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ABSTRACT

Association studies that relate phenotypic and genetic information allow the detection of relevant interactions. In these studies it is necessary
to consider the effects of spatial structure in the data, which is very common in nature, particularly in plant species. Prosopis chilensis and P, flexuosa
are two hardwood arboreal species with environmental and economic importance. Significant gene flow occurs between them with the production
of natural and fertile hybrids. Given that morphological characters are used to classify individual trees, it is of interest to explore the association
between the phenotypic variables used in the taxonomic classification and genetic variability. In this work, multivariate associations between
genetic and morphological variability were explored in a P, chilensis and P flexuosa hybrid swarm considering the possible spatial autocorrelation.
For this purpose the molecular (six polymorphic microsatellite markers) and the morphological (13 traits) characterizations of 81 adult trees in a
4,700 m? plot in Cdrdoba, Argentina were used. The spatial structures of genetic and phenotypic variability were analyzed at a fine spatial scale.
Both characterizations were associated through a Mantel approach based on the correlation of distance matrixes, as well as with new approaches
that include the complementary use of multivariate analysis and mixed linear models. A significant genotype-phenotype association, relevant for
the management of Prosopis genetic resources was detected. Even with a weak spatial structure, the inclusion of the spatial autocorrelation in the

analyses improved the detection and modeling of the association between the observed genetic and phenotypic variability.
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RESUMEN

Los estudios de asociacion entre datos genéticos y fenotipicos permiten detectar interacciones relevantes. En estos anilisis es necesario considerar
los efectos de la estructura espacial de los datos, la cual es muy comn en la naturaleza, particularmente en plantas. Prosopis chilensis y P flexuosa son dos
especies arbdreas de importancia econémica y ambiental entre las cuales se produce flujo génico y se originan hibridos fértiles. Para la clasificacién
de estas especies se utilizan caracteres morfoldgicos, siendo de interés conocer y cuantificar la asociacion entre la variabilidad fenotipica caracterizada
mediante las variables usadas en la clasificacién taxondémica, y la variabilidad genética. En este trabajo se exploran asociaciones multivariadas entre
la variabilidad genética y morfolégica de un enjambre hibrido entre P chilensis y P flexuosa, considerando la posible autocorrelacién espacial en los
datos. Para esto se utilizd la caracterizacidon genética (seis marcadores microsatélites) y morfoldgica (13 caracteres) en 81 individuos adultos ubicados
en una parcela de 4.700 m? en Cdrdoba, Argentina. Se analizd la estructura espacial de la variabilidad genética y morfolégica a escala fina y se
asociaron ambas caracterizaciones mediante una aproximacion de Mantel basada en la correlacién de matrices de distancias y nuevas aproximaciones
que incluyen el uso complementario de analisis multivariados y modelos lineales mixtos. Se encontrd significativa asociacidén genotipo-fenotipo,
informacion relevante para el ordenamiento del recurso genético algarrobo. Atin con la débil estructura espacial en los datos, la incorporacién de
la autocorrelacidn espacial mejord la capacidad de deteccién y modelacién de la asociacion entre la variabilidad genética y fenotipica observada en
el enjambre hibrido.

Palabras clave: Estadistica Espacial, Indice de Moran, Correlacién Parcial de Mantel, Analisis de Correlaciones Candnicas,

Anilisis de Procrustes Generalizado.
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INTRODUCCION

Los estudios de asociacién entre datos obtenidos a nivel
genético y provenientes de otros niveles de organizacion
permiten detectar interacciones relevantes de los genotipos.
El estudio de la asociacién de informaciéon fenotipica y
genotipica se realiza frecuentemente con procedimientos
univariados (Brachi et al., 2010; Cockram et al., 2010),
considerando cada caracteristica de interés separadamente.
Sin embargo, la reemergencia de aproximaciones
holisticas y multivariadas en los tltimos afios ha generado
un cambio de perspectiva en la biologia (Carrari et al.,
2006), probablemente facilitado por importantes avances
en el desarrollo de tecnologias e instrumental para la
caracterizacion multidimensional de los distintos niveles de
organizacion. Asi, las ciencias “6micas” como la fenémica
y la gendmica, tienen en comun la basqueda del estudio
integral de los seres vivos, para lo cual las asociaciones de
distintos tipos de datos es crucial (Houle ef al., 2010). Las
técnicas estadisticas del analisis multivariado permiten
abordar los estudios de asociacién multidimensional entre
diferentes tipos de datos (Jombart et al., 2009; Balzarini
et al., 2011; Teich et al., 2011). Sin embargo, alin cuando
las técnicas multivariadas clisicas permiten operar sobre
variables correlacionadas, suponen independencia (no
correlacién) entre las unidades de anilisis. Una cuestién
fundamental que debe considerarse en cualquier estudio de
asociacion es la existencia de estructuras de correlacién en
los datos. Cuando se lleva a cabo un anilisis de asociacidén
sin considerar los efectos de dependencia de los datos, se
aumenta el riesgo de detectar asociaciones espurias tanto
como el de no detectar asociaciones (Keitt et al., 2002).
En la naturaleza es frecuente que la variabilidad genética
presente estructuras espaciales, particularmente en especies
de plantas (Vekemans y Hardy, 2004). Los datos fenotipicos
también pueden estar estructurados espacialmente.

Dos procedimientos multivariados disefiados para
cuantificar asociaciones no restringidas espacialmente
son el analisis de correlaciones candnicas (Hotelling,
1933) y el analisis denominado Procrustes Generalizado
(Gower, 1975). A pesar de que no se trata de técnicas de
desarrollo reciente, su aplicacién en el contexto de datos
biolégicos masivos si lo es (Bramardi et al., 2005). No
obstante, estos procedimientos de analisis de asociaciones
multivariadas se basan en modelos lineales generales
que suponen datos independientes, por lo que podrian

producir resultados errados bajo autocorrelacion espacial.

Entre las aproximaciones para estudiar asociaciones
multivariadas con datos estructurados espacialmente,
se encuentra la prueba de Mantel Parcial (Smouse et
al., 1986). El estadistico de la prueba Mantel Parcial
correlaciona la informacién que existe en dos matrices
controlando el sesgo que podrian introducir variaciones
de otro conjunto de variables (tercera matriz). Por ejemplo,
puede ser usado para correlacionar matrices de diferencias
de datos genéticos y datos fenotipicos controlando por
una matriz de distancias espaciales entre las unidades de
analisis. Algunos autores sugieren que cuando se trabaja
con datos correlacionados, las pruebas de Mantel, tanto
simple como parcial, podrian producir un exceso de tasa de
error tipo I cuya magnitud se incrementa con la intensidad
de la autocorrelacidn espacial (Raufaste y Rousset, 2001;
Teich, 2012; Guillot y Rousset, 2013). Otra aproximacion
al analisis de datos correlacionados espacialmente que se
encuentra cada vez mas difundida, se basa en el uso de
modelos lineales mixtos (MLM) (Littell et al., 2006).
Los MLM han permitido integrar conceptos relativos a
la estructura de correlaciones de cualquier tipo de datos
normales en un marco analitico flexible y unificado. Si
bien podrian aplicarse a variables sintéticas de distribucion
continua, como puede ser una componente principal
o una variable candnica, su aplicacién en el estudio de
asociaciones de tipo multivariado es pricticamente nula.
Las especies del género Prosopis (Mimosoideae)
constituyen un recurso natural con caracteristicas de interés
debido a sus adaptaciones para crecer en suelos pobres,
donde pocas especies pueden sobrevivir (Pasiecznik et
al., 2001). En particular, P chilensis y P flexuosa son dos
especies arbdreas de importancia econdémica y ambiental
en nuestro pais. La ocurrencia de flujo génico entre ambas
y la produccidn de hibridos fértiles en ambientes naturales,
aunque disturbados por el hombre, genera fenotipos
intermedios que dificultan la determinacién taxondmica
de las especies y los hibridos (Saidman et al.,2000; Mottura,
2006). Con este fin, Verga (2000) confecciond una clave
basada en taxonomia numérica de caracteres morfologicos
de hoja y fruto. Asimismo, se desarrollé un conjunto de
marcadores moleculares microsatélites (SSR) especifico
para estas especies (Mottura et al., 2005). Dado que los
caracteres morfologicos presentan alta variabilidad con el
ambiente, es de interés conocer y cuantificar la asociacion
entre la variabilidad fenotipica caracterizada mediante las
variables usadas en la clasificacién, y la variabilidad genética

en una escala espacial fina. Cuando el analisis conjunto de
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la informacién genética y morfologica sugiere la existencia
de un consenso entre ambas caracterizaciones, y de la
existencia de unidades biologicas diferenciadas dentro del
complejo de hibridos, los procesos microevolutivos que
dieron origen a estas unidades pueden ser estudiados mas
eficientemente, otorgando valor tanto adaptativo como
diagnéstico a los caracteres estudiados. El objetivo de
este trabajo es explorar asociaciones multivariadas entre
la variabilidad genética y morfoldgica en un enjambre
hibrido de Prosopis sp., evaluando la posible estructuracion

espacial de la variabilidad.

MATERIALES Y METODOS

Datos

Se utiliz6 una base de datos correspondiente a la
caracterizacién genética y morfoloégica de un enjambre
hibrido de P flexuosa y P, chilensis ubicado en una parcela
de 4.700 m? en el Parque Provincial y Reserva Forestal
Chancani,en el Oeste de la provincia de Cérdoba,Argentina
(Mottura, 2006). En dicho trabajo se georreferenciaron
bidimensionalmente y caracterizaron 100 individuos
adultos mediante 6 SSR y 20 caracteres morfoldgicos
cuanti y cualitativos medidos en 10 hojas y 5 frutos por
individuo. Para los fines del presente trabajo se utilizaron
s6lo aquellos individuos en los cuales los datos faltantes no
superaran el 50 % de los marcadores moleculares, resultando
en un total de 81 individuos. Asimismo se utilizaron sélo
caracteres morfoldgicos cuantitativos y no redundantes,
resultando en 13 variables morfoldgicas. Los individuos
fueron clasificados en P, flexuosa, P chilensis e hibridos en
base a la clasificacién propuesta porVerga (2000). Del total
de individuos, 8 fueron clasificados como hibridos, 63
como P flexuosa y 10 como P, chilensis. A continuacién se
resumen algunas caracteristicas relevantes de la biologia y
ecologia de las especies de estudio asi como la descripcidon

de la caracterizacién genética y morfoldgica.

Especies de estudio

Prosopis  chilensis (Molina) Stuntz y P flexuosa DC.
pertenecen a la seccion Algarrobia del género Prosopis.
Ambas son diploides con un niimero cromosdémico 2n=
28. Morfolbégicamente ambas especies se diferencian
principalmente por el tamafio de las pinnas y los folidlulos
(mas largos en P chilensis), las espinas y los frutos. La

polinizacioén ocurre por medio de insectos, principalmente

abejas, y la dispersién de semillas es endozodcora. Ambas
especies son nativas de América del Sur y en Argentina
el rango de distribucién natural de P chilensis es mas
restringido que el de P, flexuosa, incluyendo las provincias
fitogeograficas del Monte, el Espinal y el Chaco.
Particularmente en la regién del Chaco Arido ambas
especies ocupan nichos ecoldgicos diferentes, debido a los
mayores requerimiento de agua de P, chilensis. Sin embargo
existen zonas de contacto entre ambas especies donde se
registra la aparicién de hibridos, particularmente en lugares
disturbados por el hombre. La hibridacién es coman en
la seccién Algarrobia del género Prosopis (Hunziker et al.,
1986; Saidman, 1990;Vega y Hernandez, 2005), en el cual
existe una gran similitud genética entre las especies (Bessega
et al., 2000; Saidman et al., 2000). Estudios del sistema de
apareamiento en el enjambre hibrido indican que el flujo
génico entre los grupos es asimétrico y que la hibridacion
estd acompanada por un proceso de introgresion (Mottura,

2006).

Caracteres morfolégicos

Se utilizaron 13 caracteres morfolégicos cuantitativos
de hoja y fruto (Tabla 1), los cuales son utilizados para
obtener grupos de individuos con caracteristicas comunes
en un grado de detalle mayor que el alcanzado mediante
la sistematica clasica (Verga, 1995; 2000; Verga et al.,
2009). Si bien se seleccionaron aquellos caracteres menos
redundantes existen altas correlaciones entre los mismos.
Por ejemplo y como es de esperar el largo del folidlulo
(LF) se encuentra altamente correlacionado con el drea del
folidlulo (AR), el area total de la hoja (AFOL), el largo de
la pinna (LPI) y la relacién largo-ancho del folidlulo. El
Gnico caricter que no se encuentra correlacionado con

ningln otro rasgo es el falcado (FAL).

Caracteres moleculares
Los
la caracterizacidén genética realizada mediante seis
marcadores SSR (Mo05, Mo07, Mo08, Mo09, Mo13

y Mo16) desarrollados especificamente para P chilensis

datos moleculares utilizados corresponden a

(Mottura et al., 2005). Dicha caracterizacion fue realizada
a partir de ADN extraido de material foliar de cada arbol
adulto (Mottura, 2006). Debido a que en muchos casos no
hubo amplificacidn se seleccionaron aquellos individuos
que fueron caracterizados con al menos cuatro de los
seis marcadores. El nimero total de alelos sobre todos

los individuos para los seis marcadores es 68 (Tabla 2).
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El marcador mas polimoérfico es Mo16, con 15 alelos. El
marcador Mo05 es el tinico que es mis polimoérfico en P
chilensis y en los hibridos que en P flexuosa. El resto de los
marcadores son muy polimérficos en P flexuosa y poco
polimérficos para P chilensis,lo cual probablemente se deba
a la diferencia en el nimero de individuos caracterizados
en cada grupo. Sin embargo, existen alelos exclusivos tanto
para P, flexuosa como para P chilensis. Como es de esperar,
en los hibridos no se detecta ningln alelo exclusivo. El
marcador Mo07 tiene un alelo exclusivo de P chilensis
(209). Respecto a Mo08, todos los alelos se encuentran
presentes en P, flexuosa, mientras que P chilensis presenta 5
de los 10 alelos. El marcador Mo09 presenta cinco alelos
muy poco frecuentes (203, 223, 227, 235 y 245) presentes
s0lo en P flexuosa y con frecuencias menores a 0,01. En
P chilensis este marcador es muy poco polimérfico (dos
alelos), siendo el alelo 209 muy frecuente en éste grupo.
En la Tabla 2 puede observarse que la heterocigosidad
observada para este marcador es la mas alta (Ho= 0,6). Dos
alelos del marcador Mo013 (244 y 246) y tres alelos de
Mo16 (149,17 y 173) no se registraron en P flexuosa.

Andlisis estadisticos

Para detectar la estructura espacial de los datos
genéticos y morfoldgicos por separado se utilizaron
dos aproximaciones multivariadas: la Prueba de Mantel
(Mantel, 1967) y el calculo del indice de autocorrelacién
espacial de Moran (Moran, 1950) de las primeras
variables sintéticas obtenidas mediante Anilisis de
Componentes Principales. La prueba de Mantel es una
de las herramientas estadisticas mas utilizadas para evaluar
la significancia estadistica de la dependencia entre dos
matrices de distancias. Para detectar estructura genética
espacial (EGE) se evalud la correlacién entre una matriz de
distancias genéticas y una matriz de distancias geograficas,
mientras que para detectar estructura fenotipica espacial
(EFE) se utilizaron las matrices de distancias morfologicas
y de distancias geograficas. En todos los casos se utilizaron
las distancias Euclideas, calculadas sobre la matriz de
frecuencias alélicas (distancias genéticas) sobre los datos
morfolégicos estandarizados (distancias morfoldgicas) y
sobre las coordenadas geograficas (distancias geograficas).
La evaluacién de la significancia del estadistico de Mantel
se realizd mediante valores-p obtenidos por permutacién
(9999 permutaciones). Los analisis se realizaron con las
librerias “bioDist” (Ding et al., 2008) y “vegan” (Oksanen

et al., 2011) en R (R Development Core Team, 2011). La

segunda aproximacién metodolégica (Novembre et al.,
2008; Teich et al., 2014) consistié en realizar Analisis de
Componentes Principales sobre las frecuencias alélicas
y sobre las variables morfoldgicas y luego calcular la
autocorrelacién espacial de las primeras componentes
obtenidas mediante el Indice de Moran utilizando la
red de conexién de Gabriel (Gabriel y Sokal, 1969). La
primera componente principal de los datos genéticos fue
denotada por CP1_mientras que la primera componente
principal de los datos morfolégicos se denotd como
CP1_. Estos analisis se realizaron mediante las librerias de
R “adegenet” (Jombart, 2008) y “spdep” (Bivand et al.,
2011). A los fines de visualizar la estructura espacial, con
las componentes principales cuya autocorrelacién espacial
resultd estadisticamente significativa, se realizd un mapa
sintético de variabilidad mediante interpolacidn lineal de
la variable sintética utilizando el inverso de la distancia de
grado 2.

El anilisis de asociacidn entre variabilidad genética y
fenotipica se realiz6 con tres métodos multivariados: (1)
Prueba de Mantel entre las matrices de distancias Euclideas
genéticas y morfologicas; (2) Anilisis de Correlaciones
Candnicas (ACC);y (3) Analisis de Procrustes Generalizado
(APG). En las dos primeras aproximaciones la significancia
fue evaluada tanto sin considerar la autocorrelacion
espacial como contemplando correlaciones espaciales.
En el caso de la prueba de Mantel, la autocorrelacién
se contempld incorporando una matriz de distancias
espaciales (Prueba de Mantel Parcial) (Smouse et al.,
1986). Para evaluar la significancia de la correlacién entre
un determinado par de variables candnicas se usaron dos
MLM alternativos, y segin el criterio de Akaike (AIC)
se seleccioné el mejor modelo. Los MLM ajustados
consideraron a la variable candnica construida con datos
morfolégicos como variable respuesta y, como variable
regresora (dentro de los efectos fijos) a la variable canénica
del mismo par, conformada a partir de datos genéticos. La
diferencia entre ambos modelos se produjo al momento
de especificar la estructura de la matriz de varianza y
covarianza de los términos de error aleatorio. En el
Modelo 1 la matriz error se supuso no correlacionada. En
el Modelo 2 se especificé una matriz de tipo espacial, con
decaimiento exponencial de las correlaciones entre datos
de la variable candnica segln se incrementa la distancia
entre arboles. La raiz cuadrada del R? de este modelo se
us6 como el coeficiente de correlacidon candnica entre

el par de variables candnicas analizadas y la significancia
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de la asociacién fue evaluada mediante el valor-p de la
prueba de hipétesis de la pendiente del MLM ajustado.
Los MLM se implementaron mediante la libreria “Ilme4”
(Bates et al.,2015) en R a través de la interfaz que ofrece
el programa estadistico Info-Gen (Balzarini y Di Rienzo,
2011). Ademas se estimo la “estructura candnica total”, i.e.

las correlaciones simples entre las variables respuestas y las

variables candnicas. En el caso del APG, se cuantificd la
asoclacioén no necesariamente lineal entre datos genéticos
y morfoldgicos del conjunto total de datos y de cada
individuo en particular, de manera de luego comparar el
porcentaje de consenso entre P chilensis, P flexuosa y los
hibridos mediante un test de ANOVA y comparaciones a
posteriori segtn el test de LSD.

Tabla 1. Caracteres morfoldgicos seleccionados y su abreviatura

Relacion entre el area del tercio superior del folidlulo respecto del rectangulo

Relacién entre la superficie del tercio superior del folidlulo respecto del area

Falcado (Relacién entre la distancia desde el 4pice hasta la base del folidlulo y

NPI Numero de pares de pinnas
LPI Largo de la pinna (mm)
NFO Numero de pares de folidlulos
DIFOL Distancia entre folidlulos en la pinna (mm)
LF Largo del foliolulo (mm)
L-AF Relacion Largo/Ancho del folidlulo
AR Area del folidlulo (cm2)
AFOL Area total de la hoja (cm2)
LPE Largo del peciolo
API . . .
en que se inscribe la misma
G-AFR  Relacion ancho/grosor de fruto
APT total del foliolulo
FAL

la longitud de una linea que pasa por el centro del folidlulo)

Tabla 2. Polimorfismo y heterocigosidad de los seis marcadores moleculares en los 81 individuos del enjambre

hibrido entre P. flexuosa y P. chilensis.

Mo05 Mo07 Mo08 Mo09 Mo13 Mo16
Numero de alelos (Na) 3 12 10 15 13 15
Numero de alelos efectivos (Ne) 1,753 3,224 7,674 5,069 3,699 8,209
Heterocigosidad observada (Ho) 0,128 0,379 0,593 0,493 0,543 0,446
Heterocigosidad esperada (He) 0,430 0,690 0,870 0,803 0,730 0,878
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RESULTADOS

Andlisis de estructura espacial de la variabilidad genética y morfolégica
No se detecté EGE en los individuos del enjambre hibrido
de Prosopis sp. La Prueba de Mantel entre distancias genéticas
y geograficas no resultd significativa (r= -0,014, p= 0,6) y
ninguna de las dos primeras variables sintéticas (CPLy CPZg),
que explican el 17 % y el 14 % de la variabilidad, presentd
autocorrelacién espacial estadisticamente significativa. Sin
embargo, la primera componente principal de los datos
morfologicos (CP1 ), que explica un 54 % de la variabilidad
morfolbégica observada, presentd autocorrelacién espacial
estadisticamente significativa segtin el Indice de Moran (I=
0,15, p= 0,02). El coeficiente de correlacién de la Prueba
de Mantel fue de 0,062, siendo significativo con un nivel de
significaci6én del 10 % (p= 0,1). En la Tabla 3 se presentan
los indices de autocorrelacién de Moran y su significancia
para cada una de las variables morfologicas originales y
para la primera variable sintética morfologica. Entre las
variables morfolégicas con mayor autocorrelacion espacial se
encuentran aquellas que caracterizan el tamaiio del folidlulo
(LE AR, API). La distribucién espacial de la variabilidad
morfoldgica se puede observar en el mapa sintético realizado
con la CP1_ (Figura 1) donde también se grafican los

individuos segin su posicion geografica.

Tabla 3. Autocorrelacidn espacial de las variables
morfolégicas y de las primeras componentes
principales obtenidas mediante un ACP.

Variable indice de Moran Valor p
morfolégica

NPI 0,06 0,20
LPI 0,12 0,06
NFO 0,03 0,31
DIFOL 0,15 0,03
LF 0,16 0,02
L-AF 0,05 0,22
AR 0,16 0,01
AFOL 0,07 0,15
LPE -0,05 0,67
API 0,20 0,01
G-AFR -0,02 0,55
APT 0,15 0,03
FAL 0,05 0,24
CP1,, 0,15 0,02

Asociacion entre datos genéticos y fenotipicos

Cuando se evalud la asociacién entre la variabilidad genética
y morfolégica a través de la correlacién entre matrices de
distancias, la incorporacién de la informacién espacial
modificé la conclusiéon respecto a la significancia de la prueba
de Mantel. En el caso en que no se incluyé la matriz de
distancias geograficas (Prueba de Mantel Simple) la prueba de
asociacién arroj6 un valor-p de 0,056. Sin embargo, al aplicar
la Prueba de Mantel Parcial, que incluyb como matriz control
a las distancias geograficas, la asociacion entre las distancias
morfologicas y las distancias genéticas result significativa (p=
0,045). El coeficiente de correlacién fue de 0,103.

El Analisis de Correlaciones Candnicas también permitid
concluir que la variabilidad genética se encuentra asociada a la
variabilidad morfologicadelosindividuosdelenjambre hibrido.
Todas las correlaciones candnicas resultaron significativas tanto
s su evaluacién se realizd considerando la autocorrelacion
espacial en las variables candnicas morfologicas o no. En
algunos casos la incorporacién de la estructura espacial resultd
en una mejora del ajuste logrado segtn el criterio de AIC.
En la Tabla 4 se presentan los valores de los criterios de AIC
usados para seleccionar el modelo mas apropiado para evaluar

la significancia de la correlacién candnica con un MLM, en el

Tabla 4. Criterios Akaike (AIC) y prueba del cociente de
verosimilitud (LRT) para modelos de regresién
entre pares de variables candnicas (morfolégicas
y genéticas) con errores independientes y
correlacionados espacialmente.

AlIC

Par de

varigb_les Errores Errores

canonicas Independientes correlacionados
1 -89,6 -89,6
2 -46,1 -44,7
3 -27,4 -28,0
4 5,2 7,1
5 63,6 65,6
6 79,4 80,8
7 116,9 118,9
8 129,5 131,5
9 138,0 138,0
10 171,8 173,8
11 193,7 191,7
12 194,6 196,6
13 218,3 220,3
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contexto de posible autocorrelacién de la variable respuesta.
Todas las correlaciones candnicas resultaron significativas
(p<0,0001) y con coeficientes de correlacion altos (Tabla 5).
Estos resultados confirman una asociacion estadisticamente
significativa entre la diversidad genética y la morfologica
en el enjambre hibrido. Las variables morfologicas que se
correlacionan mis fuertemente con el primer eje candnico
(Eje 1m), son el falcado (FAL), APT y API, las cuales
caracterizan la forma del folidlulo, mientras que los alelos 240,
244 y 234 de Mol3 y el alelo 151 de Mo16 son los mas
correlacionados con el primer eje candnico (Tabla 6). Estas
son las variables de mayor contribucién en la correlacion de

la variabilidad genética y fenotipica. En el segundo par de ejes

Tabla 5. Coeficientes de correlacién candnica y significancia
(valor p).

Correlacion Coeficiente de

Candnica correlaciéon Valor p*
1 0,992 0,004
2 0,986 0,004
3 0,985 0,004
4 0,974 0,004
5 0,945 0,004
6 0,932 0,004
7 0,889 0,004
8 0,867 0,004
9 0,849 0,004
10 0,762 0,004
11 0,678 0,004
12 0,663 0,004
13 0,490 0,004

canoénicos las variables morfologicas mas correlacionadas con
la variable sintética son el area y el largo del folidlulo (AR y
LF), asi como API, mientras que el alelo 151 de Mo16 y el
226 de Mo13 son los mas correlacionados con el segundo eje.

El consenso entre la caracterizacién molecular y fenotipica
resultd del 67 %. El primer eje del APG resume un 58 % de
la variabilidad del consenso y el segundo eje explica un 6
% (Figura 2). P flexuosa fue el grupo que mostré la menor
proporcién de consenso entre la caracterizacién genética y
morfolégica (0,63) mientras que los hibridos y P chilensis no
se diferenciaron entre si respecto a la proporcidn de consenso,
con porcentajes de consenso entre ambos tipos de datos

mayores al 70 % (Figura 3).

Tabla 6. Coeficientes de Pearson para la correlacion entre
el primer par de ejes candnicos y los caracteres
morfoldgicos (A) y los 10 alelos més correlacionados

(B).
(A) Eje 1,
FAL 60,31
APT 49,0
AR 6,79
L AF 0,95
NFO 0,26
DIFOL 0,23
LPE 0,06
AFOL 0,05
LPI -0,07
G_AFR -0,63
NPI -1,22
LF 5.4
API -25,31
(B) Eje 1,
Mo13.240 16,73
Mo16.151 14,07
Mo13.244 12,48
Mo13.234 10,56
Mo009.223 9,89
Mo07.197 9,22
Mo09.213 8,28
Mo13.206 7,72
Mo13.218 7,43
Mo07.209 -7.8
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Figura 1. Mapa sintético de la variabilidad morfolégica de un enjambre hibrido de
Prosopis sp. obtenido mediante la interpolacién de la CP1__
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Figura 2. Ordenacién de consenso entre la variabilidad Figura 3. Proporcién de consenso promedio (+EE) entre los
genética y morfolégica de 81 drboles datos genéticos y los datos morfolégicos para los
pertenecientes a un enjambre hibrido de Prosopis individuos de cada grupo. Letras distintas indican
chilensis y P. flexuosa. El grafico sugiere una clara diferencias significativas entre las medias de
diferenciacién entre los individuos de ambas consenso de los grupos morfolégicos definidos a
especies y una mayor variabilidad entre los priori.

individuos clasificados como hibridos.
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DISCUSION

A pesar de que en especies de plantas la variabilidad
genética suele estar estructurada espacialmente (Vekemans
y Hardy, 2004), no se detecté EGE en el enjambre hibrido
de P flexuosa y P chilensis analizado. La alta densidad de
individuos (alrededor de 200 arboles/ha) podria ser motivo
de la ausencia de estructura espacial de la variabilidad
genética. En areas con altas densidades de arboles, el
solapamiento de las areas de dispersion de semillas puede
producir la mezcla de progenies de diferentes individuos.
En esos casos se espera que la EGE sea débil (Hamrick
et al., 1993; Degen et al., 2001). El estudio espacial de la
variabilidad morfolégica, en cambio, detectd estructura
espacial. La asociacién entre la variabilidad genética y
morfologica fue detectada por los tres métodos empleados
contribuyendo al proceso de diferenciacién de unidades
de uso y conservacidon de Algarrobo. A pesar de la débil
estructura espacial en los datos, la incorporacién de la
autocorrelacion espacial mejoré la capacidad de deteccidon
y modelacion de la asociacién entre la variabilidad genética
y fenotipica observada en el enjambre hibrido. En el caso
de la Prueba de Mantel modificé la significancia de la
prueba y en el caso del ACC mejord el ajuste del modelo
que relaciona la variabilidad morfolégica con la genética,
expresadas ambas por variables candnicas.

Existe una larga discusién en la literatura sobre la
pertinencia de la aplicacién de la Prueba de Mantel
Parcial, y en particular cuando ambos conjuntos de datos
presentan autocorrelacién espacial (Oden y Sokal, 1992;
Dutilleul et al., 2000; Raufaste y Rousset, 2001; Castellano
y Balletto, 2002; Rousset, 2002; Legendre y Fortin, 2010;
Guillot y Rousset, 2013). Claramente esta controversia
no estd resuelta atin y la Prueba de Mantel Parcial sigue
siendo una de las mas utilizadas para evaluar asociaciones
bajo autocorrelacién espacial. En nuestro trabajo la
incorporacién de la estructura espacial,aunque ésta era débil,
permitié detectar asociaciones multivariadas entre datos
genéticos y morfolégicos que luego fueron confirmadas
por el ACC. Otra forma de incluir la informacidén espacial
en estudios de asociacién con ACC es la utilizada por
Sork et al. (2010), donde estudian la asociacién entre
datos genéticos (microsatélites) y climaticos en bosques
Los determinaron la

del hemisferio norte. autores

contribucidn de variables geograficas a la construccion de
una variable candnica climaitica particionando la suma de
cuadrados total (no debida al error) de la variable candnica
en tres componentes: una debida sélo a las coordenadas
geograficas, otra s6lo a variables climaticas y otra a la
colinealidad entre ambas.

Es importante notar que el ACC asume correlacion
del tipo lineal y que otras correlaciones pueden pasar
desapercibidas con este anilisis. El APG, en cambio,
permite detectar asociaciones no necesariamente lineales
(Bramardi ef al., 2005). La ordenacién de consenso de los
individuos del enjambre hibrido bajo estudio permiti6
diferenciar principalmente a P flexuosa de P chilensis. Los
hibridos, si bien se diferencian morfolégicamente tanto
de P flexuosa como de P chilensis, genéticamente no se
pueden diferenciar de P chilensis, al menos con los seis SSR
utilizados en este trabajo (Teich, 2012). Los resultados de
Mottura (2006) sugieren que si bien existe un fuerte flujo
génico entre los diferentes grupos morfologicos, éste es
asimétrico. La baja diferenciacién de los hibridos en el
espacio de consenso probablemente se deba a las mayores
tasas de apareamiento de los mismos con individuos de P
chilensis y por lo tanto a los mayores niveles de introgresion
hacia este grupo. Asimismo, nuestros resultados indican
que la proporcién de consenso entre datos genotipicos y
fenotipicos de estos dos grupos es mayor que la observada
en P flexuosa.

La alta asociacién detectada entre la variabilidad
genética y fenotipica confiere valor taxondémico a los
caracteres morfoldgicos propuestos para clasificacién de
hibridos de P, flexuosa y P, chilensis. Si bien los tres grupos
de algarrobos analizados presentan identidad a nivel
morfoldgico, respecto al consenso entre la informacién
fenotipica y genética sblo se diferencian P flexuosa y P
chilensis. Los hibridos no se reconocen como una unidad
independiente respecto al nivel de asociacién fenotipo-
genotipo, al menos para los marcadores moleculares y
los caracteres morfologicos analizados. Respecto a la
incorporacién de la autocorrelacién espacial de los datos
en estudios de asociacién, concluimos que su omisiéon
puede afectar los resultados de los estudios de asociacion
entre variabilidad genética y morfoldgica, atn cuando la

estructura espacial en una u otra sea débil.
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