entre 2 y 7 alelos, con un
promedio de 4.5 alelos por locus. Los valores de heterocigosis observada y esperada promedio por
locus fueron Ho = 0.397 y Hr = 0.516, respectivamente. La Figura 3.9 muestra las frecuencias para

cada uno de los marcadores.
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FIGURA 3.9 Frecuencias alélicas para los marcadores SSR (individuos SS y ST). La letra “N” indica un
alelo nulo para el locus correspondiente. Los nimeros en el eje de las abscisas indican el nombre (arbitrario)
dado a cada alelo observado.
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5.3.1. Analisis de escalado multidimensional

El analisis MDS para los datos de SSR (Figura 3.10) fue consistente con el basado en los
datos de ISSR (Figura 3.7). Los individuos SS mostraron una tendencia a agruparse a la derecha y
los ST a la izquierda del grafico, y no se observaron tendencias particulares respecto a los

individuos con caracteres hibridos, estando dispersos entre los individuos ST.

El estrés métrico (basado en 494 iteraciones) fue bajo (0.07) y la estabilidad evaluada

mediante jackknife fue alta (varianza entre/varianza total = 0.87).
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FIGURA 3.10 Grafico de los individuos tolerantes (ST) y sensibles (SS) a la salinidad de acuerdo a los dos
primeros ejes del analisis de escalado multidimensional (MDS) basado en la matriz de distancias euclidianas
de los marcadores SSR. Los colores indican las zonas del grafico donde se encuentran de modo aproximado
los individuos SS (morado) y ST (naranja).
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5.3.2. Analisis entre grupos

El analisis BGA basado en los datos de SSR (Figura 3.11) mostr6 diferencias altamente
significativas entre los grupos ST y SS (prueba de Monte Carlo basada en 9999 permutaciones,
P=10"). Los alelos con la mas alta contribucion a la diferenciacion entre los individuos ST y SS

fueron M009.1, Mo16.1, M016.2 y M009.2 (Figura 3.9).

o _

SS ST

FIGURA 3.11 Grafico de cajas, mostrado la distribucién de los individuos tolerantes (ST) y sensibles (SS) a
la salinidad de acuerdo al primer eje del analisis BGA para los datos SSR. La linea negra horizontal dentro
de cada caja representa la mediana. La parte superior e inferior de la caja indican respectivamente el primer y
el tercer cuartil. Las lineas verticales debajo y encima de la caja indican los valores minimo y maximo,
respectivamente.

5.3.3. Analisis de coancestria

El andlisis de coancestria para las clases ST y SS (Tabla 3.5), dentro y entre grupos, sugiere
que la variacion en tolerancia a la salinidad a gran escala tiende a encontrarse mas bien dentro de las
familias. A pesar de que la estima mas alta se observo dentro del grupo sensible, la coancestria
dentro del grupo tolerante es similar a la observada entre los grupos. Ademas, los intervalos de
confianza de las estimas de coancestria se solapan ampliamente, indicando que los individuos
dentro del grupo tolerante no se encuentran significativamente mas relacionados entre si que los

individuos dentro del otro grupo.
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TABLA 3.5 Estimas de coancestria entre individuos pertenecientes al mismo grupos (Dentro) y diferentes
grupos (Entre) de tolerancia a la salinidad (sensibles-tolerantes).

Intervalo de Confianza

Coancestria Mediana
inferior superior
tolerantes 0.196 0.123 0.440
Dentro
sensibles 0.386 0.241 0.600
Entre 0.145 0.084 0.257

5.4. Congruencia entre los conjuntos de datos ISSR y SSR

Las estructuras de las matrices de distancias entre individuos obtenidas a partir de los datos de
ISSR y SSR, fueron consistentes de acuerdo al test de Mantel (» = 0.315, P = 10™). Por otra parte,
el analisis de coinercia, realizado entre los PCA con los datos de ISSR y SSR, mostré que estos dos
conjuntos de datos son similares (RV = 0.437, basado en 9999 permutaciones,
P =2 10"). El grafico de coinercia de la Figura 3.12, sugiere que los individuos mas diferenciados
en términos de tolerancia a la salinidad y patrones moleculares serian de un lado ST9 y ST12, y del

otro SS22.
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FIGURA 3.12 Analisis de coinercia para los patrones SSR e ISSR en los individuos analizados. Los puntos
representan la proyeccion de los individuos en los dos primeros ejes del PCA basado en el conjunto de datos
de SSR, mientras que las puntas de las flechas representan la proyeccion correspondiente basada en los datos
de ISSR. Los ejes horizontal y vertical corresponden respectivamente al primer y segundo eje de los analisis
de PCA. Cada punto y punta de flecha se encuentran unidos por una linea, cuya longitud es proporcional a la
divergencia entre muestras en los dos conjuntos de datos. Los colores indican las zonas del grafico donde se
encuentran de modo aproximado los individuos SS (morado) y ST (naranja).
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6. DISCUSION

La forestacion con especies tolerantes a condiciones salinas, principalmente aquellas fijadoras
de nitrégeno, es una de las alternativas productivas mas atractivas para restaurar suelos degradados
por efecto de la salinidad (Qadir y col., 2008), adoptada en diferentes partes del mundo. Las
especies fijadoras de nitrégeno del género Prosopis son promisorias para este proposito en regiones
subtropicales (Dutton, 1989; Geesing y col., 2000), debido a su importancia ecolégica y econdémica.
Entre otros atributos, se pueden mencionar una alta tolerancia a condiciones salinas, presencia de
variedad de adaptaciones a diferentes ambientes y un alto valor econdmico de diversos productos
(Cony, 1995; Felker y col., 2008), teniendo potencial para conformar el eje bioldgico de nuevos

sistemas productivos (Roig, 1993; Fagg y Stewart, 1994).

La seccion Algarobia incluye las especies multipropdsito del género mas valiosas desde el
punto de vista productivo, capaces de proveer madera para la fabricacion de muebles, lefia, carbon
vegetal, forraje y materias primas para la elaboracion de alimentos destinados al consumo humano,
entre otras cosas (Pasiecznik y col.,, 2001). Cony (1995) propuso que el uso de especies
multiproposito de arboles, tales como P. chilensis y P. flexuosa, deberia ser considerado en
programas de reforestacion en la eco-region del Monte, mientras que el uso de P alba seria
promisorio para la eco-region Chaquena (Felker y col., 2001, 2008). Las especies de esta seccion
poseen ademas un importante potencial para ser incluidas en programas de mejoramiento genético,
tal como revelaron distintos estudios, que sugieren una alta heredabilidad de diferentes
caracteristicas fisioldgicas y de crecimiento (Cony, 1996; Cony y Trione, 1998; Felker y col., 2001;
Bessega y col., 2009, 2011).

Velarde y col. (2003) y Felker y col. (2008) seleccionaron y clonaron individuos de P. alba
capaces de crecer bajo condiciones salinas y los plantaron en un huerto experimental con un disefio
de bloques al azar. En este capitulo se estudiaron estos clones con el fin de conocer la proporcion de
variacion morfoldgica explicada por causas genéticas y ambientales en el huerto, y evaluar la

capacidad de los marcadores de identificar individuos tolerantes a la salinidad.

Los analisis univariados mostraron, para la mayor parte de las caracteristicas morfoldgicas,

diferencias altamente significativas entre clones que no pueden ser explicadas solamente por causas
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ambientales. La tnica excepcion fue la longitud del peciolo (PEL), que mostré una alta variacion
ambiental, tal como pudo evidenciarse por su alto coeficiente de variacion (cv) dentro de los clones.
La comparacion multivariada, considerando todas las caracteristicas morfométricas, también mostro
diferencias altamente significativas entre clones. El anélisis de los componentes de la varianza y la
heredabilidad en sentido amplio (H°) para cada caracter indicaron que los rasgos con las mas alta
heredabilidad fueron NPI, NLP, LEW, LEA, y LEL (estimas de H*: 0.482, 0.737, 0.758, 0.759 y
0.778, respectivamente). Este resultado indica que estos caracteres pueden ser utiles para realizar
seleccion sobre caracteres cuantitativos con importancia adaptativa. Ewens y col. (2012) también
detectaron diferencias significativas entre estos clones para biomasa, didmetro y altura, con estimas

de heredabilidad entre 0.45 y 0.59.

Bessega y col. (2009) estudiaron los mismos caracteres del presente capitulo, en un ensayo de
polinizacion abierta con individuos no seleccionados, establecido en San Carlos (Santiago del
Estero), a unos 38 km al norte del huerto aqui analizado. En su trabajo obtuvieron estimas de
heredabilidad en sentido estricto altas para todos los rasgos foliares estudiados. Se pudo observar

sin embargo una sobreestimacion general de los valores.

El célculo de parametros genéticos de variacion de caracteres cuantitativos es dificultoso en
especies forestales, debido a la complejidad de los disefios experimentales y al largo tiempo que
insumen. Por esta razon, en los ultimos afios los marcadores moleculares se han empezado a utilizar
de modo creciente para asistir estudios morfoldgicos clasicos sobre caracteres cuantitativos, y para

caracterizar clones y cultivares de especies domesticadas.

Los estudios moleculares mostraron que los genotipos tolerantes tendieron a diferenciarse de
los sensibles en los graficos de MDS, indicando que los marcadores SSR e ISSR son eficientes para
discriminar entre los genotipos ST y SS. Este resultado es consistente con el obtenido por Zeng y
col. (2004) en arroz, quienes observaron diferencias significativas en caracteres fisioldgicos,
relacionados con la tolerancia a la salinidad entre diferentes grupos identificados por medio de

marcadores microsatélites.

El analisis BGA mostré una clara diferenciacion entre los individuos ST y SS. En particular,

tres loci ISSR (A2 17, A2 18 y A2 19) y cuatro alelos SSR (MO09.1, M016.1, MO16.2 y
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MO09.2) dieron cuenta de la mayor parte de la diferenciacion entre estos grupos. El analisis de
arboles de clasificacion para los marcadores ISSR fue consistente con el andlisis BGA en identificar

A2 17 como el locus con la mas alta contribucién a la diferenciacion entre grupos.

El analisis de coancestria dentro y entre los grupos SS y ST mostr6 similitud en la coancestria
promedio dentro del grupo ST y entre individuos de diferentes grupos. Este hecho y la variacion en
la tolerancia a la salinidad observada dentro de familias, indican que la diferenciacion molecular

entre grupos no puede ser explicada solamente en base a fundamentos historicos o familiares.

El andlisis de coinercia indico que los resultados obtenidos a partir de diferentes marcadores
moleculares resultaron consistentes, soportando el uso de las técnicas ISSR y SSR como
herramientas para asistir en la seleccion temprana de propiedades fisiologicas utiles. La habilidad
para seleccionar plantas basada en el genotipo antes que en el fenotipo es extremadamente atractiva,
debido a que se puede evitar muchos de los problemas asociados con la seleccion fenotipica
(Ibitoye y Akin-Idowu, 2010). En particular, la seleccién de genotipos superiores de P. alba es
complicada, debido a la necesidad de seleccionar para caracteres multipropdsito que compiten por
fotosintatos, esto es, crecimiento rapido del tronco, caracteristicas deseable para la produccion de
madera y alta produccion de vainas (Felker y col., 2001). Debido a que marcadores ligados a
caracteres de interés pueden asistir en la seleccion de progenies portadoras de alelos deseables
(Ibitoye y Akin-Idowu, 2010), el resultado aqui obtenido es promisorio y estimula la profundizacion

de los estudios moleculares.

La informacion gendémica de P. alba es aln insuficiente para llevar a cabo andlisis de
asociacion amplios, ya que se encuentran disponibles pocos marcadores genéticos. En los ultimos
anos, la cantidad de marcadores disponibles se incrementd a partir de los desarrollos de Bessega y
col. (2013) y Pomponio y col. (2015), pero se requiere de un numero aun mayor. Los clones aqui
analizados son los unicos caracterizados molecularmente para una propiedad fisioldgica particular.
En la actualidad, se estan estudiando caracteristicas importantes de productividad, tales como
propiedades de la madera en especies de Prosopis (Pometti y col., 2009, 2010) pero no hay datos a

nivel poblacional que puedan relacionarse con marcadores moleculares.
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En resumen, en este capitulo se presentd la primera contribucién de marcadores moleculares
potencialmente utiles para la identificacion de regiones gendmicas asociadas con diferentes
propiedades fisioldgicas en P. alba. El desarrollo de un alto nimero de SSR y de otros marcadores
es un paso inicial para estudios gendmicos de identificacion clonal, pruebas de asociacion y mapeo

genético.
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IV. DESARROLLO DE UN PAQUETE ESTADISTICO DE R PARA EL
ANALISIS DE DATOS FENOTIPICOS, GENOTIPICOS Y AMBIENTALES
EN BIOLOGIA DE POBLACIONES

1. RESUMEN

La integracion entre la ecologia y la genética es un hecho que se ha dado de modo cada vez
mayor en las tltimas décadas, a la par de las nuevas tecnologias que fueron surgiendo. Un manejo
integral de la informacion poblacional proveniente de distintas fuentes, puede facilitar la realizacion
de estudios espaciales integrales, que involucren datos fenotipicos, genotipicos y ambientales.
Herramientas geoestadisticas, que permitan el estudio de variables autocorrelacionadas, pueden ser
utiles para el analisis de este tipo de informacidn. A continuacidn se presenta un paquete estadistico
de R elaborado en esta tesis, denominado “EcoGenetics”, util para el manejo y analisis de

informacion espacial en poblaciones, con especial énfasis en el estudio a escala fina.
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2. INTRODUCCION

Los procesos microevolutivos han sido clasicamente estudiados por la genética de
poblaciones, luego de la aceptacion de la teoria mendeliana de la herencia y el posterior desarrollo
de la Teoria Sintética de la Evolucion en la década del 40 (Dobzhansky, 1937; Huxley y col., 1942;
Mayr, 1942; Simpson, 1944). Desde los 60, la biologia de poblaciones emergié como la fusion de la
ecologia y la genética de poblaciones (Westoby, 2006). El advenimiento de los datos genéticos
moleculares para poblaciones en los 60 y las técnicas de PCR y secuenciacion en los 80,
revolucionaron esta ultima ciencia. La teoria neutral desarrollada a fines de los 60 (Kimura, 1983)
introdujo un importante marco tedrico para el andlisis de los datos moleculares, dentro de un
paradigma evolutivo. La gran cantidad de informacién genética disponible con la secuenciacion
masiva y el andlisis de SNP, el crecimiento en estadistica computacional y en modelos de
simulacion con el uso de computadoras de escritorio, el uso de internet y el software libre, y la
utilizacion de datos georreferenciados en Sistemas de Informacion Geografica (SIG), estan
produciendo importantes cambios en nuestra capacidad para entender la dindmica de las

poblaciones en esta era.

La genética de poblaciones ha examinado tradicionalmente la relacion entre los procesos
evolutivos y los patrones espacio-temporales de variacion genética modelados por ellos. Junto a
otros métodos novedosos, el analisis de autocorrelacion espacial (AE) ha resultado en una
herramienta poderosa para integrar datos genéticos, con informacion fenotipica y ambiental, de un
modo espacialmente explicito. La AE es la propiedad de pares de objetos en sitios distintos de ser
mas o menos similares (AE positiva y negativa, respectivamente) que lo esperable por azar; esto,
trasladado al campo de la genética de poblaciones, implica la asociacion entre el parentesco de
individuos tomados de a pares con la distancia geografica. Los trabajos de Sokal y Oden (1978a,
1978b) y de Sokal (1979) fueron pioneros en incorporar esta herramienta en un contexto
poblacional y evolutivo, con el analisis de los modelos de aislamiento por distancia (Wright, 1943;
Malécot, 1948). Desarrollos mas recientes dieron lugar a indicadores de AE locales (Getis y Ord,

1992; Anselin, 1995; Ord y Getis, 1995; Sokal y col., 1998; Double y col., 2005).

En este siglo, subdisciplinas y topicos han emergido como producto de los nuevos patrones

tecnologicos. La genética del paisaje (Manel y col., 2003) es un nuevo area de estudio que integra la
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genética de poblaciones, la ecologia del paisaje y la geoestadistica (Storfer y col., 2007), cuyo
objetivo es analizar la interaccion entre caracteristicas del paisaje y procesos microevolutivos
(Manel y col., 2003). Nuevas direcciones de investigacion se han generado también con otros
avances recientes, por ejemplo a partir de aquellos mostrando un espectro de fendmenos
moleculares epigenéticos heredables a través de generaciones, capaces de alterar los patrones
temporales, espaciales y de abundancia de la expresion genética, con consecuencias sobre el

fenotipo (Rapp y Wendel, 2005).

Diferentes programas disponibles a la fecha son capaces de analizar datos espaciales,
ecoldgicos o genéticos, pero la necesidad de integrar estas disciplinas requiere de programas que
permitan interconectar la informacion desde un aspecto practico. En este capitulo se presenta un
paquete para biologia de poblaciones llamado “EcoGenetics™, disefiado en el lenguaje y ambiente
estadistico R (R Core Team, 2015). El objetivo del paquete es proveer métodos para integrar,
manejar y analizar, en particular a una escala fina, informacion poblacional espacialmente explicita,

proveniente de distintas fuentes.

3. OBJETIVOS

Desarrollar un paquete estadistico para el analisis de datos fenotipicos, genotipicos y ambientales en

biologia de poblaciones, con especial énfasis en el estudio genético-poblacional a escala fina.

4. METODOS

4.1. Estructura basica del paquete

La estructura basica del paquete se muestra en la Figura 4.1. El mismo posee cinco modulos.

El mo6dulo base estd compuesto por funciones generales (modelos lineales multiples, utilidades de

conversion entre formatos, etc.). El médulo espacial general realiza analisis espaciales globales y

locales (test de Mantel, test de Moran, etc.). Estos analisis utilizan una matriz de pesos provista por

21 Disponible en: http://cran.r-project.org/web/packages/EcoGenetics
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el modulo de pesos espaciales®. Los pesos contenidos en estas matrices pueden definirse en base a
distancias (individuos incluidos en un rango de distancia determinado) o en base a los vecinos mas
cercanos (los j vecinos mas cercanos del individuo 7). El médulo de lag espacial es capaz de
generar correlogramas de distinto tipo y variogramas empiricos. Este mddulo utiliza una secuencia
de matrices de pesos provistas por el modulo de pesos espaciales. El médulo de prueba realiza
analisis de permutacion, bootstrap y jackknife, como parte de los procesos internos de las funciones

incluidas en el paquete.

Mddulo de prueba

Permutacion Bootstrap Jackknife

Mddulo de lag espacial / Mddulo de pesos espaciales

Correlogramas Variogramas

Mddulo espacial general /

Coancestria Join-count  Mantel (r) Moran (/) /

Getis-Ord (G¥/G ) Geary (C)  Correlacion
cruzada (Ixy )

Utilidades generales: \

- conversién

- mim, mctree T |objetos ecogen
-etc.

FIGURA 4.1 Estructura basica del paquete EcoGenetics.

22 Los pesos son, como ¢l nombre indica, valores por los que se pondera una variable, como cuando por ejemplo se
calcula un promedio ponderado; en el caso que aqui compete, el peso multiplica a una variable espacial.
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4.2. Algoritmos de analisis espacial
A. Modulo espacial general

Este modulo contiene tres programas principales: eco.gsa, eco.mantel y eco.lsa.

El programa eco.gsa, calcula estadisticos espaciales globales (/ de Moran, C de Geary, Join-
count e Ixy bivariado de Moran). Requiere para ello una matriz de pesos espaciales. El programa
eco.mantel calcula los test de Mantel ordinario (Mantel, 1967) y parcial (Smouse y col., 1986).

Tanto eco.gsa como eco.mantel poseen el siguiente algoritmo:

1. calcular el valor observado del estadistico correspondiente

2. replicar k veces la funcion, para obtener una distribucién nula, permutando aleatoriamente

la posicion de los individuos en cada ocasion

3. comparar el valor observado del estadistico con la distribucién nula usando el modulo de

prueba

4. repetir 1 a 4 en el caso de eco.gsa, cuando el analisis involucra multiples variables

Para el paso 2 del test de Mantel, las filas y las correspondientes columnas de una de las
matrices son permutadas k veces. Esto es equivalente a reordenar de modo aleatorio las filas en la
matriz original (Legendre y Legendre, 2012). Para el test de Mantel parcial, el paso 2 es calculado
con el método propuesto por Smouse y col. (1986), donde para obtener el estadistico entre las
matrices M; y M., condicionado por M3, se permuta M; un nimero k de veces, manteniendo las otras

matrices sin cambios.

El programa eco.lsa calcula estadisticos espaciales locales (/; de Moran, C; de Geary, G;* y G;

de Getis-Ord). El algoritmo empleado en el programa es el siguiente:

1. calcular el valor observado del estadistico para los individuos i; a i,

2. para un individuo i, recalcular k veces el estadistico para obtener una distribucién nula,

permutando aleatoriamente (de modo libre o condicional) la posicion de los individuos en

cada ocasion

87



IV. Desarrollo de un paquete de R

3. comparar el valor observado de del estadistico para i, con la distribucién nula de i,

utilizando el moédulo de prueba
4. mientras ¢ < n, tomar al individuo i+, y repetir los pasos 2 a 3
5. aplicar una correccidn por pruebas multiples si corresponde

6. repetir 1 a 5 cuando el analisis involucra multiples variables

En el caso de los estadisticos de Moran y Geary locales, Sokal y col. (1998) sugirieron el uso
de una permutacidon condicional (Anselin, 1995). Esto implica la permutacion de N-/ individuos,
usando al de prueba como pivote. Para G; y G:* Sokal y col. (1998) sugirieron el uso de
permutacion condicional y permutacion libre para el modelo nulo, respectivamente. El programa
aplica por defecto el tipo de permutacion recomendada, sin embargo, puede haber razones para
elegir una sobre otra, basados en la naturaleza de los datos a analizar (Sokal y col., 1998). Los

valores de P pueden ser corregidos por comparaciones multiples.

B. Modulo de lag espacial

Los métodos incluidos en el modulo de lag espacial estan basados en la descomposicion de la
variabilidad espacial de los datos entre clases de distancias. Para construir estas clases, el médulo de
pesos puede usar intervalos de distancia calculados bajo diferentes reglas: a) intervalos fijos (por
ejemplo, cada 50 m), b) nimero fijo de individuos en cada clase, c¢) numero predefinido de clases,
d) intervalos de distancia determinados por un vector, e) intervalos de distancia para un dado rango
dado por la regla de Sturges (Sturges, 1926) o el método de Freedman-Diaconis (Freedman y
Diaconis, 1981), /) distintas combinaciones de estos casos®. Cada uno de estos métodos puede ser
usados en la construccion de correlogramas y variogramas. Para una regla determinada y para cada

clase, se calcula una matriz de pesos espaciales.
Un correlograma es un grafico de valores de correlacion espacial (por ejemplo, de 7 de
Moran) en funcion de la distancia entre pares de individuos, en forma de clases discretas. Diferentes

tipos de correlogramas estan soportados por el paquete:

* Para autocorrelacion global, 7, C e I,, (funcion eco.correlog)

23 Ver la funcion eco.lagweight en http://cran.r-project.org/web/packages/EcoGenetics/EcoGenetics.pdf
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* Correlogramas de Mantel y Mantel parcial (funcidon eco.cormantel)
* Para datos genéticos en particular, correlogramas basados en coancestria, y en particular con

el coeficiente f; (Loiselle y col., 1995; Kalisz y col., 2001) (funcién eco.malecot)

En el caso de los correlogramas I, C e Ixy, para cada clase de distancia d, el estadistico se
calcula con N'= numero de conexiones incluidas en d, y una matriz de pesos binaria w = w;, siendo

ws una matriz con deltas de Kronecker, donde para cada celda w; se cumple que:

W= 1, si dzstancza(l,]') d (Expresion 7.1)
710, caso contrario

Por defecto el algoritmo utiliza la matriz binaria, aunque la misma puede estandarizarse a

suma 1 por fila.

El algoritmo bésico de estos tres programas es el siguiente:

1. calcular los d, intervalos de distancia bajo una determinada regla de construccion de
intervalos
2. calcular la matriz de pesos espaciales w para los intervalos d; a d,

3. calcular los valores observados del estadistico para los intervalos d; a d,,

4. para d,, recalcular k veces el estadistico para obtener una distribucion nula, permutando

aleatoriamente la posicion de los individuos en cada ocasion

5. comparar el valor observado del estadistico para d,, con la distribucién nula de d,, usando el

modulo de prueba y calculando el intervalo de confianza (IC) de la hipotesis nula

6. mientras ¢ < m, tomar el intervalo i+, y repetir los pasos 4y 5

7. aplicar una correccidon por comparaciones multiples si corresponde

7'. para eco.correlog y eco.cormantel, repetir 1 a 7 cuando el andlisis involucra multiples

variables
En el programa eco.cormantel, el test se calcula para cada intervalo entre una matriz de

distancia M (en el caso del test de Mantel, son dos matrices, M; y M>) y la matriz binaria con deltas

de Kronecker (w) de la Expresion 7.1 (Oden y Sokal, 1986; Sokal y col., 1986).
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En el programa eco.malecot, se realizan los pasos 1 a 7, con 5 pasos adicionales:

8. para cada clase, calcular el /C (intervalo de confianza) del estadistico mediante jackknife
sobre los loci

9. calcular la pendiente de la regresion de los valores de coancestria entre pares de individuos
en funcion del logaritmo de la distancia entre ellos

10. significar la pendiente, realizando un test de Mantel entre las matriz de coancestria y la
matriz del logaritmo de la distancia entre pares de individuos

11. calcular el /C de la pendiente mediante jackknife sobre los loci

12. calcular el estadistico Sp y su /C usando el IC de la pendiente

4.3. Estructura de los objetos “ecogen”

El paquete EcoGenetics fue disefiado con la ventaja de la programacion orientada a objetos
que ofrece R. La mayor parte de los analisis que se pueden realizar usando el paquete tienen clases
asignadas con métodos graficos, de presentacion en la pantalla, etc. Para el manejo de las matrices
basicas de datos, se cred la clase “ecogen”. Este objeto permite un manejo mas eficiente de la
informacion en las distintas etapas del andlisis, facilitando el pre-procesamiento y almacenamiento.
En general, el uso de las herramientas de andlisis de los mddulos es independiente de los objetos
ecogen, para darle flexibilidad al usuario, aunque para el manejo Optimo del paquete es
recomendable su utilizacion. Un objeto genérico de esta clase estd compuesto por los siguientes
slots*: un slot XY, para almacenar las coordenadas de los individuos; un slot P, para almacenar la
informacion fenotipica; un slot G, para la informacién genotipica; un slot E para la informacién
ambiental; un slot S, conteniendo clases asignadas a los individuos; un slot A, que contiene en
forma de frecuencias alélicas la matriz genética; un slot C, para guardar una matriz personalizada, y
un slot OUT, conteniendo una lista para almacenar resultados. Adicionalmente, un objeto genind®
modificado, que actua de intermediario entre los datos del usuario y los objetos ecogen, se
encuentra almacenado en un slot no visible por el usuario final. Como los objetos ecogen pueden
contener las matrices basicas de datos y los resultados, toda la informacion puede ser organizada en

un solo objeto.

24 Slots (“ranuras ) son elementos (objetos), que conforman un objeto S4. Se puede acceder de modo genérico a cada
slot de un objeto con el simbolo “@” seguido de su nombre.
25 Tipo de objeto del paquete adegenet (Jombart, 2008), para almacenar y procesar informacion genética.
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La clase “ecogen” posee un conjunto de métodos asociados para el manejo de la informacion.

La construccion de un nuevo objeto de esta clase esta dada por la funcidn homonima®:

require (EcoGenetics)
data (eco.test)
eco <- ecogen(XY = coordinates, P = phenotype, G = genotype, E =

environment, S = as.data.frame (structure))

Durante la asignacion de una matriz al slot G, la informacidon genética es pre-procesada
(eliminacién de loci no informativos, eliminaciéon opcional de individuos no informativos y
ordenamiento opcional de alelos en caso de marcadores codominantes - util para analisis que
requieran un Unico cddigo por genotipo). Los métodos asociados a los objetos ecogen se

desarrollaran en el ejemplo a continuacion.

5. APLICACIONES

EcoGenetics incluye datos simulados para ejemplificar el uso del paquete:

require ("EcoGenetics")
data (eco.test)

1s ()
[1] "coordinates" "eco" "environment" "genotype” "phenotype" "structure"

26 Se muestran en gris los comandos ingresados en R, y en amarillo las salidas de texto.
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Con los datos cargados en el espacio de trabajo, un nuevo objeto ecogen es creado de la

siguiente manera:

eco <- ecogen (XY = coordinates, P = phenotype, G = genotype, E =
environment, S = as.data.frame (structure))
eco

| | ECOGEN CLASS OBJECT ||

Access to slots: <ecoslot.> + <name of the slot> + <(name of the object)>

See help ("EcoGenetics accessors")

| slot XY: | =—=> 225 x 2 coordinates

| slot P | ——> 225 x 8 phenotypic variables

| slot G | =——> 225 x 10 loci >> ploidy: 2 || codominant
| slot A: | -=> 225 x 40 alleles

| slot E | =—=> 225 x 6 environmental variables

| slot S [ ==> 225 x 1 structure >> 1 structure found

| slot C | =——> 0 x O variables

| slot OUT: | ==> 0 results

Todos los objetos S4 del paquete EcoGenetics tienen un conjunto de "accesores" asignados.
Un accesor es una funcidon que permite, como la palabra sugiere, "acceder" al contenido de los slots,
actuando como interfaz entre los objetos y los usuarios finales?’. Los métodos utilizables con este

tipo de objetos son los siguientes:

1. Acceso al contenido de los slots usando accesores genéricos o equivalentemente corchetes dobles
"[I")

ecoslot.XY (eco); ec
ecoslot.P (eco
ecoslot.G
ecoslot.A
ecoslot.E
ecoslot.S
ecoslot.C(eco); eco
ecoslot.OUT (eco); ec

27 Ver help("EcoGenetics accessors") en el paquete EcoGenetics.
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2. Método de asignacion a los slots usando accesores genéricos o equivalentemente corchetes

dobles ("[[")

eco.temp <- ecogen (XY = coordinates, P = phenotype)
eco.temp
ecoslot.G(eco.temp, order.G = TRUE) <- genotype

## esto tiene su equivalencia usando dobles corchetes
eco[["G", order.G = TRUE]] <- genotype

ecoslot.E (eco.temp) <- environment

## idéntico a eco[["E"]] <- environment

ecoslot.S (eco.temp) <- structure
## idéntico a eco[["S"]] <- structure

eco.temp

3. Método de recorte usando el corchete simple ("[")

eco.sub <- eco[l:50]
eco.sub

4. Interseccion entre dos objetos

ecol <- eco
merged <- eco.merge (eco, ecol)
merged

5. Recorte del objeto, reteniendo so6lo los individuos de un grupo determinado de la slot S (en este
caso, "1")

eco.subS <- eco.subset (eco, "pop", 1)
eco.subs

6. Método de union por fila (para dos o mas objetos)

ecol <- eco
rownames (ecol [ ["P"]]) <- 226:450 # nombres duplicados no son permitidos
eco.r <- eco.rbind(eco, ecol) # algunas matrices con nombres duplicados

7. Método de union por columna (para dos o mas objetos)

ecol <- eco
eco.c <- eco.cbind(eco, ecol)
eco.c
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8. Método para ordenar un objeto por filas, usando como referencia el orden en los datos del slot

XY

ecol <- eco

ecoslot.P(ecol) <- eco[["P"]][sample(1:173), ] # filas desordenadas en el
# slot P

ordered <- eco.order (ecol)

ordered[["P"]] # slot P ordenado

Test de Mantel para las matrices fenotipica y ambiental:

set.seed (10)

mantel .PE <- eco.mantel (dist(eco[["P"]]), dist(eco[["E"]]), nsim = 99)

A AA AR

Mantel test
FHAAHAH4HaatatddddhdhHdHddte

Correlation coefficent used --> Pearson
Number of simulations --> 99
Alternative --> greater

P-value --> 0.01

Observed value --> 0.187

Expected value --> -0.0047

vV V.V V V V

Monte Carlo test

50

30
!

Frequency
20
|

10

o —abs
| | | | | i

[
-0.10 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

Mantel statistic

FIGURA 4.2 Salida de la funcidn eco.mantel tal como se muestra en R: distribucién nula y valor observado
para el test de Mantel entre las matrices P y E del objeto “eco”.
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El objeto “eco2” incluido en el paquete contiene patrones de puntos en una grilla de 30 x 30

pixeles, simulando datos fenotipicos:

data (eco2)

par (mfrow=c (1, 3))

image (matrix (eco2 [["P"]]1[,1], 30, 30))
image (matrix (eco2[["P"]]1[,2], 30, 30))
image (matrix (eco2 [["P"]]1[,31, 30, 30))

FIGURA 4.3 Imagenes de las primeras tres variables del slot P en el objeto eco2, tal como se muestra en R.
La primera variable posee un patron local, mientras que la segunda y la tercera incluyen gradientes lineales
globales. Estos ultimos pueden removerse con un analisis de superficies de tendencias®® (Borcard y col.,
2011) usando la funcion eco.detrend, realizando una regresion de cada rasgo (z) sobre el polinomio de grado
n de las coordenadas espaciales (x, y). En este ejemplo, se usa el polinomio de grado 1,

Para remover las tendencias globales sobre la segunda de las imagenes de la Figura 4.3, que
posee una tendencia en sentido sudeste-noroeste, se utiliza el polinomio de primer grado de las

coordenadas espaciales:

zi=a; taxtasy

28 Esto se describe con mas detalle en el capitulo V, pagina 135
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A continuacion se implementa este método:

det <- eco.detrend(eco2[["P"]
sim.det <- data.frame (matrix (
sim.det[,1:2] <- eco2[["XY"]]
sim.det[, 3]<-ecoslot.RES (det
par (mfrow = c(1,1))

image (matrix (sim.det[,3], 30, 30))

10,2], eco2[["XY"]][,1:2], degree = 1)
0, 900, 3))

)

La figura 4.4 muestra la imagen resultante al remover la tendencia global:

-

00 02 04 06 08 1.0

FIGURA 4.4 Imagen de la segunda variable de la slot P en el objeto eco2, tras realizar una remocion de la
tendencia global, tal como se muestra en R.

La tendencia fue removida y los datos ahora se encuentran listos para ser analizados, por

ejemplo, calculando un correlograma de Moran:

cordata <- eco.correlog(Z = sim.det[,3], XY = sim.det[,1:2], int = 2,
smax = 30)
plot (cordata)
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FIGURA 4.5 Salida de la funcién eco.correlog, tal como se muestra en R.

La variable muestra una tendencia decreciente desde valores positivos a negativos, y luego se

estabiliza. Los patrones locales pueden analizarse con el estadistico G;*:

## matriz de pesos con 20 vecinos mé&s cercanos

weight.con <- eco.weight (sim.det[,1:2], method = "knearest", k = 20,
self = TRUE)

weight.con

FHEH A A A S

spatial weights

#HHHH AR AR AR

Method --> knearest - min
Parameters —--> (k = 20)
Row-standardization --> FALSE
Non-zero (non-self) links --> 11.8 %
Number of individuals --> 900

Individuals with non-zero (non-self) links --> 100

o\

Average (non-self) links per individual --> 105.8

Average distance between connected individuals --> 4.203

get <- eco.lsa(var = sim.det[,3],con = weight.con, method = "G*",
nsim = 10)

plot (get, significant = FALSE)
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FIGURA 4.6 Salida de la funcién eco.lsa, tal como se muestra en R.

Los resultados pueden ser almacenados en el objeto “ecogen” creado:

9. Almacenamiento de resultados mediante accesores genéricos o equivalentemente corchetes

dobles ("[[")

ecoslot.OUT (eco2) <- list(get, cordata, weight.con)

## el uso del accesor OUT es equivalente al doble corchete
eco2 [["OUT"]] <- list(cordata, weight.con)

Para almacenar varios resultados, los mismos deben asignarse como lista, tal como se muestra

en el panel superior (list(x;, xo, ..., x,), para n distintos objetos).

Se pueden ver los resultados ordenados alfabéticamente:

ecoslot.OUT (eco?2)

OBJECTS CLASSES
1 cordata | eco.correlog
2 cordata.l | eco.correlog
3 get | eco.lsa
4 weight.con | eco.weight
5 weight.con.1l | eco.weight
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Tal como puede observarse, el panel muestra los objetos almacenados alfabéticamente y sus

clases. El slot OUT puede manejarse como una lista convencional.

Especificando un objeto, se puede acceder al mismo:

ecoslot.OUT (eco2, "cordata")

Se pueden remover resultados del objeto:

10. Método de remocion de resultados

eco?2 <- eco.remove (eco2, cordata)
ecoslot.OUT (eco?2)

Finalmente, el espacio de trabajo puede limpiarse, almacenando solo el objeto creado,

manteniendo s6lo una estructura de informacion con los datos de entrada y los resultados:

eco.clear (eco?2)
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V. Estudios con una poblacién natural - disefio muestral

V. ESTUDIOS CON UNA POBLACION NATURAL FRAGMENTADA DE
PROSOPIS ALBA

1. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

El paisaje analizado en este capitulo comprende sitios ubicados en el cono aluvial del rio
Dulce o en sus cercanias. En la Figura 5.1 se muestra una imagen del 4rea, confeccionada con una
imagen del satélite Landsat 8 (bandas 7-5-3) y los datos de altitud del satélite ASTER (ASTER
GDEM V2). En esta region, coexisten areas urbanas, forestales y agricolas, debido a que el agua es
abundante y se encuentra distribuida de modo regular, factor que permitid histéricamente el
poblamiento humano y el desarrollo de actividades productivas. El rio Dulce® es el recurso
principal de recarga del cono aluvial. Un sistema de irrigacion compuesto por una red de canales
distribuye el agua a través del cono y el area circundante. La profundidad de la napa freatica en las
zonas irrigadas va de 1 a 6 m bajo la superficie, y el acuifero mas superficial alcanza una
profundidad de 15 m. La recarga del mismo también se produce por precipitacion estacional y

escurrimiento (Lindbick y Sj6lin, 2006).

29 Este rio tiene una baja salinidad promedio (aproximadamente 0.36 dS/m, segin Lieveld [2005]).
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i Area de riego del rio Dulce

o

FIGURA 5.1 Imagen de Landsat 8 (2013) (bandas 7-5-3) con un modelo de elevacion digital de exageracion
vertical 40x.

De acuerdo al sistema de clasificacion Koppen-Geiger (Kottek y col., 2006), la region
estudiada posee un clima semiarido calido (Bsh). Su microtopografia es heterogénea, presentando

parches variables en fertilidad, salinidad y textura (Aristide, 2010).

2. RECOLECCION DE MUESTRAS

Para la presente investigacion, se define a la "poblacién" de estudio desde un punto de vista
instrumental, como la unidad evolutiva, compuesta por individuos que se aparean entre si en un area
geografica determinada. Se supone que la muestra de individuos es representativa de una poblacion
mayor, y que es adecuada para estudiar los fendmenos evolutivos que son emergentes a la escala de

analisis. La hipotesis nula de modelo poblacional es Hy: los individuos estudiados pertenecen a una
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unica poblacion. Seria equivalente a una muestra tomada de una poblacion de extension

desconocida.

Se analiz6 una muestra total de 186 individuos adultos, ubicados en los margenes de las rutas
nacionales 1, 9 y 34 (Figura 5.2), que conjuntamente consideradas se denominaron “sitio R” y
corresponden a un remanente de la poblacion ancestral en el area, y en dos parches con cobertura
arborea secundaria de colonizacidn reciente, previamente usados con fines agricolas y actualmente
sin uso productivo, que fueron denominados sitios “P” y “A” (Figura 5.2). A partir de la
examinacion visual de estos sitios, se determind una cobertura arborea dispersa en los corredores a
lo largo de los margenes de las rutas, mientras que los sitios P y A presentaron cobertura cerrada y

abierta, respectivamente.

64°12'0  64°6'0 64°0 63°54'0

Subun. geomorfolégicas

Bajada distal
- Cono aluvial '2806'8

Llanura de inundacién activa

Paleo-bajada distal

64°12'0  64°6'0 64°0  63°54'0

FIGURA 5.2 Esquema del area de muestreo. La leyenda indica los colores que corresponden a las
subunidades geomorfoldgicas descriptas en Angueira, 2007. Los puntos verdes representan los arboles
muestreados en el area completa (imagen central) y en los sitios P (imagen superior derecha) y A (imagen
inferior derecha).

Se muestrearon arboles a una distancia minima de 30 m (Figura 5.3), excepto en tres casos
(17.0, 20.5, y 23.5 m). De cada arbol individual se tomé un ejemplar de hojas adultas y frutos, que

se herborizo6 en papel de diario, y se colectd material de hoja joven para el andlisis de ADN, que se
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seco inmediatamente en silica gel y se almacend posteriormente a temperatura ambiente hasta el

momento de la extraccion.
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FIGURA 5.3 Histograma (frecuencia absoluta) para el logaritmo de la distancia en metros, entre todos los
pares posibles de individuos estudiados, seglin los tres sitios de muestreo considerados (A, P y R).

A cada individuo se le midi6 el didmetro a la altura del pecho (DAP) con cinta diamétrica,
graduada al milimetro mas cercano. En este estudio s6lo se incluyeron individuos con un valor de

DAP mayor a 11 cm. Estos valores de DAP se utilizaron como un estimador de la edad de los

arboles.
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FIGURA 5.4 Diametro a la altura del pecho (DAP) de los individuos muestreados (circulos rojos) en la
poblacion entera (imagen de la izquierda) y en los sitios A y P (imagenes de la derecha). El tamafio de los
circulos es proporcional a los valores de DAP de los individuos, tal como se detalla en las leyendas.
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PRIMERA PARTE: ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA
GENETICA ESPACIAL A ESCALA FINA

1. RESUMEN

La estructuracion genética espacial a escala fina en plantas es un fendmeno que puede ocurrir
cuando los individuos que componen una poblacion presentan una distancia de dispersion baja en
comparacion con la extension del area que en conjunto cubren. En arboles, la estructura a escala
fina estaria determinada principalmente por la dispersion a través de las semillas y el polen. Cuando
la dispersion se encuentra limitada dentro de poblaciones continuas, es esperable que el bajo flujo
génico resultante se manifieste en un proceso de diferenciacion genética local (Cavers y col., 2005;
Hardy y col., 2006), generandose de este modo una estructura poblacional acorde a un modelo de
aislamiento por distancia (Wright, 1943; Malécot, 1948). En esta parte se analizd la estructura
genética fina de la poblacion estudiada utilizando 7 marcadores microsatélites. Los objetivos fueron
evaluar el ajuste a un modelo de aislamiento por distancia, mediante un estimador del coeficiente de
coancestria, y analizar la presencia de sefiales de cambios demograficos recientes cuantificando el
desvio de la heterocigosis esperada bajo equilibrio de Hardy-Weinberg (H;) del valor esperado bajo
equilibrio mutacioén-deriva (Hgp). Los andlisis mostraron que /) no hay evidencia de
discontinuidades en la poblacién, 2) la diferenciacion entre los sitios considerados es baja, 3) los
valores de coancestria tienden a decrecer con la distancia geografica entre pares de individuos y 4)
hay indicios de una posible expansion o mas bien de un proceso de inmigracion reciente en uno de
los sitios de estudio. Estos resultados sugieren que, a la escala espacial estudiada, el modelo de
aislamiento por distancia seria el que mejor representa la estructura genética de la poblacion y que
algunos procesos demograficos podrian ser detectados a partir de marcadores moleculares con

disefios de estudio adecuados.
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2. INTRODUCCION

La estructura genética espacial (EGE) puede definirse como la distribuciéon no aleatoria de
genotipos en un espacio determinado (Vekemans y Hardy, 2004), y es una consecuencia de
combinaciones complejas de procesos actuando a diferentes escalas. La baja distancia de dispersion
que los arboles suelen presentar, en comparaciéon con la extension espacial de las poblaciones,
puede promover una distribucién no aleatoria de la variacion intra-poblacional, generando patrones
espaciales genéticos a escala fina (Vekemans y Hardy, 2004; Lopez-Gallego y O’Neil, 2010). En el
caso de especies perennes con ciclos de vida largo, la EGE de juveniles representa primariamente
los patrones de dispersion de las semillas y del polen (Heywood, 1991; Vekemans y Hardy, 2004;
Van Rossum y Triest, 2006; Yamagishi y col., 2007). La dispersion de semillas influencia mucho
mas la estructura poblacional que la del polen (Chung y col., 2003). Cuando es localizada, puede
resultar en individuos relacionados germinando uno cerca del otro, determinando de este modo alta
EGE (Pardini y col., 2008). Este fendémeno de dispersion localizada puede darse hacia sitios
especificos, como cuando frutos con multiples semillas son dispersados de modo simultaneo, o

también producirse en un entorno de arboles madre (Fuchs y Hamrick, 2010).

El modelo de aislamiento por distancia (Wright, 1943; Malécot, 1948) puede ser utilizado
para predecir los patrones esperados de EGE en una poblacion, cuando los individuos que la
componen se aparean al azar dentro de un vecindario definido, pero poseen una posibilidad
restringida de aparearse con otros miembros mas distantes, debido a limitaciones en la dispersion
(Sokal y Wartenberg, 1983). Bajo aislamiento por distancia se supone que solo la dispersion a corta
distancia y la deriva genética afectan una poblacion (Barbujani, 1987). La prediccion del modelo es
una disminucion gradual de la coancestria con el incremento de la distancia geografica entre
individuos (Malécot, 1959; Morton y col., 1968; Loiselle y col., 1995). Este patron fue cuantificado
como una relacion lineal entre la coancestria y el logaritmo natural de la distancia geografica en
poblaciones bidimensionales con dispersion isotropica (Maruyama, 1977; Rousset, 1997; Hardy y
Vekemans, 1999; Rousset, 2000). De este modo, mientras mayor sea el solapamiento entre

individuos adyacentes, mas alta sera la probabilidad de que sus descendientes sean hermanos.
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Las técnicas de analisis de autocorrelacion espacial (capitulo I, pagina 35) son particularmente
utiles para el estudio de la variacion genética a escala fina. Dado que el modelo tedrico de
aislamiento por distancia predice un patrén de disminucidon exponencial en la coancestria con la
distancia entre pares de individuos (funcién ¢ (d)), este fendémeno puede estudiarse de modo

r . . 30 . , . .
empirico mediante correlogramas™, estimando la coancestria por medio de un coeficiente de

correlacion.

Los arboles son generalmente muy diversos y caracterizados por niveles de variacion mas
altos dentro de las poblaciones que entre ellas (Jump y Penuelas, 2007). El flujo génico tiende a
reducir la diferenciacion entre poblaciones, pero a su vez distintos factores pueden influenciar la
distribucion de la diversidad genética dentro de las poblaciones, tales como el sistema de
apareamiento (Vekemans y Hardy, 2004), la densidad poblacional de adultos (Hamrick et al., 1993),
la seleccion de microhabitat (Levin y Kerster, 1974; Epperson, 1993), la estructura demografica
(Chung y col., 2003) y eventos histdricos, que incluyen los disturbios y procesos de colonizacion
(Parker y col., 2001; Premoli y Kitzberger, 2005; Pardini y Hamrick, 2008). En el caso particular de
eventos fundadores, su efecto sobre la diversidad genética depende de numero y origen de los
individuos migrantes (Slatkin, 1977; Hamrick y Trapnell, 2011). Poblaciones fundadas por pocos
individuos de un nimero limitado de poblaciones incrementan la diferenciacion entre poblaciones,
mientras que poblaciones fundadas por muchos individuos de poblaciones genéticamente diversas,

pueden reducir esta diferenciacion (Slatkin, 1977; Hamrick y Trapnell, 2011) (Figura 5.5).

30 Un correlograma es un grafico de los valores de correlacion para una serie de clases de distancia entre pares de
individuos. Para cada clase se obtiene un valor promedio de correlacion incluyendo a todos los individuos
pertenecientes a esa categoria.
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R o A
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FIGURA 5.5 Dos modelos de expansion poblacional luego de un efecto fundador. Las plantas de mayor
tamafio representan los fundadores originales mientras que las de menor tamafio subsiguientes reclutas. En
(A) la mayor parte de los reclutas son progenie de los fundadores originales, resultando en una alta estructura
genética espacial. En (B) la mayor parte de los reclutas son producto de inmigracion hacia la poblacion desde
multiples fuentes, resultando en una baja estructura genética espacial. Extraido de Hamrick y Trapnell
(2011).

Los métodos moleculares son utiles para inferir la historia demografica de una poblacion,
permitiendo estudiar procesos tales como expansiones recientes, reducciones en tamafios censales o
en el tamano poblacional efectivo (Busch y col.,, 2007). El nimero de alelos declina mas
rapidamente durante un evento de cuello de botella que la heterocigosis, mientras que lo opuesto
(un exceso de alelos) puede observarse durante un proceso de expansion poblacional o de influjo de
alelos raros por inmigracion (Maruyama y Fuerst, 1985; Luikart y Cornuet, 1998). Esta propiedad
puede utilizarse para poner a prueba la hipdtesis de cambios recientes del tamafio poblacional o de

ocurrencia de eventos de inmigracion.
En esta parte se analiz6 la estructura genética de la poblacion de P. alba a escala fina mediante

marcadores microsatélites, poniendo a prueba un modelo de aislamiento por distancia y estudiando

la presencia de sefales de cambios demograficos recientes.
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3. OBJETIVOS

a. Analizar si la estructura genética espacial presente en la poblacion corresponde a la
esperada bajo un modelo de aislamiento por distancia, estudiando la variacién de una estima

de coancestria con la distancia geografica entre pares de individuos.

b. Evaluar en los patrones moleculares de la poblacion la presencia de senales que permitan

inferir cambios demograficos recientes.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Aislamiento de ADN y genotipado - Analisis de SSR

Para la extraccion y el andlisis de los marcadores SSR, se siguié el Protocolo 2-B del

Apéndice 1 (pagina 158). Se seleccionaron siete marcadores microsatélites:

* Cuatro desarrollados para P. chilensis (Mottura y col., 2005) y amplificados exitosamente en
P alba (Bessega y col., 2009): Mo05 (CT);T(CT),, Mo07 (GC)s, Mo09 (TG); y Mol3
(GT)1CT(GT)..

* Tres desarrollados mdas recientemente para P. alba (Bessega y col., 2013): GL12

(CT)s(ATCT)y(CT)s, GL24 (AC)y; y GL 26 (GT)s.

Los individuos que no mostraron bandas tras repetidas verificaciones en geles de

poliacrilamida®', se codificaron como homocigotas para un alelo nulo.

31 El proceso de verificacion consistié en los siguientes pasos: primero, reamplificacion contra testigos usando distintas
condiciones de PCR (concentracion, temperatura de annealing), y segundo, tras no observar producto de PCR, nueva
extraccion de ADN y nueva amplificacion contra testigos, verificando la ausencia de producto en los individuos con
alelos nulos y la presencia en los testigos positivos.
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4.2. Analisis de datos

4.2.1. Estimacion de la diversidad genética

Para el andlisis de la diversidad genética, se estimaron la heterocigosis observada (Ho) y la
esperada bajo equilibrio de Hardy-Weinberg (Hg) por locus y promedio por locus, mediante un
estimador insesgado (Nei y Chesser, 1983) (Apéndice 2, pagina 162) con el paquete hierfstat 0.04-
14 (Goudet, 2005) en R 3.1.2°2. La diversidad genética equivale aqui a la frecuencia de

heterocigotas.

Para evaluar la distorsion en la segregacion independiente de los loci (hipotesis nula: los loci
segregan de modo independiente), el desequilibrio de ligamiento se analizd para todos los pares
posibles usando la prueba G (Sokal y Rohlf, 1981). El exceso de homocigotas (hipdtesis nula: no
hay exceso de homocigotas) para cada loci se evalué mediante la prueba U (Rousset y Raymond,
1995). Ambos analisis se llevaron a cabo en Genepop 4.0.10, estimando la significacion mediante
MCMC (cadenas de Markov de Monte Carlo) con los valores por defecto. Las estimas obtenidas se
corrigieron por comparaciones multiples con el método FDR (False Discovery Rate) de Benjamini

y Hochberg (1995) en R.

Ademas de la heterocigosis, se calcul6 la riqueza alélica (R.), que es un conteo del nimero de
alelos observados en una muestra. Para obtener el valor para cada sitio individual, el calculo se
efectud bajo rarefaccion®, usando un tamafio de muestra g, fijado al menor tamafio muestral. Este
analisis se realiz6 con el paquete ARES (Van Loon y col., 2007), en una versioén actualizada a R
3.1.2 por Leandro Roser. El nimero promedio de alelos por locus (4) se calculé6 como R, /L, donde

L es el numero de loci analizados.

32 Todos los analisis de este capitulo utilizan la version 3.1.2 de R.

33 El niimero de alelos (riqueza alélica) en una poblacion es una medida dependiente del tamafio muestral. El método
de rarefaccion (Hurlbert, 1971) permite comparar estadisticos provenientes de distintos tamafios muestrales. La riqueza
alélica bajo rarefaccion es el numero esperado de alelos en una muestra con g individuos (tamafio muestral
estandarizado) en vez de N (g < N) (Kalinowski, 2004). El paquete ARES permite obtener los valores de riqueza alélica
bajo rarefaccion con intervalos de confianza, utilizando una estima basada en momentos para los casos de extrapolacion
(Colwell y col., 2004; Mao y col., 2004; Van Loon y col., 2007).
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4.2.2. Analisis de estructura genética

La estructura genética de la poblacion se analizd mediante los estadisticos F' (Wright, 1951),
tal como fueron definidos por Weir y Cockerham® (1984). Para el analisis jerarquico, se tomaron
los sitios A, Py R (Figura 5.2, pagina 102) como tres muestras distintas, y se estimo el valor de Fis
para cada sitio y de modo global. Se calcul6 también el coeficiente Fisr, global y entre pares de
sitios. Estos analisis se llevaron a cabo con el paquete diveRsity (Keenan y col., 2013) en R 3.1.2.
Los intervalos de confianza (/C) se obtuvieron mediante bootstrap, con 999 réplicas a través de

individuos y loci. Las estimas se consideraron significativas cuando los /C no incluyeron el valor 0.

El analisis de la variacion jerarquica (entre grupos, entre muestras dentro de grupos, y dentro
de muestras), se realizO también mediante Andlisis Molecular de la Varianza®® (AMOVA)
(Michalakis y Excoffier, 1996), con el paquete poppr (Kamvar y col., 2014) en R. Este paquete
utiliza como medida de distancia el nimero de diferencias entre dos muestras a través de los loci, tal
como fue definido en Excoffier y col. (1992). El nivel de significacion de los estadisticos ¢ se

obtuvo a través de pruebas de Monte Carlo con 999 permutaciones.

La existencia de estructura espacial criptica se analiz6 con el método bayesiano implementado
en STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard y col., 2000), asumiendo un modelo “admixture” con frecuencias
alélicas correlacionadas (Falush y col., 2003). K se vario de 1 a 10, corriendo 10 réplicas de cada
valor, con 750000 MCMC, descartando las 250000 primeras. La salida del programa se analizé en
STRUCTURE HARVESTER (Earl y col., 2012).

4.2.3. Analisis de coancestria

La probabilidad de que los loci sean idénticos por descendencia en individuos pertenecientes a
una muestra puede ser estimada mediante alelos idénticos en estado, con los coeficientes de
coancestria. Se obtuvo una matriz de coancestria entre individuos con el paquete EcoGenetics,
mediante el coeficiente de Nason (f;) (Loiselle y col., 1995; Kalisz y col., 2001). Este es un

estimador de la coancestria®®, que mide la correlacion en frecuencias de los alelos homologos (a) a

34 Ver capitulo I, pagina 30.

35 Ver capitulo I, pagina 31.

36 Puede verse que es basicamente un coeficiente de correlacion (primer término), con una correccion por el error
muestral (segundo término) (Fenster y col., 2003).
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través de los loci analizados (/), entre los pares de individuos i y j. Para el alelo a del locus /, el
valor del coeficiente entre los individuos i-ésimo y j-ésimo se calcula de la siguiente manera

(Loiselle y col., 1995; Kalisz y col., 2001; Hardy y col., 2003):

Z Z (pial_p_al)(pjal_p_al)
fij(al): —

— — + (Expresion 5.3)
Pa*(1-pa) 2(n—1)

Donde p. es la frecuencia media del a-ésimo alelo del I-ésimo locus, pis y pju son las
frecuencias del a-ésimo alelo del /-ésimo locus en los i-ésimo y j-ésimo individuos, respectivamente
(valores de la matriz bésica), y n; es el nimero de copias de genes definidas en la muestra para el /-
¢simo locus (el nimero de individuos sin datos faltantes para el locus /, multiplicado por la ploidia).
El coeficiente multilocus se obtuvo ponderando los valores de f; para cada alelo a por su valor de

PIC = pu * (I — pa) (Heuertz y col., 2003).

Se construyd un correlograma considerando 9 clases de distancias entre individuos, con 250
pares de individuos incluidos en cada una, en el rango 0-900 m. Para cada una de estas clases, se
promediaron los valores de f; y se calculd un intervalo de confianza del 95% para el valor de f;
promedio obtenido bajo aleatorizacion (hipdtesis nula de ausencia de estructura genética para cada
clase), permutando la ubicacién geografica de los individuos 999 veces (Loiselle y col., 1995;

Kalisz y col., 2001; Vekemans y Hardy, 2004).

Bajo aislamiento por distancia en un espacio bidimensional, la coancestria tiende a decrecer
de modo aproximadamente lineal con el logaritmo de la distancia espacial (Maruyama, 1977,
Rousset, 1997; Hardy y Vekemans, 1999). Para estudiar la hipotesis de ausencia de EGE, Vekemans
y Hardy (2004) sugirieron calcular la pendiente (b) de la regresion entre f; y In(dy) (el logaritmo de
la distancia que separa los individuos i y j). De este modo se obtiene un solo estadistico utilizando
toda la informacion en una prueba tnica. El valor de b se calcul6 en el rango 0-900 m, significando
la correlacion entre f; y In(d;) mediante una prueba de Mantel (Rousset, 1997; Vekemans y Hardy,
2004). Esta consistido en la permutacion de la ubicacion geografica de los individuos 999 veces,
usando todos los pares con d; < 900 m para el calculo del estadistico estandarizado de Mantel. Los
errores estandar de b (SE»), y de fi) (Ia coancestria de la primera clase), se obtuvieron mediante

jackknife sobre los loci (Vekemans y Hardy, 2004; Hardy col., 2006).
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4.2.4. Analisis demografico

Para estudiar la presencia de sefiales moleculares de cambios demograficos recientes en cada
uno de los sitios (A, P y R), se utilizé un método cuantitativo con el programa BOTTLENECK
1.2.02 (Piry y col., 1999). La prueba incluida en BOTTLENECK asume que las reducciones en el
tamafio poblacional hacen declinar mas rapidamente el numero de alelos que la heterocigosis
(Maruyama y Fuerst, 1985); por lo tanto, Hr (la heterocigosis esperada bajo equilibrio de Hardy-
Weinberg) se vuelve mayor que la heterocigosis esperada bajo equilibrio mutacion-deriva (Hgo),
calculada en base al nimero de alelos (Hr > Hgo), observandose el patrén opuesto en el caso de un
proceso de expansion poblacional o de influjo de alelos raros por inmigracion (Hy < Hgpo) (Cornuet
y Luikart, 1996; Luikart y Cornuet, 1998). El programa compara los valores de Hr y Hgo para un
tamafo poblacional y de mutacion dados (simulaciones dadas por coalescencia bajo un modelo de
mutacion particular). Para definir este ultimo, se compararon 3 modelos®’: el modelo de alelos
infinitos (IAM) (Kimura y Crow, 1964), el modelo de mutaciéon por pasos (SMM) (Ohta y Kimura,
1973) y el modelo de mutacion de dos fases (TPM) (Di Rienzo y col., 1994), con 95% de SMM y
una varianza de 12 entre multiples pasos, tal como fue recomendado por Piry y col. (1999). Se
supone que el modelo TPM es el que mejor ajusta a la evolucion de los microsatélites (Di Rienzo y
col., 1994). La significacion de cualquier desvio del equilibrio mutacidén-deriva se evalu6 mediante
una prueba de rangos con signo de Wilcoxon de dos colas (Cornuet y Luikart, 1996), haciendo un
ajuste FDR por comparaciones multiples. También se incluyd un aproximacion cualitativa. En esta
prueba se evaluo la distribucion de frecuencias alélicas; si algun tipo de desviacion es observada de
la forma normal en “L” que se espera en las poblaciones (corrimiento de la moda hacia valores

intermedios), debe sospecharse un cuello de botella reciente (Luikart y col., 1998).

Para obtener mas informacién acerca de los patrones sugeridos por BOTTLENECK, se
dividieron las muestras de A, P y R en clases diamétricas, de aproximadamente 20 individuos cada
una. Para los sitios A y P se consideraron dos clases: individuos con valores de DAP (didmetro a la

altura del pecho) (1) menor y (2) mayor a 37 cm. Para el sitio R se consideraron 4 clases: individuos

37 Los modelos mutacionales pueden usarse para derivar el nimero esperado de alelos en una poblaciéon con la
heterocigosis observada. En el modelo IAM, cada mutacion crea aleatoriamente un alelo (esto es, se altera el nimero de
repeticiones en microsatélites). El nimero de repeticiones no indica parecido filogenético. En el modelo SMM, nuevos
alelos surgen a partir de otros por el agregado/eliminacién de una repeticion. De este modo, alelos que difieren en
longitud por una repeticion, estdn mas relacionados entre si que los que difieren por varias, habiendo una relacion entre
la cercania a un ancestro reciente y la cantidad de repeticiones. E1 modelo TPM es una extension del SMM; ademas de
eventos de pérdida o ganancia de una repeticion, en este modelo también se dan alteraciones en grandes nimeros de
repeticiones (para mayor detalle, ver Oliveira y col., 2006).
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con DAP (1) menor a 44, (2) entre 44 y 53, (3) entre 53 y 61, (4) y mayores a 61 cm. Para cada

clase se calcul6 la riqueza alélica (R,) bajo rarefaccion y su intervalo de confianza con el paquete

ARES (pagina 110), interpolando a un tamafio de muestra de 18 individuos.

5. RESULTADOS

5. 1. Diversidad genética

Los 7 loci estudiados fueron polimoérficos, con 5-10 alelos cada uno y una media de 6.3 alelos

por locus (Figura 5.6).
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FIGURA 5.6 Frecuencias alélicas para los tres sitios de estudio. La letra “N” indica un alelo nulo. Los
numeros en el eje de las abscisas indican el nombre (arbitrario) dado a cada alelo observado. Barras ubicadas
en la misma posicion del eje de las abscisas indican los mismos alelos en los tres graficos. La leyenda en la
imagen superior indica el color que le corresponde a cada marcador.
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Los valores de diversidad genética se muestran en la Tabla 5.1. Para el analisis de rarefaccion,
el tamafio muestral en los sitios A, Py R se fij6 en N = 43, el tamafio minimo de individuos a través
de poblaciones y loci. Tal como puede observarse en la Tabla 5.1, el analisis con ARES indicé que

los intervalos de riqueza alélica no se solapan entre los sitios Ay R.

TABLA 5.1 Valores de diversidad genética para la poblacion y para los sitios de muestreo. Las letras para la
columna R, indican si los intervalos de confianza se solapan.

Unidad Ho HE RA A
Sitio A 0.409 0.460 36.000* 5.143
SitioP  0.500 0.568 40.101*%° 5.729

Sitio R 0.468 0.540 39.815" 5.688
Poblaciéon 0.463 0.570 44 6.285

NOTA: Unidad unidad de analisis, Ho heterocigosis observada, Hy heterocigosis esperada, R, riqueza alélica
para un tamafio de 43 individuos en los sitios A, P y R y para la totalidad de los individuos (Poblacion), A
numero promedio de alelos por locus bajo rarefaccion, a-b-c coeficientes indicando diferencias significativas
entre pares de sitios para el analisis de riqueza alélica (las diferencias son significativas cuando los intervalos
de confianza no se solapan), 4 nimero promedio de alelos por locus.

La prueba U fue significativa y mostrd un exceso de homocigotas (P < 0.05), tanto para la
poblacién en conjunto como para cada sitio (Tabla 5.2). En ninguno de los dos casos se observo

evidencia de desequilibrio de ligamiento.

TABLA 5.2 Valores de significacion para la prueba U en la poblacion y en los sitios de muestreo. Los
valores significativos se muestran en negrita.

., Sitios
Marcador Poblacion
A P R

Mo05 0.389  0.069 1.000 0.713
Mo07 0.000 0.070 0.046 0.013
Mo09 0.580 1.000 0.157 0.485
Mo13 0.000 0.002 0.002 0.000
GL12 0.000 0.070 0.037 0.001
GL24 0.000  0.000 0.000 0.002
GL26 0.000 0.800 0.041 0.000

Global 0.000  0.000 0.000 0.000

115



V. Estudios con una poblacién natural - estructura genética espacial a escala fina

5.2. Analisis de estructura genética
El coeficiente de endogamia (Fs) mostrd un exceso de homocigotas para la poblacion y para

los sitios (Tabla 5.3).

TABLA 5.3 coeficientes de endogamia (F7s) para la poblacion y cada sitio (A, P, R) individual. Los valores
significativos se muestran en negrita.

Sitios
Marcador Poblacion A P R
Mo05 0.004 0.297 -0.095 -0.046
Mo07 0.127 0.014 0.154 0.138
Mo09 0.000 -0.087 0.033 0.013
Mol3 0.145 0.100 0.114 0.176
GL12 0.052 -0.134 0.055 0.112
GL24 0.200 0.483 0.170 0.068
GL26 0.234 -0.061 0.157 0.353
Global 0.130 0.100 0.110 0.127

El valor de Fg; global fue bajo pero significativo (Fsr = 0.015), sugiriendo diferenciacion
entre sitios. Los valores de Fgr entre pares de sitios, mostraron valores significativos para las
comparaciones A-P (Fsr = 0.069) y A-R (Fsr = 0.043) Los resultados de AMOVA mostraron la

mayor proporcion de la variacion dentro de los individuos (Tabla 5.4).

TABLA 5.4 Resultados del analisis de AMOVA. Todos los valores de ¢ presentaron P = 0.001.

Fuente de variacion gl. %ovar o
Entre sitios (¢s7) 2 1428 0.014
Entre individuos dentro de sitios (¢;5) 183 12.291 0.125
Dentro de individuos 186 86.281 -
Total 371 100 -

NOTA: g.l. grados de libertad, % var componentes de la varianza (porcentual), ¢ coeficiente phi del
AMOVA para cada nivel jerarquico.
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El analisis con STRUCTURE no mostr6 evidencia para rechazar la hipétesis de una poblacion
genéticamente continua. STRUCTURE HARVESTER detecté K = 1 como valor mas probable. El
método de AK no puede evaluar si K = 1 es la mejor solucion, por esta razon se selecciond el
modelo en funcidn de la verosimilitud. De las 10 iteraciones para cada K desde K =1 a K =10, las

10 correspondientes a K = 1 tomaron los valores de verosimilitud mas altos.

5.3. Analisis de coancestria

El andlisis de coancestria mostrd una tendencia decreciente en los valores de f; en funcion de
las clases de distancia en el rango 0-900 m (Figura 5.7). El valor de f;, obtenido fue de 0.0347 (95%
CI: 0.0140 - 0.0561). La regresion de f; en funcion de In(dj;) mostrd una pendiente b = -0.0072 (95%
CI: (-0.0146) — (-0.0003), P = 0.044).
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FIGURA 5.7 Coancestria en funcion de la distancia promedio por clase entre pares de individuos. El area
delimitada por las lineas punteadas denota el intervalo de confianza del 95% para los valores obtenidos bajo
aleatorizacion (hipotesis nula: los valores de parentesco promedio por clase no son diferentes de lo esperado
por azar).
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5.4. Analisis demografico

El andlisis con el programa BOTTLENECK mostr6 una deficiencia significativa de
heterocigotas (Hr < Hgp) bajo los modelos TPM y SMM en el sitio A (P < 0.01) y en R (P <0.02),
y solo bajo SMM en el sitio P (P = 0.04). Los tres sitios mostraron ajuste a una distribucion

asimétrica con forma en “L” en el grafico de frecuencias alélicas (Figura 5.8).
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FIGURA 5.8 Histogramas para las clases de frecuencias alélicas, considerando todos los loci, en cada uno de
los sitios estudiados. Los 3 casos muestran histogramas con forma en "L".

La Figura 5.9, que muestra los histogramas de los valores de DAP para cada sitio, sugiere la
presencia de una distribucion bimodal en A. Esta distribucion separa la poblacion en dos grupos

etarios (individuos con DAP menor y mayor a 37 cm, aproximadamente).
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FIGURA 5.9 Histograma (frecuencia absoluta) para los valores de DAP (diametro a la altura del pecho, en

cm) en los individuos analizados seglin los tres sitios de muestreo considerados (A, P y R). Las flechas
marcan los valores mas frecuentes de la distribuciéon bimodal en A.

La comparaciéon mediante rarefaccion de la riqueza alélica (Tabla 5.5 y Figura 5.10) mostrd
que los individuos con DAP menor a 37 ¢cm en el sitio A (A1) tienen menor numero de alelos que

aquellos con DAP menor de 37 cm en P (P1) y de 44 cm en R (R1), mientras que P1 y R1 no se

diferencian entre si en el nimero de alelos.
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TABLA 5.5 Valores de riqueza alélica para cada una de las clases diamétricas consideradas

Muestra N Rango de DAP (cm) R, ICwr ICsup
Al 25 DAP < 37 27.863 24.694 31.032
A2 18 DAP >37 32.000 27.581 36.419
P1 29 DAP <37 35.479 31.425 39.534
P2 21 DAP >37 34.253 29.889 38.618
R1 22 DAP<44 36.335 32.737 39.932
R2 22 44 <DAP <53 32.719 29.763 35.675
R3 21 53<DAP <61 32.668 26.872 38.464
R4 28 DAP > 61 33.942 30.800 37.083

NOTA: Muestra grupos de DAP, N niimero de individuos en la muestra, Rango de DAP rango de DAP en la
muestra, R, riqueza alélica calculada bajo rarefaccion, /Cpr valor inferior del intervalo de confianza de la
riqueza alélica , ICsyp valor superior del intervalo de confianza de la riqueza alélica. Los intervalos de los
pares A1-P1 y A1-R1 no se solapan.
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Muestra
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A2 - —0
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FIGURA 5.10 Valores observados de riqueza alélica (circulos celestes) e intervalos de confianza para las
clases diamétricas consideradas para los distintos sitios en el analisis demografico. Pares de intervalos que no
se solapan, indican diferencias significativas al 95% (pares A1-P1 y A1-R1, el no solapamiento de estos
pares de intervalos es marcado por la linea vertical verde que los separa).
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6. DISCUSION

Los niveles de diversidad genética estimados como heterocigosis en este capitulo fueron altos
(Ho=0.463 y H:=0.570). Estudios previos en la seccion Algarobia indican que las poblaciones son
muy variables, pero que la diferenciacion entre poblaciones y especies es baja (Saidman, 1985;
Saidman y Vilardi, 1987, 1993; Saidman y col., 1998; Bessega y col., 2000; Ferreyra y col., 2004,
2007, 2010, 2013). En este capitulo se encontr6 una diferenciacion genética baja pero significativa
entre sitios de muestreo. La mayor parte de la variacion se halld en el nivel jerdrquico mas bajo
(individuos), hecho esperable en una especie de fecundacion cruzada. La diferenciacion entre zonas
medida a través del valor de Firglobal fue baja. Los valores del Fis globales mostraron un exceso
general de homocigotas. Trabajos previos mostraron un exceso significativo de homocigotas en
poblaciones de esta seccion usando diversas técnicas (Saidman, 1985, 1986; Saidman y Vilardi
1987; Saidman 1988, 1990; Saidman y Vilardi, 1993; Keys y Smith, 1994; Verga, 1995; Saidman y
col. 1997; Bessega y col, 2011, 2015b). En el presente caso, cuando todos los individuos fueron
agrupados en una sola poblacion, se pudo observar un desvio significativo del equilibrio de Hardy
Weinberg (exceso de homocigotas) para mas de la mitad de los loci, con un Fis global significativo
y positivo. Esto podria sugerir efecto Wahlund (Castric y col., 2002), endogamia (Wright, 1921) o
un artefacto causado por alelos nulos (DeWoody y col., 2006); la primera y la segunda causa son
plausibles, ya que la poblacion mostr6d subestructuracion (Fsr > 0 significativo), y que un trabajo
previo en la zona aqui analizada (Bessega y col., 2012) encontré una endogamia biparental baja de
aproximadamente un 5%, que se deberia al sistema de dispersion de semillas, lo que es congruente
con el valor relativamente bajo de coancestria para individuos cercanos (Van Rossum y Triest,
2006) hallado en este capitulo (f1) = 0.0347). Los valores de Fs globales para cada sitio también
mostraron exceso de homocigotas; sin embargo, a nivel loci se observaron pocos valores
significativos, para exceso y defecto de homocigotas, sin una tendencia clara hacia alguno de estos

Casos.

Bajo escenarios de largas distancias de dispersion por semillas con flujo génico limitado, no
deberia presentarse estructura genética en la poblacion, ya que los individuos emparentados estarian
bastante dispersos. En cambio, bajo dispersion restringida siempre se espera una estructura genética
a escala fina, incluso si el movimiento de polen es aleatorio y de larga distancia, debido a que los

hermanos tendrian un patrén espacial agregado. En Prosopis, tanto la dispersion por polen como
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por semillas se encuentra limitada. Estos dos factores son claves en el establecimiento de estructura
genética espacial (Wright, 1943; Schnabel y Hamrick, 1995; Streiff y col., 1998; Vekemans y
Hardy, 2004). Dado que la especies de Prosopis son entomofilas (Genise y col., 1990), el polen no
es usualmente capaz de migrar largas distancias, lo que favorece el cruzamiento reciproco entre
plantas cercanas (Bessega y col., 2000). En el area de estudio, Bessega y col. (2012) detectaron una
distancia de polinizacion promedio de 5 a 30 m, con un vecindario de polinizacion efectivo de 22 m
de radio alrededor de cada arbol madre. El sistema de dispersion de semillas endozoico en especies
de Prosopis, mediado por pequefios herbivoros nativos y ganado (Hafez, 1962; Mares y col. 1977),
determina que las semillas de la misma planta madre sean comidas, transportadas y finalmente
depositadas todas juntas en las heces de los animales. Este mecanismo causa la germinacién de
hermanos o medios hermanos en areas estrechas (Keys, 1993; Bessega y col., 2000, Bessega y col.,
2012), y en consecuencia un elevado parentesco entre arboles cercanos, que tenderian a compartir

alelos idénticos por descendencia con mayor probabilidad que los arboles distantes.

En este estudio se encontré una disminucidn significativa en los valores de coancestria
estimados con el aumento de la distancia entre individuos. Este patron observado suele ser
interpretado como limitacion en la dispersion de semillas (Dick y col., 2008). El analisis con
STRUCTURE por otra parte no mostré evidencia para rechazar la hipotesis nula de un solo grupo
genético habitando el area estudiada. Estos dos resultados en conjunto sugieren un proceso de
aislamiento por distancia, generado por un efecto local. El valor de Fsr global, significativo pero
bajo, también da soporte en esta direccion. Los resultados estarian asi indicando que la
diferenciacion de la poblacion a través del espacio seria mas bien gradual que discreta. En el caso
de la coancestria para individuos cercanos, la estima obtenida en este trabajo (fi) = 0.0347) se
mostrd congruente con los valores observados en sistemas de apareamiento exogamicos, y esta
cerca del valor esperado de 0.0312 para el coeficiente de coancestria de primos de segundo grado
(Crow y Kimura, 1970), tal como muestran trabajos previos en Manilkara huberi (Azevedo y col.,

2007) y Dalbergia nigra (Buzatti y col., 2012).

A pesar de que los efectos sobre la variacion medida como heterocigosis requieren largos
periodos de tiempo para ser observados, los cambios demograficos tales como reducciones y
expansiones poblacionales recientes, o eventos de inmigracioén con influjo de alelos raros, pueden

ser detectados en periodos de tiempo corto, a través del desvio de la heterocigosis respecto al valor
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esperado bajo equilibrio mutacion-deriva (Luikart y Cornuet, 1998). La prueba con signo de
Wilcoxon no detect6 sefiales de exceso de heterocigotas en este estudio, tal como se esperaria en
caso de presentarse cuellos de botella recientes. En cambio, si se detectd un defecto de
heterocigotas (Hr < Hgp) en cada uno de los tres sitios considerados (bajo TPM y SMM en los sitios
Ay R; s6lo bajo SMM en P), sugiriendo posibles eventos de expansion poblacional o de influjo de
alelos raros a través de inmigracion. En concordancia con estos resultados, no se observo una
alteracion significativa en la distribucion de frecuencias alélicas en ninguno de los tres sitios
respecto a la forma en “L” esperada en situacion de equilibrio. Generalmente se espera observar una
distorsion en la forma esperada a causa de la pérdida de alelos raros (Luikart y col., 1998). Esto

concuerda con la ausencia de sefiales de cuellos de botella detectada por BOTTLENECK.

En el caso particular del sitio A, el histograma del didmetro a la altura del pecho (DAP) de los
arboles mostrd una distribucion bimodal, con individuos de menor y de mayor DAP (siendo este un
estimador de la edad). El andlisis de la riqueza alélica mostr6 un valor de riqueza alélica bajo
rarefaccion menor en los arboles mas jovenes del sitio A que en los individuos jovenes de los otros
dos sitios (P y R). Estos datos, en conjuntos con los resultados de BOTTLENECK vy la distribucion
de frecuencias alélicas, conforman evidencia a favor de la hipdtesis que pudo haber un proceso de
inmigracion reciente hacia este parche. Un posible modelo explicativo para el patron genético
observado es que el sitio A, previamente usado con fines de produccion agricola, podria haber sido
colonizado mediante un proceso de dispersion reciente, originado en un muestreo no representativo,
donde un bajo numero de arboles contribuiria a la poblacion de semillas (Davies y col., 2010).
Debido a la pérdida de alelos raros durante eventos de dispersion hacia sitios especificos, es
esperable como consecuencia una riqueza alélica mas baja en las poblaciones de semillas y en los
individuos reclutados. La distribucion bimodal en los valores de DAP, que sugiere la existencia de
dos cohortes habitando este sitio (una de menor y otra de mayor edad) y la menor riqueza alélica en
los individuos mas jovenes del sitio A, da soporte a esta conjetura. El ganado presente en la zona,
capaz de transportar frutos conteniendo hermanos y medios hermanos, podria haber sido un factor
relevante en la generacion de la estructura genética observada en este parche. Bajo escenario
similares al observado, los resultados de BOTTLENECK podrian indicar eventos inmigratorios

recientes.
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La diversidad genética puede aparecer estructurada espacialmente a diferentes escalas, tal
como a nivel paisaje, poblacion o entre individuos cercanos, debido a diferentes procesos
ecoldgicos y genéticos operando en las poblaciones naturales (Zeng y col., 2012). En cada nivel de
estudio, se requiere un disefio adecuado para apreciar los procesos que corresponden a esa escala y
poder utilizar adecuadamente las herramientas de analisis disponibles. En la presente investigacion,
el posible evento de inmigracion hacia el sitio A pudo inferirse a partir del muestreo local intensivo
que se realiz6 alli. El estudio del modelo de aislamiento por distancia a partir de la coancestria
también pudo llevarse a cabo debido a que se dispuso de gran cantidad de individuos a pequefia

escala.

En conclusion, en esta parte se analizaron los patrones de EGE a escala fina en P. alba. La
poblacion estudiada posee una alta diversidad genética. Los patrones espaciales sugieren, que a la
escala estudiada, la estructuracion puede deberse a un efecto local por flujo génico restringido, tal
como predice el modelo de aislamiento por distancia. Los andlisis realizados con el programa
STRUCTURE, los indices F de Wright y el estudio de la coancestria mostraron resultados
complementarios. Por ultimo, la posible ocurrencia de un posible evento de inmigracion reciente en

el sitio A, indica que estos procesos se pueden detectar mediante disefios de muestreo adecuados.

Los resultados de este capitulo evaluaron de modo sisteméatico y por primera vez los patrones
espaciales a escala fina en una especie de Prosopis, mediante un modelo de aislamiento por
distancia, técnicas de autocorrelacion espacial y estudio de cambios demograficos recientes,
resaltando la complejidad de la dindmica mostrada por poblaciones de distribucién continua en

paisajes modelados por el hombre.
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SEGUNDA PARTE: ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA ESPACIAL DE
CARACTERES CUANTITATIVOS A ESCALA FINA

1. RESUMEN

La presencia de autocorrelacion espacial (AE) es un fenémeno frecuente en paisajes
heterogéneos, donde tanto la similitud genética entre individuos causada por coancestria, como la
variacion ambiental a nivel de microhdbitat, son capaces de generar patrones espaciales a escala
fina en caracteres cuantitativos. En este capitulo se examiné la presencia de esta clase de patrones
en caracteres cuantitativos de la poblacion estudiada. El trabajo se realizé6 combinando informacion
fenotipica con datos de sensores remotos. Se midieron 11 rasgos de hoja y el diametro a la altura del
pecho (DAP) en cada individuo. Se extrajo ademas, para cada punto (arbol) georreferenciado, los
valores de NDVI, tipo de suelo, precipitacion anual y evapotranspiracion potencial anual. Con la
informacion obtenida, se estudid i) la relacion entre caracteres y condiciones ambientales, y i) la
presencia de patrones de AE. Los patrones encontrados, sugieren una distribucion no aleatoria de
variacion fenotipica en el 4rea de estudio, lo que podria asociarse, al menos en parte, con flujo
génico restringido. Los resultados de este capitulo muestran cémo la presencia de aislamiento por
distancia podria jugar un rol importante en la formacion de patrones espaciales a escala fina en

rasgos foliares y de crecimiento de P. alba.
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2. INTRODUCCION

2.1. Elementos conceptuales para el estudio a escala fina

El analisis espacial es un campo de estudio en crecimiento dentro de la ecologia y otras
disciplinas de las ciencias bioldgicas. Las dimensiones temporal y espacial, inherentes a todo
fendmeno natural, son fundamentales en los procesos ecologicos, siendo su estudio sistematico
bastante reciente. Un concepto geoestadistico clave es el de autocorrelacion espacial (AE), es
decir, la propiedad de pares de objetos espaciales de ser mas similares (AE positiva) o menos
similares (AE negativa) entre si que lo esperable por azar. La autocorrelacion es una propiedad
general de variables ecoldgicas (Legendre y Legendre, 2012), que puede generar problemas a los
analisis estadisticos clasicos, ya que las observaciones autocorrelacionadas no son independientes

entre si*%.

Otra pieza conceptual fundamental es la escala, tal como mencionara Levin en su importante
trabajo de 1992, “The problem and pattern of scale in ecology”. Desde el punto de vista del
muestreo, la escala de un estudio espacial comprende tres elementos (Figura 5.11): el tamaiio de
grano (el tamafio promedio de la unidad de muestreo), la extension (la dimension espacial maxima
donde las observaciones son hechas y que las incluye) y el intervalo de muestreo (intervalo
promedio entre las unidades de estudio, cominmente denominado lag) (Dungan y col., 2002;

Borcard y col., 2011; Legendre y Legendre, 2012).

38 En un modelo de regresion, por ejemplo, la varianza es estimada de modo sesgado en presencia de AE (algo que
puede ser comun con datos espaciales y/o temporales), manteniéndose los coeficientes de regresion sin sesgo. Esto
altera la validez de los test de significacion y las medidas de ajuste (Anselin, 1995; Anselin y Griffith, 1988).
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Intervalo de _ -
muestreo

Extensidon

FIGURA 5.11 Componentes de la escala. Cada rectangulo indica el grano. La extension es el area en color.
El intervalo de muestreo es la distancia promedio entre los centroides de cada rectangulo. Adaptado de
Legendre y Legendre (2012).

Estos factores afectan la complejidad o la variabilidad (es decir, la heterogeneidad) de
propiedades ecologicas espaciales en cualquier sistema (Li y Reynolds, 1995; Dungan y col., 2002).
Los patrones observables en un estudio son relativos a la escala utilizada. De este modo,
manteniendo un tamafio de grano constante, un incremento en la extensidbn incorpora mas
heterogeneidad al sistema (Figura 5.12); manteniendo la extension constante, un incremento del
grano puede conducir a una disminucion de la varianza entre granos y a un aumento de la varianza
contenida dentro de los mismos (Figura 5.12) (Wiens, 1989). Por estas razones, para un mejor
entendimiento de los procesos ecoldgicos y genéticos, es necesario generar modelos a diferentes

escalas de analisis de un modo integrativo.
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homogéneo

heterogéneo

\
\ B
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FIGURA 5.12 (A) Con el aumento del grano, la varianza total del sistema decrece, de modo diferente sin
embargo para areas homogéneas y heterogéneas. Esto se encuentra relacionado con los componentes de
variacion dentro y entre granos (muestras). (B) Con el incremento del tamafio del grano, menos varianza es
debida a diferencias entre granos y més varianza es incluida dentro de granos. Al incrementarse la extension
de la investigacion, también se incrementaria el componente entre granos de la varianza, agregando nuevos
tipos de parches al paisaje estudiado, pero la varianza dentro de granos no seria afectada. Imagen y
explicacion extraidos de Wiens, 1989.

2.2. Elementos para el estudio a escala fina en Prosopis alba

Los mecanismos de dispersion de polen y semillas, son factores importantes capaces de
generar patrones de AE a través de la restriccion en el flujo génico (Sokal y col., 1987). Caracteres
cuantitativos con base genética y alta heredabilidad podrian mostrar patrones que reflejen la
estructura genética de la poblacion subyacente, descripta con marcadores moleculares, tal como se

vio en varios trabajos (Bocquet-Appel y Sokal, 1989; Argyres y Smith, 1991; Hardy y col., 2000).
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Otra causa de estructura a escala fina es la heterogeneidad ambiental, que puede promover
procesos de adaptacion local, plasticidad fenotipica y demograficos (Baythavong, 2011; Paccard y
col,, 2013), generandose de este modo patrones espaciales autocorrelacionados en variables
genéticas y cuantitativas. Entre los distintos tipos de heterogeneidad ambiental, la variacion a nivel
de micrositio puede tener una gran influencia en la estructura espacial en arboles al producir

patrones de AE positiva entre individuos vecinos (Zhang y col., 2004).

Reportes previos en el género Prosopis mostraron asociacion entre marcadores moleculares y
variables ambientales (Ferreyra y col., 2010) y gran variacion geografica no neutral en caracteres
foliares y de forma, tales como la altura de los arboles o el ancho de la copa (Darquier y col., 2013).
Diversos autores llevaron también a cabo investigaciones acerca de la forma en que covarian la
morfologia foliar y variables ambientales en Prosopis (Bleckmann y col., 1980; Nilsen y col., 1986;
Vilela, 1993; Vilela y Palacios, 1997; Villagra, 1998; Villagra y Cavagnaro, 2006). Estudios de la
morfologia en P. alba mostraron que en esta especie la forma de la hoja es modelada por factores
genéticos y ambientales (Bessega y col., 2009, 2012; Ewens y col., 2012; Ferreyra y col., 2013;
Bessega y col., 2015b).

3. OBJETIVOS

a. Explorar los patrones espaciales a escala fina en caracteres cuantitativos (rasgos foliares y

de crecimiento), de forma global y local.

b. Evaluar si algunos de los caracteres analizados se encuentran espacialmente

autocorrelacionados a la escala estudiada.

c. Estudiar posibles relaciones entre los patrones espaciales de las variables cuantitativas,

genéticas y ambientales.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Coleccion de datos de morfométricos y de crecimiento

Se midieron en total 11 caracteres de morfologia foliar en cada arbol individual: longitud del
peciolo (PEL), numero de pares de foliolulos por pinna (NLP), longitud de las pinnas (PIL), nimero
de pinnas (NPI); longitud (LEL), ancho (LEW), relacion largo/ancho (LEL/LEW), falcado (LEF),
area (LEA), apice (LEX) y relacion apice/area total (LEX/LEA) de los folidlulos. La metodologia
utilizada para la obtencion de los datos se detalla en el Apéndice 1 (Protocolo 1, pagina 155). Se
emplearon también los datos de didmetro basal a la altura del pecho (DAP) de cada arbol. La
distribucion estadistica de cada variable a través de los sitios de estudio se analizé con el test de
Kruskal-Wallis. Las comparaciones entre pares de sitios se realizd6 mediante el test de Mann-
Whitney. La homogeneidad de varianzas para cada rasgo entre los sitios de estudio se evalud
mediante el test de Fligner-Killeen. Para corregir los valores P por comparaciones multiples, se
utiliz6 el método False Discovery Rate (FDR) (Benjamini y Hochberg, 1995). Estos analisis se
llevaron a cabo con el paquete stats en R 3.1.3%* (R Core Team, 2014). Para los datos de DAP se
construy6 ademas un mapa de valores predichos a través de todo el area de estudio. Se utiliz6 para

este proposito el método de interpolacion “Kriging Bayesiano Empirico*?”

(Empirical Bayesian
Kriging), en ArcGIS 10.1 (ESRI, 2012). Este método tiene, respecto a los modelos de kriging
clasicos, las ventaja de manejar un conjunto de variogramas, en vez de uno solo, pudiendo ser

utilizado para interpolar datos no estacionarios (Krivoruchko, 2012).

39 En este capitulo se utiliza la version 3.1.3 de R.

40 Kriging se denomina a un conjunto de técnicas de interpolacion espacial, donde a los valores conocidos f, se les
asigna un peso w para predecir los valores F(x) en los sitios x: F(x) = X w,f. En los métodos clasicos, estos pesos se
eligen de modo de obtener un estimador insesgado y que minimice el error cuadratico medio. Para obtener los pesos se
utilizan variogramas en los célculos. El variograma empirico de un conjunto de observaciones esta dado por la funcion
v(d) = (Z (yi-y)")/2n. El célculo se realiza para una serie de intervalos de distancia d, usando para cada d los n pares de
individuos (i, j) pertenecientes al intervalo. Tras obtener el variograma empirico, se realiza un ajuste a un variograma
tedrico, y finalmente se obtienen los pesos para la interpolacion. El método bayesiano aqui empleado (Empirical
Bayesian Kriging) es un método de kriging mucho mas sofisticado que los tradicionales, que permite capturar la
variacion a nivel local. Para ello el algoritmo divide al area de estudio en zonas, resultando el mapa predicho en un
“mosaico” de interpolaciones locales. A cada una de las zonas se les aplica un método iterativo que implica 1) el ajuste
inicial de los valores observados a un variograma tedrico, 2) simulacion de datos bajo este variograma, 3) ajuste de las
simulaciones a un variograma tedrico usando el teorema de Bayes 3) iteracion a través de los pasos (2) y (3). De este
modo, se obtiene un espectro de variogramas mediante una aproximacion bayesiana.
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4.2. Analisis de NDVI

EI NDVI* (indice de vegetacion normalizado) es la combinacion aritmética del rojo (A: 0.58 -
0.68 um) y del infrarrojo cercano (IRc) (A: 0.72 - 1.10 um) del espectro electromagnético. Este
indice se utiliza aqui como un estimador de la densidad del dosel. El NDVI puede distinguir la
biomasa verde de otras superficies, ya que la clorofila de estos tejidos absorbe las ondas de la region
del rojo para la fotosintesis y refleja las del infrarrojo cercano (IRc), debido a la dispersion generada
por la estructura interna de la hoja (Tucker, 1979). Los valores de NDVI correlacionan
positivamente con la biomasa, la densidad del follaje y el area foliar (Wilson y col., 2002); por lo
tanto, se espera una diferencia en el NDVI entre sitios con diferentes grados de cobertura verde

(Washington-Allen y col., 2008).

Se obtuvieron 26 imagenes libres de nubes y corregidas a nivel terreno (L1T*) del satélite
Landsat 5, (path 230, row 79) abarcando un periodo temporal entre los afios 2002 y 2009, tal como
se describe en el Apéndice 1 (Protocolo 3, pagina 159). La precision geodésica tipica de las
imagenes L1T se encuentra dentro de los 30 m (Gitelson y col., 2012). Las imagenes se convirtieron
a la proyeccion UTM (Universal Transverse Mercator) y se recortaron posteriormente al area de
estudio. Dado que el satélite tomo las imagenes en diferentes momentos del afio y diferentes horas
del dia, las mismas poseen condiciones atmosféricas y angulos solares variables en estado nativo.
Estos factores alteran las longitudes de onda roja e IRc, influenciando las estimas de NDVI (Huete
y Tucker, 1991). Para minimizar los efectos atmosféricos causados por la absorcion y la dispersion
de las ondas electromagnéticas (Du y col., 2002), se realizé una correccidon siguiendo el método
COST (COSine Theta) (Chavez, 1996) descripto en el Apéndice 1 (Protocolo 3, pagina 159). Con la
serie de 26 imagenes corregidas, se calculd el NDVI promedio para cada pixel de 30 m x 30 m en el
area de estudio. Se espera de este analisis que los valores de NDVI promediados a través del tiempo

distingan entre diferentes tipos de cobertura.

Los calculos de NDVI se llevaron a cabo con el paquete EcoGenetics (Roser y col., 2015) en
R. Los valores obtenidos se compararon globalmente entre sitios mediante el test de Kruskal-Wallis

y entre pares de sitios con el test de Mann-Whitney. Los niveles de significacion se ajustaron por

41 Para mas detalles acerca del indice ver pagina 45 del Capitulo 1.
42 Dentro de los niveles de pre-procesamiento incluido en las imagenes, las L1T (Level-1 Terrain corrrected) poseen
precision radiométrica, geométrica y topografica. Ver descripcion en:

http://landsat.usgs.gov/descriptions_for_the levels of processing.php
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comparaciones multiples por medio del método FDR. Estos analisis se realizaron con el paquete
stats de R. Para obtener un resumen grafico de los valores de NDVI, se calculé un mapa de

prediccion con Kriging Bayesiano Empirico en ArcGIS 10.1.

4.3. Asociacion entre variables cuantitativas y ambientales

4.3.1. Obtencion de datos

Los valores de tipo de suelo, precipitacion y evapotranspiracion para cada individuo se
extrajeron de mapas de curvas de nivel, obtenidos del programa SIGSE 2.0 (Angueira y col. 2007).
Para la extraccion de los valores correspondientes a la posicion de cada arbol se utilizo el método de
interpolacion “topo to raster” en ArcGIS 10.1. La Figura 5.13 muestra una seccion de mapa
edafologico perteneciente a la provincia de Santiago del Estero, a una escala 1:500.000. Los
individuos se muestrearon en areas de las unidades cartograficas® AEtc-34 (complejo de suelos) y

MNai-7 (asociacion de suelos) (Tabla 5.6).
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FIGURA 5.13 Seccion de mapa edafolégico de Santiago del Estero (1:500.000). Los puntos verdes indican
los individuos muestreados. Los mismos pertenecen a las unidades cartograficas AEtc-34 y Mnai-7.

43 La unidad cartografica corresponde a una porcion del espacio ocupada por el suelo (lo que es distinto a una unidad
taxondmica de suelo). Dentro de una unidad cartografica, pueden distinguirse unidades taxonémicas “puras”. Este tipo
de unidad cartografica se denomina consociacién y corresponde a una sola unidad taxondmica. En los casos que varios
tipos de suelos conformen una unidad, la misma puede ser una asociaciéon o un complejo. En las asociaciones, cada
unidad taxonomica integrante ocupa un lugar en el paisaje y en un mapa una escala menor las mismas podrian
separarse. En los complejos en cambio, las unidades taxondmicas estan intimamente ligadas y no es posible separarlas
tal como en las asociaciones.

132



V. Estudios con una poblacidén natural - estructura espacial de caracteres cuantitativos a escala fina

TABLA 5.6 Propiedades de las unidades cartograficas de suelo MNai-7 y AEtc-34.

Tipo de Factores Comp Posicién del subsrupo Factores limitantes
Unidad P limitantes  Subgrupo de suelo o P subgrup del
suelo < (%) en el paisaje
generales subgrupo
Haplustoles I clima
1.climaticos 4D . 60  explanada general 2. algo excesivamente
aridicos (molisol)
drenado
. .., 2.baja . . .
MNai-7 asociacion . . relieves planos convexos 1. baja capacidad de
capacidad de Torripsamentes 30 - ~ .
., . . de pequefias montafias  retencion de humedad
retencion de  tipicos (entisol)
humedad 1. salinidad

Haplustol salidico 10 . . , .
micro-relieves concavos 2. drenaje imperfecto

(molisol)
Natracualfes tipicos . I sochc.ldad
. 60  llanuras aluviales 2. salinidad
1.drenaje (alfisol) )
. 3. drenaje pobre
AEtc-34 complejo Ustifluventes
2.sodicidad 30  llanuras aluviales 1. drenaje imperfecto

tipicos (entisol)
Ustifluventes acui-
cos (entisol)

10 zonas de escurrimiento 1. drenaje pobre

NOTA: Subgrupo de suelo subgrupos de los suelos incluidos en cada unidad de acuerdo a USDA (Soil
Survey Staff, 1999), Comp. (%) fraccion porcentual de cada subgrupo de suelo en la unidad correspondiente.

4.3.2. Analisis de arboles de inferencia condicional

Con el proposito de estudiar la relacién entre los caracteres cuantitativos y las variables
ambientales, se realizo un analisis de arboles de inferencia condicional* (Hothorn y col., 2006) con
el paquete party (Hothorn y col., 2006) de R. Este anélisis no requiere supuestos a priori acerca de
la distribucion de los datos. Como variables independientes se utilizaron datos del tipo de suelo
(SUE), el NDVI temporal promedio calculado (NDVI), precipitaciéon (PP) y evapotranspiracion
potencial anual (ETP). La resolucion de las imagenes provenientes del satélite Landsat 5, determina
un grano de 30 m para el NDVI, permitiendo utilizar a esta variable como un indicador ambiental
local. El grano es intermedio para la clasificacion de suelos y el mayor para las variables climaticas.

El modelo de regresion utilizado fue el siguiente:

44 El método de arboles de inferencia condicional estima una relacion de regresion mediante una particion recursiva de
la muestra. La regresion se realiza de modo jerarquico, dividiendo sucesivamente y de modo binario el conjunto de
datos a partir de los predictores. El algoritmo comprende los siguientes pasos: /) probar la hipdtesis nula global de
independencia entre las variables predictoras y la variable respuesta. Parar si la hipdtesis no puede ser rechazada, en
caso contrario seleccionar la variable predictora que presente la mas fuerte asociacion con la respuesta, 2) realizar una
particion binaria de la muestra en funcion de la variable predictora, 3) repetir recursivamente los pasos (/) y (2) (ver la
descripcion incluida en el paquete party con el comando: help("ctree”)).
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y;=u+SUE +NDVI +PP +ETP +¢, (Expresion 5.4)

Donde y: representa cada observacion individual (un escalar representando el fenotipo
univariado del individuo 7, u es el promedio general, SUE; es el efecto fijo de suelo, NDVI, PP,y
ETP; son los efectos fijos del NDVI promedio, la precipitacion y la evapotranspiracion potencial,

respectivamente, y ¢&; es el error residual aleatorio.

4.3.3. Evaluacion de la robustez del analisis con arboles de inferencia condicional ante la

presencia de autocorrelacion espacial en las variables cuantitativas

A pesar de que los arboles de inferencia condicional son robustos a la mayor parte de los
problemas que pueden presentar los estudios estadisticos, son ain sensibles a la AE, que infla el
error de tipo I (Czicz y col., 2011). La presencia de AE en los residuos puede ser utilizada como
una herramienta diagndstica para evaluar si un modelo no se parametrizdo adecuadamente (Dale y
Fortin, 2005). La AE en los residuos de cada modelo de inferencia condicional se analizé mediante
correlogramas para el estadistico / de Moran (Moran, 1950; Sokal y Oden, 1978a; Dormann y col.,
2007) con el paquete EcoGenetics. Los valores de / normalmente se encuentran dentro del rango
+1, con E(/) =-1/ (N - 1) bajo ausencia de AE (Cliff y Ord, 1981). El andlisis se realizé usando 9
clases de distancias inter-individuales, con 250 pares de individuos en cada una, en el intervalo O-
900 m. La significacion para cada intervalo se obtuvo mediante un test de permutacion de
individuos a través de sitios, utilizando 9999 repeticiones. Para corregir los valores P por
comparaciones multiples, se utilizd el método Holm- Bonferroni secuencial (HSB) (Legendre y
Legendre, 2012). Los pesos espaciales® utilizados (pesos binarios) se obtuvieron calculando una
secuencia de matrices binarias simétricas, en las cuales para cada celda representando la conexion
entre los pares de individuos (i, j), se asignd el valor de 1 si la distancia entre ellos se encontraba

dentro de un rango especifico de distancias, y 0 en caso contrario.

45 Sea un conjunto de objetos x;, X2, ..., X, una matriz de pesos espaciales es una matriz cuadrada de dimension # x n,
donde cada fila x,, ..., x, y cada columna x,, ..., x, representa un objeto y cada celda representa la conexion entre los
pares de objetos (interseccion de filas y columnas). Las celdas contienen un valor (peso) asignado a la conexion. En una
matriz binaria, las celdas poseen el valor de 1 si los pares de objetos (x;, x;) estdn conectados y 0 en caso contrario. Esto
por ejemplo anula aquellos valores correspondientes a pares no conectados (multiplicaciéon por w; = 0) en un indice
como el I de Moran. Otros esquemas de pesos diferentes del binario son comunes, como por ejemplo el que asigna a
cada conexion un valor inverso a la distancia entre los pares de objetos relacionados (las conexiones entre objetos
distantes poseen menor peso que aquellas entre objetos cercanos).
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4.4. Analisis de superficies de tendencia

4.4.1. Modelado de los datos

Los patrones espaciales son con frecuencia el resultado de efectos de primer y de segundo
orden. Los efectos de primer orden corresponden a la variacion en la media de un proceso sobre
un area y pueden ser identificados con la intensidad de tendencias globales o de escala gruesa,
mientras que los efectos de segundo orden son el resultado de la presencia de AE e implican que
las desviaciones en la media de un proceso se dan de modo mas frecuente entre sitios cercanos y es
equivalente a efectos locales o de escala fina (Sabel y col., 2007; Dale y Fortin, 2014). La
variabilidad de un conjunto de datos espaciales puede modelarse de este modo a partir de la suma

de tres componentes de varianza (Plant, 2012):

1. Un componente "estructural" o deterministico, que puede reflejar una tendencia, una
variacion a gran escala, o ambas
2. Un componente aleatorio espacialmente autocorrelacionado

3. Un componente aleatorio, representando variacion no correlacionada y el error estadistico

Explicitamente, el modelo puede escribirse de la siguiente manera:

Yx,y) =Tk, y) + A (x,y) + e(x, y) (Expresion 5.5)

Donde x e y representan las coordenadas de cada punto, 7(x, y) la variacion debida a la
tendencia deterministica, A(x, y) la variacion que refleja la autocorrelacion espacial, y e(x, y) el
error aleatorio, no correlacionado. Por ejemplo, 7 podria estar midiendo una variable como
precipitacion, pendiente o aspecto, 4 podria estar modelando variables a pequena escala,

autocorrelacionadas, y el error e mediria el resto de la variacion no correlacionada.

Cuando los datos espaciales muestran una tendencia en su distribucidon, analisis
geoestadisticos tales como los correlogramas para el estadistico / de Moran podrian no ser
adecuados, ya que es posible que reflejen esos patrones a escala gruesa, en vez de los presentes a

escala fina, conduciendo a identificaciones erroneas de procesos ecologicos (Freeman y Moisen,
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2006). Para separar los componentes de variacion en un modelo y estudiar la variacién a escala fina,
primero se tiene que estimar la tendencia 7(x, y) y sustraerla de los datos (Plant, 2012). La cantidad
Y(x,y) - T(x, y) = A (x, y) + e(x, y) se denomina datos libres de tendencia (detrended data). Esta

cantidad se espera que tenga un casi nulo componente global conocido.

Con el proposito de remover las estructuras globales detectadas en los datos, se realizo un
analisis de superficies de tendencias (trend surface analysis) (Lichstein, 2002; Legendre y
Legendre, 2012). Este método consiste en efectuar una estimacion de la tendencia de los datos, por
medio de una regresion sobre una expansion polinomica de las coordenadas geograficas. Para
mostrar el funcionamiento de la técnica, el paquete EcoGenetics contiene un ejemplo con variables
simuladas. La funcion eco.detrend*® incluida en el paquete puede realizar un analisis de superficies

de tendencias.
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FIGURA 5.14 En las iméagenes de la izquierda (inferior y superior) se muestra un patrén simulado en una
grilla rectangular de 15 x 15 (225 puntos). La matriz (imagen) superior contiene los valores de una variable
con valores discretos (rojo: 1, amarillo: 2, etc). Con estos patrones, se representan tres parches (circulos) y un
entorno. Esto corresponde a un patron con tendencias locales. La matriz (imagen) inferior representa el
mismo conjunto de datos, a los que se les sumé una segunda variable en forma de gradiente lineal en sentido
sudeste-noroeste. El analisis con eco.detrend transforma la variable inferior en la superior al realizar una
interpolacion con polinomios de primer grado, estimando ¥(x, y) - T(x, y). Las figuras del medio representan
los correlogramas correspondientes a cada uno de los dos patrones. En el primer caso (arriba) se ve un
correlograma que se estabiliza en el valor 0, a una distancia de 10 unidades aproximadamente, y luego
vuelve a subir levemente con el aumento de la distancia. El segundo caso (abajo) es caracteristico de
variacion clinal (correlograma monotonico). El valor en el que los graficos cruzan al eje x corresponde al
tamafio promedio del parche (ver otros ejemplos similares en Legendre y Fortin, 1989; Dale y Fortin, 2014,
pagina 128 y ss.). Las imagenes de la derecha muestran los patrones de autocorrelacion local calculados con
el estadistico G;* (Ord y Getis, 1995).

46 Para mas detalles, ver la ayuda para la funcién en EcoGenetics con el comando help("eco.detrend").
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Con los datos de las variables cuantitativas se utilizdo el mismo principio explicado en la
Figura 5.14. Dada la estructura del terreno, con una direccion de variacion espacial importante en
sentido sudeste-noroeste, implicando variacion en altitud (Figura 1.5, pagina 18), precipitacion
(Figura 1.4-B, pagina 17) y geomorfologica (Figura 1.7, pagina 20), con el rio Dulce corriendo de
modo aproximadamente perpendicular a esta direccion (Figura 1.6, pagina 19), se modela aqui la
variacion ambiental global como un gradiente espacial. Para ello se efectud una regresion para cada
variable morfométrica (z) sobre el polinomio de primer grado de las coordenadas geograficas

proyectadas (x, y):

z=a;+ax +asy (Expresion 5.6)

Previamente al andlisis, las coordenadas x e y se centraron (media = 0) pero no se
estandarizaron a varianza 1 (Legendre y Legendre, 2012). El modelo mas parsimonioso para cada
rasgo se selecciond mediante el criterio de Akaike (Akaike, 1974), reteniendo los residuos como las

nuevas variables de estudio.

4.4.2. Evaluacion de la capacidad del analisis de superficies de tendencias para remover las

tendencias globales conocidas de las variables cuantitativas

Para evaluar si la técnica fue capaz de remover las tendencias globales conocidas de las
variables cuantitativas, se efectu6é un proceso de verificacion consistente en analizar con arboles de
inferencia condicional los residuos del analisis de superficies de tendencias. Para ello, se utilizo el
modelo de la Expresion 5.4, con las variables SUE, NDVI, ETP y PP como predictoras. Se espera
aqui que el analisis de superficies de tendencia haya sido capaz de remover de las variables

cuantitativas la relacion observada con variables ambientales globales conocidas.

4.5. Analisis espacial a escala fina

4.5.1. Analisis espacial global

En la disciplina del andlisis espacial, se utiliza el término global para hacer referencia al

estudio de la estructura de los datos a través del sitio de analisis entero, mientras que el término
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local hace referencia al estudio de un subconjunto de los datos disponibles, con el fin de investigar
la presencia de focos calientes (“hot spots”) de autocorrelacion espacial, que pueden existir a pesar

de no presentarse una estructura global significativa (Anselin, 1995; Sokal y col., 1998).

Para el anélisis global, los patrones de AE de las variables cuantitativas sin tendencia
(residuos del andlisis de superficies de tendencia) se analizaron mediante correlogramas. En esta
parte se asume que las variables pueden modelarse como procesos estacionarios de segundo orden®’.
Se utilizaron dos coeficientes diferentes (formulas disponibles en Apéndice 2, pagina 163), capaces

de proveer respectivamente informacion uni, o bivariada:

1. El coeficiente / de Moran, que permite evaluar la AE en variables individuales. El mismo se
utilizo para estudiar la AE en cada variable cuantitativa residual.

2. El coeficiente Ixy bivariado de Moran (Wartenberg, 1985; Reich y col., 1994), que permite
evaluar la correlacion espacial entre pares de variables. El mismo se utilizo para evaluar las

relaciones entre cada variable cuantitativa residual con AE significativa y el NDVI.

Para los analisis se utilizaron 9 clases de distancias inter-individuales, con 250 pares de
individuos en cada una, en el intervalo 0-900 m. La significacion para cada intervalo se realizé con
un test de permutacion de individuos a través de sitios, utilizando 999 repeticiones. Para corregir los
valores P por comparaciones multiples, se utilizo el método Holm- Bonferroni secuencial*® (HSB)
(Legendre y Legendre, 2012). Los pesos espaciales espaciales empleados fueron binarios. En el
caso de los correlogramas bivariados (/xy), ademas de las 9 clases mencionadas, se incluyo la
distancia d = 0, en la que Ixy es equivalente al estadistico de correlacion de Pearson () (Saracco y

col., 2004).

47 Un proceso se dice estacionario de segundo orden si a) la esperanza y la varianza son uniformes en el area de
estudio, y b) la covarianza depende s6lo de la longitud y la orientacion del vector entre dos puntos, no de su posicion en
el area (Legendre y Legendre, 2012; Dale y Fortin, 2014). Se supone que las mediciones de morfologia foliar, en una
misma especie y en el area estrecha estudiada, pertenecen a una tnica distribucion. Vale aclarar que el hecho de que un
proceso se requiera estacionario, es una propiedad del modelo, y no de los datos en si mismos (Dale y Fortin, 2014); por
ello es incorrecto homologar homogeneidad a estacionareidad.

48 Se hace una correccion “Holm-Bonferroni” aplicando el siguiente algoritmo secuencial (descripto en Legendre y
Legendre, 2012): test sobre la primera clase: sin correccion, test sobre las primeras dos clases: corregir para 2 pruebas
simultaneas, test para las n primeras clases: corregir para n pruecbas simultaneas.
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4.5.2. Analisis espacial local

Con el propdsito de detectar paquetes locales de dependencia espacial (Getis y Ord, 1992), los
patrones de AE en las variables cuantitativas sin tendencia, se analizaron mediante el estadistico

G** (Ord y Getis, 1995) (Apéndice 2, pag 166).

Los anadlisis a nivel local requieren definir una matriz de pesos espaciales; cuando la misma
esta basada en vecinos mas cercanos, esto implica fijar una cantidad & de vecinos para cada
individuo. Para una observacion individual, el valor absoluto de G;* crece en presencia de
autocorrelacion a medida que la distancia entre observaciones se incrementa (es decir, al
incrementar k), llegando a un punto en el que el estadistico se maximiza, asumiendo entonces que se
alcanz6 el limite de la autocorrelacion espacial una vez que |G;*| comienza a disminuir. De este
modo se toma a este tamaio para el que |G:*| es maximo como umbral de corte (Getis y Griffith
2002). Basandose en este principio, se escribid un script en R que se describe en la seccion 1 del
Apéndice 3 (pagina 165); se eligi6 a partir del mismo el valor £ = 18, tal como se muestra en la
seccion 2 del mismo apéndice (pagina 167). Para el andlisis con k = 18, se calcularon los valores de
G* y su significacion con 9999 permutaciones y ajuste FDR*’. Los analisis se realizaron con el
paquete EcoGenetics y el script mencionado (disponible para uso publico mediante solicitud al

autor a: learoser(@gmail.com).

49 Este coeficiente permite evaluar la presencia de patrones de autocorrelacion positiva, distinguiendo zonas donde
tienden a agruparse valores similares (grupos con autocorrelacion espacial local). Estas zonas pueden ser de dos tipos:
focos frios o calientes, que representan, respectivamente, areas de contagio donde hay bajos o altos valores de una
variable de estudio. Para ello mide la asociacién entre los valores de un atributo en una unidad espacial y sus unidades
vecinas (esto es, el nivel de agrupamiento de un atributo determinado en torno a una de dichas unidades). Las unidades
de estudio pueden ser pixeles en un mapa; para un analisis poblacional, pueden representar individuos o localidades.

50 La aplicacion de este tipo de correccion permite obtener una situacion intermedia entre la esperada tras una
correccion conservativa y aquella que resultaria sin correccion (Caldas de Castro y Singer, 2006).
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5.1. Estadisticas basicas

5. RESULTADOS

Las estadisticas basicas de las hojas y DAP de los arboles de los sitios A, P y R (Figura 5.2,

pagina 102) se describen en la Tabla 5.7.

TABLA 5.7 Media y desvio estandar para los caracteres cuantitativos y el NDVI, en la poblacion completa, y

en los sitios A, Py R.

Sitio
Caracter Poblacion A P R
PEL 3.355+0.741 3.275+0.746 3.209 +0.700 3.471 £0.749
PIL 9.551 £1.434 9.042 £ 1.363* 9.201 £1.432° 9.976 + 1.352"
NLP 30.243 £3.709  30.048 +3.830 29.505 +3.621 30.728 + 3.666
NPI 2.031 £0.248 2.059+0.217 1.988 +£0.220 2.042 +£0.275
LEW 0.180+0.027 0.174 £ 0.026* 0.165 +0.028* 0.191 + 0.022"
LEX 0.862 £0.021 0.862 £0.020 0.866 £ 0.021 0.860 +0.021
LEX/LEA  0.197 £ 0.006 0.198 +0.005 0.197 £ 0.005 0.196 £ 0.006
LEA 0.164 +0.048 0.149 + 0.039* 0.139 + 0.044* 0.184 £ 0.047°
LEF 0.930 + 0.009 0.924 +0.010? 0.933 +0.008° 0.931 + 0.009°
LEL 1.072 £ 0.193 1.021 £0.144* 0.978 +£0.173* 1.147 £ 0.194"
LEL/LEW  6.003 £0.769 5.942 +0.658 5.963 +£0.655 6.054 £ 0.871
DAP 45917 £18.519 35.173 £17.833* 38257+ 17.871* 55.002 £+ 14.322°
NDVI 0.446 +£0.129 0.441 £0.104* 0.601 £ 0.079° 0.365 £0.075°

NOTA: Diferentes simbolos (a, b, ¢) indican diferencias significativas de a pares (P < 0.001) entre medias, de
acuerdo al test de Mann-Whitney.

Se encontraron diferencias altamente significativas para PIL, LEW, LEA, LEF, LEL y DAP
entre sitios (y° = 15.80, 29.68, 32.49, 19.88, 26.53 y 49.56, respectivamente, g./. = 2, P < 0.001 en
todos los casos, test de Kruskal-Wallis). Para PIL, LEW, LEA, LEL, y DAP, se detectaron

diferencias significativas entre los pares de sitios R-P y R-A, y para LEF entre A-R y A-P (P <0.02

en todos los casos, test de Mann-Whitney). NLP y NPI mostraron valores constantes a través de

sitios, y PIL, LEW, LEA y LEL, valores menores en los sitios A y P, lo que sugiere la presencia de

hojas de menor tamafio promedio en estos dos sitios, respecto al tamafio promedio observado en el

sitio R. El test de Fligner-Killeen mostré que la varianza es homogénea entre los tres grupos

considerados para los caracteres analizados, con la excepcion de DAP (= 6.822, P = 0.033).
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Los valores de DAP de los arboles muestreados, representados en el mapa de prediccion de la
Figura 5.15A, variaron entre 11.78 y 102.81 cm. En general, arboles mds jovenes se encontraron en
los sitios con cobertura vegetal secundaria (A y P). Esta variable presentd diferencias altamente
significativas entre sitios (y’=49.56, g.I. =2, P < 0.001, test de Kruskal-Wallis) y en comparaciones
de a pares entre R-A y R-P (P <0.001, test de Mann-Whitney) (Tabla 5.7).

5.2. Analisis de NDVI

El promedio temporal de NDVI difirié significativamente entre los sitios muestreados
identificados en la Figura 5.15B (*= 96.67, g.l. =2, P < 0.001, test de Kruskal-Wallis) (Tabla 5.7).
Las comparaciones multiples entre todos los pares de sitios mostraron diferencias significativas (P
< 0.001, test de Mann-Whitney) (Tabla 5.7). Los margenes de las rutas (R) presentaron los valores
mas bajos de la variable, el sitio A valores intermedios y P los mas altos. Esta tendencia puede

observarse en el mapa de prediccion de la Figura 5.15B.
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FIGURA 5.15 Superficies de prediccion construidas mediante kriging bayesiano empirico. Los circulos
verdes indican arboles individuales. Cada figura contiene, en la esquina inferior derecha, el gradiente de
color asociado con el valor minimo (nimero inferior) y maximo (niimero superior) de la correspondiente
variable. (A) Superficie de prediccion para los valores de DAP; (B) Superficie de prediccion para NDVI.
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5.3. Asociacion entre los caracteres cuantitativos y las variables ambientales

5.3.1. Resultados del modelo

Los arboles de inferencia condicional (Figura 5.16) para las variables originales mostraron
que, con la excepcion de PEL, NPI, y LEX, todos los rasgos estaban asociados de modo
significativo o altamente significativo con al menos una variable ambiental. Un umbral de NDVI de
aproximadamente 0.47- 0.50 se mostro vinculado con la primera particion para LEW, LEA y DAP
(Figura 5.16), y la proporcion de individuos en cada nodo definido por el umbral de NDVI difiri6
entre los sitios A, Py R (Tabla 5.8). Para LEW y LEA, mas del 95% de los individuos muestreados
en los margenes de las rutas (R) fueron asignados a la particion con valores de NDVI por debajo del
umbral mencionado, y para DAP esta asignacion fue de un 89% (Tabla 5.8). Para los tres caracteres,
el 90 % de los individuos del sitio P fueron asignados a la particion con NDVI mas elevado (Tabla
5.8). Para LEW y LEA, el 65 % de los individuos del sitio A fueron asignados a la particiéon con
NDVI mas bajo, mientas que para DAP la asignacion fue de un 58 % (Tabla 5.8).
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TABLA 5.8 Numero de individuos asignados a un nodo particular en el anélisis de arboles de clasificacion
(ver Figura 5.16). Los rasgos incluidos en la tabla son aquellos con particiones significativas en el analisis.

LEX/ LEL/
PIL NLP LEW LEA LEA LEF LEL LEW DAP

Sitio n2 n3 n2 n3 n2 n3 n2 n3 n3 n4d n5 n2 n3 n3 nd n5 n2 n3 n2 n3 n4

A 43 0 0 43 28 15 43 O 28 0 15 26 15 28 O 15 O 43 25 0 18
P 50 0 0 50 5 45 50 0 S5 0 45 0 50 5 0 45 0 50 S5 0 45
R 38 55 19 74 88 5 31 62 35 54 4 +17 76 35 54 4 19 74 71 12 10

NOTA: 4, P, R sitios de muestreo; nl, n2, n3, n4, n5 nodos (1 a 5).

Ninguno de los rasgos mostrd relacion significativa con ETP. Para los caracteres relacionados

con el tamano del folidlulo (LEW, LEL, LEA), el NDVI fue un buen descriptor.

5.3.2. Evaluacion de la robustez del analisis con arboles de inferencia condicional ante la

presencia de autocorrelacion espacial en las variables cuantitativas

Los residuos de los modelos de regresion condicional para PEL y DAP mostraron valores de
autocorrelacion significativos (P < 0.05) para las primeras clases de los correlogramas de Moran (no
mostrados), lo que estaria indicando una falta de poder en los modelos para describir estas dos
variables. Para LEW, LEA, LEF y LEL, los residuos de los modelos de regresion condicional no

mostraron AE, indicando que en estos casos el analisis fue robusto.

5.4. Evaluacion de la capacidad el analisis de superficies de tendencias para remover las

tendencias globales conocidas de las variables cuantitativas

Los residuos del anélisis de superficie de tendencia (‘“variables sin tendencia”) mostraron
ausencia de relacion significativa con la precipitacion o el tipo de suelo. La unica excepcion a esto
fue DAP, que mostré en sus residuos efectos significativos con el tipo de suelo (P = 0.001). El
efecto significativo del NDVI (descriptor local) no fue removido en los residuos de ninguna de las
variables que lo incluian como predictor en el punto 5.3.1 (LEW, LEA, LEL, y DAP; P < 0.001

para la asociacion en las variables residuales).

144



V. Estudios con una poblacidén natural - estructura espacial de caracteres cuantitativos a escala fina

5.5. Analisis espacial a escala fina

5.5.1. Analisis espacial global

Los correlogramas / de Moran, para los rasgos sin tendencias globales (residuos) con AE

significativa (PEL, LEW, LEA, LEF, LEL y DAP) se muestran en la Figura 5.17. Los valores mas

altos de AE se encontraron debajo de los 400 m en todos los andlisis, con la excepcion de LEA.
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FIGURA 5.17 Correlogramas / de Moran (eje y a la izquierda de cada grafico, lineas continuas) para los
rasgos sin tendencia, con autocorrelacion espacial significativa, y correlogramas cruzados Ixy de Moran (eje
de las ordenadas a la derecha de cada grafico, lineas punteadas) entre los rasgos sin tendencia y el NDVI.
Los colores de los circulos indican la significacion de los coeficientes respectivos luego de la correccion por
comparaciones multiples Holm-Bonferroni secuencial (rojo: P < 0.05, azul: no significativo).
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Los correlogramas bivariados Ixy (Figura 5.17) mostraron una tendencia decreciente para PEL
y LEF, y creciente para LEW, LEA, LEL y DAP. La tendencia de la curva en los graficos de Ixy
para LEW, LEA, LEL, y DAP fue inversa a la evidenciada por los graficos de / para esos mismos
rasgos (Figura 5.17). Esto indica que en areas mas densas, con altos valores de NDVI, el tamafo de

la hoja tendi6 a ser menor.

5.5.2. Analisis espacial local

LEW, LEA, LEF, LEL y DAP mostraron valores significativos de autocorrelacion a nivel
local bajo correccion FDR. El coeficiente G;* detectd la presencia de patrones no aleatorios en la
distribucion de los rasgos foliares y para DAP, con individuos rodeados por otros con morfologia
foliar y diametro similar, respectivamente, formado focos frios y calientes (es decir, agregados de
individuos con valores altos y bajos de las variables) (Figura 5.18). Los patrones locales de focos
frios y calientes corresponden con las diferencias generales encontradas entre los sitios, mostrada en
la Tabla 5.7. Para LEW, LEA, LEL y DAP, las rutas presentaron focos calientes, mientras que los

sitios A 'y P presentaron focos frios. LEF mostr6 focos con valores bajos en A y altos en P.
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FIGURA 5.18 Resultado del analisis con el estadistico G;* para los rasgos sin tendencia global y para NDVI.
Los valores de longitud y latitud se ordenaron de menor a mayor y se tom¢ el nimero de orden de cada una
de estas dos variables como coordenadas en una grilla de NxN, con N siendo el nimero de individuos. El
objetivo de este procedimiento fue graficar a los individuos como circulos distribuidos regularmente, de
modo tal que pueda observarse a todos en un mismo grafico. Los circulos amarillos indican individuos con
valores no significativos de G;* luego de correccion FDR por comparaciones multiples. Los gradientes de
color en las leyendas indican los valores asignados a los individuos (circulos) con valores significativos de
G;* luego de la correccion FDR (azul: bajos valores de G/* , rojo: altos valores de G*).
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6. DISCUSION

La autocorrelacion espacial es un fenomeno que ocurre cuando los valores que toma una
variable no son independientes entre si (Dormann y col., 2007), presentandose la estructura de
correlacion como una funcion de la proximidad espacial de los sitios/objetos donde la variable es
medida. La heterogeneidad espacial, por otra parte, puede ser definida como la diversidad y la
configuracion de los componentes ecologicos en un area determinada (Fortin y col., 2012). Estos
conceptos son dependientes de la escala de observacion, tal como la mayor parte de los fendmenos
ecologicos. Por esta razon, es importante analizar patrones a diferentes escalas espaciales,
identificando los procesos principales subyacentes a cada nivel de andlisis para un mejor
entendimiento de la interdependencia entre la dindmica poblacional y del paisaje. Este
conocimiento puede ser util para la optimizacion del manejo racional y de los programas de

conservacion de especies con valor agronémico, tal como P. alba.

Los resultados de esta parte sugieren que la heterogeneidad presente en el paisaje estudiado se
encuentra reflejada en los caracteres cuantitativos analizados. Antes de la remocion de los efectos
causados por la ubicacion geografica (relacionados con tendencias o efectos de primer orden), los
datos de morfologia foliar mostraron una asociacion significativa con variables globales. Este hecho
podria indicar una variacidon conjunta ambiente-fenotipo foliar a escala gruesa. Luego de remover el
efecto de la ubicacion geografica sobre las variables, la estructura espacial persistio en 5 de estos
caracteres (PEL, LEW, LEA, LEF y LEL) y en DAP, tal como fue revelado por el anélisis global
con correlogramas univariados de Moran, indicando la presencia de autocorrelacion espacial o
efectos de segundo orden. El andlisis con el estadistico G;* mostr6 la existencia de autocorrelacion
espacial positiva a nivel local (grupos de individuos con valores similares) para LEW, LEA, LEF,

LEL y DAP.

La dependencia espacial presentada por los caracteres con AE significativa, refleja el hecho
de que los individuos cercanos resultaron mas similares entre si en los valores de estos rasgos que
los distantes. Al menos dos factores importantes pueden dar cuenta de estos patrones de AE, que no
son mutuamente excluyentes: la presencia de aislamiento por distancia y la heterogeneidad

ambiental.
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En especies de Prosopis, tanto la dispersion por polen como por semillas esta limitada
(Bessega y col., 2012), y esto puede promover una disminucion en el parentesco de arboles con el
incremento de la distancia espacial que los separa. El polen no es habil usualmente para migrar
largas distancias debido a la condicion entomofila del género (Genisse y col., 1990), lo que favorece
los cruzamientos entre individuos cercanos. El transporte mediado por mamiferos, que ingieren los
frutos, pero transportan hermanos o medios hermanos que luego son depositados con las heces,
(Keys, 1993; Bessega y col.,, 2000, 2012) determina que individuos altamente emparentados
germinen en areas cercanas. Un trabajo previo con P. alba en la region del presente andlisis
(Bessega y col., 2012), encontr6 que la mayor parte de la variacion genética se encuentra entre
familias dentro de zonas, con una distancia de polinizacion promedio en el rango de 5 a 30 m, y con
una exogamia casi completa, con un grado bajo (aproximadamente un 5%), pero significativo de
endogamia biparental. El analisis con marcadores microsatélites del capitulo V de esta tesis mostro
que: /) hay una relacion inversa entre la distancia de los individuos y la coancestria en el rango 0-
900 m, que no puede ser explicada por azar, 2) no hay evidencia para rechazar la hipotesis nula de
continuidad en la poblacion y 3) la mayor parte de la variacion se encuentra en el menor nivel
jerarquico analizado mediante AMOVA (individuos). La similitud observada entre los patrones de
AE de los caracteres morfoldgicos y moleculares en la poblacion de estudio, sugiere que la AE
presente en los datos genéticos seria un factor causal explicando parte de los patrones de AE

significativos de los caracteres morfoldgicos analizados.

El capitulo III de esta tesis en el que se analiz6 un huerto con clones de P. alba originados a
partir de arboles madre del sur de Santiago del Estero, mostr6 que bajo las condiciones
experimentales utilizadas, los caracteres con mas alta heredabilidad en sentido amplio significativa
fueron LEL (H* = 0.778), LEW (&’ = 0.758) y LEA ( H? = 0.759) (tres caracteres altamente
correlacionados y ligados al tamafio y forma de los folidlulos), mientras que LEF mostro el valor
mas bajo (H° = 0.032). También mostré que estos valores no pueden explicarse solo en base al
parentesco. Estos valores de heredabilidad indican que para LEL, LEW y LEA, el componente
genético explica una parte de la varianza mostrada en el huerto, y que para LEF, el ambiente es una
causa explicativa mas importante de esta variacion. Estos arboles mostraron ademas en un trabajo
previo (Ewens, 2012) valores altos de heredabilidad para biomasa (H* = 0.45), didmetro (H* = 0.53)
y altura (£ = 0.59). En conjunto, estos resultados de heredabilidad dan soporte a la posibilidad de

que, en la poblacion natural, un componente de varianza genética explique la autocorrelacion en
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LEL, LEW, LEA y DAP, y un componente ambiental la autocorrelacion en LEF. Las conclusiones
sobre heredabilidad deben tomarse con recaudo sin embargo, ya que la muestra del huerto es

pequefia y representa individuos que sobrevivieron a un tratamiento con agua salina.

El presente capitulo mostro a través de correlogramas bivariados que la densidad de la
cobertura verde (medida como NDVI) se encuentra inversamente relacionada con el tamafio foliar.
Los arboles de inferencia condicional confirmaron esto, mostrando que los individuos del sitio P
(con hojas mas pequenas) tienden a ser clasificados en una categoria con NDVI mas alto. Esto
podria deberse tanto a la similitud genética entre los individuos debido al proceso de dispersion,
como a respuestas ante el ambiente (plasticidad). La heterogeneidad en la disponibilidad de recursos
(tipo de suelo, niveles de humedad, contenido de nutrientes) a través de distancias relativamente
cortas, dividen a un habitat en un mosaico de micrositios (Tripathi y Kahn, 1990), y esto puede ser
una razén que genere patrones de AE (Fajardo y Mclntire, 2007), afectando la fisiologia y el
desarrollo de los arboles y promoviendo la diferenciacion fenotipica entre sitios. Ansley y col.
(1998) observaron por ejemplo que en P. glandulosa el crecimiento y el tamafo de las hojas eran
significativamente mayores en bajas que en altas densidades forestales luego de la poda. Para poder
evaluar posibles efectos ambientales sobre los rasgos, se requieren futuros estudios ecofisiologicos

analizando la relacion del ambiente con el fenotipo a un nivel micro-espacial.

En conclusion, los resultados de este capitulo sugieren que la forma de la hoja y el tamafio de
P alba se encuentran espacialmente estructurados a escala fina en en el paisaje fragmentado
estudiado. El andlisis permiti6 revelar la existencia de patrones fenotipicos locales (AE positiva),
que podrian encontrarse asociados con flujo génico limitado. La gran variabilidad genética descripta
en esta tesis y en investigaciones previas de estructura poblacional de P. alba y otras especies de
Prosopis (Ferreyra y col., 2007, 2010; Bessega y col., 2012),y los patrones de coancestria dentro de
los sitios aqui muestreados, podrian explicar parte de los los patrones de AE en base a un modelo de
aislamiento por distancia mediado por flujo génico restringido. Este modelo operaria a través de la
limitacién en la distancia del movimiento del polen y las semillas. La heterogeneidad espacial y el
parentesco entre individuos jugarian roles importantes en la expresion del fenotipo promedio en P,

alba a escala espacial fina.

150



Capitulo VI

Discusién general y conclusiones



V1. Discusion general v conclusiones

VI. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

El género Prosopis comprende un conjunto de especies lefiosas, en su mayoria formas
arboreas y arbustivas, distribuidas en ecosistemas aridos y semidridos del planeta. En Argentina, el
género se distribuye a lo largo y ancho del territorio nacional, exceptuando al sur de la Patagonia y

la provincia de Misiones (Burkart, 1976; Hunziker y col., 1986).

La secciéon Algarobia del género incluye especies con amplia distribucion geografica,
dispersion endozoica de las semillas, y mayormente de fecundacion cruzada (Solbrig y Cantino,
1975; Simpson, 1977; Bessega y col., 2000, 2012). La variabilidad genética esta contenida en gran
parte dentro de las poblaciones, habiendo una divergencia baja entre poblaciones de una misma
especie y entre especies. El concepto de especie es confuso en la seccion Algarobia, ya que los
individuos clasificados dentro de diferentes grupos pueden cruzarse en zonas de simpatria, dejando

descendencia fértil (Hunziker y col., 1986).

Prosopis alba (algarrobo blanco) es una especie representante de la secciéon Algarobia, con
arboles que poseen gran adaptacion a las regiones semidridas del NE argentino. Actualmente su
distribucion abarca bosques relativamente pristinos, reducidos a algunas zonas de Chaco y
Formosa; parches remanentes de la extensa distribucion original, especialmente en Santiago del
Estero, usualmente rodeados de areas con uso productivo (agroganadero o forestal); y zonas de
colonizacidn relativamente reciente, como consecuencia de modificaciones antrdpicas asociadas
con cambios en los cursos de agua por la construccion de diques y aparicion de habitats abiertos
luego del desmonte. En Santiago del Estero las poblaciones naturales de algarrobos blancos estan
practicamente reducidas a pequefias areas protegidas entre rios, a los costados de los caminos o

mantenidas en pequefios parches en fincas donde proveen alimento y sombra al ganado.

Estudios con poblaciones naturales en esta especie indicaron que la mayor parte de la
variabilidad genética se encuentra dentro de las mismas, con una limitada diferenciacion regional
(Ferreyra y col., 2007, 2010; Bessega y col., 2012, 2014). La seleccion natural podria ser un factor
importante en la generacion de patrones morfologicos a escalas gruesas (Bessega y col., 2014). En
ensayos se pudo estimar asimismo una alta heredabilidad para rasgos relacionados con la forma y el
tamafio de hojas y espinas, y con rasgo de crecimiento (altura y didmetro del tronco) (Bessega y col.

2009, 2011; Ewens y col., 2012). Estudios sobre el sistema de fecundacion (Bessega y col., 2000) y
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el analisis de la estructura fina a nivel familiar (Bessega y col., 2012) mostraron que esta especie es

principalmente de fecundacion cruzada y que la dispersion del polen seria limitada (entre 5 'y 30 m).

En la presente tesis se estudiaron individuos de P. alba, originarios de Santiago del Estero,
mediante un doble enfoque. En primer lugar, se analizd un huerto experimental con individuos
tolerantes a la salinidad. Para contrastar los datos moleculares del huerto se seleccionaron ademas
individuos sensibles a la salinidad, que se desarrollaron en vivero. En segundo lugar, se estudi6é una
poblacidn natural a escala fina. Para ello se tomaron muestras en dos parches, y en los margenes de
tres rutas. Dos elementos de la escala, la extension, y la distancia entre muestras (en particular en
los parches, con muestreo intensivo), fueron determinantes a la hora de elegir las metodologias y los

marcos teoricos de analisis.

La diversidad genética puede aparecer estructurada espacialmente a diferentes escalas, tal
como a nivel paisaje, poblacion o entre individuos cercanos, debido a diferentes procesos
ecoldgicos y genéticos operando en las poblaciones naturales (Zeng y col., 2012). Gran parte de los
estudios genéticos de estructura poblacional con arboles han sido desarrollados hasta tiempos
recientes principalmente a escalas gruesas. Un enfoque a escala fina puede enriquecer las teorias y
modelos disponibles, aportando puntos de vista novedosos para el estudio poblacional. La
incorporacion explicita de diferentes escalas de andlisis en los modelos bioldgicos es importante, al

considerar que las inferencias hechas son escala-dependientes.
A partir de lo visto a lo largo de los capitulos de esta tesis, se puede concluir lo siguiente:
* Los estudios realizados en un huerto experimental permitieron observar una diferenciacion
genética con marcadores ISSR y SSR, en individuos seleccionados por tolerancia a la
salinidad. Los marcadores mostraron resultados similares y pudieron predecir el fenotipo de

los individuos.

* Se obtuvieron altos valores de heredabilidad en sentido amplio para rasgos foliares en el

huerto, que no pueden explicarse s6lo por causas ambientales.
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* Las herramientas informaticas generadas permitieron un adecuado manejo de la informacion
durante el desarrollo del estudio a escala fina. Estas herramientas, que involucraron
principalmente programas disefiados para el estudio integral de la autocorrelacion, tanto
global como local, son valiosas para estudios poblacionales. La generalizacion de métodos de

autocorrelacion local es una novedad promisoria para futuros estudios genéticos y ecologicos.

* El disefio de muestreo utilizado con la poblacion natural permitié observar fenomenos a
escala fina, tales como la caida de la coancestria con la distancia entre individuos, la
ocurrencia de cambios demograficos recientes y la presencia de patrones locales en los rasgos

morfologicos.

* La estructura genética a escala fina mostr6 ajuste a un modelo de aislamiento por distancia.
Esta situacion (aislamiento por distancia) se presenta cuando los individuos se aparean al azar
dentro de un vecindario, pero estan limitados de aparearse con otros miembros mas distantes
(Wright, 1943). En arboles, los mecanismos de dispersion del polen y las semillas pueden

generar patrones de este tipo (Sokal y col., 1987).

* Los rasgos de morfologia foliar estudiados mostraron patrones de autocorrelacion espacial
similares al detectado para el conjunto de marcadores SSR. Esto sugiere que el fenomeno de
aislamiento por distancia observado en los datos genéticos tendria una contraparte en las
variables morfolégicas medidas. No pueden descartarse sin embargo otros procesos
adicionales, tales como plasticidad fenotipica en respuesta a efectos de micrositio, o

adaptacion local a la configuracion del paisaje.

* Teniendo el recaudo de considerar el tamafio muestral estudiado en el huerto experimental y
que los individuos representan sobrevivientes a un tratamiento con agua salina, los altos
valores de heredabilidad observados para los rasgos foliares, sugieren la posibilidad de una

base genética en la estructura espacial que estos mostraron a escala fina.

La presente investigacion generd un aporte para el estudio de P. alba a escala fina, desde un
enfoque genético y ecologico. Este tipo de andlisis podria ser aplicado tanto en otras especies de

Algarobia como en otros modelos forestales. Es importante asimismo profundizar el desarrollo de
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metodologias, algoritmos y programas para el estudio de datos autocorrelacionados en modelos
bioldgico-poblacionales, sacando provecho de las herramientas informaticas disponibles al
momento, tales como un enfoque bayesiano del problema y el poder de calculo de R. En particular,
los modelos espaciales de autocorrelacion a nivel local, poco explorados al momento en ecologia y
genética, pueden revelar interesantes fendmenos de estructuracion poblacional a escala fina, y son

promisorios para la elaboracion de investigaciones futuras.
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APENDICES

APENDICE 1: PROTOCOLOS UTILIZADOS PARA LA OBTENCION DE DATOS
MORFOMETRICOS, MOLECULARES Y AMBIENTALES

Protocolo 1: obtencion de datos de morfologia foliar

Se midieron en total 11 rasgos de morfologia foliar en cada arbol individual: longitud del
peciolo (PEL), numero de pares de folidlulos por pinna (NLP), longitud de las pinnas (PIL), nimero
de pinnas (NPI), longitud (LEL), ancho (LEW), relacion largo/ancho (LEL/LEW), falcado (LEF),
area (LEA), apice (LEX) y relacion apice/area total (LEX/LEA) de los folidlulos. Las mediciones se

efectuaron luego de secar el material recolectado a campo.

Algunos de los rasgos se muestran en la Figura 7.1A. LEF es la relacion //f, donde / representa
la longitud de un segmento recto que va desde la base hasta la punta del foliolulo, y f representa la
longitud del foli6lulo siguiendo una linea curva que pasa a través de su parte media (Figura 7.1B).
LEX es la relacion #/s, donde ¢ es el area del tercio superior del folidlulo y s es el area de un

rectangulo con la misma dimension (ancho y largo) que ¢ (Figura 7.1C).
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LEX = t/s  _ 2

Figura 7.1 Algunos caracteres de morfologia foliar medidos y registrados para cada planta individual. (A)
longitud del peciolo (PEL), longitud de la pinna (PIL), longitud del folidlulo (LEL), ancho del foliolulo
(LEW); (B) descripcion de mediciones para estimar el falcado del folidlulo (LEF); (C) descripcion de
mediciones para estimar el 4pice del folidlulo (LEX). / = distancia desde la base a la punta del foliolulo; /=
longitud desde la base a la punta del folidlulo siguiendo una linea curva a lo largo del medio del folidlulo; ¢ =
area del tercio superior del foliolulo; s = area de un rectangulo con las mismas dimensiones que .

PEL y PIL se midieron con una regla graduada al milimetro més cercano. NPI y NLP se
contaron de modo individual. LEL, LEL/LEW, LEF, LEX y LEX/LEA se midieron a partir de
imagenes escaneadas y analizadas con el programa HOJA1.1 (disponible del autor: A. Verga, INTA-
IFFIVE, verga@gmail.com). Para las mediciones de LEL, LEL/LEW, LEF, LEX y LEX/LEA, se
eligieron 20 folidlulos de modo aleatorio de diferentes hojas y areas del follaje. Para los otros

rasgos, se tomod una medicion por hoja.

De cada arbol muestreado se guardaron ejemplares en el Laboratorio de Genética de Especies

Lenosas (GEEL), Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.
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Protocolo 2: obtencion de datos moleculares

Para los analisis de ADN, se recolectaron hojas jovenes de los individuos adultos a estudiar.
Este material se secd inmediatamente en silica gel y almacenado a temperatura ambiente hasta el
momento de la extraccion. E1 ADN gendmico se extrajo usando un kit de extraccion DNeasy Plant
Mini Kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las

muestras se guardaron a -20°C hasta posterior analisis.

A. Analisis de ISSR

El andlisis de ISSR se realiz6 siguiendo el protocolo de Zietkiewicz y col. (1994). Se
probaron inicialmente distintos cebadores, para identificar bandas polimorficas y bien amplificadas.
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 50 pl, con la siguiente
composicion: 10-30 ng de ADN, una concentracion 0.8 uM de cebador (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), Tag ADN polimerasa 0.3 U (Invitrogen), Buffer (Tris HCI 10 mM, pH 8.3 y KCl 50 mM),
0.20 mM de cada dANTP (Biodynamics) y MgCl, 1.2 mM. La amplificacion se hizo en un
termociclador MyCycler Thermal Cycler System (Bio-Rad), con el siguiente programa: una etapa
inicial a 94°C por 90 seg., 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 seg., alineamiento a 48°C
por 45 seg., extension a 72°C por 90 seg., y una extension final de 5 min. a 72°C. Se tomaron las
precauciones usuales necesarias para prevenir la contaminacion de los experimentos de PCR con
fragmentos previamente amplificados. La confiabilidad de los experimentos de PCR se teste6 a
través de distintos controles usados rutinariamente, un control sin cebador, uno sin Taq ADN
polimerasa y uno sin ADN gendémico. No se observaron productos de amplificacion en ninguno de
estos controles negativos. Para los individuos que no presentaron producto de PCR para alguno de

los marcadores, se repitié la amplificacion contra testigos positivos con el ADN original.

Los productos de ISSR se separaron por medio de electroforesis a potencia constante de 60 W
por 3.5 horas en un aparato para electroforesis Model S2 (Gibco BRL Sequencing System, Life
Technologies) en geles de poliacrilamida al 4% (m/v) conteniendo 5 M de urea en un buffer 1X de
TBE (Tris 89 mM, &cido boérico 89 mM y EDTA 2 mM, pH 8). En dos calles de cada corrida se
incluyé un marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen). Los geles se tifieron con nitrato de

plata (Bassam y col. 1991). Cada muestra de ADN se corri6 en tres geles diferentes, observandose
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el mismo patron. En cada gel, se analizaron individuos de grupos morfoldgicos previamente
predefinidos con el fin de evitar errores en la comparacidon entre grupos atribuibles a errores

experimentales.

La matriz basica de datos de ISSR se construyo codificando, para cada individuo (filas), la

presencia/ausencia de cada banda (columnas) de los cebadores como 1 o 0, respectivamente.

B. Analisis de SSR

Las condiciones de amplificacién por PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 50 pl,
conteniendo 10-30 ng de ADN, una concentracion 0.6 uM de cada cebador, Taq ADN polimerasa
0.3 U (Invitrogen), Buffer (Tris HC1 10 mM , pH 8.3 y KCl 50 mM), 0.20 mM de cada dNTP, y
MgCl, 1.5 mM. Para las amplificaciones se utilizdo un termociclador Progene (Techne Cambridge
Ltd., Duxford, Cambridge, UK.), donde el perfil de ciclado consté de una desnaturalizacion inicial a
94 °C por 5 min., seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 45 seg., un ciclo de
annealing con temperatura cebador-especifica (58°C-64°C) por 45 seg., y un ciclo de elongacion a
72°C por 45 seg.; y un ciclo final de elongacion a 72°C por 10 min. La confiabilidad de los
experimentos de PCR se teste6 usando controles negativos de modo rutinario: un control sin
cebador, uno sin Tag ADN polimerasa y uno sin ADN gen6émico. No se observaron productos de
amplificacion en ninguno de estos tres casos. Para los individuos que no presentaron producto de
PCR para alguno de los marcadores, se repitié la amplificacion contra testigos positivos con el ADN

original.

Se separaron 7 pl de producto de PCR mediante electroforesis en un aparato Model S2 (Gibco
BRL Sequencing System, Life Technologies) en un gel de poliacrilamida 6% (m/v) conteniendo
urea 5 M en un buffer 1X de TBE (Tris 89 mM, acido borico 89 mM y EDTA 2 mM, pH 8). Se
incluyé un marcador de peso molecular de 10 pb DNA Ladder (Invitrogen) por duplicado en cada
corrida electroforética. Los geles se tifieron con una solucion de nitrato de plata (Bassam y col.
1991) y se repitieron por triplicado para cada marcador. Para los individuos que no presentaron
producto de PCR para alguno de los marcadores, se repitié la amplificacion contra testigos positivos
con el ADN original y, en caso de no observar un patrén de bandas, se extrajo el ADN y se repiti6 el

proceso de amplificacion para cerciorar la presencia de alelos nulos.
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Se construyd una matriz béasica de datos de individuos por alelos, con cada celda
representando la proporcion (frecuencia) de los alelos de cada clase (4;) para cada locus del
individuo 7, y los posibles valores asignados fueron: 1 (si el genotipo de [ era A4;4;), 0.5 (si el
genotipo era 4;4; con j # i) o 0 (si el genotipo era 4,4, conj # i y k # i). Siendo frecuencias, la suma

de los valores para los alelos de cada locus en el individuo 7/ es 1.

Protocolo 3: analisis de NDVI

Para el analisis de NDVI se seleccionaron las imagenes de Landsat 5 de las siguientes fechas:
11-01-2002, 17-04-2002, 30-01-2003, 20-04-2003, 06-11-2003, 19-07-2004, 05-09-2004-09, 08-11-
04, 27-01-2005, 10-10-2005, 15-02-2006, 26-08-2006, 13-10-2006, 01-01-2007, 25-05-2007, 26-
06-2007, 12-07-2007, 13-08-2007, 05-02-2008, 16-09-2008, 06-01-2009, 22-01-2009, 11-03-2009,
12-04-2009, 02-08-2009 y 06-11-2009.

Para procesar la informacion de las bandas 3 (TM3) y 4 (TM4), los valores de numero digital
(DN) se convirtieron primero a radiancia al sensor usando los metadatos de las imagenes, usando la

siguiente expresion (Chavez 1989, Chander et al. 2009):
L,=G;DN +B; (Expresion 7.1)

Donde:

* L,= radiancia al sensor (W m” sr') para el pixel j
* G,= ganancia (W m?sr' mm™) para la banda i. Obtenido de Chander y col. (2009)
* B,= error (Wm?sr' mm"') para la banda i. Obtenido de Chander y col. (2009)

* DN,;= nuamero digital para el pixel j

Los valores de radiancia al sensor, se convirtieron en reflectancia a nivel superficie, usando el
principio de substraccion de objeto oscuro (asumiendo una reflectancia superficial del 1% para
objetos oscuros) con el método COST (Chavez, 1996) mediante la siguiente expresion (Chavez,

1989; Goslee 2011):
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s -(Lsat,- —Lhaze,-)- d’
TAUv | ESUN, * cos|®) - TAUz + Edown|

ref = (Expresion 7.2)

Donde:

* ref= reflectancia espectral de la superficie

» Lsat,= radiancia total medida por el satélite en el tope de la atmosfera (Wm? sr™! pm™)

para cada banda i

* Lhaze,= radiancia resultante de la interaccion de la radiacion electromagnética con los

componentes de la atmosfera (Wm™sr' pm™) para cada banda i

 d= distancia Tierra - Sol normalizada (A.U)

« TAUv= transmitancia atmosférica para el blanco a través del sensor (adimensional).
cos(tv) (donde v=4ngulo de vision), es usado como una aproximaciéon de TAUv

Para Landsat, TAUv= 1, porque el sensor posee un angulo de vision a nadir (Chavez, 1996)

* ESUN,= constante solar exoatmosférica (Wm™sr' um™) (corregida por la distancia solar)

para cada banda i. Valores obtenidos de Chander y col. (2009)

* O= angulo cenital solar (radianes)

* TAUz= transmitancia atmosférica en la direccion de la iluminacion (adimensional).
cos(®)= es usado como una aproximacion (Chavez, 1996)

* Edown= radiancia atmosférica descendente (m?um™). Chavez (1996) asume

Edown= 0 (es decir, ignora este factor)

Es poco probable que las imagenes contengan pixeles que sean verdaderamente negros, por
lo que se aplicé una correccion asumiendo un 1% de reflectancia real en estas areas oscuras (Song

et al. 2001; Goslee 2011):

0.01-ESUN -cos|® |- TAUz
n-d’

Lhaze=Lmin— (Expresion 7.3)
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Donde Lmin es el valor umbral obtenido para cada banda (“starting haze value”),
considerado el minimo de radiancia (Chander et al., 2009). Como en la Expresion 7.2, cos(@) es

usado como una aproximacién de TAUz.

Finalmente, el NDVI (Tucker 1979) se obtuvo para cada fecha de la siguiente manera:

_TM4—TM 3

NDVI= TM4+TM3

(Expresion 7.4)

Luego de calcular las imagenes de NDVI corregida atmosféricamente para cada fecha, una
Imagen de NDVI promedio se obtuvo con la serie de 26 imagenes usadas en el analisis. El valor
asignado a cada pixel en la imagen resultante se estimo a partir de la imagen promedio calculada

sobre un area de 3 por 3 pixeles.
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APENDICE 2: FORMULAS DE RELEVANCIA PARA EL DESARROLLO DE LA TESIS

1. Calculo de la heterocigosis observada (Ho) y esperada (H;)

La heterocigosis observada (Ho) se calcul6 de la siguiente manera:

H,=1-Y>.(>.(P,,)/np) (Expresién 7.5)

k i

Donde Py; representa la proporcion del homocigota para el alelo i en la muestra k y np el
nimero de muestras. El valor promedio por locus se obtuvo promediando los valores de Ho para

cada locus individual.

La heterocigosis esperada (Hg) bajo equilibrio de Hardy-Weinberg (también Ilamada

diversidad genética dentro de las poblaciones) se calculé mediante la siguiente expresion:

H,= { 1= p’—H,l27i| (Expresion 7.6)

Donde 7=np/ Z 1/n; representa la media armodnica del numero de individuos a través de
k

las muestras y pf= Z pi,»/ n , con py siendo la frecuencia del alelo i en la muestra £.
k
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2. Indicadores de autocorrelacion espacial
2.1. Indicadores globales

A. I de Moran (Moran, 1950)

NS w,(x—X)(x,~X)

. . J
[=—=L= con i#j (Expresion 7.7)

wz (x—X)

=

Donde N es el nimero de individuos. X es el valor promedio de la variable, x, es el

[

valor de un rasgo en un sitio particular.  x; es el valor de un rasgo en otro sitio, w; es el peso

n

M=

espacial entre los individuos i yj, y W=( wl.j). Los pesos espaciales reflejan la proximidad

i=1 j=1

entre las areas i y j.

B. Ixy de Moran (Reich y col., 1994)

o= n' (Expresién 7.8)
"

Donde N es el nimero de individuos, X es el valor promedio de un primer rasgo, Y es el

valor promedio de un segundo rasgo, x; es el valor del primer rasgo en un sitio particular, x; es

el valor del primer rasgo en otro sitio, y, es el valor del segundo rasgo en un sitio particular,

y; es el valor del segundo rasgo en otro sitio, w; es el peso espacial entre los individuos iy j, y

ij

W= (Z Z wl.j) . Los pesos espaciales reflejan la proximidad entre las areas i y j.
i=1 j=1
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2.2. Indicadores locales: G;* de Getis y Ord (Ord y Getis, 1995)

Para la unidad i, G;* se define como’':

n n

Z Wijxj_X Z Wy
j=1

j=1

G*=

1

(Expresion 7.9)

n ) n 2
NZ Wi~ Z Wy
j=1 j=1

N—-1

S

Aqui N es el numero de individuos, X es el valor promedio de la variable en el area de

1

estudio, S= \/ (Z xiz/ N )—7(2 es el desvio estandar de la variable en el area de estudio, x; esel
j=1

valor de una variable x un sitio particular, Xx,

; eselvalor de la variable en otro sitio, y w; es el

peso espacial entre los individuos i y j. Los pesos espaciales reflejan la proximidad entre las areas i

vJ.

El numerador es una suma de diferencias respecto a la media de una variable x. El
denominador es un numero estrictamente positivo que varia de acuerdo al nimero de unidades en la
region analizada. G;* estd distribuido de modo asintdtico como una variable normal N~(0, 1).
Valores positivos (negativos) del estadisticos indican la presencia de valores altos (bajos) de una
variable x en torno a una unidad espacial i. Para una unica unidad de analisis, el estadistico se
denomina G#(0) y es simplemente el valor normalizado de la variable G,;*(0)=(x,—X)/S. Un
valor positivo (negativo) de G*(0) indica el atributo medido en la unidad i es mayor (menor) que la

media, dada por todas las unidades.

51 Esta es la version normalizada del indice, tal como fue reelaborada por Ord y Getis (1995).
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APENDICE 3: UN METODO PARA LA SELECCION DE PESOS ESPACIALES PARA G;*

1. Descripcion del método

Los analisis a nivel local requieren definir una matriz de pesos. Una posibilidad para fijar
estos pesos es crear un variograma para cada variable y utilizar el valor donde el grafico alcanza
una meseta (Getis y Griffith, 2002). Otra posibilidad es calcular el estadistico G;* para una serie de
tamafos crecientes de vecinos cercanos/distancias. A medida que la distancia entre observaciones se
incrementa, el valor G;* crece en presencia de autocorrelacion. De este modo se llega a un punto
donde se maximiza la autocorrelacion, y una vez que G;* comienza a disminuir se asume que se
alcanzo el limite de la autocorrelacion espacial y se elige este tamafio como el umbral de corte
(Getis y Griftith, 2002). Para cada variable, un agregado de valores autocorrelacionados hace
incrementar el valor de |G;*|. Luego los valores de autocorrelacion empiezan a decrecer, al
incorporar un numero creciente de valores no autocorrelacionados. Teniendo en cuenta esta
propiedad, Getis (1995) y Le Gallo y Ertur (2003) sugieren elegir el tamafio del vecindario (la
distancia de corte o la cantidad de vecinos mas cercanos) que maximice la suma absoluta de G;*
para todas las observaciones. Se genera aqui un método empirico partiendo de la posibilidad
mencionada por Getis (1995), con dos refinaciones de la técnica. Primero, se hace un promedio con
los valores de |G;*| significativos, en vez de sumar directamente todos los valores de |G;*|. Esto
puede concebirse como un promedio ponderado, utilizando un peso binario (1 si G;* es significativo
para i, 0 en caso contrario), donde el denominador es la cantidad de elementos significativos (suma
de pesos iguales a 1). El proposito de esto es filtrar para cada variable los valores no significativos a

nivel tabla, tras una correccidén por comparaciones multiples.

El algoritmo consiste en los siguientes pasos:

1. Calcular una matriz de pesos binarios basada en los k-vecinos mas cercanos desde £ = 1
hasta k = k... Esto implica construir para cada k una matriz binaria /¥, donde a cada celda (x;
xj) se le asigna el valor de 1 si x; es parte de los k& vecinos mas cercanos de x;, y 0 en caso
contrario. Para G;* asignar adicionalmente a la celda (x;, x;) el valor de 1 (se considera igual a

1 el peso de una variable con si misma).
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2. Para cada valor de £, realizar un anélisis de autocorrelacion local exploratorio mediante el
estadistico G;*, evaluando la significacion de los valores observados por medio de
permutaciones libres, tal como fue sugerido por Sokal y col. (1998). Corregir los valores de

P individuales por comparaciones multiples en caso de ser necesario.

3. Para cada valor de &, obtener un promedio ponderado del valor absoluto de todos los
individuos i con autocorrelacion significativa, ponderado en funcién de los valores
significacion: G*»(k) = X, £,|G*,(k)| / Z: B, donde B representa un vector de pesos binarios tal

que B =1 st G/*(k)es significativo y 0 en caso contrario.

4. Dividir cada valor G*» (k) por el maximo entre ellos, G*..x = max(G*p (k)), de modo de
obtener una estimador estandarizado que varie entre 0 y 1, y que tome el valor 1 para algin
k.

Se define entonces al indicador G*ppr como:

2. BG;
max (Z, B,-|Gf

(k)12 B,
(k) 2. B:)

G:JPT(k>:

Que puede también escribirse como:

G*OPT (k): Gij;:)(le)()

Se analizan los puntos de G*opr que describen valores méaximos o puntos de ensilladura como
informativos, y posibles candidatos que optimizan el valor de k. Suponiendo que se dispone de

multiples variables, se pueden agregar los siguientes pasos adicionales:

5. Calcular G*opr para cada una de las n variables. Descartar las variables para las cuales en el

paso 3 se obtenga X; ;= 0 para todo k (ningtin resultado significativo).
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6. Suponiendo que la autocorrelacion en las variables es debida a un mismo fenémeno,
promediar para cada valor de k los valores estandarizados de las variables retenidas,
obteniendo una funcién G*,pr. Evaluar aquellos valores para los cuales G*opr €s maxima o

tiene un punto de ensilladura.

2. Aplicacion del método al modelo de estudio

Se calculo, para cada rasgo morfoldgico y para los valores de NDVI, el indice G*opr
utilizando tamanios crecientes de &, desde £ = 1 hasta k£ = 40. Los valores P se obtuvieron mediante
9999 permutaciones y una correccion FDR, lo que permite obtener una situacion intermedia entre la
esperada tras una correccioén conservativa y aquella que resultaria sin correccion (Caldas de Castro
y Singer, 2006). Tal como puede observarse en la Figura 7.2, de las variables que muestran valores
significativos bajo correccion FDR, y exceptuando a PEL y NLP, el resto tiende a un valor estable

aproximadamente para k = 18, que es el valor elegido por lo tanto para el analisis local.

1.00 H

PEL
0.75 1 NLP
— LEW

0.50 — LEA

G *oer

e | LEF

0.25 1 LEL

DBH

0.00

0 10 20 30 40

Figura 7.2 Estadistico G*opr en funcion de la cantidad de vecinos préximos (k). La linea vertical punteada
indica el valor elegido para el analisis local (k= 18). La linea negra muestra los valores del estimador G*opr.

La linea horizontal punteada indica el valor para el cual G*opr se estabiliza.
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