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RESUMEN

El origen de plantulas es un factor importante para el éxito de programas de
restauracion, de ser inadecuado puede tener impactos negativos sobre la
biodiversidad, por lo que la trazabilidad del material de propagacién es clave. Una
técnica que permite autenticar el origen filogeografico es la espectroscopia
infrarroja, herramienta rapida, precisa y de bajo costo. Una especie que requiere
de programas de restauracion y, por ende, de trazabilidad es Araucaria araucana,
cuyos estudios filogeograficos sugieren diferencias significativas entre
poblaciones andinas y costeras. El objetivo de este estudio fue discriminar el
origen filogeografico de plantulas de A. araucana mediante técnicas
espectroscopicas y métodos quimiométricos. Se trabajé con plantulas de A.
araucana de ambos origenes filogeograficos y se colectaron espectros en rango
VIS-NIR, FT-NIR, NIR portatil y FTIR. Se aplicaron métodos no supervisados y
supervisados (KNN y SIMCA). Los resultados indican que los mejores modelos
predictivos fueron SIMCA VIS-NIR y FTIR con un 90% de precision de
clasificacion. Se determino que las muestras costeras presentan mayor contenido
de pigmentos carotenoides, Chlb, carbohidratos y proteinas y menor contenido
de Chla, lipidos y acidos grasos respecto a las muestras de origen andino. Se

evidencia que las diferencias reportadas a nivel genético entre ambas UES de A.
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araucana se expresan claramente a nivel quimico. Se concluye que los espectros
infrarrojos obtenidos de Araucaria araucana, tratados con métodos
guimiométricos, permiten capturar la sefal filogeografica que separa
procedencias costeras de las andinas. Los modelos resultantes podrian utilizarse

en futuros programas de restauracion de esta especie.
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ABSTRACT

The origin of seedlings is an important factor for the success of restoration
programs, if it is inappropriate it can have negative impacts on biodiversity, so the
traceability of the propagation material is key. One technique that allows
authenticating the phylogeographic origin is infrared spectroscopy, a fast, precise
and inexpensive tool. One species that requires restoration programs and,
therefore, traceability is Araucaria araucana, whose phylogeographic studies
suggest significant differences between populations and coastal areas. The
objective of this study was to discriminate the phylogeographic origin of A.
araucana seedlings using spectroscopic techniques and chemometric methods.
We worked with A. araucana seedlings of both phylogeographic origins and
spectra were collected in the VIS-NIR, FT-NIR, portable NIR and FTIR range.
Unsupervised and supervised methods (KNN and SIMCA) were applied. The
results indicate that the best predictive models were SIMCA VIS-NIR and FTIR
with 90% classification accuracy. It was determined that the coastal samples have
a higher content of carotenoid pigments, Chlb, carbohydrates and proteins and a
lower content of Chla, lipids and fatty acids compared to samples of Andean

origin. It is evident that the differences reported at the genetic level between both
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UES of A. araucana are clearly expressed at the chemical level. It is concluded
that the infrared spectra obtained from Araucaria araucana, treated with
chemometric methods, allow to capture the phylogeographic signal that separates
coastal and Andean provenances. The resulting models could be possible in

future restoration programs of this species.



| INTRODUCCION

En las ultimas décadas, los ecosistemas forestales se han visto altamente
amenazados, fragmentados y degradados, causando una reduccion
considerable de su superficie. Lo anterior, debido principalmente a las presiones
ejercidas por el ser humano tales como deforestacion, incendios intencionales,
sobreexplotacidon de especies, entre otros (Fernandez etal., 2010). Dichas
presiones no solo impactan a nivel de superficie, estructura y dinamica de los
bosques, sino que también reducen el potencial de adaptacién y respuesta de
distintas especies forestales, aumentando el riesgo de extensién (Bhamondez,
2016; Caruso et al., 2015; Loo, 2011; Matesanz et al., 2019; Romero-Saritama,
2018). En consecuencia, en la actualidad se ha visto incrementado el interés por
proteger y recuperar los ecosistemas forestales a través del desarrollo e
implementacion de estrategias y programas de conservacion y restauracion
(Donoso et al.,, 2004; INFOR, 2009). Esta ultima es considerada una tarea
prioritaria y urgente, cuyo objetivo es ayudar en el proceso de restablecimiento o
recuperacion de un ecosistema alterado (Society for Ecological Restoration
(SER) 2004). Las préacticas de restauracion pueden ser pasivas, al eliminar
factores que impiden la recuperacién natural o activas, lo que implica intervencion

al ecosistema mediante la restauracion del habitat y reforestacion (Bannister



etal.,, 2013; Vargas & Sc, 2011). En estos proyectos, la reintroduccion de
especies presenta un punto critico, ya que la seleccion del material de
propagacion a utilizar, se debe hacer en conocimiento de la calidad externa y
genética del propagulo (Zamorano-Elgueta et al., 2012). La primera hace alusion
a caracteristicas fisicas, fisioldgicas y fitosanitarias del material y, por otro lado,
la calidad genética engloba la diversidad genética, el valor de mejora y la
identidad u origen del material. El origen es un factor de gran importancia, y segun
McKay et al (2005) existe suficiente evidencia que argumenta que la utilizacion
de propagulos foraneos puede resultar ser mas dafino que beneficioso para el
habitat a restaurar. De hecho, la practica mas tradicional de reforestacion es
abogar por la utilizacién de propagulos locales (Broadhurst et al., 2008; Hancock
& Hughes, 2014). Lo anterior, tras la premisa de que el material de origen local
se encuentra mejor adaptado para dichas condiciones (climéticas y edaficas) que
un genotipo fordneo. De esta forma, la utilizacion de genotipos locales otorga una
mayor probabilidad de supervivencia, establecimiento y crecimiento de los
propagulos, y por ende, una mayor probabilidad de éxito del programa de

restauracion (Hancock & Hughes, 2014)

Existen dos principales riesgos al utilizar material no local; por un lado, los
materiales no locales tienen mayor probabilidad de sufrir una mala adaptacion, lo
que conllevaria a un establecimiento deficiente y por ende a la reduccion del éxito

de la restauracion. Y por otro lado, se encuentra el riesgo de una contaminacién



o pérdida de los acervos genéticos locales, lo cual podria generar efectos
desestabilizadores negativos en las poblaciones locales a través del flujo
genético (Broadhurst etal., 2008; Keller etal., 2000; McKay etal., 2005).
Desafortunadamente, en la mayoria de los programas de restauracion el material
de propagacion se obtiene a partir de viveros forestales, los cuales en gran parte
proveen material cuya procedencia es desconocida o no trazable (Quiroz et al.,
2012) . Esto genera una alta incertidumbre sobre el origen del material que se
estd empleando, pudiendo utilizarse genotipos foraneos sin saberlo, lo que podria
ser potencialmente negativo para la restauracion (Alia et al., 2005). Es aqui,
donde surge la necesidad de contar con una herramienta de trazabilidad que
pueda ser utilizada en sistemas de certificacion forestal (Figura 1). Dicha
herramienta debe ser capaz de autenticar y/o certificar el origen de material de
propagacion. De esta forma los propagulos a utilizar para reforestar podran ser
seleccionados con una base cientifica, fidedigna y confiable (Farhadi et al., 2017,

Quiroz et al., 2012; Tigabu et al., 2005).

CONTROL DE PRODUCCION
D) COMERCIALIZACION DE
c \ PLANTA
MATERIAL DE REPRODUCCION () | GARANTIA
I “N| - oriGeN ,
T —— »  CALIDAD GENETICA

Figura 1. Esquema de sistema de certificacion con la aplicacion de herramientas
de trazabilidad para el sector forestal. (Modificado de Alia 2005).



Hasta la fecha, herramientas visuales (microscopia y macroscopia), moleculares
(basadas en ADN Yy proteinas), Tecnologias de la Informacion y Comunicacion
(TIC) y técnicas de analisis instrumental (espectrometria y cromatografia), han
sido utilizadas para identificar, discriminar y autenticar de material vegetal (G.
Campos et al.,, 2016; Rohman et al., 2019). No obstante, dichas técnicas son
lentas, de alto costo y requieren de personal altamente capacitado para su
aplicacion, caracteristicas que no son las deseadas para una herramienta de
trazabilidad (Alia et al., 2005; Danezis et al., 2016; Danusevicius et al., 2014;
Godbout et al., 2018; Pustjens et al., 2016). Por otro lado, la espectroscopia
infrarroja (IR) resulta ser una herramienta bastante llamativa por sus ventajosas
caracteristicas, dentro de las cuales se destacan la rapidez y facilidad de uso, el
requerir pequefias cantidades de muestra con minima o nula preparacion y ser
una técnica no destructiva (Dufour, 2009; Pasquini, 2003; Pustjens et al., 2016;
Rohman et al., 2019; Su et al., 2017). Ademas, son técnicas que en su mayoria
no utilizan quimicos, por lo cual, se consideran amigables con el medio ambiente
y presentan un relativo bajo costo de aplicacién en comparacion con las técnicas

anteriormente mencionadas (Garrido et al., 2000; Vitale et al., 2013).

La espectroscopia IR ha sido ampliamente utilizada en distintos campos de la
investigacion aplicada y ha demostrado gran potencial como herramienta de
autenticacion de origen, tanto de productos agricolas como forestales (Blanco &

Villarroya, 2002; Loewe M. et al., 2016). Esta técnica es una modalidad de la



espectroscopia vibracional, asi como la espectroscopia Raman, y ambas tienen
su fundamento en la vibracién de las moléculas (Monsef, 2012). El principio de la
espectroscopia IR se basa en la medicion de los cambios vibracionales de los
enlaces de las moléculas presentes en la muestra, tras la interaccion con
radiacion IR (Luykx & Ruth, 2008). Las longitudes de onda de dicha radiacion
seran absorbidas por aquellos enlaces que presenten la misma frecuencia de
vibracion, causando un cambio en la vibracion molecular por la excitacién de las
moléculas a niveles energéticos superiores (M. Gonzalez & Montafio, 2015; W.
Rodriguez et al.,, 2016). Por otro lado, las demas longitudes de onda seran
transmitidas o reflejadas, siendo medidas por transmitancia o reflectancia,
respectivamente. Para esta dltima, se han desarrollado distintas modalidades
gue permiten medir la radiacion reflejada en funcion de las caracteristicas de la
muestra a analizar: reflectancia total atenuada (ATR) para analisis de superficies
o peliculas delgadas, reflectancia especular para el analisis de superficies
altamente pulidas y reflectancia difusa o DRIFTS, especificamente para el
analisis de muestras pulverizadas o con superficies rugosas (Manzano-Agugliaro

et al., 2018; Monsef, 2012; Stuart, 2004).

Sin importar los fendbmenos o modalidades aplicadas, la espectroscopia permite
cuantificar la vibracion de las moléculas, entregando como resultado un espectro
de absorcidn, un patrén o fingerprint de cada muestra analizada (Luykx & Ruth,

2008). Dichos resultados permiten realizar analisis cuantitativos y cualitativos de



las propiedades quimicas y fisicas de distintos materiales biolégicos (Lohumi

et al., 2015; Moore et al., 2014; Tsuchikawa & Kobori, 2015; Wang & Yu, 2015)

La espectroscopia IR, como su nombre lo indica se sitla en la region infrarroja
del espectro electromagnético, es decir desde los 12.800 a 10 cm™, rango que
por convencién se encuentra dividido en tres regiones: IR cercano (NIR), IR
medio (MIR) e IR lejano (FIR) (Lerma-Garcia et al., 2018; Rohman et al., 2019;
Skoog et al., 2008). Segun Lohumi et al (2015) la espectroscopia NIR y MIR son
las regiones mas utilizadas con fines de autenticacion y trazabilidad de origen.
Por su parte la espectroscopia NIR se extiende en el rango de 780 — 2.500 nm
(12.800 - 4.000 cmt), cuyos espectros exhiben bandas de absorcion
relacionadas a combinaciones de vibraciones moleculares. En consecuencia, los
espectros obtenidos se caracterizan por presentar bandas amplias vy
superpuestas, lo que hace mas complejo su procesamiento e interpretacion
(Lerma-Garcia etal., 2018; Su etal., 2017). En sus inicios esta técnica
presentaba limitaciones relacionadas con la dispersién de la luz, razén por la que
se desarrollo la técnica espectroscopia en el infrarrojo cercano por Transformada
de Fourier (FT-NIR). Por otro lado, la espectroscopia MIR se focaliza en el rango
de 2.500 - 25.000 nm (4.000 - 400 cm™), considerado la principal regién de la
espectroscopia vibracional. Lo anterior, debido a que los espectros entregan
informacion sobre las vibraciones fundamentales de las moléculas excitadas,

permitiendo asignar picos caracteristicos a grupos quimicos especificos (Lohumi



et al., 2015; Manley, 2014). Ademas, en esta region se encuentra la zona de
huella digital (1.300 - 400 cm™), zona en la cual pequefias diferencias en
estructura y/o constitucion de moléculas resultan en variaciones importantes en
los maximos de absorcién. Comparando ambas técnicas, la espectroscopia en
IR medio proporciona mayor especificidad que NIR (Lin et al., 2009; Su et al.,

2017)

La aplicacion de espectroscopia IR va de la mano con el uso de métodos
guimiométricos, los que segun Rohman et al (2019), constan de la aplicacion de
métodos matematicos y estadisticos que permiten el tratamiento de datos
quimicos. La quimiometria permite procesar los espectros, eliminando
informacion no deseada como ruido espectral, dispersion, entre otros, asi como
también permite aplicar métodos exploratorios, como Analisis de Componentes
Principales (PCA), y de clasificacion y prediccién, conocidos como métodos
supervisados de reconocimiento de patrones (SPRM) (PLS-DA, SIMCA, KNN,
SVM). La combinacion de espectroscopia IR y quimiometria han permitido captar
la sefal filogenética de distintos sistemas bioldgicos, permitiendo distinguir entre
distintas especies, géneros, variedades y subvariedades (Chalmers et al., 2012,
Lohumi et al., 2015; Luykx & Ruth, 2008; Rohman et al., 2019; Wang & Yu, 2015).
A su vez, se han reportado investigaciones en las cuales gracias a estas técnicas
se ha logrado discriminar especies forestales segun su origen geografico a partir

de madera, semillas y hojas, logrando generar modelos de prediccién con una



precision media de clasificacion entre el 80 - 100% (Farhadi et al., 2017; Loewe
M. et al., 2016; Sandak et al., 2011; Tigabu et al., 2005). Por otra parte, existe
solo una investigacion en la cual estas herramientas hayan sido aplicadas para
discriminar especies lefiosas segun su origen filogeografico. El estudio referido
fue desarrollado por Jianguo et al (2012) en el cual se analizaron hojas de Ulmus
elongata (Ulmaceae) de diferentes regiones a través de espectroscopia FTIR.
Como resultados se obtuvieron variaciones en los maximos de absorcion de
distintas bandas, lo que se traduce en la existencia de diferencias a nivel de
composicidén quimica (celulosa, polisacaridos, acidos grasos, lignina y proteinas,
entre otros) en las hojas de esta especie atribuibles a su origen filogeografico. De
esta forma, se tiene evidencia de que la aplicacion de espectroscopia en
combinacion con métodos quimiométricos resulta ser una herramienta bastante
prometedora para fines de autenticacion y trazabilidad forestal (Chalmers et al.,

2012; Rohman et al., 2019).

En Chile, una especie que requiere de esfuerzos para su conservacion a través
de programas de restauracién y por ende, herramientas de trazabilidad es
Araucaria araucana, conifera de gran valor social, cultural y econémico
(Rodriguez et al., 1983). Esta conifera en Chile se distribuye en la Cordillera de
los Andes entre las latitudes 37°30°-39°30’ S (Drake et al., 2009) y en la Cordillera
de la Costa en dos poblaciones pequeias y aisladas comprendidas entre las

latitudes 37°20°-38°40’ S (Martin et al., 2014) (Figura 2).



- — o X
37 Concepcién
&
]
z ARGENTINA
oy
-§ U
Z
— o
38 a
e
i
= o
-
3
® Temuco ®7Zapala Neuquén g
— 39°
® Alumine
' 50
Puc{fic Pacific CHILE
Coaen Dcedr ARGENTINA|
Ncuquén.
_400 = a0°
® Junin de los Andes {
¥ Pro. Montt
7ll‘ 1

Figura 2. Rango de distribucion natural de Araucaria araucana en Chile y
Argentina (Recuperado de Aagesen,1998)

Actualmente el estado de conservacion de esta conifera es amenazado, cuya
poblacion de Nahuelbuta fue declarada “En Peligro” y las poblaciones de la
Cordillera de Los Andes en categoria “Vulnerable” segun el Reglamento de
Clasificacion de Especies del Ministerio del Medio Ambiente (MMA, 2020). Por

otra parte, segun la lista roja de la Union Internacional para la Conservacion de

la Naturaleza (UICN), las poblaciones de ambas cordilleras han sido

categorizadas “En Peligro” (UICN, 2020). Para la planificacion de proyectos de
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restauracion de A. araucana es imprescindible tener en cuenta que su estructura
genética poblacional y patrén de distribucion geografica han sido influenciados
por eventos historicos como el dltimo maximo glacial (UMG) (Armesto et al.,
1994; Ruiz et al., 2007; Villagran, 2018; Villagran & Armesto, 2005). En dicho
evento ambos cordones montafiosos en los que habita cumplieron un rol clave
como refugios glaciares, siendo probablemente area de refugio para esta
conifera la Cordillera de Nahuelbuta (Armesto et al., 1994; Markgraf et al., 1995;
Villagran, 2018; Villagran & Armesto, 2005). Los estudios sobre la filogeografia
de esta especie basados en marcadores moleculares y datos palinolégicos han
mostrado diferencias significativas e histdricas entre las poblaciones andinas y
costeras, poblaciones que corresponderian a dos Unidades Evolutivamente
Significativas (UES) (Figura 3) (Bekessy et al., 2002; Martin et al., 2014; Ruiz
et al., 2007). En este sentido, Bekessy et al (2004) sugieren que de realizarse
actividades de restauracion en esta especie, se debe procurar no mezclar ambas
UES, utilizando Unicamente germoplasma local. Lo anterior tiene por obijetivo
conservar el patrimonio genético local de esta conifera y disminuir las
probabilidades de una mala adaptacién y/o contaminacion genética por proyectos

de restauracion.
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Figura 3. Distribucion geogréfica de las dos Unidades Evolutivamente
Significativas (UES) de A. araucana en Chile, detectadas por andlisis genéticos.
(Recuperado y modificado de Martin 2014)

De esta forma, la espectroscopia IR en combinaciéon con métodos quimiométricos
podria ser una herramienta util para facilitar la trazabilidad, en caso de que sea
capaz de captar la sefal filogeografica que diferencia ambas UES de Araucaria

araucana.
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Il INVESTIGACION

La presente investigacion busca determinar si la aplicacion de espectroscopia en
el infrarrojo y métodos quimiométricos son capaces de discriminar plantulas de
Araucaria araucana procedentes de distintos origenes filogeograficos de Chile.
La hipotesis que se deriva de dicha pregunta es: “los espectros en la region
infrarroja obtenidos desde plantulas de Araucaria araucana, tratados a través de
métodos quimiométricos, permiten captar la sefial filogeografica que separa las
procedencias de la Cordillera de la Costa con respecto a la Cordillera de los

Andes”.

Para dar respuesta a la interrogante el objetivo general es discriminar el origen
filogeografico de plantulas de Araucaria araucana mediante la aplicacion de
técnicas de espectroscopia en distintos rangos del infrarrojo y métodos

guimiométricos, para lo cual se plantearon tres objetivos especificos:

(1) Evaluar selectividad y poder de discriminacion de distintos rangos de la region
infrarroja en plantulas de A. araucana provenientes de distintos origenes

filogeograficos.
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(2) Establecer y validar un modelo predictivo de clasificacion del origen
filogeografico de plantulas de A. araucana a partir de espectros infrarrojo y el uso

de métodos supervisados de reconocimiento de patrones.

(3) Identificar bandas espectrales que mas aportan la clasificacion de origenes
filogeograficos de plantulas de A. araucana, con el fin de extraer informacion

sobre las principales diferencias quimicas entre las plantulas de diferente origen.
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[l METODOLOGIA

3.1 Obtencidn material de estudio

Las plantulas de A. araucana fueron facilitadas por el Instituto Forestal INFOR en
el marco del proyecto de Sistema Integrado de Monitoreo de Ecosistemas
Forestales Nativos (SIMEF). Se muestrearon semillas de 12 poblaciones de la
distribucion natural de la especie (Figura 4), considerando la estructura genética
reportada para esta conifera en Martin et al (2014). Una vez colectadas las
semillas, fueron viverizadas bajo condiciones ambientales semi-controladas en
dependencias del vivero Carlos Douglas ubicado en la comuna de Yumbel,
Region del Biobio, perteneciente a la empresa forestal CMPC. Como
pretratamiento para estimular la germinacion, se realizé un corte en la semilla y
se dejaron en remojo por 48 horas en agua destilada, bajo cAmara de frio a 4°C.
Los cuidados posteriores fueron realizados segun los estandares de calidad de

la empresa.
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Temuco

IX'Region

Figura 4. Localidades muestreadas de semillas de A. araucana en su distribucion
natural en Chile, periodo de semillacion 2018. PNN: Parque Nacional Nahuelbuta;
VL: Villa las Araucarias; RNR: Reserva Nacional Ralco; RNN: Reserva Nacional
las Nalcas; LON: Lonquimay; RNM: Reserva Nacional Malalcahuello; PNC:
Parque Nacional Conguillio; ICA: Icalma; MAR: Marimenuco; CRU: Cruzaco;
PNH: Parque Nacional Huerquehue; PNV: Parque Nacional Villarrica. Imagen
obtenida de Google Earth.

3.2 Muestreo de plantulas

El muestreo de plantulas se realizé a los 11 meses desde la siembra. Se
seleccionaron nueve plantulas por sitio de muestreo, muestreando un total de
108 plantulas. Las plantulas seleccionadas se dispusieron en bolsas de papel
debidamente rotuladas. Posterior a ello, las muestras fueron trasladadas

directamente a dependencias de la Universidad de Concepcion.
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3.3 Procesamiento de plantulas

Las plantulas fueron llevadas directamente a estufa a 40°C por siete dias hasta
peso constante. Posteriormente se llevo a cabo el proceso de pulverizacion. Para
la facilitacibn de dicho proceso el material fue recortado con una tijera,
seleccionando los 2/3 superiores de las plantulas. El proceso de molienda o
pulverizacién se realiz6 con un molino de bolas mezclador Retsch MM400 a una
frecuencia de 30.0 1/s por un tiempo de 3 minutos. Una vez pulverizado el
material fue almacenado en frascos negros en oscuridad hasta la colecta de

espectros.

3.4 Adquisicion de espectros

Las muestras ya procesadas fueron analizadas en distintas regiones del espectro
electromagnético: visible, IR cercano e IR medio. Para lo anterior se utilizaron
cuatro equipos (Figura 5), los cuales se especifican en la Tabla 1 junto con su
respectiva cobertura espectral, resolucion y scans. Para el analisis en el visible e
infrarrojo cercano, se trabajo bajo el médulo de reflectancia difusa, por lo cual
para colectar los espectros las muestras fueron directamente dispuestas en los
viales respectivos para cada equipo. Para la obtencién de los espectros de
absorcion se trabaj6 con la funcién de A = log (1/R), a excepcion de los espectros

FT-NIR que fueron derivados con la funcion de Kubelka-Munk (Pasquini, 2003).
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Por otro lado, para el andlisis en IR medio se colectdé informacién a traves del
fendbmeno de transmitancia, siendo necesario hacer pastillas de bromuro de
potasio (KBr) para cada muestra. Las muestras fueron mezcladas
homogéneamente entre un 5 a 10 p/p % en KBr en un mortero de agata, posterior
a ello, dicha mezcla fue prensada a alta presion generandose una pastilla
translucida apta para ser escaneada en dicho rango del espectro
electromagnético (Sherman, 1997) (Figura 6). Se tomaron espectros por
duplicado, y considerando que en la macrozona costa existen menos localidades,
se tomaron mayor cantidad de espectros por muestra (por cada muestra de la
costa se colectaron 5 espectros por duplicado) para compensar la brecha en el

tamafo muestreal.

Tabla 1. Informacién sobre regién espectral, rango de cobertura (nm y cm-?),
resolucién y numero de scans para cada espectrofotometro utilizado.

Equipo Region Rango de cobertura Resolucion N®
(nm) (cm™) Escaneos
Oceans Optics VIS-NIR 400-1037 28985-9643 0.2 nm 5
MPA-Bruker FT-NIR 800-2500 12489-3996 16 cm? 32
MicroPhazir NIR 1595-2396 7720-4173 8 nm 5

Agilent Cary 630 FTIR 2500-15384 3999-650 4 cmt 32
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Figura 5. Espectrofotometros utilizados para andlisis de muestras. Equipo
Oceans Optics para rango VIS-NIR (345 - 1037 nm), equipo MPA-Bruker para
rango NIR con transformada de Fourier (800 - 2500 nm), equipo portatil
MicroPhazir para rango NIR (1595 - 2396 nm) y equipo Agilent Cary 630 para
rango IR medio con transformada de Fourier (2.500 - 15384 nm).

Figura 6. Proceso de generacion pastillas de KBr para analisis en IR medio. A:
molienda de KBr y muestra en mortero de agata bajo luz infrarroja. B: presado a
alta presion, con prensa manual. C: pastilla de KBr + muestra en su soporte previo
a ser analizada. D: pastilla en su soporte, posicionada en el equipo para ser

analizada por transmitancia.
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3.5 Métodos quimiométricos

3.5.1 Pretratamiento de datos

El pretratamiento espectral permite mejorar el posterior desarrollo de modelos
matematicos y el analisis de datos, tras la eliminacién de informacion no deseada
sin perder informacion importante a través de trasformaciones y preprocesados
(Lerma-Garcia et al., 2018; Manley, 2014). Las caracteristicas de las muestras
tales como el tamario irregular de las particulas, pueden tener efectos sobre las
propiedades de los espectros (ruido, dispersion, desplazamiento de linea base,
entre otros) los cuales dificultan el posterior analisis. En funcion de lo anterior, es
gue se aplican transformaciones matematicas con el fin de reducir su efecto en
los espectros, siendo las mas cominmente aplicadas las derivadas espectrales,
la correccidn de linea base, suavizado y aquellas cuya finalidad es compensar la
dispersién como MSC (Multiplicative Scatter Correction) y SNV (Standard Normal
Variate). Por otro lado, también se aplican pre-procesados, cuya finalidad es
acentuar las diferencias entre espectros muy similares, siendo los mas comunes
el centrado en la media y el autoescalado (Foley et al., 1998; Williams & Norris,
2001). En este caso las cuatro bases espectrales fueron tratadas con variadas
combinaciones de transformaciones y preprocesado mediante el Software
Piruette 4.5 de Infometrix, de las cuales para efectos de la investigacion solo se

presentan los resultados de los mejores tratamientos en funcion de las
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caracteristicas espectrales y como respondian los modelos. Los respectivos pre-

tratamientos para cada rango y modelo se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Preprocesados y transformaciones aplicadas a las cuatro bases
espectrales para analisis exploratorios (PCA) y SPRM (K-NN y SIMCA). (*) Pre-
procesados. SNV: Variacion normal estdndar. MC: Centrado en la media. AU:
Autoescalado. () Indica la ventana de puntos.

Base PCA K-NN SIMCA

VIS-NIR 1 derivada (25) 1@ derivada (15) 1 derivada (15)
MC* MC* MC*

FT-NIR MSC 292 derivada (19) 292 derivada (9)
MC* MC* MC*

NIR (port) MSC 2da derivada (25) 292 derivada (5)
MC* MC* MC*

FTIR Correccion linea base 292 derivada (45) Normalizacién

Normalizacién MC* 292 derivada (25)

MC* MC*

3.5.2 Andlisis de datos

Mediante el Software Piruette 4.5 de Infometrix los datos espectrales fueron
analizados de forma exploratoria mediante un Analisis de Componentes
Principales (PCA). Por otro lado, también se aplicaron Métodos Supervisados de
Reconocimiento de Patrones (SPRM) como K-NN (los vecinos mas cercanos) y

SIMCA (Independent Modeling of Class Analogy).
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A. Andlisis exploratorio

El PCA es un método exploratorio que permite la reduccion de dimensionalidad
a través de la transformacion de variables no correlacionadas entre si en una
combinacion lineal (componente principal: PCs). La generacion de PCA permitié
identificar muestras con valores atipicos (outliers), las cuales seran eliminadas
para el posterior desarrollo de los modelos. Por otro lado el PCA también
permitira observar el comportamiento de las muestras en los distintos
componentes, permitiendo apreciar agrupaciones por similitudes (Lucio-

Gutiérrez, 2012; McGarigal et al., 2000).

B. Métodos Supervisados de Reconocimiento de Patrones (SPRM)

Se generaron modelos de clasificacion de los vecinos méas cercanos con las
bases espectrales obtenidas. K-NN es un método que permite clasificar muestras
segun su similaridad con otras, sin requerir coincidencia exacta de patrones para
Su agrupacion. Por consiguiente, las muestras mas parecidas se encuentran mas
préximas y las mas disimiles mas alejadas (IBM Knowledge Center, 2021). Como
se menciond anteriormente también se trabajé con modelos de clasificacion
SIMCA, método basado en la generacion de un PCA para cada clase en forma
independiente. De esta forma se construye un “espacio para cada clase”, cuyos

limites determinan la pertenencia o no pertenencia de una muestra a dicha clase,
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con un cierto nivel de confianza (Lucio-Gutiérrez, 2012). Para la generacion de
ambos modelos de clasificacion se trabajé con el 70% de las muestras,
correspondiente al set de entrenamiento de los modelos y estipularon dos clases,
considerando cada cordillera como una clase. Para los rangos que resulten mas
discriminantes (mejores resultados de clasificacion) se evaluara la robustez de
los respectivos modelos, mediante 2 nuevas redistribuciones de las muestras
entre los sets de entrenamientos y validacion. De esta forma se tendra resultados

de clasificacion de los modelos con 3 sets distintos.

3.6 Validacion modelos de clasificacion

La validacion de los modelos permite evaluar el desempefio de estos, estimando
la incertidumbre de las futuras predicciones usando muestras nuevas. Para la
validacion se utilizo el 30% del total de las muestras, las cuales no fueron
utilizadas en el set de entrenamiento. Se validdé mediante el porcentaje de
muestras que resulten clasificadas correcta o incorrectamente, con un 95% de
confianza (Massart et al., 1998). Para la evaluacion del rendimiento del modelo
de clasificacién generado se evaluara la sensibilidad (Sn), especificidad (Sp),
tasa de error de clasificacién (ER) y precision de clasificacion (CA). Por su parte,
la Sn es aquel parametro que describe la capacidad que tiene el modelo de
reconocer correctamente la pertenencia de muestras a una clase determinada.

Por el contrario, la Sp describe la capacidad que presenta el modelo para
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rechazar muestras no pertenecientes a esa clase. Los valores de ambos
parametros van de 0 a 1. Los parametros seran calculados con las ecuaciones
descritas por Ballabio & Consonni (2013), donde TP es verdadero positivo, TN
verdadero negativo FP falso positivo y FN falso negativo. Otro parametro a
evaluar en los mejores modelos es la robustez, mediante 3 variaciones del set de

entrenamiento y validacion, analizando la variacion en los %CA.

TP

Sn= TP T EN

TN

SP = EP T TN

] (Sn+ Sp)

ER =1
2

B (TP + TN)
"~ (TP+FP+TN + FN)

CA

3.7 Interpretacion de datos

Para la interpretacion de datos, se identificaran las bandas que mas aportan al
modelo para la discriminacion de origenes de filogeograficos de plantulas de A.
araucana. Para ello se analizaran los loadings de componentes (PCA) y el poder
de discriminacion (SIMCA). Posterior a ello, se realizara busqueda en bibliografia
sobre posibles compuestos que pueden estar relacionados con absorbancias en

las longitudes de ondas con mayor poder de discriminacion. Por otro lado, en IR
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medio para detectar diferencias en los espectros de ambas clases, se calcul¢ el
promedio de la segunda derivada y suavizado de 35 puntos (algoritmo de
Savitzky-Golay) de cada clase y la respectiva desviacion estandar para cada
longitud de onda. De esta forma, se obtuvieron 6 espectros correspondientes a
el promedio de cada clase, el promedio de cada clase menos sus respectivas
desviaciones estandar por cada variable y el promedio de cada clase mas sus
respectivas desviaciones estandar por cada variable. Se analizé el minimo de
cada espectro, a cuyas bandas que presenten diferencias (que mantengan el
comportamiento con y sin las desviaciones estandar) se realiz6 asignacion

guimica por busqueda bibliografica.
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IV RESULTADOS Y DISCUSION

1. Rango VIS-NIR (345 - 1037 nm)

Los espectros de reflectancia colectados presentaron extremos ruidosos los
cuales fueron excluidos, trabajando finalmente en el rango 475 - 922 nm (Figura
7A). Los espectros de pseudo absorbancia (A = Log (1/R)) de plantulas de A.
araucana en el rango VIS-NIR se observan en la Figura 7B, en los cuales se
observan tres bandas en las longitudes 538, 616 y 672 nm. Segun Reusch (2013)
y Walsh et al (2020) estas absorben en la zona espectral del verde, naranja y
rojo, respectivamente. El espectro obtenido de A. araucana presenta un
comportamiento similar (patrén) a los espectros reportados para otras especies
forestales como Pinus sylvestris L. (Danusevicius et al., 2014), P. strobus L. y
Quercus rubra L. (Hallett et al., 1997). En el rango 400 — 530 nm (zona del verde)
absorben los pigmentos carotenoides, especificamente en la banda de 535 nm
absorben los pigmentos fotoprotectores xantéfilas (Carranco et al., 2011) y en la
region del rojo donde se observa la banda con mayor absorbancia corresponde
a la zona de absorcion de la clorofila a 'y b (600-700 nm), siendo las longitudes

gue reflejan las propiedades comunes de la vegetaciéon verde (Hoffer, 1978).
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Figura 7. Espectros VIS-NIR sin extremos ruidosos, en rango 475-922 nm de
plantulas de A. araucana. (A) % reflectancia y (B) pseudo absorbancia (Log(1/R)).

En la Figura 8 se presentan los espectros transformados y pre-procesados para
los métodos de reconocimientos de patrones (Revisar Tabla 2). Mediante de la
distancia de Mahalanobis y prueba Q se identificaron 3 outliers, los cuales fueron

excluidos de los analisis.
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Figura 8. Espectros en regién VIS-NIR pre-tratados para (A) PCA con 17
derivada con ventana de 25 puntos y (B) K-NN y SIMCA con 1™ derivada con
ventana de 15 puntos. Ambos fueron centrados en la media.

Tras los analisis de PCA, el grafico de cargas de los tres primeros componentes
permitié apreciar que el rango 782 - 922 nm no aporta informacion relevante o
influyente para ninguno de estos componentes (Figura 9), por lo que el analisis
exploratorio se realiz6 excluyendo dicho rango. Para determinar cuantos
componentes analizar se observo el porcentaje de varianza explicada por cada
PC y el porcentaje de varianza acumulada (Tabla 3). Se aprecia que los 3
primeros PCs logran explicar un 78.79% de la varianza y que las demas

componentes aportan muy poca informacion, principalmente ruido.
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Figura 9. Loadings de los primeros 3 PCs de PCA en rango VIS-NIR. Espectro
verde, azul y rojo corresponden a loadings de PC 1, 2 y 3 respectivamente. Se
marca dentro del rectangulo punteado zona espectral poco influyente.

Tabla 3. Compontes principales calculados para matriz espectral VIS-NIR.

Componente principal Varianza explicada (%) Varianza acumulada (%)
PC1 51.63 51.63
PC2 20.45 72.08
PC3 6.72 78.79
PC4 4.22 83.02
PC5 3.51 86.53

En la Figura 10 se presentan los graficos de puntuacion (Scores) obtenidos con
los tres primeros PCs y sus respectivos graficos de cargas (Loadings). Se
observa que el PC1 el cual explica un 51.6% de la varianza, es el componente

gue mejor explica una tendencia de separacion entre ambas clases.
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Figura 10. Grafico de puntuaciones entre los primeros 3 PCs y sus respectivos
graficos de cargas, obtenidos con matriz VIS-NIR. Cuadros azules corresponden
a muestras de la Costa y cuadros naranjos a muestras de los Andes.
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El PC1 resultdé ser el componente que reune la informacion mas util para
diferenciar muestras de A. araucana costeras y andinas. Al observar los graficos
de cargas del PC1 versus PC2 o PC3 (Figura 10B y D), se aprecia que la banda
cercana a los 705 nm es influyente para la clase costera (CS1) y aquellas
cercanas a 684, 655, 622 nm son mas influyentes para la clase andina (CS2).
Para visualizar e identificar mas claramente las bandas mas importantes para la
separacion segun el PC1, se analiz6 su gréafico de cargas por separado (Figura
11). Las bandas mas influyentes corresponden a las longitudes de onda 517, 555,
575, 605, 655, 684 y 705 nm, bandas asociadas a la de absorcion de
carotenoides y clorofilas (Azcon-Bieto et al., 2008). Se aprecia que la banda mas
importante para las muestras andinas es en la longitud 705 nm, seguida por las
bandas bajo los 585 nm, las cuales podrian relacionarse a absorcion de clorofila
a (705 nm) y de clorofila a + b (<585 nm). Por otro lado, las bandas mas
influyentes para las muestras costeras corresponden a 605, 655 y 684 nm,
relacionadas principalmente a clorofila a (Chla). De esta forma PCA indica que
las plantulas de ambos origenes difieren en la absorbancia de pigmentos
fotosintéticos, especificamente en la region del verde (490-570 nm), naranja (585
- 620 nm) y principalmente del rojo (620 - 780 nm) (Reusch, 2013). Segun
Merzlyak et al (2003) la absorcion en la regién del rojo se relaciona con la
absorbancia de las clorofilas. Cabe mencionar que cerca de los 650 y 678 nm la

clorofila b y a respectivamente presentan su absorcién caracteristica, y es por
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ello que la banda de 680 nm es muy util para el calculo de distintos indices

relacionados al contenido de clorofila (Walsh et al., 2020).
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Figura 11. Grafico de cargas de PC1 de matriz VIS-NIR obtenido de plantulas
de A. araucana.

Para del desarrollo de los modelos supervisados se utilizaron todas las longitudes
de onda (475 - 922 nm). El modelo K-NN se desarrollé con 2 vecinos (K=2), para
el entrenamiento del modelo se obtuvieron 11 muestras mal clasificadas,
obteniendo un 88.89% de precision de clasificacion (%CA). En la etapa de
validacion solo 4 muestras de CS2 fueron mal clasificadas, logrando un %CA del
90.5% (Para ver resultados de clasificacion revisar Anexo 1). Para el modelo
SIMCA, se modelaron 4 PCs para cada clase con una distancia interclase de
0.24. En el entrenamiento se logro clasificar correctamente el 98.99% de las

muestras (1 muestra mal clasificada) y un 90.5% tras validacion externa (4
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muestras mal clasificadas) (Para ver resultados de clasificacion revisar Anexo 2).
Como se menciono anteriormente las clases presentan muy poca distancia entre
si, en la Figura 12 se observan los graficos de Coomans del entrenamiento y
validacion. En ambos casos la mayoria de las muestras de ambas clases se
encuentran bajo ambos umbrales de pertenencia a una clase, pero a pesar de

ello SIMCA logra clasificar y predecir de forma correcta con un bajo error.
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Figura 12. Grafico de Coomans de modelo SIMCA en rango VIS-NIR, umbrales
para un 95% de confianza. (A) set de entrenamiento y (B) set de validacion.
Cuadros azules corresponden a muestras de la Cordillera de la Costa (CS1) y
cuadros naranjos a la Cordillera de los Andes (CS2).

La grafica de poder de discriminacion que entrega SIMCA permite extraer
informacion sobre las variables mas importantes para discriminar (Figura 13). A
los 700 nm se observa la banda mas discriminadora, lo que concuerda con lo
observado en PCA cuya banda mas influyente se encontraba alrededor de los
705 nm, asociado a clorofila. Segun los resultados reportados por Merzlyak et al
(2003) la banda en 700 nm tiene una alta correlacion con el contenido de clorofila

(r>>0.90). Seguido a ella se observa que las bandas 535, 641, 657, 688, 690, 711
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y 713 nm presentan altos valores de discriminacion. De esta forma las longitudes
mas importantes o discriminantes se encuentran en la region del verde (490-570
nm) y del rojo (620 — 780 nm), siendo este ultimo el que presenta las variables
mas discriminantes (641 - 700 nm). Como se menciond anteriormente, la banda
en 535 nm corresponde por literatura a la absorcidon de xantofilas. Las longitudes
restantes corresponden a absorcion de Chla, a excepcion de la longitud 641 nm

gue corresponde al maximo de absorcion de Chlb (642 nm) (Ustin et al., 2009
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Figura 13. Gréfico de poder de discriminacién de variables de modelo SIMCA en
rango VIS-NIR para discriminar entre origenes filogeograficos de plantulas de A.
araucana. Arbitrariamente solo se sefialan longitudes como poder de
discriminacion mayor a 2.5.
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Las diferencias de absorbancia observadas en el rango VIS-NIR indican que las
muestras difieren en funcion de su origen filogeogréafico principalmente en el
contenido de pigmentos verdes y xantofilas. Lo anterior, podria estar reflejando
diferencias en los niveles de estrés a los que se ven expuestos ambos nucleos
poblacionales de Araucaria (Datt, 1998; Zarco-Tejada et al., 2004). Por su parte,
Li et al (2019) afirman que el color y por ende, la pigmentacion de las hojas son
una respuesta al estrés y a la variacion ambiental, pero a su vez también a la
variacion genética, indicando que la variacion de pigmentos y principalmente
clorofilas esta parcialmente controlada por genes. En especies como Sassafras
tzumu H. (Lauraceae) se reportan que parametros como el color de las hojas y
por ende el contenido de pigmentos presentan altas estimaciones de
heredabilidad. Asimismo, se reporta que para la especie Acer rubrum L mas
conocida como Arce rojo (Sapindaceae) el color de sus hojas presenta una
influencia significativa de los padres (Townsend & Mclintosh, 1993). Por otro lado,
se tiene evidencia de que la concentracion de clorofila foliar se ve principalmente
influenciada por la temperatura, hallandose mayor concentracién en aquellas
plantulas de climas mas calidos (Azcon-Bieto et al., 2008; Danusevicius et al.,
2014). Al existir diferencias en el contenido de clorofilas, se asume una variacién
en la tasa fotosintética de las plantulas, la cual segun Premoli et al. (2012) tiene

un control genético significativo.
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En concreto, el procesamiento y analisis de la informacion espectral adquirida en
el rango VIS-NIR ha permitido diferenciar y discriminar plantulas de A. araucana
de ambos origenes filogeograficos. Lo anterior se atribuye a diferencias en el
contenido de pigmentos fotosintéticos. Los modelos K-NN y SIMCA desarrollados
presentaron una precision de clasificacion del 90%, donde este ultimo modelo
permitié identificar como las bandas mas discriminadoras aquellas relacionadas

con la absorbancia de las clorofilas y compuestos carotenoides xantofilas.

2. Rango NIR con Transformada de Fourier FT-NIR (12489 - 3996 cmt)

En los espectros FT-NIR adquiridos se aprecia que las plantulas de A. araucana
presentan ocho bandas, especificamente en las longitudes 4258, 4335, 4690,
5176, 5701, 5793, 6326 y 6904 cm™ (Figura 13). Richardson et al (2004) sefiala
que la region del IR cercano se caracteriza por presentar bandas de tonos,
sobretonos y combinaciones. Segun la tabla de asignacion de bandas
especificada por Schwanninger et al (2011) la absorbancia en la longitud 4258
cm™ se asocia a la combinacién del estiramiento y deformacién de C-H y el
segundo sobretono de la flexion C-H2, lo que en bibliografia se ha asociado a
polisacaridos como celulosa, al igual que la absorcién en 4335 cm™, tras el
estiramiento C-O combinado con el estiramiento O-H o a la combinacion de la

flexion y estiramiento de C-H2. Por su parte la absorcién en los 4690 cm™ se
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atribuye proteinas, especificamente a sefiales de Amida | y Amida Il. La absorcién
en 5176 cm™ se asocia a estiramientos del segundo sobretono de C-O atribuido
a carbohidratos. El estiramiento del primer sobretono de C-H de grupos C-H2 se
observan en las longitudes 5701 y 5793 cm™. Por ltimo, la absorcién en 6326 y
6904 cm? se atribuyen primer y segundo sobretono de estiramiento de N-H
atribuible a proteinas (Tuker-Kaya, 2017). En la Figura 14 se presentan los
espectros FT-NIR pretratados para la aplicacion de los métodos de

reconocimientos de patrones.

Unidades Kubelka-Munk

0 0 ‘ .
13000 12000 11000 10000 9000 8000 7000 6000 5000 4000 3000

Numero de onda (cm-1)

Figura 14. Espectros brutos de absorbancia en unidades de Kubelka-Munk en
rango NIR con Transformada de Fourier, de plantulas de A. araucana.
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Figura 15. Espectros FT-NIR de plantulas de A. araucana pre-tratados para (A)
PCA con MSC, (B) K-NN con 2% derivada de 19 puntos y (C) SIMCA con 2%
derivada de 9 puntos. Todos fueron centrados en la media.
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Segun la distancia de Mahalanobis y grafico de residuales se identifico 1 espectro
atipico el cual se excluyé de los andlisis. Se analizaron los tres primeros
componentes, dado que logran explicar un 90.24% de la varianza (Tabla 4). En
la Figura 14 se presentan los distintos graficos de puntuacion de los versus de
los primeros 3 PCs y sus respectivos graficos de cargas. El PC2 (25.9%) permite
observar una pequefia tendencia de separacion entre ambas clases (Figura 15A
y E), donde bandas cercanas a 12489, 5168, 5438 cm son las mas influyentes

para CS2y 3996 cm™ para CS1.

Tabla 4. Compontes principales calculados para matriz espectral FT-NIR.

Componente Varianza Varianza
explicada (%) acumulada (%)
PC1 56.54 56.54
PC2 25.88 82.42
PC3 7.82 90.24
PC4 3.36 93.60

PC5 2.49 96.09
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Figura 16. Grafico de puntuaciones entre los primeros 3 PCs y sus respectivos
gréaficos de cargas, obtenidos con matriz FT-NIR. Cuadros azules corresponden
a CS1y cuadros naranjos a CS2.

En la Figura 17 se observa el grafico de cargas del PC2. Se aprecia que los

rangos 11610 - 7136 y 4550 - 3996 cm™! son mas influentes para CS1y el rango
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7136 - 4550 cm™ a CS2, siendo las bandas mas influyentes 5169 y 4706 cm™.
Segun Schwanninger et al (2011) en el rango 12800 - 7000 cm (rango influyente
para la clase costera) absorben los primeros armoénicos y segundos armonicos
de las vibraciones de estiramiento O—H y N—H, los primeros armoénicos de las
bandas de combinacién C—H y segundo y tercer armonicos del estiramiento C—H
y N—H. En cuanto a las longitudes influyentes para la clase andina, es decir, entre
7000 — 6000 cm* absorben sobre todo el primer sobretono de las vibraciones de
estiramiento O-H atribuibles principalmente a carbohidratos y entre 6000 - 5000
cm? el primer sobretono de vibraciones de estiramiento C-H alifaticas y
aromaticos y bandas de combinacion O-H. Finalmente el rango 5000 — 4000
cml, se reporta como dificil de asignar dadas las diferentes combinaciones
guimicas que se pueden dar entre estiramientos de enlaces C-H, C=0 y/o

deformacion O-H.

5169 4708
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Figura 17. Grafico de cargas de PC2 en rango FT-NIR. Bandas por sobre 0 son
influyentes para CS2 y por debajo de 0 para CS1.
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Continuando con los métodos supervisados, en el entrenamiento del modelo K-
NN (K=2) se obtuvo un 82.8% de precision de clasificacion, y en la validacion con
set externo un 86.27% (Para ver resultados de clasificacion revisar Anexo 1).
Mientras que en SIMCA (3 PCs para cada clase con una distancia interclase de
0.28) se obtuvo un %CA del 93.97% cuya validacion resulté en un 88.24% (Para
ver resultados de clasificacion revisar Anexo 2). En la Figura 18 se presentan los
graficos de Coomans del set de entrenamiento y de validacion, observandose el
mismo comportamiento que en VIS-NIR. En el grafico de poder de discriminacién
de variables en SIMCA (Figura 19) se observa que las bandas mas
discriminadoras son 11108, 10669, 8702, 7128, 6912, 6858, 6488, 5276, 4999,
4752, 4235, 4189 cm™. Como ya se menciond en el rango 12800 — 7000 cm™ se
observan bandas de primeros y segundos sobretonos y combinacion de
estiramiento O-H, C-H y N-H. La banda en 7128 cm™ se ha atribuido a la
combinacion de estiramiento y deformacion de C-H de carbohidratos (Tuker-
Kaya, 2017). En 6912, 6858 y 6488 cm se observa la banda correspondiente al
estiramiento del primer sobretono de O-H, bandas que en literatura han sido
atribuidas a grupos -OH de compuestos fendlicos y al enlace intermolecular de
almidén respectivamente. La banda en 5276 cm™ se asocia a vibraciones en el
enlace C=0. Ali et al (2001) indican que la banda en 4998 cm (4999 cm) se
asocia a la combinacion de estiramiento simétrico de N-H y Amida Il, atribuible a
proteinas. La banda observada cerca de los 4764

cm?® se asocia a O-H de carbohidratos, al igual que la banda 4235 cm™. Por
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ultimo, las bandas en 4189 y 4189 cm™ se han asignado a grupos aromaticos

(Beratto et al., 2017)
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Figura 19. Poder de discriminacién de variables en modelo SIMCA en rango
FT-NIR. Solo se sefialan longitudes con mayor poder de discriminacion.

En definitiva, el andlisis de la informacion espectral adquirida en FT-NIR, permitié
diferenciar mediante PCA plantulas de A. araucana costeras y andinas con el
PC2 (25.88% de la varianza). En cuanto a modelacion K-NN y SIMCA, se logré
una precision de clasificacion del 86 y 88% respectivamente. Cuyas bandas mas
discriminadoras se atribuyen principalmente a carbohidratos, proteinas y

compuestos fendlicos.

3. Rango NIR (1595 - 2396 nm) equipo portatil

Los espectros obtenidos de las muestras de A. araucana adquiridos en la region
NIR con el equipo portatil, presentan cuatro bandas en las longitudes de onda
1927, 2114, 2277 y 2307 nm (Figura 20). Segun literatura, la banda observada
en 1927 nm se atribuye estiramientos del segundo sobretono de C-O de
carbohidratos (Tuker-Kaya, 2017). Asimismo, en literatura la banda en 2114 nm
se ha asociado a celulosa, como resultado de la combinacion de flexion y
estiramientos de enlaces O-H. La banda en 2277 nm segun Stenberg et al (2010)
corresponde al estiramiento de C-H alifaticos y por ultimo, la absorcién en 2307
nm se ha asignado a la combinacion de estiramiento N-H y C-O atribuido a

proteinas (Tuker-Kaya, 2017).
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Figura 20. Espectros brutos de absorbancia en rango NIR con equipo portatil de
plantulas de A. araucana.

En la Figura 21 se observan los espectros NIR pretratados para andlisis
exploratorio y métodos supervisados. En NIR no se detectaron muestras outliers.
Se analizaron los tres primeros PCs los cuales explican el 91.5% de la varianza
(Tabla 5). En la Figura 22 se muestran los distintos gréaficos de puntuacién de los
versus de los primeros 3 PCs y sus respectivos graficos de cargas, donde el PC2
(12.5% de varianza) permite observar una tendencia de separacién entre ambas
clases, cuyas variables mas influyentes corresponden a 1902 nm para CS1y

2145 nm para CS2 (Figura 22B y F).
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Figura 21. Espectros de absorbancia en rango NIR con equipo portétil, de
plantulas de A. araucana pre-tratados para (A) PCA con MSC, (B) K-NN con 29
derivada de 25 puntos y (C) SIMCA con 2% derivada de 5 puntos. Todos fueron
centrados en la media.

Tabla 5. Compontes principales calculados para matriz espectral NIR.

Componente Varianza explicada (%) Varianza acumulada (%)
PC1 72.28 72.28
PC2 12.52 84.79
PC3 6.72 91.52
PC4 6.00 97.52

PC5 1.00 98.53
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Tras el andlisis del grafico de cargas del PC2 (Figura 23) se aprecia que las
bandas mas influyentes para CS1 corresponden a 1902, 2269, 2292 y 2337 nm.
La banda en 1902 nm corresponde al estiramiento del segundo sobretono de
C=0y labandaen 2269 nm a la combinacion de estiramientos O-Hy C-O, ambas
bandas asignadas a carbohidratos. Schwanninger et al (2011) reporta que en
dichas longitudes absorben las hemicelulosas, celulosa y ligninas, al igual que la
banda en 2337 nm correspondiente a la combinacion del estiramiento C-H y
deformacion de C-H2. La banda observada en 2292 nm se atribuye a la sefial de
combinacion del estiramiento N-H y C-O de proteinas. Por otro lado, las bandas
mas influyentes para CS2, son 1968 y 2145 nm. Segun bibliografia ambas
bandas son asignadas a proteinas, siendo sefiales de combinacion de
estiramiento asimétrico de N-H y Amida Il o al estiramiento del segundo
sobretono de C=0, y a la combinacion de Amida | y Amida lll, respectivamente
(Tuker-Kaya, 2017). Segun estos resultados las plantulas de la Cordillera de la
Costa presentarian mayor contenido de carbohidratos y menor contenido de

proteinas en comparacion con aquellas de origen Andino.



48

0.3

025

0.2r-

015

0.1

0.05 -

Loadings

[ P mm ]
-0.05

0.1 -

oxs - 1968

. /2145
02 ‘ ‘ . -
1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400
Numero de onda (nm)

Figura 23. Gréfico de cargas de PC2 para informacion adquirida en rango NIR
con equipo portétil. Bandas por sobre 0 son influyentes para CS1y por debajo de
0 para CS2.

En cuanto a los modelos supervisados, K-NN (K=5) obtuvo un %CA de 90.48%,
cuya validacion externa resulté en un 85.2% de clasificacion exitosa (Para ver
resultados de clasificacion revisar Anexo 1). Con la modelacién SIMCA (6 y 4
PCs para CS1y CS2, separadas por una distancia de 0.53) se obtuvo un 88.89%
de clasificacion exitosa en el entrenamiento y validacién (Para ver resultados de
clasificacion revisar Anexo 2). En la Figura 24 se presentan los gréaficos de
Coomans del entrenamiento y validacion, donde se observa nuevamente que la
mayoria de las muestras se encuentran por debajo de ambos umbrales, es decir,
en la zona de confusién. Al analizar el grafico de poder de discriminacion de
variables del modelo SIMCA desarrollado (Figura 25) se observa que las bandas
gue mas aportan a la discriminacion de ambas clases son 1844, 1877, 1902,
1943, 1960, 2001, 2017, 2041, 2066, 2145, 2277 nm. En la longitud 1844 nm se

observan la combinacion de vibraciones de estiramiento de O-H y estiramiento
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del segundo sobretono de C-O asociado a carbohidratos al igual que las bandas
en 1902 y 1943 nm, correspondientes a sefiales del estiramiento del segundo
sobretono de C=0 (Schwanninger et al., 2011). Segun Stenberg et al (2010) la
banda en 1960 nm corresponde al estiramiento de C-OH de compuestos
fendlicos. En cuanto a las bandas en 2001, 2066 y 2145 nm se atribuyen a
proteinas, donde las bandas corresponden a la combinacién del estiramiento
simétrico de N-H y Amida Il, a la combinacién de flexion N-H y Amida, y a la
combinacion de Amida | y Amida lll respectivamente (Ali et al., 2001; Tuker-Kaya,
2017). La banda en 2017 nm segun Budic¢-Leto et al (2011) corresponde al
estiramiento de N-H y C-O y/o a la combinacion de Amida | y Amida Il. En cuanto
a la banda 2041 nm en literatura la banda en 2080 nm se asocia estiramiento O-
H y deformacién C-H atribuido a azlcares. La banda en 2277 nm se asocia a

estiramientos de C-H alifaticos (Stenberg et al., 2010).
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Figura 24. Grafico de Coomans de modelo SIMCA NIR portatil, umbrales para
un 95% de confianza. (A) set de entrenamiento y (B) set de validacion. Cuadros
azules corresponden a muestras de la Cordillera de la Costa (CS1) y cuadros
naranjos a la Cordillera de los Andes (CS2).
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Figura 25. Poder de discriminacion de variables en modelo SIMCA en rango
NIR portatil. Solo se sefialan longitudes con valor de discriminacion mayor a 3.

En definitiva, la informaciéon espectral adquirida en el rango NIR con equipo
portétil, permitié observar una tendencia de separacion de ambas clases por el
PC2 (12.5% de varianza). A su vez los modelos K-NN y SIMCA, lograron
discriminar plantulas de andes y costa con una precision de clasificacion del 85y
89% respectivamente. La discriminacién lograda se atribuyd principalmente a
proteinas y carbohidratos, donde presumiblemente las muestras costeras
presentan mayor contenido de carbohidratos y las andinas mayor contenido

proteico.
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4. Rango FTIR (3999 - 650 cm™?)

Los espectros adquiridos en la region del IR medio no presentaron extremos
ruidosos que debiesen ser excluidos, no obstante, este rango se caracteriza por
presentar una zona muy influenciable por la humedad ambiental (zona espectral
de absorcién de O-H y C-O, 2300 cm™) (Jaya et al., 2015). Considerando que
esta la zona espectral 2600 - 2000 cm™ no presenta bandas que provean
informacion quimica de las muestras, para fines de esta investigacion fue
excluido (Figura 26). En cuanto a las bandas de absorcion de los espectros de
las plantulas de A. araucana, se observa que son multiples bandas las cuales se
atribuyen a los grupos funcionales las principales macromoléculas (proteinas,
lipidos, polisacaridos y acidos nucleicos) (Beekes et al., 2007; Dorado et al.,
2001; Invernizzi et al., 2018; Kacurakova et al., 2000; Liu et al., 2013; Pandey &
Pitman, 2003). En los espectros se logran distinguir bandas en las longitudes
3410, 2965, 2933, 2855, 1246, 1103, 1067 cm, sumado a ellas, la mayoria de
las bandas observadas se encuentran en la region de huella dactilar (1800 — 500
cm?). La banda en 3410 cm™ corresponde a la sefial de estiramiento de O-H y
N-H, atribuido a carbohidratos, proteinas, alcoholes y compuestos fendlicos
(Pandey & Pitman, 2003; Tuker-Kaya, 2017). La banda en la longitud 2965 cm*
se presenta la sefial de estiramiento asimétrico CH3, bandas en 2933 y 2855 cm~
! se atribuyen a estiramientos asimétricos y simétricos respectivamente de CH2.

Estas bandas principalmente se atribuyen a lipidos con una pequefia contribucion
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de proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos (Beekes et al., 2007; Malek et al.,
2014; Severcan et al., 2003). Continuando, la banda en 1246 cm™ Pandey &
Pitman (2003) reportan que en la longitud 1244 cm! se observa el anillo de la
unidad siringil y estiramiento C-O de ligninas y xilanos. En literatura en el rango
1110 - 1105 cm se observa la banda de absorcién de estiramiento simétrico C-
O-C de la cutina (Tuker-Kaya, 2017). La banda observada en 1076 cm
corresponderia a estiramientos de C-O de alcoholes segundarios, atribuibles a
grupo éster metoxilos en celulosa, hemicelulosas y ligninas (Lopes et al., 2018).
En la Figura 27 se presentan los espectros pretratados segun se indicé en la

Tabla 2.

Absorbancia
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Figura 26. Espectros de absorbancia FTIR plantulas de A. araucana, se sefiala
en recuadro punteado rango de 2600 a 2000 cm™* excluido.
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Figura 27. Espectros en region FTIR pre-tratados para (A) PCA con correccion
de linea base, normalizado, (B) K-NN con 29 derivada de 45 puntos y (C) SIMCA
con 2% derivada de 25 puntos. Todos fueron centrados en la media.

3 muestras outliers fueron identificadas mediante la distancia de Mahalanobis y
el residuo de las muestras, excluyéndose de los analisis. Segun el porcentaje de

varianza explicada y acumulada (Tabla 6), se aprecia que los 3 primeros PCs
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logran explicar un 81.6% de la varianza. En la Figura 28 se presentan los graficos
de puntuacion de los 3 primeros PCs y sus respectivos graficos de cargas. Se
aprecia que el PC2 (12.7%) es el PC qgue mejor explica una tendencia de

separacion entre muestras andinas y costeras.

Tabla 6. Compontes principales calculados para matriz espectral FTIR.

Componente Varianza Varianza
principal explicada (%) acumulada (%)
PC1 59.69 59.69
PC2 12.69 72.39
PC3 9.25 81.64
PC4 5.57 87.21
PC5 414 91.35
(A) =)
3‘-?: 54 0.04
n 0.02
= | N o
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3 0O -002f
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ol 008 . 3855%
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Factor 1 (59.7%) PC1

Figura 28. Gréfico de puntuaciones entre los primeros 3 PCs y sus respectivos
graficos de cargas. Cuadros azules y naranja corresponden a muestras de la
costa y andes respectivamente.
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Figura 29. Grafico de puntuaciones entre los primeros 3 PCs y sus respectivos

graficos de cargas. Cuadros azules y naranja corresponden a muestras de la
costa y andes respectivamente.

Se analiz6 el gréfico de cargas el PC2 por separado, con la finalidad de identificar
las bandas que mas aportan a dicho componente (Figura 29). A grandes rasgos
las longitudes entre 4000 - 3380 cm™ (principalmente por debajo del cero)
influencian a las muestras pertenecientes a CS2 y el rango 2000 - 650 cm™* a

CS1. Al analizar ambos rangos por separado, en el rango mayor energia se
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observa que las longitudes 3897, 3850, 3813, 3742, 3731, 3709, 3686, 3668,
3645 y 3627 cm* influencian a la CS1 (Figura 29B). Por otro lado, CS2 se ve
influenciada por las longitudes 3906, 3856, 3822, 3753, 3737, 3712, 3692, 3677,
3651, 3630, 3621, 3589 y 3569 cm™. Dichas longitudes se asocian a
estiramientos simétricos de O-H de acidos o metanol atribuibles a todas las fibras
vegetales. No obstante, en el rango 3639 — 3029 cm™ se observan estiramientos
simétricos de O-H y N-H de proteinas (Liu et al., 2013; Sablinskas et al., 2003).
Al observar la Figura 29C, es posible identificar que las bandas en 1735, 1701,
1655 y 1560 cm™ influencian a CS2, donde la banda 1735 cm se asocia al
estiramiento de C=0 de ésteres saturados de lipidos y acidos grasos (Farghl
et al., 2019; Liu et al., 2013; Malek et al., 2014) y las bandas en 1655y 1560 cm"
! se asocian a proteinas (Amida | y Amida Il respectivamente). En cambio, la CS1
se encuentra principalmente influenciada por bandas en el rango 2000-650 cm™,
donde las bandas con mayor poder de discriminacion por bibliografia se atribuyen
a proteinas (absorben principalmente Amida | y Il) (Beekes et al., 2007; Liu et al.,

2013; Sablinskas et al., 2003).
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Figura 30. Gréfico de cargas de PC2 (FTIR). (A) Grafico rango 4000 - 650 cm2. (B) Gréfico rango 4000 - 3380 cm-
1, (C) Gréfico rango 2000 - 650 cm™.
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Otra forma de visualizar e identificar diferencias entre origenes filogeograficos se
realizd mediante el analisis de los promedios espectrales de cada clase con sus
respectivas desviaciones estandar (Figura 30). Las bandas observadas en el
rango 4000 — 3400 cm? (Figura 30A), como se menciond anteriormente se
atribuyen a estiramientos simétricos de O-H y N-H asociados fibras vegetales y
proteinas. Estas bandas presentan mayor absorbancia en las muestras andinas
gue en las costeras. Lo anterior podria deberse a que las plantulas andinas
necesitan mayor endurecimiento dadas las mayores condiciones adversas en las
que se desarrollan. En la regién espectral 2000 - 600 cm™ (Figura 30B) se
observan 8 bandas cuyos maximos de absorcion se encuentran asociados a una
clase, como es en el caso de las bandas en 1556, 1550, 1543, 1362, 829 y 769
cm?, las cuales presentan mayor absorbancia en muestras andinas. Por su parte
las bandas en 1556, 1550 y 1543 cm™ se atribuyen a proteinas, siendo sefiales
de estiramientos de C=N y N-H (Beratto et al., 2017). Cercano a 1360 cm™ se
observan bandas de Amina terciaria aromatica, estiramiento C-N por lo que
también se encuentra asociado a proteinas (Nandiyanto et al., 2019). En cuando
a la banda observada en 829 cm-1, en literatura se reporta que la banda en 831
cm® corresponde a estiramientos asimétricos de O-P-O de ADN. Las diferencias
observadas en cuanto a acidos nucleicos sugiere diferencias en las
conformaciones del ADN (Lin et al., 2011). Finalmente, en la longitud 769 cm™ se

observan vibraciones de movimiento conocido como “wagging” de C-H. Por otro
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lado, para CS1 solo se visualiza una banda influyente en 1423 cm!, asignada a

flexion asimétrica de C-H de proteinas.
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Figura 31. Segunda derivada del promedio de espectros FTIR de cada clase. (A)
Rango 4000 - 3400 cm y (B) Rango 2000 - 600 cm™. Prom CS1 y Prom CS2:
Promedio espectros clase 1 y clase 2, respectivamente. — SD: Promedio menos
desviacion estandar. + SD: Promedio mas desviacion estandar.
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Continuando con los SPRM, como resultado de la clasificacion de K-NN (K=8)
con el set de entrenamiento se obtuvo un 77.24% de clasificacion exitosa y en la
validacion un 79.25% (Para ver resultados de clasificacion revisar Anexo 1). Por
su parte, para SIMCA, modelado con 5 PCs para cada clase, con una distancia
interclase de 0.39, se obtuvo un 93.4% de clasificacion correcta con el set de
entrenamiento (Para ver resultados de clasificacion revisar Anexo 2). En cuanto
a la validacion del modelo con el set externo, se obtuvo un 90.6% de clasificacion
exitosa. En la Figura 31 se observan los respectivos graficos de Coomans, en el
cual se observa que la mayoria de las muestras se encuentran por debajo de

ambos umbrales.
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Figura 32. Grafico de Coomans de modelo SIMCA FTIR, umbrales para un
95% de confianza. (A) set de entrenamiento y (B) set de validacion. Cuadros
azules corresponden a muestras de la Cordillera de la Costa (CS1) y cuadros
naranjos a la Cordillera de los Andes (CS2).
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En la Figura 32A se observa la grafica de poder de discriminacion de las variables
en el modelo SIMCA generado. Se aprecia que hay mudiltiples bandas que
presentan gran poder de discriminacion entre origenes filogeogréaficos de
plantulas de A. araucana. En las Figuras 32B y 32C se sefialan las longitudes
con mayor poder de discriminacion (solo se mencionan aquellas longitudes con
poder de discriminacion mayores a 2.5) cuya asignacion quimica por bibliografia
se presenta en la Tabla 7. Se aprecia que las bandas que mas destacan son
3034, 2870, 1703, 1585, 1414, 1347 y 1293 cm™. Stenberg et al (2010) sefiala
que aproximadamente a los 3030 cm? se observan estiramientos C-H
aromaticos. La longitud 2870 cm™ se ha asignado a estiramientos simétricos de
CHS3 principalmente de lipidos y proteinas con pequefias contribuciones de
carbohidratos y acidos nucleicos. Las bandas entre 1705 - 1690 cm™ se han
asociado a estiramientos C=0 de bases de acidos nucleicos (Malek et al., 2014).
En literatura a 1581 cm* se observan las vibraciones de estiramiento de C=C de
anillos arométicos de ligninas. Por su parte, las flexiones O-H de acidos
carboxilicos absorben en 1414 cm™ (Severcan et al., 2003). La banda en 1347
cm? se atribuye a deformaciones simétricas de C-H2 y CH3, asociadas en
literatura a celulosas, hemicelulosas y aceites (Lopes et al., 2018). Finalmente en
cuanto a la banda en 1293 cm™, segln lo indicado por Beekes et al (2007) entre

1310 - 1240 cm™ se observa la banda de Amida Il de proteinas.
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Figura 33. Poder de discriminaciéon de variables (longitudes de onda, cmt) en modelo SIMCA en rango FTIR.
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Solo se sefialan longitudes con mayor poder de discriminacion. (A) Rango completo, (B) 4000 - 2600 cm™ y
(C) 2000 - 657 cm™.
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Tabla 7. Asignacion de bandas que presentan diferencias encontradas en la caracterizacion espectroscopica y
analisis multivariante de las muestras. sym: simétrico, asym: asimétrico, str: estiramiento (stretching), ben: flexion

(bending).
. A (c_m l). . )‘ (em™?) Asignacion Grupo funcional Referencia
investigacion literatura
3034,3006 3034,3006 C-H (cis) sym str Lipidos (enlace doble cis-oleofinicos (lrudayaraj et al., 2001; Poiana et al.,
=CH), acidos grasos insaturados 2015)

2974 CH2 asy str Principalmente lipidos con pequefias (Muthuselvi et al., 2018)
contribuciones de proteinas,
carbohidratos y &cidos nucleicos

2870 2870 CH3 sym str Lipidos y proteinas (Malek et al., 2014)

2845 2860-2840 CH2 sym str Principalmente lipidos con pequefias (Lazar etal.,, 2012; Severcan et al.,
contribuciones de proteinas, 2003; Tuker-Kaya, 2017)
carbohidratos y &cidos nucleicos

1792 1792 C=0 sym str (Sclavons et al., 2005)

1703 1705-1690 C=0 str Bases de acidos nucleicos (Malek et al., 2014)

1673 1670-1660 C=0 str + NH ben (Amida I) Proteinas (Malek et al., 2014)

1615 1610 N-H ben (Amida I) Proteinas (Stenberg et al., 2010)

1585 1581 C=C str aromaticos Lignina (Janardhana etal., 2013; Prégent

et al., 2014)
1530 1560-1540 C=Ny N-H str (Amida Ill) Proteinas (Tlker-Kaya, 2017)
1511 1514 Vibracién esqueleto aromatico (Lopes et al., 2018)
(C=0) Lignina, guaiacilo> siringilo
1453,1414, 1450,1418,1347 O-CH stry C-C-H str o O-H str Carbohidratos (Kedzierska-Matysek, Monika et al.,

1347 de grupo C-OH 2018)

1317 1317 Amida lll Proteinas (Gupta et al., 2015)

1293 1310-1240 Amida lll Proteinas (Beekes et al., 2007)

1269 1268 Anillo guaiacilo, C-O stry C-O Lignina (Pandey & Pitman, 2003)

de metoxilos aroméaticos
1064,937 1200-900 Vibraciones de C-O-Cy C-O en Principalmente carbohidratos (Beekes et al., 2007)
anillos
825 825 PO2 Frecuencia vibratoria de Acidos nucleicos (Ribosa-fosfodiéster) (Pereira et al.,, 2003; Tajmir-Riahi &

azlcar-fosfato

Theophanides, 1985)
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En retrospectiva, con la informacion adquirida en IR medio mediante
Transformada de Fourier, se logré observar una tendencia de separacion entre
las muestras de ambos origenes filogeograficos con el PC2 (explica el 12.92%
de la varianza) atribuible a diferencias en el contenido de lipidos y proteinas. Por
otro lado, los modelos supervisados, K-NN y SIMCA, lograron una precision de
clasificacion utilizando un set externo de un 79 y 91% respectivamente. Por su
parte, las variables con mayor poder de discriminacion entre clases se atribuyen

a lipidos, carbohidratos y proteinas.

5. Rango espectral con mayor poder de discriminacién

Como se logré apreciar, el andlisis y tratamiento de la informacion colectada en
los distintos rangos espectrales permitio captar diferencias en bandas especificas
en funcién del origen filogeografico de las muestras. El analisis PCA en los cuatro
rangos espectrales analizados no se observo una clara separacién de grupos,
pero si, una tendencia de separacion entre plantulas de origen costero y andino,
atribuible a pequefas diferencias en su composicién quimica principalmente en
el contenido de lipidos y proteinas. El porcentaje de varianza explicado por los
componentes que explican dicha tendencia es mayor en el caso de VIS-NIR

(PC1=51.6%) y FT-NIR (PC2=25.9%), que el porcentaje de varianza explicado
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obtenido mediante las herramientas moleculares SSRs en Martin et al (2014) del

16%.

En cuanto a los SPRM desarrollados, estos presentaron diferencias en cuanto a
la precision de clasificacion y, por ende, diferencias en los parametros de tasa de
error, sensibilidad y especificidad. En la Tabla 8 se presenta un resumen de los
parametros obtenidos por cada modelo desarrollado. Se observa que los
modelos SIMCA presentan mayores porcentajes de precision de clasificacion. Lo
anterior puede deberse a que a diferencia de K-NN, SIMCA implica producir
modelos estadisticos siendo un tipo de modelo probabilistico, el cual calcula un
modelo PCA para cada clase y luego calcula sus limites cominmente con una
probabilidad del 95%. Por su parte K-NN es un modelo mucho méas simple que
no requiere de calculos estadisticos elaborados (Brereton, 2003; Dago et al.,
2008). A su vez, se logra identificar que los rangos que presentan los mejores
resultados de clasificacion SIMCA son VIS-NIR y FTIR, con %CA de 90 y 91%
respectivamente. Por su parte, la espectroscopia VIS-NIR permiti6 desarrollar
modelos K-NN y SIMCA capaces de predecir el origen filogeografico de plantulas
de A. araucaria con una precision de clasificacion del 90.5%. El %CA obtenido
resulté ser menor al reportado en la identificacion de fuentes semilleras de P.
sylvestris a través de modelacion SIMCA y PLS-DA, donde se lograron obtener

precisiones de clasificacion del 100% (Tigabu et al., 2005). Por otro lado, Atkinson
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et al (1997) mediante analisis discriminante (DA) de informacion espectral VIS-
NIR lograron distinguir exitosamente entre dos especies de Betula (B. pendula y
B. pubescens) y sus hibridos logrando una clasificacion correcta entre el 95 -
100%, porcentaje él dependia de la funcién discriminante utilizada. Las
diferencias de absorbancias observadas en el rango VIS-NIR de plantulas de A.
araucana indican que las muestras de ambos origenes difieren en cuanto a su
composicidbn quimica especificamente en el contenido de pigmentos
fotosintéticos (Richardson et al., 2004). Lo anterior concuerda con lo reportado
por Gong et al (1997), quienes a través de espectroscopia en el VIS lograron
discriminar entre distintas especies de coniferas debido a variaciones en su
contenido de pigmentos. Las bandas mas discriminantes en este rango se
encuentran entre los 641 y 713 nm, es decir, en la region del rojo. Por su parte
DanuseviCius et al (2014) determiné que resultan ser efectivamente las bandas
en la regién del rojo las mas informativas para la discriminacion de arboles
durante su crecimiento activo, indicando que factores como el origen de la fuente
semillera podrian influenciar notablemente el contenido de estos pigmentos. En
cuanto a la espectroscopia FTIR ha sido ampliamente utilizada para el analisis e
investigacion de relaciones genéticas de distintas especies (Kim et al., 2004). Por
ejemplo ha permitido la determinacion de relaciones filogenéticas entre
poblaciones aisladas de U. elongata (Jianguo et al., 2012). Asi mismo, ha
permitido distinguir entre distintas especies de café (Coffea canephora var.

robusta y C. arabica) (Kemsley et al., 1995). Al ser VIS-NIR e IR medio los rangos
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mas discriminantes, se corrobora lo descrito por Wang & Yu (2015) quienes
indican que tras la aplicacion de espectroscopia en dichos rangos es posible

lograr distinguir entre especies y origenes geograficos.

En cuanto a los pardmetros de Sn y Sp, se aprecia que en la mayoria de los
modelos la clase costera presenta valores de Sn mas bajos en relacion con la
clase andina, y por ende este ultimo presentan menores valores de especificidad,
principalmente al observar los valores en los modelos SIMCA VIS-NIR y FTIR,
Sn presenta valores de 0.8 para clase costera. Lo anterior se traduce en que
varias muestras costeras no son reconocidas en su clase y si en la clase andina,
afectado la especificidad de esta Ultima clase. La baja sensibilidad que presenta
la clase costera se puede atribuir a la gran diferencia genética que se ha
evidenciado entre las poblaciones del Parque Nacional Nahuelbuta (PNN) y Villa
las Araucarias (VL) (Bekessy et al., 2002; Martin et al., 2014). Bekessy et al
(2002) mediante andlisis de marcadores genéticos RAPDs (Random Amplified
Polymorphic DNA) determinaron que la poblacién de A. araucana de VL era
significativamente diferente genéticamente a la poblacion del PNN. Ademas,
indican que justamente esta poblacién tan diferente en términos genéticos
también lo es en términos ecoldgicos, desarrollandose en suelos
graniticos/metamorficos y a menores altitudes que las demas poblaciones
analizadas (Nahuelbuta y poblaciones andinas). Estos resultados abalan la

hipétesis de divergencia racial reportada por Delmastro & Donoso (1980) y
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sugiriendo que dicha diferencia se podria deber a adaptaciones locales. No
obstante, en bibliografia se sefiala que ambas poblaciones de la costa (VL y PNN)
son diferentes significativamente, con un 9,24% de varianza explicada. Ahora
bien, la baja Sp que presentd la clase andina se presume tiene relacion con el
amplio rango ecologico que cubre dicha clase, la cual esta conformada por 10
localidades o poblaciones de A. araucana en este estudio. De esta forma, con
muestras originarias de un amplio rango ecoldgico es de esperar que se cuente
con un rango mas amplio de variaciones genéticas y, por ende, de un rango mas
amplio de respuestas quimicas. Por otro lado, estudios han revelado que la
poblacién PNN es mas similar genéticamente a poblaciones Andinas que a VL.
A través de analisis de aloenzimas de A. araucana se logré observar que las
poblaciones de baja elevacion de los andes (PNV, LON y PNC) eran
significativamente mas cercanas a las poblaciones costeras, sugiriendo que
dicho fendmeno seria resultado de dispersiones de larga distancia, por
araucanos o roedores (Ruiz et al., 2007). De esta forma, los autores hacen la
suposicién de que las poblaciones de baja elevacion en los andes habrian sido
colonizadas por refugios costeros después del UMG. Es asi como toma sentido
gue las muestras pertenecientes a la Cordillera de la Costa tiendan a ser
clasificadas en la clase Andina, y por consecuencia, causando que dicha clase

presente niveles de Sp bajos.
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Tabla 8. Evaluacion de modelos supervisados desarrollados en con las 4
matrices espectrales analizadas. Sn: sensibilidad, Sp: Especificidad, CA:
precision de clasificacion y ER: tasa de error.

Matriz Clase K-NN SIMCA
Sn Sp CA ER Sn Sp CA ER
VIS-NIR Costa 1.00 0.85 090 0.10 0.81 0.96 0.90 0.10
Andes 0.85 1.00 0.90 0.10 0.96 0.81 0.90 0.10
Promedio CA 0.90 0.90
Promedio ER 0.10 0.10
FT-NIR Costa 1.00 0.74 0.86 0.14 0.83 0.93 0.88 0.12
Andes 0.74 1.00 0.86 0.14 0.93 0.83 0.88 0.12
Promedio CA 0.86 0.88
Promedio ER 0.14 0.12
NIR Costa 0.85 0.74 0.85 0.15 0.96 0.85 0.89 0.11
Andes 0.85 0.85 0.85 0.15 0.85 0.96 0.89 0.11
Promedio CA 0.85 0.89
Promedio ER 0.15 0.11
FTIR Costa 0.69 0.89 0.79 0.21 0.81 1.00 0.91 0.09
Andes 0.89 0.69 0.79 0.21 1.00 0.81 0.91 0.09
Promedio CA 0.79 0.91
Promedio ER 0.21 0.09

Ahora bien, ya identificados los modelos con mejores resultados (SIMCA VIS-

NIR y FTIR) se procedi6 a evaluar la robustez, cuyos resultados se observan en

la Tabla 9. El parametro de robustez entrega informacion sobre la susceptibilidad

del modelo quimiométrico a ciertas variaciones, en este caso las muestras del set

de entrenamiento y validacion. Una buena robustez entrega confiabilidad en sus

resultados, permitiendo discernir si se esta frente a un modelo inestable y poco

fiable (Amigo, 2007; Moncayo, 2017). Para esta investigacibn una buena

robustez da credibilidad a las predicciones de clases. Para VIS-NIR se observa

gue los modelos K-NN validados presentan una variacion en la precision de



70

clasificacion del 7.17%, cuyo maximo porcentaje es de un 90.5%. En cuanto a
SIMCA para este mismo rango el %CA se encontro en un rango de 85.71-90.5%,
es decir una variacion del 4.79%. Para FTIR, K-NN presento %CA en la validacion
en un rango de 71.69-81.13%, es decir una variacion de 9.44% y por altimo
SIMCA present6 %CA en un rango de 88.68-90.60, variando solo un 1.92%. De
esta forma los resultados demuestran que es factible desarrollar modelos
robustos de reconocimiento de patrones para la clasificacidbn segun origen
filogeografico de plantulas de A. araucana a partir de sus propiedades quimicas.
Se determiné que los modelos SIMCA presentaron la menor variacion para
ambos rangos espectrales, siendo el modelo en el rango FTIR el de mayor
robustez con solo un 1.92% de variacion en %CA. En este sentido los 4 modelos
desarrollados presentan una buena robustez, siendo los modelos SIMCA los mas
robustos, por ende, los modelos mas confiables, cuyos resultados no se ven
altamente influenciados por la seleccion de las muestras para los sets de

entrenamiento y validacion.

Tabla 9. Evaluacion de robustez de modelos K-NN y SIMCA en rango VIS-NIR
con equipo portatil y FTIR, segun %CA.

Matriz %CA K-NN %CA SIMCA
Set Set Set Set
espectral . . . . . .
entrenamiento validacion entrenamiento validacion

VIS-NIR 1 88.89 90.50 98.99 90.50
VIS-NIR 2 82.83 85.71 98.99 85.71
VIS-NIR 3 89.89 83.33 98.99 85.71

FTIR1 77.24 79.25 93.40 90.60

FTIR 2 78.86 71.69 92.68 88.68

FTIR 3 75.60 81.13 91.87 90.57
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6. Discriminacion de plantulas de A. araucana segun origen filogeografico

La variacion quimica en la composicion de las hojas de A. araucana entre ambos
origenes filogeograficos podria ser resultado de las variaciones genéticas que se
han ido acumulando durante la historia evolutiva de la especie. Sork et al (1994)
indican que variaciones en caracteres quimicos entre subpoblaciones de
Quercus rubra L. tienen mas probabilidades de deberse a diferenciacién genética
que simplemente al efecto materno del sitio. Las variaciones genéticas recaen en
la variacion de rasgos para la adaptacién local, lo cual seria resultado de la
evolucién de las poblaciones a través de la deriva genética y de la seleccién
natural. Lo anterior, adquiere mayor relevancia al tratarse de especies que
presentan una dispersion limitada y restringida de sus semillas, y que a su vez
lidian con fuertes presiones selectivas en sus habitats (Premoli et al., 2007). Se
ha visto que el 6rgano de las plantas mas sensible a los factores ambientales
resultan ser las hojas, siendo el 6rgano mas idéneo para estudiar la filogeografia
de las especies vegetales (Zhang et al., 2008). Ciertos autores sefialan que
variaciones en las condiciones de suelo, humedad, nutrientes o interacciones
competitivas podrian ser responsables de dichas variaciones intraespecificas
(Sork et al., 1994; Zhang et al., 2008). Por ejemplo, para la especie Nothofagus
pumilio (Poepp. & Endl.) Krasser se tiene conocimiento de que el tipo de suelo
en el que habita influye directamente en el contenido lignina de sus hojas,

aumentando su contenido en suelos pobres (Premoli & Mathiasen, 2011). Por
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otro lado, Jianguo et al (2012) sugieren que factores climéaticos son los principales
responsables de la composicion quimica de las hojas, como la temperatura que
es un factor determinante y esencial para la sintesis de celulosa y almidén. A su
vez, otro factor del que se tiene evidencia de su influencia en la diferenciacion de
composicién quimica de hojas es la latitud. En la especie Pistacia chinensis
Bunge se observé que a mayor latitud menor era su contenido de acidos grasos
especificamente de acido oleico, estearico y linoleico (Hou et al., 2010). Las
técnicas como marcadores genéticos isoenzimas han permitido documentar
diferencias genéticas interpoblacionales debido a variaciones en latitudes y
elevaciones (Sork et al., 1994). El estudio de aloenzimas reportado para las
poblaciones chilenas de A. araucana permitié identificar una alta variabilidad
genética, explicado principalmente por la variabilidad intrapoblacional y en menor
proporcion por la diversidad genética entre poblaciones (Ruiz et al., 2007). Por
su parte, Donoso (1987) plantedé que las variaciones intraespecificas entre
poblaciones de distintas latitudes tendrian un fuerte componente genético
ademas del ambiental. Lo anterior, por el efecto de las discontinuidades
geograficas las cuales funcionan como barreras para el flujo de genes, 0 a su vez
por el aislamiento en distintos refugios glaciares (Premoli et al., 2012). Ambas
situaciones son las que presenta A. araucana en Chile. Por un lado, el aislamiento
geografico entre sus dos nudcleos poblacionales (Cordillera de los Andes y
Cordillera de la Costa) generado por la depresion intermedia (Villagran &

Armesto, 2005) y la existencia de refugios glaciares en ambos cordones
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montafiosos en el UMG. Dichas condiciones y eventos son los responsables de
la estructura genética actual conocida para A. araucana, asi como para otras
coniferas del centro-sur de Chile como Fitzroya cupressoides (Molina) I.M. Johnst
(Allnutt et al., 1999). Los datos filogeograficos reportados para las poblaciones
de estas coniferas indican altos valores de diversidad genética intra e
interpoblacional. Especificamente para la especie declarada monumento natural,
Su mayor variacion genética se da dentro de las poblaciones, lo que concuerda

con la gran nube de dispersion observada en los distintos PCA generados.

Ahora bien, los mejores modelos desarrollados (correspondientes al rango
VIS-NIR y FTIR) permitieron la discriminacion de origen filogeogréafico de
plantulas de A. araucana basados en diferencias en los maximos de absorcion
en distintas longitudes de onda asociadas a distintos grupos funcionales o
macromoléculas. Por su parte, SIMCA VIS-NIR permitié identificar que ambas
clases se diferencian principalmente en el contenido de pigmentos fotosintéticos
(Chla, Chlb y carotenoides (xantofilas)). Presumiblemente, las plantulas de la
Cordillera de los Andes presentaron mayor contenido de compuestos
carotenoides (535 nm) los cuales otorgan coloracion amarilla-anaranjada a las
hojas. Dentro de los carotenoides se encuentran aquellos que no contienen un
oxigeno en sus anillos terminales y otros que si, conocidos estos ultimos como

xantofilas (Carranco et al., 2011). Las xantdfilas absorben en el rango de 400 -
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530 nm y actian como protectores frente a excesos luminicos, disipando la
energia en forma de calor mediante el ciclo de las xantéfilas (Varela, 2005). De
esta forma se podria atribuir que el mayor contenido de estos pigmentos
carotenoides se encuentra en las poblaciones andinas dado a que estas se
desarrollan a mayores alturas en comparacion a VL y PNN. Esto quiere decir que
en las poblaciones andinas se encuentran sometidos a mayores estreses
luminicos siendo necesario contar con un mayor contenido de estos pigmentos
fotoprotectores. Por si fuera poco, en Rivas (2020) se menciona que mayores
concentraciones de carotenoides contribuyen a una mayor capacidad
antioxidante, de esta forma la planta estda mas preparada para tolerar un estrés
abidtico. En este sentido cabe mencionar que las plantas de A. araucaria de la
Cordillera de los Andes se encuentran bajo mayores estreses abidticos, como ya
se menciond se encuentra bajo estrés luminico donde las altas intensidades
luminicas aumentan la probabilidad de la formacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS), pero también se encuentran bajo estrés hidrico. Lo anterior dado
a que esta especie pasa gran parte del afio sin agua disponible al estar ésta en
forma de nieve, requiriendo asi mayor proteccién frente a las ROS. Sumado a lo
anterior, segun Aherne et al (2009) el contenido de pigmentos carotenoides esta
controlado por atributos tanto fisiolégicos, genéticos y bioguimicos e incluso
podria estar influenciado por la ubicacion geografica. Por otro lado, en cuanto a
clorofila ay b, las plantulas de origen costero presentaria un mayor contenido de

Chlb en comparacion con las de origen andino. Para la Chla, pigmento que
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presenta mas bandas de discriminacion asociadas, hay bandas que contribuyen
a muestras andinas (<690nm) y otras a las muestras costeras (>700nm). La Chla
resulta ser el pigmento mas importante y principal de la fotosintesis, a diferencia
de la Chlb que se considera un pigmento accesorio (se considera parte del
complejo antena) (Jaramillo-Salazar et al., 2018). Se conoce que frente a
distintas condiciones ambientales las plantas responden ya sea morfologica o
fisiol6gicamente modificando entre ellos su contenido de pigmentos. De esta
forma, por lo general cuando las plantas estdn sometidas bajo estrés (hidrico,
salino, por patdgenos, entre otros) tienden a disminuir el contenido de clorofila en
sus hojas, privilegiando el resistir frente a crecer. Otro factor que se ha descrito
en literatura que afecta o contribuye a la variacion de contenido de clorofila foliar
es el contenido de nitrogeno (N). EI N forma parte de las moléculas de clorofila
existiendo asi una estrecha correlacion positiva entre sus concentraciones
(Sanchez et al., 2018). Teniendo en consideracién que los suelos de la Cordillera
de los Andes y de la Costa son muy distintos desde el punto de vista nutricional
es de esperar que presentaran variaciones en cuanto al contenido de clorofila
foliar. Los suelos de la Cordillera de la costa se caracterizan por presentar una
escasa profundidad y por ser muy pobres en nutrientes (entre ellos N) (Bekessy
et al., 2004). Es por lo anterior que se presume que las plantulas de origen andino
presentaron mayor numero de bandas discriminadoras relacionadas a estos
pigmentos, presentando mayor contenido de estos. Resumiendo, en literatura se

ha reportado que el contenido de clorofilas varia segun el desbalance nutricional,
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las condiciones ambientales a la cual se ven expuestas las plantas, tales como

temperatura, sequia, radiacion, salinidad, entre otros (A. Gonzalez et al., 2014).

Continuando con el modelo SIMCA FTIR, este permitié discriminar entre ambos
origenes filogeograficos gracias a diferencias quimicas asociadas principalmente
al contenido de lipidos, proteinas, carbohidratos. Especificamente, las plantulas
de origen costero presentaron mayor absorbancia de bandas atribuidas a
carbohidratos y proteinas, presentando presumiblemente mayor contenido de
estas macromoléculas. Los principales carbohidratos o polisacaridos que
componen las plantas son la celulosa, hemicelulosas, ligninas y almidon (Poisa
et al., 2011). Billow et al (1994) mencionan que frente a la limitacion de nutrientes
las plantas tienden a presentar mayores concentraciones de carbohidratos en
comparaciéon a aquellas que crecen bajo una alta disponibilidad de nutrientes.
Por otro lado, un mayor contenido de celulosa podria relacionarse con el factor
temperatura, debido a que las temperaturas en la Cordillera de la Costa no son
tan extremas como en la Cordillera de los Andes por lo que tienden a ser mas
calidas, favoreciendo asi la sintesis de estos polisacéaridos (Jianguo et al., 2012).
En cuanto a la lignina, en literatura se ha descrito que frente a limitantes
nutricionales las plantas suelen presentar contenidos mas altos de lignina y
compuestos de defensa como terpenos y compuestos fendlicos (Billow et al.,

1994). De hecho, en la especie N. pumilio se evidencié que aquellos individuos
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desarrollados en suelos pobres presentaban mayor contenido de lignina en sus
hojas (Premoli & Mathiasen, 2011). Segun Campbell & Sederoff (1996) el
contenido de lignina es una variable que tiende a presentar variaciones del 25y
30% entre poblaciones de una misma especie, esto se ha reportado para P.
monticola y P. palustris. Lo anterior concuerda con que la banda asociada a
lignina resultara utii como variable discriminadora de origen filogeografico.
Continuando con las proteinas, en literatura se ha reportado un gran nimero de
proteinas que participan en los mecanismos de defensas de las plantas frente a
factores bidticos (Blanco-Labra & Aguirre Mancilla, 2002). Estas proteinas de
defensa pueden actuar como factores constitutivos de defensa o ser parte de la
cascada de respuesta. En cuanto a las poblaciones de ambos origenes
filogeograficos de A. araucaria se tiene conocimiento de que se diferencian, entre
otros factores, por la composicion de especies en sus bosques (Delmastro &
Donoso, 1980). Asi como se diferencian entre especies arbdreas como distintas
especies de Nothofagus, también la biota de fungica es diferente, encontrandose
ambas cordilleras expuestas a distintos patégenos. Cabe mencionar que
justamente las pequefas poblaciones de la Cordillera de la Costa son las que
presentan el peor estado de conservacion de todo el pais (Wolodarsky-Franke &
Diaz, 2011), pudiendo ser poblaciones mas susceptibles y que requieren de
mayor contenido de compuestos de defensa. A pesar de la gran relevancia de
los compuestos de defensa asociados a moléculas protectoras, Moran et al

(2017) seialan que estos rasgos han sido ignorados en estudios de
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procedencias. Por su parte, las plantulas de origen andino presentaron mayor
absorbancia en las longitudes asociada lipidos y acidos grasos con una pequefia
contribucion de proteinas. Estos mismos compuestos resultaron Utiles para la
diferenciacion de procedencias y fuentes semilleras de P. abies y P. sylvestris
(Farhadi et al., 2017; Tigabu et al., 2005). Continuando, el contenido de lipidos y
acidos grasos de las plantas es afectado por factores ambientales, entre ellos el
suelo y el clima, pero en cierta medida también se ven influenciados
genéticamente. Sumado a ello, Tillman-Sutela etal (1995) reportan que el
contenido total de lipidos, esto en semillas de P. sylvestris, tiende a aumentar con
la latitud. Por el contrario, Hou et al (2010) evidenciaron una relacién inversa entre
la latitud y el contenido de acidos grasos presentes en las hojas de P. chinensis.
Otras investigaciones reportan que los acidos linoleico, palmitico y oleico
presentan un alto poder de discriminacién geografica (Uncu & Ozen, 2016). En
cuanto a la pequefia contribucion de proteinas en las bandas asociadas (no son
las mismas bandas influyentes en la clase costera), podrian atribuirse a la
presencia de proteinas de choque térmico (HSPs). La Cordillera de los Andes se
caracteriza por fenbmenos de sequias y temperaturas extremas, por lo que los
individuos que ahi se desarrollan deben aclimatarse para que estas condiciones
no sean letales. Dentro de los procesos de aclimatacién se encuentra la sintesis
de proteinas en respuesta a estas temperaturas extremas las cuales confieren
termotolerancia. Al enfrentarse a estas condiciones algunas plantas tienden a

disminuir la sintesis de proteinas normales, privilegiando la sintesis de HSPs
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como mecanismo de defensa celular (Yepes & Buckeridge, 2011). Lo anterior es
una especulacion, una posible explicaciéon de la influencia de proteinas en
plantulas de origen andino, pero no se registran investigaciones sobre HSPs en

A. araucana.

Finalmente, los espectros no son mas que la expresion fenotipica de sefales
relacionadas con la composicién quimica y estructural de las hojas, resultantes
de la variacion de factores ambientales y principalmente de la variacién genética
derivada de la historia evolutiva o filogeografia de la especie en cuestion. Es asi
como las plantulas de A. araucana provenientes de distintos origenes
filogeogréaficos o UES han desarrollado diferentes mecanismos funcionales para
la adquisicién y aprovechamiento de sus recursos, diferencias que se reflejan en
las propiedades espectrales adquiridas. En otras palabras, se sugiere que las
plantulas han adaptado su funcionamiento fisiolégico a las condiciones de su sitio
de origen. Por lo que es preciso enfatizar en la importancia de conocer el origen
filogeografico de los materiales de propagacion a utlizar con fines de

restauracion.



80

V CONCLUSION

El uso de la espectroscopia IR y métodos quimiométricos mostraron excelentes
resultados para la diferenciacion de plantulas de Araucaria araucana segun su
origen filogeogréfico. Los andlisis exploratorios presentaron tendencias de
separacion entre muestras de la Cordillera de la Costa y Cordillera de los Andes,
presentando mayores porcentajes de varianza explicada (51.6% en VIS-NIR) que
los reportados mediante herramientas moleculares (16% por SSRs). Los modelos
supervisados SIMCA en los distintos rangos presentaron los mayores
porcentajes de prediccion (88 — 90%) en comparaciéon con K-NN. En este sentido,
los resultados muestran que es factible diferenciar entre origenes filogeogréficos
en todos los rangos espectrales analizados y que, a su vez, es posible utilizar
herramientas espectrales portatiles para evaluaciones en terreno. Sin embargo,
los mejores resultados se obtuvieron en los rangos VIS-NIR y FTIR, logrando
porcentajes de prediccion del 90% en modelos predictivos validados con sets
externos. Ahora bien, para las muestras mal clasificadas (10% restante) se podria
realizar un andlisis mas profundo, analizando la georeferenciacion de las
muestras y sus condiciones ambientales, volver a analizar la misma muestra

(partiendo desde el preprocesamiento) por posibles errores experimentales o
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incluso aplicar herramientas moleculares, dado que aquellas muestras podrian
ser hibridos. Con respecto a los compuestos quimicos responsables de la
discriminacion entre origenes A. araucana, se identific6 que las muestras
costeras presentan mayor contenido de pigmentos carotenoides (xantofilas),
Chlb, carbohidratos y proteinas y menor contenido de Chla, lipidos y acidos
grasos respecto a las muestras de origen andino. Estas variaciones quimicas
entre UES son el resultado de las variaciones ambientales y genéticas derivadas
de la historia evolutiva de A. araucana. Mediante esta investigacion se evidencia

que las diferencias reportadas a nivel genético se expresan a nivel quimico.

En conclusion, los espectros en la regién VIS-NIR y FTIR obtenidos desde
plantulas de Araucaria araucana, tratados a través de métodos quimiométricos,
permitieron captar la sefial filogeografica que separa las procedencias de la
Cordillera de la Costa con respecto a la Cordillera de los Andes. Se sugiere la
aplicacion de estas herramientas como alternativas a los métodos
convencionales (moleculares, morfologicos, entre otros) para la diferenciacion de
origen filogeografico de A. araucana. Esto, tras los excelentes resultados
obtenidos en esta investigacion y considerando las ventajas de estas
herramientas, tales como los tiempos de analisis, el caracter minimamente

destructivo, la no utilizacion de quimicos, la facilidad de uso y bajo costo.
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Finalmente, se debe considerar que los modelos resultantes de esta
investigacion podrian ser mejorados tras el aumento del nimero de muestras
mejorando asi los valores de robustez y sensibilidad de los modelos, los cuales
podrian ser utilizados en futuros programas de restauracion de A. araucana para
rastrear o autenticar el origen del germoplasma a utilizar, reduciendo los riesgos

asociados a trabajar con material foraneo.
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ANEXO 1: TABLA RESUMEN DE LOS RESULTADOS DEL CALCULO DE MODELOS K-NN

Entrenamiento Validacién
Rango N° Clasificado Mal N° Clasificado Mal
espectral muestras K correctamente clasificado muestras correctamente clasificado
VIS-NIR 99 2 88 11 42 38 4
FT-NIR 116 2 96 20 51 44 7
NIR 126 5 114 12 54 46 8
FTIR 123 8 101 22 53 42 11

99

ANEXO 2: TABLA RESUMEN DE LOS RESULTADOS DEL CALCULO DE MODELOS SIMCA

N° PCs Entrenamiento Validacion
Rango N° Clasificado Mal Sin N° Clasificado Mal Sin
espectral muestras CS1 CS2 correctamente clasificado coincidencia muestras correctamente clasificado coincidencia
VIS-NIR 99 4 4 96 1 0 42 38 4 0
FT-NIR 116 3 3 109 7 0 51 45 6 0
NIR 126 6 4 112 14 0 54 48 5 1
FTIR 123 5 5 115 8 0 53 48 5 0




