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Resumen - Variabilidad intraespecifica regional y continental en Trichloris crinita
(Poaceae): aspectos de su nicho ecoldgico y diferenciacion genética relevantes para la
restauracion de pastizales

Trichloris crinita es una graminea perenne, con una distribucion natural disyunta entre
regiones aridas y semiaridas calidas de Sudamérica y Norteamérica. La especie es
promovida en ambos subcontinentes para la restauracion de pastizales, aunque sin que se
hayan investigado integralmente sus caracteristicas en ambas regiones. El objetivo de la
tesis es caracterizar y comparar los ambientes que T. crinita habita en toda su
distribucion, y evaluar la variabilidad existente entre poblaciones a escala regional y
continental en caracteres relevantes para la restauracion (p.ej. capacidad de
establecimiento, adaptacion a estrés, caracteristicas genéticas). Los resultados sefialaron
que las poblaciones de T. crinita de Sudamérica y Norteamérica presentan diferencias en
su nicho climatico, ocupando la especie un nicho mas restringido y en ambientes mas
aridos y calidos en la segunda region que en la primera. Ademas, se constatd que el
patron de diferenciaciéon de nicho entre subcontinentes es la norma para el conjunto de
especies disyuntas que habitan regiones aridas célidas de ambos subcontinentes (25
especies ademas de T. crinita). Para nuestra especie foco, también se encontrd
diferenciacion en el nicho fundamental de regeneracion, i.e. requerimientos de
temperatura y tolerancia al estrés osmotico durante la germinacion y en plantulas. En
general, la mayor parte de la diferenciacién entre poblaciones ocurrié dentro de cada
subcontinente, y en menor medida entre subcontinentes. Nuestros analisis genéticos de
secuencias de ADN y microsatélites sugirieron que las poblaciones de Sudamérica y
Norteamérica habrian divergido hace relativamente poco tiempo, luego del Ultimo
Maximo Glacial ocurrido hace ~21000 afios. Por su parte, los ensayos de siembra a
campo mostraron que el establecimiento de las poblaciones difirié segin el ambiente de
siembra, no presentando siempre las poblaciones ‘locales’ el mejor resultado. Las
mezclas de poblaciones disminuyeron la variabilidad en el establecimiento de T. crinita a
campo, comparado con las siembras de iguales cantidades de semilla de poblaciones
individuales. Estos resultados permiten tener por primera vez una mirada a escala
continental de los recursos genéticos de la especie, sentando parte de las bases necesarias
para su uso en restauracion.

Palabras clave: adaptacion, ambientes aridos y semiaridos, distribucion disyunta, estrés
hidrico y osmético, germoplasma, modelado, Norteamérica, siembra, Sudamerica,
variabilidad genética.
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Abstract — Regional and continental intraspecific variation in Trichloris
crinita (Poaceae): niche and genetic differences pertinent for rangeland restoration

Trichloris crinita is a perennial grass with a disjunct natural distribution between hot arid
and semi-arid regions of South America and North America. The species is promoted in
both subcontinents for rangeland restoration, but its trait variation has not been fully
evaluated yet. The objective of this thesis is to compare and contrast the environments that
T. crinita inhabits throughout its distribution, and to evaluate the variability between
populations at the regional and continental scales in aspects relevant to restoration (e.g.
establishment capacity, adaptation to stress, genetic characteristics). Results showed that
the populations of T. crinita present differences in their climatic niche, occupying a more
restricted niche and in more arid and hotter environments in North America than in South
America. It was also found that this pattern of niche differentiation is the norm for the
entire set of disjunct species that inhabit hot arid regions of both subcontinents (25 species
in addition to T. crinita). Differentiation was also found in the regeneration niche, i.e.
temperature requirements and tolerance to osmotic stress during germination and when
seedlings. In general, most of the differences between populations occurred within each
subcontinent, and to a lesser extent between subcontinents. Microsatellite and DNA-
sequence analyses suggest that the populations of South and North America would have
diverged relatively recently, after the Last Glacial Maximum ~21,000 years ago. On the
other hand, field-sowing trials showed that the establishment of the populations differed
according to the sowing environment, with the ‘local’ populations not always presenting the
best result. Population mixtures of T. crinita had a reduced variability (increased stability)
in field establishment, compared to planting an equivalent total number of seeds from
individual populations. Overall, these results contribute to a broader perspective at the
genetic resources of the species on a continental scale, laying part of the necessary
foundations for its use in restoration.

Keywords: adaptation, arid and semi-arid environments, disjunct distribution, genetic
variability, germplasm, modeling, North America, planting, South America, water and
osmotic stress.



Capitulo 1

Introduccion general

1.1. Introduccion

Los pastizales naturales (rangelands) ocupan mas de un tercio de la superficie del planeta,
en un rango que va desde climas aridos hasta sub-humedos, y dan sustento a la mitad del
ganado y la fauna silvestre del mundo. Un tercio de la poblacion mundial vive en estos
ambientes, por lo que su degradacion representa un serio problema, con pérdidas
economicas mundiales estimadas en US$ 42 mil millones al afio (MEA 2005). En
condiciones de aridez los pastizales naturales son particularmente vulnerables a la forma
de degradacion conocida como desertificacion (MEA 2005, Veron et al. 2006), la que
tiene entre sus causas principales las variaciones en el clima en interaccion con las

actividades humanas (Reynolds et al. 2007).

En las Gltimas décadas se han incrementado los esfuerzos para recuperar la cobertura
vegetal, biodiversidad y funcionamiento de los pastizales degradados. La revegetacion de
estos ecosistemas implica tener en cuenta los servicios ecosistémicos que se quiere
reestablecer (p.ej. forraje para el ganado, habitat para la fauna silvestre, control de la
erosion, etc.) y la biologia de las especies a utilizar. Las exigencias actuales para los
materiales (especies, poblaciones) que se usan en restauracion ecologica destacan que,
ademas de poder establecerse, deben ser compatibles con el entorno bidtico (p.ej. no ser

invasores) y abidtico (p.ej. soportar condiciones climaticas extremas), restablecer los



servicios al ecosistema, y presentar un potencial evolutivo adecuado a las condiciones

previstas de cambio climatico (Breed et al. 2013, Keternring et al. 2014).

Sin embargo, el enfoque de los estudios y trabajos de revegetacion no ha sido siempre el
mismo, presentando cambios a medida que el conocimiento avanza. Al comienzo, la
revegetacion se realizaba sin demasiada precaucion sobre las especies utilizadas (Smith
2010). Luego, se reconocio la importancia de utilizar plantas nativas y, mas tarde, se
sugirié restaurar usando poblaciones locales (Jones 2003, McKay et al. 2005, Smith
2010). En los ultimos tiempos, se viene debatiendo si el s6lo uso de poblaciones locales
es suficiente para restaurar ambientes que han sido profundamente modificados, donde las
mismas poblaciones locales pueden haber sido ‘erosionadas genéticamente’ y por ende,
restringidas en su potencial evolutivo (Broadhurst et al. 2008, Jones y Monaco 20009,

Jones et al. 2010, Breed et al. 2013, Kettenring et al. 2014, Hoffmann et al. 2021).

A pesar de la importancia que tiene la restauracion de pastizales aridos y semiaridos, el
éxito de estos esfuerzos se ha alcanzado en menos del 5% de los casos (Sheley et al.
2011). Sumado a ello, recientemente se ha puesto de manifiesto otro gran inconveniente,
que tiene que ver con lo erratico que son los resultados de los trabajos de restauracion, y
se ha resaltado la importancia que tendria poder amortiguar dicha variabilidad (James et
al. 2019, Hardegree et al. 2020, Pedrini et al. 2020). James et al. (2013a) indicaron que
para incrementar la tasa de éxito es necesario conocer los procesos poblacionales que
acontecen durante los primeros estadios de las plantas (germinacion, supervivencia y

establecimiento). Estudios realizados en pastizales aridos de Argentina también sefialan la



importancia que tienen sobre el resultado de la restauracion las primeras etapas del ciclo

de vida de los pastos nativos reimplantados (p.ej. Quiroga et al. 2009a, Mora et al. 2013).

1.1.1. El concepto de nicho

Hutchinson (1957) definié el ‘nicho ecoldgico’ de una especie como el conjunto de
condiciones ambientales en las que una poblacién se puede mantener viable. Dicho autor
hizo a su vez la distincion entre el ‘nicho fundamental’ y el ‘nicho realizado’ (0 efectivo)
de una poblacién o especie: mientras que el primero incluye al conjunto de condiciones
abioticas, caracterizado por ejemplo mediante ensayos controlados (Kearney y Porter
2004), el segundo contempla ademas los entornos bidticos (p.ej. interaccién con otras
especies: competencia, facilitacion, etc.), y es comunmente determinado por las
caracteristicas ambientales de los sitios que el organismo habita en la naturaleza (Phillips
et al. 2006). En este caso, cuando el nicho realizado se caracteriza mediante variables
climéticas, suele ser denominado ‘nicho climatico’ (Tingley et al. 2014, Vangansbheke et
al. 2021). Actualmente, se usan ‘modelos de nicho ecoldgico’ (también denominados
modelos de distribucion de especies; Warren y Seifert 2011) para estimar la adecuacién
potencial de determinados ambientes para albergar una especie. Estos modelos tienen en
cuenta las condiciones ambientales de los sitios donde una especie ha sido observada vy,
en base a extraer las variables ambientales donde ocurre, identifican areas que le resultan
favorables (Gallagher et al. 2010). El uso de estas herramientas, complementado con
técnicas de andlisis multivariado, permite comparar las condiciones ambientales a las que
se encuentran adaptados distintos organismos (Broennimann et al. 2012, Brown y

Carnaval 2019). Estos son aspectos que resultan de central importancia para estimar la



correspondencia genotipo-habitat, y establecer pautas de utilizacion y manejo de especies
(Martinez-Meyer et al. 2006, Kumar y Stohlgren 2009). Por su parte, haciendo énfasis en
la importancia de los primeros estadios de las plantas, Grubb (1977) y Young et al. (2005)
sefialaron la importancia que presenta el ‘nicho de regeneracion’ de un organismo
(haciendo referencia con el mismo a las condiciones ambientales en que puede

establecerse) en la determinacion de su area de distribucion.

1.1.2. Caracteristicas ‘de respuesta’ y ‘de efecto’ en plantas

Algunas caracteristicas morfo-fisioldgicas de las plantas se relacionan con su respuesta a
cambios ambientales o disturbios (‘response traits’) y/o con el efecto que a su vez tienen
sobre el funcionamiento del ecosistema (‘effect traits’) (Lavorel y Garnier 2002). Los
atributos de respuesta pueden usarse para estimar la factibilidad de prosperar en sitios con
limitaciones de recursos (p.ej. déficit hidrico: relacion raiz/vastago) o sometidos a
disturbios (p.ej. pastoreo: presencia de yemas basales). Por su parte, los atributos de
efecto son dutiles para prever el impacto sobre los componentes bidticos (p.ej.
competencia: altura de planta) y abioticos (p.ej. ciclo de nutrientes: contenido de
nitrégeno y otros elementos en hoja) del ecosistema. Diaz y Cabido (1997) sefialaron que
en comunidades del centro-oeste de Argentina, a medida que aumenta la aridez y se hacen
notorios atributos que permiten a las plantas economizar agua, se espera que disminuya la
magnitud o tasa de procesos ecosistémicos tales como la produccion de biomasa, ciclado
de nutrientes, etc. Actualmente, el analisis de este tipo de atributos cobra especial
importancia debido a los cambios en el clima, al impacto humano y a la necesidad de

restaurar el funcionamiento de los ecosistemas (Funk et al. 2008). Asimismo, aunque el



estudio de la variabilidad de estos atributos se inicié y es mas comun en comparaciones
entre especies, en los ultimos tiempos se empezd a valorar el reconocimiento de la
variabilidad intraespecifica (Bolnick et al. 2011) y su impacto sobre distintos procesos
ecologicos (Westerband et al. 2021), méas aun cuando la especie tiene relevancia en el

ambito aplicado (Kozub et al. 2018).

1.1.3. Especie en estudio y alcance geografico

La ganaderia en condiciones extensivas es la actividad agropecuaria que abarca mas
superficie en las regiones aridas y semiaridas del noroeste de Argentina. EI consumo por
parte del ganado se produce principalmente sobre especies nativas (Guevara et al. 2009).
Actualmente, la productividad forrajera de estos ambientes se encuentra por debajo de su
potencial debido al deterioro causado por el sobrepastoreo, que afecta en especial a las
gramineas (Anderson et al. 1980). A pesar de la importancia productiva y ecoldgica que
representa este problema para el pais, los estudios orientados a sentar las bases para

recuperar la cobertura de especies nativas han sido relativamente pocos.

El foco de la tesis se centra en Trichloris crinita, una de las principales gramineas
forrajeras de los pastizales naturales del centro-noroeste de Argentina (Dalmasso 1994)
que, como otras gramineas, ha sufrido fuertemente el impacto del sobrepastoreo
(Anderson et al. 1980). Trichloris crinita se distribuye de manera disyunta en ambientes
aridos y semiaridos calidos de Sudamérica y Norteamérica (Peterson et al. 2007) (Figura
1.1). Orians y Solbrig (1977) han discutido las semejanzas (bidticas y abidticas) que

comparten ecosistemas aridos-calidos de Sudameérica y Norteameérica. Entre las



principales diferencias se destaca la mayor continentalidad del clima en Norteamérica,

con temperaturas estacionales mas extremas que en Sudamérica (Neukom et al. 2014).

T. crinita es una graminea nativa perenne, C4, de crecimiento estival (Nicora y Rugolo de
Agrasar 1987) y autégama (Gutiérrez et al. 2016, Kozub et al. 2017). Su hébito de
crecimiento es cespitoso, su follaje alcanza entre 30 y 80 cm de altura, y sus laminas
foliares poseen 15 a 25 cm de largo y 0.2 a 1.0 cm de ancho. La unidad de dispersion
(diaspora; por simplicidad en adelante se le dird semilla) de la especie es el antecio fértil
constituido por el fruto (cariopse) y las glumelas (lemma y palea). Estas semillas se
disponen en inflorescencias de forma de cono invertido de 5 a 18 cm de longitud. Cada
inflorescencia se ubica en el extremo de una cafia de 30 a 100 cm de alto (Nicora y

Rdgolo de Agrasar 1987).

A pesar de que T. crinita es impulsada para su uso en restauracion (USDA-NRCS 2020) y
se conoce de la existencia de variabilidad intraespecifica tanto en Sudamérica (Cavagnaro
et al. 2006, Quiroga et al. 2010, Zabala et al. 2011) como en Norteamérica (Pezzani et al.
2006), las implicancias que esa variacion regional tiene para su manejo, han sido
escasamente abordadas. Llamativamente, la variabilidad intraespecifica entre ambos
subcontinentes de América no ha sido explorada, ni en esta especie ni en otras especies de
distribucion disyunta en las regiones aridas de ambos subcontinentes (Simpson et al.
2017) mencionadas como amphitropical desert disjuncts por Raven (1963). Los avances
en el conocimiento que puedan lograrse para esta especie-modelo podrian ser
potencialmente relevantes para las otras gramineas (p.ej. entre ellas 5 especies

promovidas para restauracion de pastizales por el USDA; Botriochloa laguroides,



Disakisperma dubium, Panicum urvilleanum, Pappophorum mucronulatum, Trichloris
pluriflora) y demas especies de plantas disyuntas en Sudamérica y Norteameérica (Raven

1963, Peterson et al. 2007).

11__ _
Figura 1.1 Distribucién natural de Trichloris crinita en Sudamérica y Norteamérica (el mapa s6lo
llega hasta la latitud 49° N, por no encontrarse la especie al norte de la misma). Coordenadas de
presencia de la especie (puntos rojos) obtenidos de www.gbif.org.

1.2. Objetivos

El trabajo de esta tesis contempla distintas escalas de andlisis. Por un lado, se caracterizan
ambientalmente las areas de distribucion de la especie y se realiza (hasta donde sabemos)
el primer analisis comparativo entre poblaciones de Sudamérica y Norteamérica
(modelacion de nicho ecoldgico, ensayos en condiciones controladas y analisis genéticos

con poblaciones de ambos subcontinentes). Por otra parte, se profundizan las


http://www.gbif.org/

investigaciones realizadas previamente a nivel regional, evaluando poblaciones del
centro-noroeste de Argentina (provenientes de sitios con diferentes caracteristicas
ambientales) en cuanto a: i) sus adaptaciones para establecerse a campo bajo condiciones
de estrés, ii) las caracteristicas de las plantas que [a] determinan la respuesta ante estrés-

disturbio y [b] su efecto sobre el funcionamiento del ecosistema.

El objetivo general de la tesis es caracterizar y comparar los ambientes que habita T.
crinita en toda su area de distribucidn, e investigar la variabilidad existente entre
poblaciones a escala regional y continental en caracteristicas relevantes para su uso en
restauracion de pastizales. Estas Gltimas incluyen la capacidad de establecimiento,

adaptacion al estrés, y caracteristicas morfo-fisioldgicas y genéticas.

Los objetivos especificos y sus correspondientes hipétesis y predicciones son:

1.2.1. Objetivo especifico 1:

Delimitar las areas de distribucién de la especie en Sudamérica y Norteamérica,
comparando las caracteristicas climéaticas de los ambientes que habita en ambos
subcontinentes. Ademas, para evaluar la generalidad de los resultados que se obtengan
sobre T. crinita, se pretende investigar el grupo entero de especies de plantas (25
especies) con distribucion disyunta en regiones aridas y semiaridas calidas de ambos
subcontinentes de América, listadas en Raven (1963) y Simpson et al. (2017).

Hipdtesis 1:



T. crinita y las demas especies disyuntas estudiadas, presentan en Sudamérica y
Norteamérica similar ‘nicho realizado’ (es decir, hay ‘conservadurismo de nicho’, sensu
Guisan et al. 2014).

Prediccion 1.a:
T. crinita y las demés especies disyuntas estudiadas habitan en ambos subcontinentes
ambientes con caracteristicas climéaticas semejantes (regimenes de precipitacion vy
temperatura).

Prediccion 1.b:
Los modelos ajustados en base a la distribucion de T. crinita en Sudamérica predicen su

distribucion en Norteamérica, y viceversa.

1.2.2. Objetivo especifico 2:
Evaluar experimentalmente los requerimientos térmicos, la tolerancia a temperaturas
extremas y estrés osmotico (nicho fundamental) de poblaciones de Sudamérica y
Norteamérica, haciendo foco sobre las primeras etapas del ciclo de las plantas
(germinacién de semillas, supervivencia de plantulas).

Hipdtesis 2:
El régimen de temperatura y de precipitacion de los sitios de origen seleccioné diferentes
requerimientos térmicos y tolerancias a temperaturas y potenciales osmaéticos extremos en
semillas y plantulas de poblaciones de T. crinita.

Prediccion 2.a:
Las poblaciones de Norteamérica y de Sudamérica presentan requerimientos para la
germinacion y tolerancias a sequia, frio y altas temperaturas, consistentes con el nicho

climatico que presenten en cada subcontinente.
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Prediccion 2.b:
En cada subcontinente, la temperatura de los sitios de origen de las poblaciones se
relaciona positivamente con los requerimientos térmicos para la germinacién y con la
tolerancia al calor (y de manera negativa con la tolerancia frio) de las plantulas. Ademas,
la precipitacion de los sitios de origen de las poblaciones se relaciona negativamente con

la tolerancia al potencial osmotico durante la geminacién y en plantulas.

1.2.3. Objetivo especifico 3:
Evaluar la variabilidad genética (diversidad dentro de los subcontinentes y poblaciones),
estructura genética (diferenciacion entre subcontinentes y poblaciones), inferir la historia
biogeografica (procesos histéricos que dieron forma a esa estructura y diversidad
genética), y comparar el contenido de ADN nuclear (indicador del nivel de ploidia) en
individuos de T. crinita de distintas procedencias de Sudamérica y Norteamérica.
Hipdtesis 3:
Las caracteristicas genéticas de las poblaciones de T. crinita estan influenciadas por el
patron de distribucion geografica de la especie en ambos subcontinentes.
Prediccion 3.a:
Existe una marcada divergencia genética en base a marcadores neutrales y nivel de
ploidia entre las poblaciones de cada subcontinente debido al aislamiento actual y la
influencia de factores histdricos analizados mediante modelos de nicho ecologico.
Prediccion 3.b:
Hay una accion diferencial de la seleccion natural en las poblaciones de cada
subcontinente analizada en base a variacion morfologica de plantas mantenidas en jardin

comun y por lo tanto de base genética.
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1.2.4. Objetivo especifico 4:
Investigar la capacidad de establecimiento a campo, en sitios con diferente precipitacion,
de 11 poblaciones del centro-norte de Argentina, originarias de ambientes contrastantes
(diferente aridez, salinidad de suelo y presion de pastoreo) -interesa tanto el
comportamiento de las poblaciones sembradas de manera individual como en mezclas.
Hipdtesis 4:
Las condiciones de estrés de los sitios de origen de las poblaciones dieron lugar a
adaptaciones que favorecen el establecimiento de las plantas ante condiciones de sequia.
Prediccion 4.a:
A mayor nivel de estrés ambiental en los sitios de origen de las poblaciones (aridez,
salinidad, presion de pastoreo), menos afectado es su establecimiento por la escasez de
agua.
Prediccion 4.b:
La siembra de mezclas de poblaciones disminuye la variabilidad en el establecimiento de

la especie, en comparacion con la siembra de poblaciones puras.

1.2.5. Objetivo especifico 5:
Investigar la variacion intraespecifica en caracteres indicadores de respuesta a estrés-
disturbio y de efecto sobre el ecosistema en poblaciones de Sudamérica y Norteamérica,
considerando variables medidas en las poblaciones en los Capitulos 3, 4 y 5.

Hipdtesis 5:
Los caracteres ‘de respuesta’ y ‘de efecto’ de las poblaciones son seleccionados por las

condiciones ambientales de los sitios de colecta de las poblaciones.
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Prediccion 5.a:

A mayores restricciones climaticas en los sitios de origen de las poblaciones (aridez,

temperatura), éstas presentan estrategias de uso méas conservativo de los recursos, que se

relacionan con tasas de procesos ecosistémicos mas lentas.

Prediccion 5.b:

Las poblaciones de sitios con mayores restricciones climaticas presentan menor

plasticidad en sus caracteres ‘de respuesta’ y ‘de efecto’ en diferentes ambientes o ante

distintos tratamientos.

1.3. Esquema de la tesis

El Cuadro 1.1 presenta el esquema general de la tesis, donde se muestran los objetivos de

cada capitulo. Los resultados obtenidos con los cinco objetivos especificos, al integrarse y

evaluarse en conjunto con la bibliografia relevante de cada tema, contribuyen al objetivo

general de enriquecer las bases ecoldgicas para el uso racional de T. crinita y otras

especies nativas con fines de restauracion de pastizales.

Cuadro 1.1. Abordaje de los distintos capitulos de la tesis.

Capitulo Abordaje

de la tesis

Capitulo 1 | Introduccion general. Presentacion del objetivo general, objetivos especificos,
hipotesis y predicciones. Esquema de la tesis. Relevancia del tema.

Capitulo 2 | Objetivo especifico 1: nicho climatico.

Capitulo 3 | Objetivo especifico 2: tolerancia en germinacion y plantulas.

Capitulo 4 | Objetivo especifico 3: caracteristicas genéticas.

Capitulo 5 | Objetivo especifico 4: siembra a campo.

Capitulo 6 | Objetivo especifico 5: caracteres ‘de respuesta’ y ‘de efecto’.

Discusion general de la tesis. Resultados mas destacados. Conclusiones y
principales aspectos de tipo aplicado que se desprenden de los resultados.
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1.4. Importancia de la investigacion

Para evaluar la relevancia general y originalidad del estudio propuesto, en mayo de 2016 se
realizd una buasqueda bibliografica en Google Académico y Scopus, de trabajos que
mencionaran los términos: “niche” + “disjunct distribution” + “disjunct population”. La
busqueda arrojo un total de 78 trabajos (64 en Google Académico y 14 adicionales en
Scopus). De ellos, 27 investigaban especies distribuidas disyuntamente, mientras que de los
51 restantes algunos tomaban como objeto de estudio géneros o familias, o bien s6lo hacian
alguna mencion esporadica de los términos de busqueda (p.ej. en ‘Discusion’ o
‘Bibliografia’) sin tomarlos como temas de investigacion. De los 27 trabajos mencionados,
16 correspondian a plantas y 11 a otros organismos (animales, microorganismos, etc.). En
plantas, se observo que 10 estudios se enfocaron en alguno de los siguientes cuatro
aspectos: distribucion geografica, nicho ambiental-ecoldgico, caracteristicas-respuestas
morfo-fisiologicas, caracteristicas genéticas; cuatro trabajos estudiaron dos de dichos
aspectos a la vez, mientras que sélo dos trabajos estudiaron tres de ellos integradamente.
Para ningun reino se encontraron estudios que integren los cuatro aspectos de la ecologia de

una especie con distribucién disyunta tal como se plantea en esta tesis.

El conservadurismo de nicho fue el patron casi generalizado en un estudio sobre 31
especies de plantas nativas (no invasoras) distribuidas disyuntamente entre los Alpes
europeos y Escandinavia, donde so6lo una especie presento diferencias en su nicho realizado
entre ambas zonas (Wasof et al. 2015). Tambien se encontr6 un predominio de nicho
conservado en especies de plantas invasoras al comparar el nicho realizado en la region de

origen con el de la region invadida (Petitpierre et al. 2012). El objetivo es investigar si el
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nicho realizado de T. crinita en Sudamérica y Norteamérica presenta un patrén consistente
con la hipotesis de conservadurismo de nicho. Se pretende evaluar la generalidad de los
resultados investigando también el resto de las especies distribuidas disyuntamente entre
regiones aridas y semiaridas calidas en ambos subcontinentes (citadas por Raven 1963 y
Simpson et al. 2017). Ademas, la realizacion de ensayos de tolerancia de las poblaciones
disyuntas de T. crinita a factores abioticos, es una oportunidad valiosa para investigar el
nicho fundamental de la especie en ambos subcontinentes. No se han encontrado
antecedentes de estudios del nicho realizado a través del analisis de distribucién geografica
que hayan sido complementados con ensayos experimentales para determinar el nicho
fundamental de poblaciones de especies disyuntas (aunque si uno para especies invasoras,
Hill et al. 2013). Por otra parte, los escasos estudios genéticos sobre especies de
distribucion disyunta se enfocaron en aspectos biogeogréaficos relacionados con fuerzas
neutrales como el aislamiento (Peterson y Morrone 1997, Amarilla et al. 2015, Johnson y
Porter 2017). En esta tesis, se analizan mediante jardines comunes y experimentalmente

potenciales respuestas adaptativas de base genética que pueden ser valiosas en restauracion.

Esta tesis contribuye al avance del conocimiento en aspectos relacionados al nicho
ecologico de T. crinita que resultan relevantes para el uso de la especie en restauracion de
pastizales -el tipo de conjuncién entre lo basico y lo aplicado sugerida por Wiens y Graham
(2005). Se trata de aspectos de importancia ecologica general (Young et al. 2005, Breed et
al. 2013) que se abordan conjuntamente por primera vez en una especie distribuida
disyuntamente entre regiones aridas calidas de Sudamérica y Norteamérica (p.ej. nicho

ecologico, adaptacion a factores ambientales, estructura genética). Los resultados podrian
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ser potencialmente relevantes para el todavia escasamente investigado conjunto de especies

distribuidas disyuntamente (~2500 especies en el mundo; Thorne 1972).
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Capitulo 2

Caracterizacion y comparacion del nicho realizado de Trichloris crinita y otras 25

especies disyuntas de regiones aridas y semiaridas de Sudamérica y Norteamérica

2.1. Introduccién

Las distribuciones disyuntas de plantas han acaparado el interés de botanicos y ec6logos
por décadas (Thorne 1972, Winkworth et al. 2015). Un conjunto de casos interesante
comprende varias disyunciones (de especies y géneros) entre Norteamérica y Sudamérica
(Raven 1963, Solbrig 1972). En ese sentido, hay estudios que han encontrado una elevada
similitud entre ecosistemas de los subcontinentes americanos en cuanto a sus caracteristicas
abioticas (geomorfologia, clima) y bidticas (tipos de plantas, animales, insectos) (Johnston

1940, Orians y Solbrig 1977).

La influencia del clima sobre la distribucion de las especies es un tema de investigacion
clasico en ecologia, que se mantiene vigente aun hasta nuestros dias (Guisan et al. 2014).
Para los organismos distribuidos disyuntamente (Shipley et al. 2013), de manera similar
que para las especies que invaden territorios distantes a su habitat original (Petitpierre et al.
2012), una de las primeras preguntas a responder es si en distintas regiones la misma

especie ocupa ambientes con similares caracteristicas climaticas.

Se ha considerado que el enfoque de nicho resulta particularmente atil al estudiar una

especie en distintas regiones (MacArthur 1968, Milesi y Lopez de Casenave 2005). En este
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sentido, Hutchinson (1957) definié como ‘nicho’ al conjunto de condiciones ambientales en
las que una especie puede persistir. Dicho autor propuso a su vez la distincion entre el
‘nicho fundamental’ y el ‘nicho realizado’ de una especie, acotando que el primero incluye
al conjunto de condiciones abidticas, mientras que el segundo contempla, ademas de éstas,
a las condiciones bidticas (p.ej. interaccion con otras especies: competencia, facilitacion,
etc.) (Whittaker et al. 1973). Existen otras definiciones de ‘nicho’, pero en el presente
estudio se consideran las planteadas por Hutchinson (1957) por ser las que mayor consenso

han alcanzado y por resultar de utilidad a los fines de este trabajo (Wiens y Graham 2005).

Durante los ultimos 20 afios se ha producido un gran avance en las técnicas utilizadas para
caracterizar y comparar los patrones de distribucion y las condiciones ambientales que
resultan adecuadas para las especies (Peterson y Soberon 2012). Un aspecto que ha
contribuido a dicho crecimiento es la mayor disponibilidad de ‘datos de presencia’ de las
especies (coordenadas donde se las ha encontrado) y de variables ambientales en bases de
datos online de libre acceso. Ello favorecio el desarrollo de técnicas de modelado de la
distribucion de especies (Guillera-Arroita et al. 2015) y de métodos de analisis multivariado
al efecto (Broennimann et al. 2012). Si bien ambos tipos de técnicas se basan en identificar
las condiciones ambientales de los sitios de ocurrencia de las especies (0 sea, su nicho
realizado), las primeras técnicas realizan una proyeccion geogréafica del nicho realizado
permitiendo definir el area que presenta condiciones ambientales adecuadas para distintos
taxones, mientras que las segundas permiten caracterizar y comparar en un espacio
multivariado de variables ambientales su nicho realizado (Peterson y Soberén 2012). Un

uso adicional de los modelos de distribucion de especies es que permiten identificar el
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grado de importancia que tienen distintas variables ambientales sobre la distribucion de las

especies (Broennimann et al. 2012).

Con el apoyo de esas técnicas, numerosos estudios han evaluado si el nicho de una especie
se mantiene en regiones separadas geograficamente (denominado como ‘conservadurismo
de nicho’, Guisan et al. 2014; en oposicion al cambio del nicho: shift), dando lugar a un
debate que sigue siendo actual (Peterson y Nakazawa 2008, Fitzpatrick et al. 2008, Qiao et
al. 2017). Algo a destacar, es que gran parte de estos estudios fueron realizados sobre
especies invasoras, comparando su regién de origen con la region que invaden
(Broennimann et al. 2007, Petitpierre et al. 2012, pero ver Wasof et al. 2015). Sin embargo,
poner a prueba la hipétesis de conservadurismo de nicho en base a especies invasoras posee
la debilidad de que éstas posiblemente aln se encuentren en etapa de expansion en el rango
exotico, por lo que pueden no haber expresado todavia completamente su nicho en dicha
region (Petitpierre et al. 2012, Pefia-Gomez et al. 2014). Por eso, el empleo de especies
distribuidas disyuntamente por un periodo mas largo, involucrando cientos a miles de
generaciones, resultaria mas adecuado para evaluar la existencia de conservadurismo vs.
cambio de nicho. El tema representa un aspecto central en la aplicacion de modelos para
predecir areas de distribucion de especies, debido a que dicha prediccion se basa en el
supuesto de conservadurismo: que el nicho de las especies se mantiene entre las distintas

regiones que ocupan (Petitpierre et al. 2012, Tingley et al. 2014).

Conocer el rango de condiciones ambientales adecuadas para una especie y en que lugares
existen esas condiciones es importante tanto para entender su autoecologia, y asi aportar al

conocimiento ecologico basico, como para establecer pautas de conservacion (p.ej.
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identificar poblaciones en ambientes marginales) y de manejo (p.ej. planificar la
restauracion de poblaciones) (Ewen et al. 2012). En este capitulo se investigo a la especie
objeto de esta tesis, Trichloris crinita, pero ademas, para evaluar la generalidad de los
resultados que se obtengan en T. crinita, se investigo el grupo entero de especies de plantas
distribuidas disyuntamente entre regiones aridas y semiaridas calidas en ambos

subcontinentes de América, listadas en Raven (1963) y Simpson et al. (2017).

El objetivo (objetivo especifico 1) es comparar las caracteristicas climéticas de los sitios
que T. crinita, y las otras especies de plantas disyuntas de zonas aridas y semiaridas (Raven
1963, Simpson et al. 2017), habitan en Sudamérica y Norteamérica. También, se busca
delimitar las areas que poseen condiciones ambientales adecuadas para T. crinita en ambos
subcontinentes. Se pone a prueba la hipotesis (hip6tesis 1) de que T. crinita y las demas
especies disyuntas aqui estudiadas presentan en Sudamérica y Norteamérica el mismo
‘nicho realizado’. Las predicciones relacionadas a dicha hipotesis son: (1.a) T. crinita y
cada una de las especies disyuntas aqui estudiadas habitan en ambos subcontinentes
ambientes con caracteristicas climaticas semejantes. (1.b) En T. crinita, los modelos
ajustados en base a la distribucion de la especie en Sudamérica predicen su distribucién en

Norteamérica, y viceversa.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Especies en estudio
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Una de las especies evaluadas en este capitulo es T. crinita (descripcion en Capitulo 1). Un
estudio previo ha encontrado que su distribucion, asi como la de otras gramineas, es
influenciada fuertemente por el régimen de precipitaciones y de temperatura (Cavagnaro
1988). El resto de las especies investigadas son las que fueron clasificadas por Raven
(1963) y Simpson et al. (2017) como amphithropical desert disjunct species, dado que
habitan disyuntamente regiones aridas y semiaridas calidas de ambos subcontinentes de
América. Al igual que T. crinita, todas las especies de este grupo se caracterizan por
presentar su periodo de crecimiento en la estacion célida. En primera instancia se considerd
un total de 31 especies, de las cuales 22 fueron originalmente mencionadas por Raven
(1963) y otras 9 fueron mas recientemente adicionadas al grupo por Simpson et al. (2017)
(ver Cuadro 7.1, en el Apéndice). Del total inicial de 31 especies, se seleccionaron 25
especies (13 pastos, 9 latifoliadas herbaceas, 3 latifoliadas lefiosas; Cuadro 7.1), dado que
se debieron descartar del analisis 6 especies mencionadas por Raven (1963): una presentaba
un patron de disyuncion entre Norteamérica y Sudafrica, y las otras 5 presentaban menos de
5 coordenadas de presencia en alguno de los subcontinentes y por ende los analisis no
serian robustos (van Proosdij et al., 2016; Warren et al., 2008) (Cuadro 7.1, Apéndice).
Para las especies se us6 en nombre cientifico ‘aceptado’ segiin la base de datos de libre

acceso Global biodiversity information facility (www.gbif.org).

2.2.2. Area de estudio

Los analisis se desarrollaron para el continente americano e islas asociadas, considerando

todo el subcontinente sudamericano y la porcion del norteamericano ubicada al sur de los

49° de latitud norte (excluyendo entonces Alaska, Groenlandia y casi todo Canada, por
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tener climas demasiado frios como para ser habitados por las especies evaluadas). Se
consider6 el limite entre Colombia y Panama como limite natural entre ambos
subcontinentes, y a las islas del Caribe como asociadas a Norteamérica. De esta manera se
cumplio con la premisa de incluir, para ambos subcontinentes, toda el area accesible a la

especie en una escala de tiempo relevante (Barve et al. 2011, Guisan et al. 2014).

2.2.3. Datos de presencia

Las coordenadas de presencia de las especies fueron obtenidas de la base de datos libre
Global biodiversity information facility (www.gbif.org ; fechas de descarga: 2/11/2013 para
T. crinita; entre el 1/4/2016 y el 31/9/2018 para las demas especies). Se realiz6 un control
de calidad de los datos descargados siguiendo las recomendaciones de Scheldeman y van
Zonneveld (2011), se eliminaron coordenadas con errores evidentes (p.ej. situadas en
océanos, fuera del area de distribucidn posible) y se cotejo la ubicacion geografica con la
informacién de la unidad administrativa —pais, provincia, departamento. Aungue no se pudo
hacer en todas las especies, para la especie foco de esta tesis (T. crinita) se corroboré la
identidad de los ejemplares considerados que contaban con imagen digitalizada en la base
de datos, encontrdndose una correcta identificacion en todos los casos (n=160). En T.
crinita y todas las demas especies, se descartaron coordenadas para que la minima distancia
entre puntos de presencia fuese de 2.5 minutos sexagesimales (~5 km), de modo que la
resolucion espacial fuese igual a la de las variables climéticas (ver mas abajo) y también
minimizar posibles efectos de autocorrelacion espacial y sesgo geografico de los datos
(Fourcade et al. 2014, Feng et al. 2019, Quiroga et al. 2018, 2021). La cantidad total de

coordenadas de presencia descargadas inicialmente y la finalmente considerada para las


http://www.gbif.org/
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especies en cada subcontinente pueden verse en el Cuadro 7.1 (Apéndice), mientras que la
ubicacion geogréafica de las ocurrencias consideradas puede verse en la Figura 2.4 (también
en la Figura 1.1 del Capitulo 1) para T. crinita y en las Figuras 7.1-3 (Apéndice) para las

otras 25 especies.

2.2.4. Variables climaticas

La distribucion de especies a escala continental estd gobernada principalmente por las
variables climaticas (Pearson y Dawson 2003). A su vez, una especie dada puede ser mas
influenciada por algunas variables climaticas que por otras, por ello Guisan y Thruiller
(2005) recomendaron concentrarse en aquellas que resultan mas relevantes para la biologia
de la especie a estudiar. Teniendo en cuenta ello, se descargaron para el area de estudio 19
variables ‘bioclimaticas” de la base de datos de libre acceso WorldClim

(www.worldclim.org; Hijmans et al. 2005), de las cuales se seleccionaron 5 que a priori se

considerd que presentaban mas importancia biolégica para T. crinita y las demas especies,
por relacionarse con la oferta de agua (variables X12, X18; numeracion segin WorldClim)
y temperatura durante el periodo de crecimiento (X1, X10), y con el rango anual de
temperatura que deben afrontar (X7):

- Temperatura media anual (X1)

- Rango anual de temperatura (X7, diferencia entre la temperatura maxima media

del mes mas calido y la temperatura minima media del mes mas frio)

- Temperatura media del trimestre més calido (X10)

- Precipitacion anual (X12)

- Precipitacion del trimestre més calido (X18)


http://www.worldclim.org/
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Estas variables fueron obtenidas por Hijmans et al. (2005) mediante interpolacion de datos
obtenidos de estaciones meteoroldgicas de todo el planeta para el periodo 1950-2000. La
resolucion espacial de los datos descargados fue de 2.5 minutos sexagesimales (tamafio de

pixel = ~5 km x ~5 km en cercanias del ecuador).

Durante el proceso de seleccidn se realizaron analisis de correlacion entre los valores de las
19 variables del area de estudio usando ENMTools v1.4.4 (Warren et al. 2010). Para evitar
informacién redundante, se seleccionaron sélo las variables que presentaron entre si un
coeficiente de correlacion menor a 0.85 (Wei et al. 2017). Una de las variables
seleccionadas (rango anual de temperaturas, X7), se relacion6 de manera negativa y
altamente significativa (r=0.93; p<0.0001) con otra variable considerada en principio de
importancia, por lo que se excluyé esta Gltima variable (temperatura minima media del mes

mas frio, X6).

2.2.5. Caracterizacion y comparacion del nicho realizado

Se realizaron dos tipos de analisis, uno aplicado s6lo a T. crinita que consider6 cada una de
las variables climaticas seleccionadas individualmente, y otro de tipo multivariado con las 5
variables climaticas a la vez aplicado a todas las especies (T. crinita inclusive). Los analisis
se realizaron con scripts (secuencias de comandos) provistos por Broennimann et al.
(2012), usando el software R version 3.2.3 (R Development Core Team 2010). Se siguio la
metodologia descripta por Broennimann et al. (2012) por estar estandarizada y ser

recomendada para este tipo de analisis (Guisan et al. 2014). La misma consta de 3 pasos:
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Célculo de la densidad de puntos de presencia de la especie y de ambientes
disponibles en Sudamérica y en Norteamérica, a traves de ejes determinados por
cada variable climatica por separado (primer tipo de analisis) o bien en un espacio
bidimensional determinado por los dos ejes mas importantes de un analisis
multivariado de componentes principales (segundo tipo de analisis). Para ello los
ejes son divididos en celdas, y los valores de densidad ‘suavizados’ mediante una
funcién de densidad kernel (Silverman 1986). Luego se calcula el grado de
ocupacion que hace la especie de los ambientes disponibles, en una escala que va de
0 (sin ocupacion) a 1 (ocupacién maxima).

Célculo del solapamiento (superposicion) de nicho considerando los valores de
ocupacion de la especie en ambos subcontinentes, corrigiendo el efecto de posibles
diferencias en la disponibilidad de climas entre regiones. Ello se realiza a lo largo
de los ejes de las variables individuales y en el espacio multivariado mencionados
en el punto (i), calculando el indice D de Schoener (1968), cuyos valores van de 0
(nada de solapamiento) a 1 (solapamiento completo).

Realizacion de pruebas estadisticas de ‘equivalencia’ y ‘similitud’ entre nichos,
considerando cada variable individual y luego el espacio multivariado. El test de
equivalencia determina por permutacién si dos nichos son idénticos o equivalentes,
para lo cual compara el valor de D observado -en punto (ii)- con una distribucién
‘nula’ de valores de D (n=100), donde cada valor de D es calculado para dos
muestras aleatorias, de igual tamafio que las originales, obtenidas de dividir en dos
el pool de todas las coordenadas. Si el valor de D observado es menor al 95% de los
valores de D de la distribucion nula, se rechaza la hipotesis de que ambos nichos

son idénticos o equivalentes. Por su parte, el test de similitud evalta si el
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solapamiento de dos nichos es méas similar de lo que se esperaria al comparar el
nicho de la especie en una region con nichos simulados aleatoriamente en la otra.
Para ello se compara el indice D observado en (ii) con dos distribuciones nulas de
dicho indice, cuyos valores se obtienen comparando nichos simulados (n=100) en
una region mediante muestreos aleatorios de sus ambientes (p.ej. Norteamérica) con
el nicho observado de la especie en la otra region (Sudamérica); el mismo proceso
se repite en direccion opuesta (p.ej. nichos simulados en Sudamérica vs. nicho
observado en Norteamérica) obteniendo asi las dos distribuciones nulas. En cada
caso, si el valor de D observado en (ii) es superior al 95% de los valores de la
distribucion nula, se rechaza la hipotesis de que el solapamiento observado es
debido al azar.
Ademas, usando las densidades de presencia ‘suavizadas’ obtenidas en el espacio
multivariado [punto (i)], se estimd para cada especie la proporcion de sus ocurrencias en
cada subcontinente que corresponden al espacio de solapamiento entre nichos y las que
estan por fuera del mismo -y por lo tanto son exclusivas del nicho de cada subcontinente.
Segun Petitpierre et al. (2012) una proporcion de ocurrencias exclusivas a una region de
0.10 (porcentaje del 10%) o superior indica que el nicho es diferente en esa region respecto
de la otra. Dado que el nicho realizado de una especie puede estar limitado en una region
debido a que ciertas condiciones ambientales no estan presentes, Guisan et al. (2014)
recomendaron realizar la estimacion de estos parametros considerando todos los climas
disponibles en ambas regiones, y del 100% al 75% de los climas mas comunes que estan
presentes a la vez en ambas, para explorar el efecto que pueden presentar los climas menos
frecuentes. Para tener el panorama completo para la especie focal de esta tesis, en T. crinita

estas estimaciones se hicieron considerando: a) todos los ambientes de ambos
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subcontinentes; b) todos los ambientes comunes entre ambos subcontinentes; c) los
ambientes comunes entre ambos subcontinentes luego de eliminar el 12.5% de los climas
mas raros de cada uno; d) los ambientes comunes entre ambos subcontinentes luego de
eliminar el 25% de los climas més raros de cada uno. Por su parte, en las otras 25 especies

disyuntas las estimaciones se hicieron considerando solo los casos (b) y (d).

2.2.6. Proyeccion geografica del nicho realizado

Para proyectar geograficamente el nicho realizado de T. crinita se utilizd el software
MAXENT 3.3.0 (Phillips et al. 2006), que implementa un método de ‘aprendizaje
automatico’ (machine-learning) para estimar la distribucion potencial (areas con
condiciones ambientales adecuadas) de una especie (Phillips et al. 2006). MAXENT ha
mostrado mejor performance que otros programas de modelado de distribucion de especies
basados en datos de presencia, como los aqui empleados (Elith et al. 2006, Ortega-Huerta y
Peterson 2008). Se aplicé la técnica de modelacién reciproca (Fitzpatrick et al. 2007): con
las coordenadas de presencia de la especie en Norteamérica se modeld la distribucion
potencial en ese territorio, y se usé dicha calibracidn para estimar la distribucion potencial
en Sudamérica. Esto fue repetido a la inversa, usando las coordenadas de presencia de
Sudamérica para modelar la distribucion en dicho subcontinente y luego realizar una
proyeccion de ese modelo hacia Norteamérica. ElI proceso se realizd 10 veces, y los
resultados se promediaron. Se uso la configuracion default de MAXENT, excepto que para
proyectar las calibraciones realizadas en un subcontinente sobre el otro, se opto por la
opcion fade by clamping, que limita la extrapolacion a areas con climas que estan fuera del

rango de los encontrados en el area de calibracion (Sobek-Swant et al. 2012).
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La validacion de los modelos calibrados en cada subcontinente se realizoO mediante la
técnica de validacion cruzada (10 repeticiones) y el calculo de los siguientes indicadores: el
area bajo la curva ROC (AUC; Elith et al. 2006, Tingley et al. 2014); la diferencia entre
valores de AUC obtenidos con datos de calibracion y de validacion (AUCdiff; Warren y
Seifert 2011); y el estadistico TSS (Allouche et al. 2006, Liu et al. 2013). EIl indicador
AUC evalla la habilidad de un modelo para discriminar las coordenadas con presencia
respecto del resto de coordenadas del area considerada (AUC=1 indica prediccion perfecta;
AUC=0.5 indica prediccion esperada por azar). AUCdIiff estima el riesgo de sobreajuste de
un modelo (valores cercanos a 0 indican menor riesgo). TSS compara el nimero de
prondsticos correctos, menos los atribuibles al azar, con un conjunto hipotético de
prondsticos perfectos (TSS =1 indica prediccion perfecta, TSS < 0 indica que la prediccion
no es mejor que por azar) (Bosso et al. 2016). Ademas, se evalud la importancia de cada
una de las variables seleccionadas en cuanto a su aporte al poder predictivo del modelo en
cada subcontinente (opcién do jackknife to measure variable importance), ajustando
modelos con cada variable individual y con cada variable como faltante (10 repeticiones), y

estimando los correspondientes valores de AUC.

2.3. Resultados

2.3.1. Caracterizacion y comparacion del nicho realizado

2.3.1.a. Variables climaticas individuales en Trichloris crinita
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Los niveles de solapamiento en cada una de las variables analizadas correspondientes a las
distribuciones de T. crinita en Norteamérica y Sudameérica fueron intermedios (D = 0.4 a
0.7; Figura 2.1). En todos los casos el test de equivalencia sefialo que el nicho realizado de
la especie no es equivalente en ambos subcontinentes (P<0.05 en las 5 variables). Por su
parte, el test de similitud sefialé que sélo en 2 de las 5 variables (X7: rango anual de
temperatura, y X10: temperatura promedio del trimestre mas calido) el solapamiento
observado entre el nicho de T. crinita en Norteamérica y Sudamérica es mayor a lo
esperado si se compara el nicho en Norteamérica con nichos simulados al azar en
Sudamérica (P<0.05 en ambas variables). En el resto de los casos (variables y sentidos del
test de similitud -norte a sur, o viceversa) no se observaron diferencias significativas
(P>0.05) entre el solapamiento observado y lo esperable al considerar nichos al azar
(Figura 2.1). En resumen, T. crinita tiende a habitar ambientes con diferentes condiciones

climéticas en ambos subcontinentes.

La especie habita en ambos subcontinentes en sitios con temperatura media anual (X1)
menor a 27-28°C (Figura 2.1), pero se la encuentra de manera mas frecuente en ambientes
que presentan entre 15 y 22°C. La diferencia mas notoria entre subcontinentes es que en
Sudamérica esta presente también en sitios con temperatura media anual menor a 10°C,
algo que no ocurre en Norteamérica a pesar de presentar amplia disponibilidad de

ambientes con esa temperatura.

Los sitios habitados por T. crinita en ambos subcontinentes presentan un rango anual de
temperatura (X7) mayor a 15°C, siendo la especie mas frecuente en sitios con un rango

anual de temperatura cercano a 30°C. La principal diferencia entre las areas de distribucion
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de la especie respecto de esta variable es que en Norteamérica hay una importante
proporcion de ocurrencias en sitios con valores comprendidos entre 35 y 42°C, mientras

que en Sudameérica no existen ambientes con esa caracteristica (Figura 2.1).

La especie es mas frecuente en ambos subcontinentes en sitios con temperatura media del
trimestre més calido (X10) de 25-27°C (Figura 2.1), pero en Norteamérica llega a habitar
sitios que superan los 31°C, algo que no ocurre en Sudamérica, donde no se observaron
ambientes con esa caracteristica. Por su parte, la especie esta presente en Sudamérica en
sitios con temperatura media del trimestre mas calido menor a 17°C, no asi en
Norteamérica, a pesar de la existencia de ambientes con esos valores de temperatura. En
Norteamérica T. crinita habita mas comdnmente sitios con 300-600 mm de precipitacion
anual (X12), y alcanza sitios alrededor de los 1000 mm. La especie no habita ambientes con
mas precipitacion a pesar de que estan disponibles. Por su parte, en Sudamérica la especie
habita un rango de ambientes méas variados, encontrandose mas frecuentemente en sitios
comprendidos entre 400 y 1000 mm, y llegando a habitar sitios con una precipitacion anual
cercana a los 1600 mm (Figura 2.1). En ambos subcontinentes la especie esta presente en
ambientes con menos de 300 mm de precipitacion anual, aunque de manera menos

frecuente.

Respecto de la precipitacion del trimestre méas calido (X18), casi la totalidad de ocurrencias
de T. crinita en Norteamérica se corresponden a sitios con valores menores de 300 mm (a
pesar de la existencia de ambientes con mas precipitacion), siendo frecuente en sitios con
100-200 mm. Por su lado, la presencia de la especie en Sudamérica ocurre en sitios con

hasta 500 mm, siendo més frecuente entre los 300 y 400 mm (Figura 2.1).
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2.3.1.b. Analisis multivariado
Los dos primeros ejes del analisis de componentes principales explicaron el 64% (CP1) y
20% (CP2) de la variabilidad total de los datos climaticos (Figura 2.2 para T. crinita,
Figuras 7.4-6 para las otras especies disyuntas, Apéndice). EI CP1 se correlaciond
fuertemente y de manera negativa con el rango anual de temperatura (X7), relacionandose a
la vez de manera positiva con las restantes variables (Figuras 2.2 y 7.4-6). EI CP2 se
correlacion6 positivamente con las variables de precipitacion (X12, X18) y negativamente

con las de temperatura (X1, X10).

Trichloris crinita
Se observo que T. crinita habita una mayor diversidad de ambientes en Sudamérica que en
Norteamérica, encontrandose su distribucién en Norteamérica restringida: desplazada
principalmente hacia ambientes con menos precipitacion, y en menor medida, a ambientes

con mayor rango anual de temperatura (Figura 2.2).

En este espacio multivariado, el solapamiento de nicho de T. crinita entre Norteamérica y
Sudamérica (D=0.35; Figura 2.2) fue menor al detectado para las variables climaticas
individuales (Figura 2.1). Se encontraron diferencias significativas entre los nichos en
ambos subcontinentes (P<0.05 en el test de equivalencia). No obstante, el test de similitud
sefialo que el solapamiento observado es mayor a lo esperado (P<0.05) si se compara el
nicho en Norteamérica con nichos simulados al azar en Sudamerica. En el sentido opuesto,
no se encontraron diferencias significativas entre el solapamiento observado (P>0.05) y los
solapamientos simulados entre el nicho en Sudamérica y nichos simulados al azar en

Norteamérica (Figura 2.2). En sintesis, se encontré una diferenciacion significativa entre
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los nichos de T. crinita en Sudamérica y Norteamérica a pesar de que, como era de esperar,
presentaron cierta similitud debida a que corresponden a dos distribuciones de la misma

especie.

(7=

PC2

. ‘E}C'

b AT

PC1

D=0.35 E* Snasan.s. Ssana*

Figura 2.2. [Izg.] Densidad de ocurrencias (area sombreada, sombreado mas intenso indica
mayor densidad) y de ambientes disponibles (linea llena = percentil 100%; linea de trazos =
percentil 75%) en cada Subcontinente (Sudamérica, verde; Norteamérica, rojo; area de
solapamiento de ambos nichos en color violeta) obtenidos mediante analisis de componentes
principales (sensu Broennimann et al. 2012). Las flechas (de linea roja para ocurrencias, linea
negra para disponibilidad de ambientes) muestran el cambio del centro de densidad en
direcciéon Sudamérica - Norteamérica. Los ejes 1y 2 (PC1 y PC2) explicaron el 64% y 20% de
la variabilidad de los datos, respectivamente. Se muestra el valor del indice D de Schoener, y la
significancia (P<0.05, *; P>0.05, n.s.) de los test de equivalencia (E) y Similitud (Sna-say Ssa-
na). [Der.] Circulo de correlacion que muestra la contribucion de las variables climaticas (X1,
X7, X10, X12, X18) sobre cada eje.

Norteamérica y Sudamérica comparten en gran medida la disponibilidad de climas. Sin
embargo, el area correspondiente a Sudameérica en el espacio multivariado es mayor (abarca

mas diversidad de climas), especialmente por contar con ambientes mas lluviosos no
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presentes en Norteamérica. Se observa una diferencia en la posicion de los centroides
correspondientes a los ambientes disponibles en ambos subcontinentes (flecha con linea de
trazos en sentido negativo del CP1, Figura 2.2), presentando Norteamérica mayor

frecuencia de climas secos y con alto rango anual de temperatura.

T. crinita presentdé en Sudamérica un nicho realizado diferente al de Norteamérica, con
porcentajes de ocurrencias en la porcion de nicho exclusiva de Sudamérica entre 38% vy
35% cuando se consideraron todos los climas de ambos subcontinentes o el 100%, 87.5% o
75% de los climas mas comunes compartidos (Cuadro 2.1). Por su parte, la especie
presentd en Norteamérica un nicho realizado diferente al de Sudamérica sélo cuando se
consideraron todos los climas de ambos subcontinentes o el 100% de los climas
compartidos, con porcentajes de ocurrencias en la porcion de nicho exclusiva de
Norteamérica del 22% en ambos casos. Cuando se consideraron el 87.5% o 75% de los
climas mas comunes compartidos entre subcontinentes las ocurrencias exclusivas de

Norteamérica representaron sélo el 6% y 1%, respectivamente (Cuadro 2.1).

Excepto por una baja proporcion de ocurrencias en Norteamérica, la distribucion de la
especie se encuentra practicamente en su totalidad (~99%) en ambientes que se encuentran
disponibles en ambos subcontinentes (visible en Figura 2.2). Se observa que los porcentajes
de ocurrencias exclusivas de cada nicho y los que estan en el area de solapamiento entre
nichos se mantienen casi sin cambios al considerar todos los ambientes disponibles o el
100% de los ambientes compartidos entre subcontinentes (Cuadro 7.1). No obstante, los
porcentajes de ocurrencias exclusivas o en el area de interseccion entre nichos se reducen

notoriamente en Norteamérica (no asi en Sudameérica) si se elimina del analisis el 12.5 6
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25% de los climas menos frecuentes de cada subcontinente antes de considerar los

ambientes compartidos, lo que sefiala que hay méas proporcion de ocurrencias en ambientes

poco usuales de Norteamérica que de Sudamérica (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1. Proporcion de ocurrencias de cada subcontinente que corresponden al espacio de
solapamiento entre nichos o que estan por fuera del mismo y son exclusivas del nicho de cada
subcontinente. Las estimaciones se hicieron en el espacio climatico multivariado considerando
cuatro maneras alternativas (a, b, c, d).

Norteamérica

Sudamérica

Ocurrencias

Ocurrencias en

Ocurrencias

Ocurrencias en

exclusivas | solapamiento de | exclusivas | solapamiento de
nichos nichos

a) Todos los ambientes de 0.22 0.78 0.38 0.62
ambos subcontinentes
b) Ambientes comunes entre 0.22 0.78 0.38 0.62
ambos subcontinentes
c) Ambientes comunes entre 0.06 0.94 0.37 0.63
ambos subcontinentes luego
de eliminar el 12.5% de los
climas menos frecuentes de
cada uno
d) Ambientes comunes entre 0.01 0.99 0.35 0.65

ambos subcontinentes luego
de eliminar el 25% de los
climas menos frecuentes de
cada uno

Otras especies disyuntas

La distribucion en Norteamérica de las otras 25 especies evaluadas estuvo en general

desplazada hacia ambientes con menos precipitacion y/o con mayor temperatura (Figuras
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7.4-6) respecto de los ambientes que las mismas ocupan en Sudamérica. Estas especies
presentaron diferencias en el nicho realizado entre subcontinentes (Cuadro 2.2), mostrando
indices de solapamiento entre muy bajos a intermedios (D entre 0.01 y 0.52). En 18 de las
25 especies se rechazd la equivalencia de nichos (P<0.05), y s6lo en 6 especies los nichos
de ambos subcontinentes fueron mas similares de lo esperado por azar (P<0.05). La
mayoria de las especies (23 de 25) presentaron en Sudameérica proporciones de exclusividad
de ocurrencias mayores a 0.10 (indicador de cambio de nicho realizado). Por su parte, en
Norteamérica, las especies que presentaron una proporcion de exclusividad de ocurrencias
mayor a 0.10 fue la mitad (13 de 25). Estas proporciones no variaron significativamente
cuando el andlisis se hizo considerando todos los ambientes comunes entre ambos
subcontinentes, o bien los ambientes comunes entre subcontinentes luego de eliminar el

25% de los climas mas raros de cada uno (Cuadro 2.2).

2.3.2. Proyeccion geografica del nicho realizado en Trichloris crinita

2.3.2.a. Modelos reciprocos
Los modelos de distribucién reflejaron adecuadamente la distribuciéon de T. crinita en el
subcontinente para el que habian sido calibrados (Figura 2.3), presentando en ambos casos
altos valores de AUC (0.96 para el modelo calibrado en Norteamérica, 0.95 para el
calibrado en Sudameérica; Figura 2.4). Sin embargo, las proyecciones hacia el otro
Subcontinente no fueron igualmente precisas para predecir las coordenadas de presencia

conocidas.
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Al proyectarse geograficamente sobre Sudameérica el nicho realizado estimado en
Norteamérica solo predijo correctamente la ocurrencia de la especie en los sectores norte
(Bolivia, Paraguay, Per() y sudoeste (Argentina) del area de distribucién actual en
Sudamérica; ademas, no sefial6 como habitat potencial todo el centro y el este de la
distribucion actual (Argentina), y si predijo como habitat potencial el este de Brasil y
porciones del norte de Venezuela, donde no se registra su presencia (Figura 2.3). De esta
manera, la proyeccion realizada sobre Sudamérica sélo coincide con el 25% de las
ocurrencias (44 de 177) y 21% del area de distribucion estimada en base a las coordenadas

locales (0.35 x 10° km? de 1.64 x 106 km?).

Por su parte, la proyeccion del nicho realizado de Sudamérica hacia Norteamérica
sobreestimo el area de distribucion en todas las direcciones geograficas, incluso sefialando
como adecuada la peninsula de Florida, region distante respecto de la distribucion actual de
la especie en ese subcontinente (Figura 2.3). La proyeccion incluy6 correctamente el 97%
de las coordenadas consideradas de la especie en Norteamérica (101 de 104, excepto 3
ocurrencias en el sur de México), pero sefial6 como habitat potencial una superficie 164%

mayor a la estimada en base a las coordenadas locales (2.06 x 108 km? vs. 0.78 x 108 km?).
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Cuadro 2.2. Resultados para 25 especies distribuidas disyuntamente entre regiones éaridas y
semiaridas calidas de Norteamérica y Sudamérica del analisis de comparacion de nichos, se
muestran: el indice D de Schoener; los valores de P de los test de equivalencia (E) y Similitud (en la
direccion Norteamérica a Sudamérica, Sna-sa; Y viceversa, Ssa-na); la proporcion de ocurrencias de
cada subcontinente (NA: Norteamérica; SA: Sudamérica) que corresponden al espacio de
solapamiento entre nichos o que son exclusivas del nicho de cada subcontinente, considerando
todos los ambientes comunes (valores fuera de paréntesis, modo ‘b’ en Cuadro 2.1) y los ambientes
comunes luego de eliminar el 25% de los climas méas raros de cada subcontinente (valores entre
paréntesis, modo ‘d’ en Cuadro 2.1).

incice | valorp | valorp | Valorp | o B L ves | solapa.
Especie D | (B) | vana) | (Ssana) | 77 0 NA SA SA

Bothriochloa exaristata (G) 0.25 | 0.010 | 0.010 | 0.010 |0.04(0.04) | 0.96 (0.96) | 0.70 (0.70) | 0.30 (0.30)
Bothriochloa laguroides (G) 0.23 | 0.005 | 0.055 | 0.065 |0.53(0.52)|0.47 (0.48) | 0.00 (0.00) | 1.00 (1.00)
Chondrosum simplex (G) 0.21 | 0.005 | 0.075 | 0.075 |0.02(0.02) |0.98(0.98) | 0.25(0.22) | 0.75 (0.78)
Cottea pappophoroides (G) 0.25 | 0.005 | 0.100 | 0.109 |0.06(0.05)|0.94 (0.95) | 0.49 (0.49) | 0.51 (0.51)
Disakisperma dubium (G) 0.31 | 0.005 | 0.109 | 0.109 |0.08(0.07)|0.92(0.93) | 0.31(0.31) | 0.69 (0.69)
Dissanthelium calycinum (G) 0.01 | 0.005 | 0.204 | 0.164 |0.94(0.94) | 0.06 (0.06) | 0.99 (0.99) | 0.01 (0.01)
Erioneuron avenaceum (G) 0.06 | 0.005 | 0.169 0.149 |0.56 (0.56) | 0.44 (0.44) | 0.83 (0.83) | 0.17 (0.17)
Lycurus phleoides (G) 0.06 | 0.005 | 0.119 | 0.154 |0.62(0.62)|0.38(0.38) | 0.88 (0.86) | 0.12 0.14)
Lycurus setosus (G) 0.44 | 0.109 | 0.010 | 0.010 |0.07(0.07)|0.93(0.93) | 0.05 (0.05) | 0.95 (0.95)
Panicum urvilleanum (G) 0.05 | 0.005 | 0.299 | 0.338 |0.65(0.59)|0.35(0.41) | 0.82(0.82) | 0.18 (0.18)
Pappophorum mucronulatum (G) | 0.26 | 0.005 | 0.055 0.060 |0.16 (0.16) | 0.84 (0.84) | 0.62 (0.62) | 0.38 (0.38)
Scleropogon brevifolius (G) 0.05 | 0.005 | 0.174 | 0.189 |0.15(0.14) | 0.85(0.86) | 0.72 (0.70) | 0.28 (0.30)
Trichloris pluriflora (G) 0.29 | 0.005 | 0.070 | 0.055 |0.07(0.07)|0.93(0.93) | 0.31(0.31) | 0.69 (0.69)
Cressa nudicaulis (F) 0.01 | 0.005 | 0.159 | 0.100 |0.00(0.00)|1.00(1.00) |0.96 (0.96) | 0.04 (0.04)
Cryptantha albida (F) 0.01 | 0.005 | 0.214 | 0.209 |0.98(0.98) | 0.02 (0.02) | 0.80 (0.80) | 0.20 (0.20)
Cryptantha maritima
var. pilosa (F) 0.15 | 0.433 | 0.080 | 0.095 |0.42(0.24)|0.58(0.76) | 0.70 (0.70) | 0.30 (0.30)
Evolvulus arizonicus (F) 0.19 | 0.005 | 0.075 | 0.095 |0.61(0.61)|0.39(0.39) | 0.57 (0.57) | 0.43 (0.43)
Hoffmannseggia glauca (F) 0.39 | 0.075 | 0.020 | 0.035 |0.08(0.05)|0.92(0.95) | 0.28 (0.28) | 0.72 (0.72)
Mentzelia albescens (F) 0.08 | 0.035 | 0.070 | 0.129 |0.06(0.06) | 0.94 (0.94) | 0.79 (0.78) | 0.21 (0.22)
Proboscidea althaeifolia (F) 0.44 | 0.711 | 0.010 | 0.005 |0.13(0.14)|0.87(0.86) | 0.32 (0.31) | 0.68 (0.69)
Schkuhria multiflora (F) 0.52 | 0.642 | 0.010 | 0.005 |0.02(0.02)|0.98(0.98) | 0.21 (0.22) | 0.79 (0.78)
Tiquilia nuttallii (F) 0.17 | 0.025 | 0.109 | 0.119 |0.25(0.20)|0.75(0.80) | 0.12 (0.10) | 0.88 (0.90)
Acaciella angustissima
var. angustissima (W) 0.25 | 0.299 | 0.090 | 0.109 |0.07(0.04)|0.93(0.96) | 0.13 (0.12) | 0.87 (0.88)
Aloysia gratissima (W) 0.41 | 0.254 | 0.010 | 0.010 |0.02(0.02) |0.98(0.98) | 0.66 (0.66) | 0.34 (0.34)
Capparis atamisquea (W) 0.08 | 0.005 | 0.134 0.109 |0.74 (0.71) | 0.26 (0.29) | 0.90 (0.90) | 0.10 (0.10)

(G) gramineas, (F) latifoliadas herbaceas, (W) latifoliadas lefiosas.




Figura 2.3. Proyeccion geografica
del nicho realizado de T. crinita
obtenida en base a modelacion
reciproca: modelo calibrado con
coordenadas de Norteamérica
(cuadrados blancos) y proyectado
a Sudamérica (abajo); modelo
calibrado con coordenadas de
Sudamérica (cuadrados blancos),
proyectado sobre Norteamérica
(arriba). Se muestran en escala de
grises los valores del indice de
adecuacion que van de 0 (areas
con condiciones climéaticas no
adecuadas) a 1 (&reas con maxima
adecuacion de las condiciones
climéticas).
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2.3.2.b. Importancia de las variables

La variable que individualmente determind una mayor habilidad predictiva del modelo de
distribucion ajustado para T. crinita en Norteamérica fue la temperatura media anual (X1;
AUC=0.87). La temperatura media del trimestre mas calido (X10; AUC=0.86), la
precipitacion anual (X12; AUC=0.86) y la precipitacion del trimestre mas calido (X18;
AUC=0.85) también presentaron una alta aptitud predictiva (Figura 2.4). El rango anual de
temperatura (X7; AUC=0.72) presentd el mas bajo poder predictivo en este subcontinente.
Sin embargo, en Sudamérica, el rango anual de temperatura (X7; AUC=0.92) fue la
variable que individualmente presentd la mayor habilidad predictiva del modelo de
distribucion (Figura 2.4). Por su parte, la temperatura media anual (X1; AUC=0.85) y la
precipitacion anual (X12; AUC=0.85), sequidas por la precipitacion del trimestre mas
calido (X18; AUC=0.74), presentaron un nivel menor de poder predictivo. En este
subcontinente, la temperatura media del trimestre méas calido (X10; AUC=0.62) fue la
variable que menor poder predictivo presento sobre la distribucion de la especie.

En cada subcontinente, la exclusion una por una de cada variable climatica practicamente
no disminuyo el poder predictivo del modelo, obteniendo con las cuatro variables restantes
valores de AUC entre 0.95-0.96 en Norteamérica y entre 0.94-0.95 en Sudamérica (Figura

2.4).
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Figura 2.4. Valores de AUC (indicador de la habilidad predictiva de un modelo) obtenidos en la
evaluacion de la importancia de las variables empleadas para modelar la distribucion de T.
crinita en Norteamérica (arriba) y Sudamérica (abajo). Las barras azules sefialan el valor de
AUC alcanzado al emplear cada variable de manera individual. Las barras celestes muestran el
valor de AUC obtenido para cada caso con el resto de las variables. La barra roja muestra el
valor de AUC alcanzado al incluir todas las variables. Nétese que los ejes horizontales de ambas
figuras difieren. X1: temperatura media anual; X7: rango anual de temperatura; X10:
temperatura promedio del trimestre mas calido; X12: precipitacion anual; X18: precipitacion del
trimestre mas calido.

2.4. Discusién

No se cumplié la prediccion de que T. crinita y las otras especies disyuntas habitan en
ambos subcontinentes ambientes con las mismas condiciones climaticas (Figuras 2.1, 2.2 y
7.4-6; Cuadros 2.1 y 2.2). Tampoco se cumplié que la distribucion geogréfica de T. crinita
modelada usando las coordenadas de presencia de la especie en Norteamérica permitiria
predecir la distribucion en Sudamérica, y viceversa (Figura 2.3). Estos resultados son

consistentes entre si, y conducen a rechazar la hipétesis de que el nicho realizado de las
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especies no difiere entre subcontinentes: hubo modificacién, y no conservadurismo. Sin
embargo, esto contrasta con lo obtenido en un estudio realizado sobre 31 especies de
plantas nativas (no invasoras) distribuidas disyuntamente entre los Alpes europeos Yy
Escandinavia, donde el conservadurismo de nicho fue el patrén casi generalizado (s6lo 1
especie presentd diferencias en su nicho realizado entre ambas zonas; Wasof et al. 2015).
La menor diferenciacion del nicho realizado encontrada para dichas especies ocurre en el
contexto de un relativamente reciente proceso de recolonizacién ocurrido en Escandinavia
luego del Ultimo Méaximo Glacial (hace 23000-18000 afios un manto de hielo cubrié la
region) a partir de poblaciones que tuvieron su refugio en los Alpes (Wasof et al. 2015).
Esto se contrapone a la diferenciacion de nicho aqui hallada entre poblaciones de T. crinita
de Sudamérica y Norteamérica, a pesar que tanto la divergencia en esta especie (se vera en
Capitulo 4) como la recolonizacion mencionada por Wasof et al. (2015) parecen haber

ocurrido hace un similar periodo de tiempo.

Estudios realizados sobre especies invasoras han obtenido por su parte resultados tanto a
favor del conservadurismo como del cambio de nicho realizado. Petitpierre et al. (2012)
encontraron predominio del conservadurismo de nicho en 43 de 50 especies (86%) de
plantas invasoras al comparar el nicho realizado en la region de origen con el de la region
invadida. Por su parte, Early y Sax (2014) encontraron cambio de nicho en 30 de 51
especies (60%) cuya area de origen es Europa y se naturalizaron en Norteamérica. Estudios
realizados sobre especies invasoras individuales de distintos reinos y grupos (Centaura
stoebe -planta- y Slenopsis invicta -hormiga- [Broennimman et al. 2012], Rhinella marina -
sapo- [Tingley et al. 2014]) también han detectado cambios en el nicho realizado durante la

invasion de nuevas regiones. Como fuera sugerido por Pefia-Gomez et al. (2014) y
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Petitpierre et al. (2012), en los casos que el nicho en la region invadida no ocupa diferentes
ambientes que en la regidn de origen, existe la posibilidad (mencionada mas arriba) de que
las especies invasoras probablemente aln se encuentran en etapa de expansion en la nueva
region, por lo que pueden no haber expresado todavia completamente su nicho en dicha

area.

Siguiendo la nomenclatura de Gallagher et al. (2010), la mayoria de las especies aqui
evaluadas (T. crinita y 23 de las otras especies disyuntas) presentaron un patrén de
solapamiento parcial entre nichos en ambos subcontinentes (Figuras 2.2 y 7.4-6). Respecto
de las 2 especies que no presentaron solapamiento parcial, en Cressa nudicaulis el nicho de
Norteamérica estuvo totalmente incluido en el de Sudamérica, mientras que en
Bothriochloa laguroides el nicho de Sudamérica estuvo totalmente incluido en el de
Norteamérica. En general, el centroide del nicho de las especies en Norteamérica estuvo
desplazado hacia ambientes con mayores temperaturas y/o menores precipitaciones
respecto del de Sudamérica; este patrén de desplazamiento de nichos ocurrié incluso en un
sentido distinto al de las diferencias ambientales predominantes entre Norteamérica y
Sudamérica (Figuras 2.2 y 7.4-6). En un estudio pionero en la comparacién de nichos
climaticos entre Norteamérica y Sudameérica, Garcia et al. (1960) obtuvieron resultados en
cierto modo similares a los nuestros para dos especies del género Larrea muy afines entre
si (hasta llegaron a considerarse la misma especie), dado que L. divaricata tendié a
extenderse hacia ambientes mas himedos en Sudamérica de los que llega a habitar L.

tridentata en Norteamérica.
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Los resultados aqui presentados sobre especies naturalmente disyuntas (que llevan un
tiempo mayor en cada area de distribucion que especies invasoras) brindan evidencia solida
acerca del cambio de nicho realizado que pueden presentar las especies en distintas
regiones. Ademas, sugieren que no es preciso extrapolar (o se debe hacer con precauciones)
el nicho de una especie de una region a otra (p.ej. cuando se intenta predecir areas a ser
invadidas), ni de un momento a otro (p.ej. al intentar predecir distribuciones futuras segun

escenarios de cambio climatico).

Los cambios en el nicho realizado de una especie pueden deberse a cambios de origen
genético (i.e. la especie modifica su tolerancia ambiental o su capacidad de dispersion,
existe un efecto fundador, etc.) o a la influencia de factores bidticos que interactdan con el
organismo (i.e. la presencia de especies competidoras 0 un enemigo natural puede limitar —
asi como la de un simbionte o un organismo dispersor puede facilitar- la distribucion de una
especie) (Smith et al. 2019). Existe evidencia de que ambas vias de modificacion del nicho
realizado operan en T. crinita. Se encontraron diferencias de origen genético (Cavagnaro et
al. 2006) que confieren a las poblaciones adaptaciones particulares ante los distintos
ambientes que ocupan (Greco y Cavagnaro 2003; Quiroga et al. 2010, 2013). A su vez, el
sobrepastoreo del ganado puede limitar su distribucion (Anderson et al. 1980), mientras que
la presencia de ciertos hongos micorrizicos arbusculares en el suelo pueden favorecerla
(Pezzani et al. 2006). Por su parte, para el grupo de las otras 25 especies disyuntas, analisis
complementarios a los realizados para este capitulo sefialaron que la competencia de
especies arboreas podria estar limitando la distribucion y el nicho efectivo de dichas plantas
adaptadas a ambientes aridos -y por ende con una relativamente baja tolerancia al sombreo-

, tanto en Sudameérica donde los bosques y selvas cubren gran parte de los ambientes



44

tropicales y subtropicales, como en Norteamérica donde los bosques cubren gran parte de

los ambientes templados (Quiroga et al. 2021).

Raven (1963) sugirié que la mayor parte del grupo de especies disyuntas entre zonas
calidas-aridas de Norteamérica y Sudamerica podria ser originarias de Sudamérica. En este
estudio no fue posible discernir areas de origen, aunque podemos visualizar que en T.
crinita (Figura 2.2) y 16 de las otras especies, las poblaciones abarcan méas diversidad de
climas en Sudamérica que en Norteamérica (Bothriochloa exaristata, Chondrosum simplex,
Cottea pappophoroides, Disakisperma dubium, Dissanthelium calycinum, Lycurus
phleoides, Pappophorum mucronulatum, Scleropogon brevifolius, Trichloris pluriflora,
Cressa nudicaulis, Cryptantha maritima var. pilosa, Hoffmannseggia glauca, Mentzelia
albescens, Schkuhria multiflora, Alloysia gratissima, Capparis atamisquea). So6lo cinco
especies presentaron un patron opuesto (mayor diversidad climatica en Norteamérica que
en Sudamérica, Bothriochloa laguroides, Erioneuron avenaceum, Lycurus setosus,
Cryptantha albida, Tiquilia nuttallii), mientras que en las cuatro especies restantes la
diversidad climética abarcada fue similar en ambos subcontinentes (Panicum urvilleanum,
Evolvulus arizonicus, Proboscidea althaeifolia, Acaciella angustissima var. angustissima)
(Figuras 7.4-6). Si bien la diversidad de poblaciones-especies en un area puede ser
indicador de centros de diversificacion, no brinda evidencia concluyente sobre su area de
origen, ya que un taxon puede estar mas distribuido en areas colonizadas que en la de
origen (Walter y Eppenson 2001) o incluso desaparecer en esta ultima (p.ej. los camélidos

migraron hacia Sudameérica y se extinguieron en Norteamérica; Wheeler et al. 2006).
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Cavagnaro (1988) y Cabido et al. (1997) sefialaron la importancia que la temperatura y la
precipitacion presentan para la distribucion de gramineas C4 (entre ellas T. crinita) y C3 en
gradientes altitudinales de Argentina. Lo que se concluye de este estudio realizado a una
escala espacial mas amplia es que la importancia de las variables climaticas difiere entre los
modelos de distribucion de T. crinita construidos con coordenadas de cada subcontinente
(Figura 2.4). El rango anual de temperatura (X7) fue la variable con mas importancia para
el modelo ajustado en Sudamérica, pero fue la que menos importancia presenté para el
modelo ajustado en Norteamérica. Este resultado puede deberse a que en Sudamérica,
predominan los ambientes tropicales humedos con un relativamente bajo rango anual de
temperatura (a diferencia de Norteamérica, con una mayor proporcion de su superficie a
mayores latitudes), por lo que la disponibilidad de ambientes con alto rango anual de
temperatura (como el que caracteriza a los sitios habitados por T. crinita: 20-40 grados C;
Figura 2.1) podria ser un factor determinante en la distribucion de la especie en Sudamérica

y no en Norteamérica.
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Capitulo 3

Requerimientos para la germinacion y tolerancia a estrés en plantulas de

poblaciones sudamericanas y norteamericanas de Trichloris crinita

3.1. Introduccioén

La degradacion de los ambientes aridos y semiaridos es un problema global. Para
Argentina se estima que la degradacion afecta aproximadamente al 80% de las tierras
secas y al 40% del territorio continental nacional (LADA/FAO 2011, Michelena 2011,
Therburg et al. 2019). A pesar de la importancia que tiene la restauracion ecoldgica de los
ambientes aridos y semiaridos, el éxito de estos esfuerzos se ha alcanzado en menos del
5% de los casos a nivel mundial (Sheley et al. 2011). James et al. (2013a) sefialaron que
para aumentar la tasa de éxito es indispensable investigar lo que ocurre en los primeros
estadios de las plantas. Estudios realizados en regiones aridas de Argentina lo han
confirmado para la reimplantacion de algunas de nuestras especies nativas (p.ej. Aguiar et

al. 1992, Quiroga et al. 2009a, Mora et al. 2013).

De acuerdo a Leva (2010), hay dos aspectos principales a considerar al evaluar la
regeneracion de gramineas nativas de amplio rango de distribucion: la escala geogréafica y
la variabilidad intraespecifica. Por un lado, se debe contemplar la extension del area de
interés, que por ejemplo en el caso de Trichloris crinita estaria circunscripta a ambos
subcontinentes americanos, donde la especie es promovida en planes de restauracion de

pastizales degradados por sobrepastoreo u otro uso antropico (Kozub et al. 2018, USDA-
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NRCS 2020). Mientras que por otro lado, se debe investigar si existe variabilidad asociada
a los sitios de origen y sus caracteristicas ambientales (Gaston 2003). En este sentido,
Grubb (1977) y Young et al. (2005) definieron al conjunto de condiciones ambientales en
que una especie puede establecerse como su ‘nicho de regeneracion’. Contar con este tipo
de informacion resulta clave para plantear estrategias de uso de especies de plantas nativas
en la recuperacion de ambientes degradados. La eleccidn de los ecotipos adecuados para
restaurar un ambiente determinado aumenta la posibilidad de éxito ecoldgico, al no s6lo
considerar el establecimiento de las plantas sino también el correcto funcionamiento de la

comunidad resultante (McKay et al. 2005, Breed et al. 2013).

La germinacion y los primeros estadios de la planta dependen, ademas de las condiciones
ambientales, de las adaptaciones que posee cada genotipo y de la variabilidad que pueden
presentar dentro y entre poblaciones. Los principales factores ambientales que controlan el
proceso de germinacion y el crecimiento son la disponibilidad de agua y la temperatura
(Bradford 2002). En general, la germinacion se dispara ante las condiciones que generan un
ambiente favorable para el crecimiento inmediato de la plantula —su estado de mayor
‘fragilidad’ en el ciclo de vida (Young et al. 2005)-, lo que otorga al individuo mayor
probabilidad de éxito en su implantacién (Smith et al. 2000, Leva 2010). Si bien muchos
estudios evallan la respuesta de la geminacion a factores ambientales, la mayoria no
considera la respuesta en los primeros estadios del individuo. Es de esperar que ambientes
con climas diferentes seleccionen diferentes adaptaciones tanto para la germinacion de
semillas como en las plantulas. En general, las estrategias germinativas en ambientes aridos
han sido mas estudiadas en plantas anuales (Gremer y Venable 2014) y, a pesar de su

importancia, se conoce menos acerca de las estrategias de especies perennes (Leva 2010).
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En el Capitulo 2 se mostraron diferencias en el nicho realizado dentro de T. crinita,
encontrandose el mismo desplazado hacia ambientes con mayor temperatura media anual
(+1.5°C) y menor precipitacion anual (-200 mm) en Norteamérica que en Sudamérica,
dos de los factores ambientales de mayor importancia para las plantas (Woodward y
Williams 1987). Como se sefial0, el nicho realizado de una especie es influenciado por su
tolerancia climatica, capacidad de dispersion y por las interacciones con otras especies
(Soberén y Nakamura 2009). Se encontraron evidencias en el grupo de especies disjuntas
de regiones aridas americanas (Capitulo 2) que las interacciones bioticas y factores que
actian a gran escala (p.ej. formas de los subcontinentes, distribucion latitudinal de sus
masas y los biomas) pueden influenciar de manera significativa el nicho realizado de las
especies. Pero hasta el momento se desconoce el rol que juega la tolerancia a factores
abioticos —i.e. nicho fundamental; Soberdn y Peterson (2005)- en la diferenciacion del
nicho realizado de T. crinita entre subcontinentes. Una de las formas para determinar el
nicho fundamental en una especie es evaluar su respuesta a factores abi6ticos de manera
controlada, por ejemplo en ensayos de laboratorio (Kearney y Porter 2004). Por lo dicho,
para poblaciones de especies de regiones secas, conocer el nicho fundamental (Soberon y
Peterson 2005) y de regeneracion (James et al. 2013a) resulta clave desde los puntos de

vista ecoldgico y aplicado.

El objetivo para este capitulo (objetivo especifico 2) es evaluar experimentalmente los
requerimientos térmicos, la tolerancia a temperaturas extremas y estrés osmotico (nicho
fundamental) de poblaciones de T. crinita de Sudamérica y Norteamérica, haciendo foco

sobre las primeras etapas del ciclo de las plantas (germinacion de semillas, supervivencia
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de plantulas). La hipotesis (hipdtesis 2) es que el régimen de temperatura y de
precipitacion de los sitios de origen selecciond diferentes requerimientos térmicos y
tolerancias a temperaturas y potenciales osmoticos extremos en semillas y plantulas de
poblaciones de T. crinita. Asi es que, de acuerdo a las caracteristicas del nicho climatico
encontradas para la especie en Norteamérica y Sudamérica (ambientes mas aridos y
calidos en la primera, Capitulo 2), se plantean las siguientes predicciones: (2.a) Las
poblaciones de Norteamérica requieren mas temperatura para la germinacion, tienen mas
tolerancia a sequia y altas temperaturas, y menos tolerancia a frio, que las poblaciones de
Sudamérica. (2.b) En cada subcontinente, la temperatura de los sitios de origen de las
poblaciones se relaciona positivamente con los requerimientos térmicos para la
germinacion y con la tolerancia a calor (y de manera negativa con la tolerancia frio) en
laminas foliares de plantulas. Ademas, la precipitacion de los sitios de origen de las
poblaciones se relaciona negativamente con la tolerancia al estrés osmotico durante la

geminacion y en plantulas.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Material vegetal

Se realizé la colecta de poblaciones disyuntas de T. crinita en el centro-noroeste de
Argentina (15 poblaciones) y sudoeste de EEUU (7 poblaciones), abarcando un area que
representa aproximadamente el 25% de la distribucion de la especie tanto en Sudamérica
como en Norteameérica (Cuadro 3.1). Considerando que el nicho realizado de la especie

difiere entre subcontinentes (Capitulo 2), el muestreo de poblaciones respeto las diferencias
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entre los ambientes habitados por la especie en cada regién (Figura 3.1). En cada poblacion
se recolectaron semillas de ~20 plantas madre, salvo en la poblacion ‘Knox’ que era
demasiado pequefia por lo que se pudieron obtener solamente semillas de 5 plantas. Luego
se hizo un dnico conjunto (pool) de semillas de cada poblacion. Las poblaciones
‘Chamical’ y ‘Kinney’ constituyen materiales vegetales registrados por el Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria de Argentina (INTA,
https://inta.gob.ar/variedades/chamical-inta) y el Departamento de Agricultura de Estados
Unidos (USDA-NRCS 2020). Las colectas de semilla se hicieron entre 2005 y 2014 en
Argentina, y en 2014 en EEUU. Debido a que la semilla colectada en distintos sitios puede
estar influenciada por las condiciones ambientales vividas por la planta madre (Sultan
1996, Baskin y Baskin 2014), para obtener las semillas y plantulas a ser evaluadas en este
capitulo, primero las semillas de las poblaciones se germinaron e implantaron en
condiciones ambientales homogéneas (jardines comunes). Debido a que las poblaciones se
recolectaron en tres momentos (2005, 2010, 2014), las que se recolectaron primero, se
implantaron en 2006 en un jardin comdn en INTA La Rioja (Lat. -30°30°31”’°, Long. -
66°07°12°°, 409 m.s.n.m.; 24 plantas por poblacion). Luego, éstas se replicaron a partir de
semilla en 2011 a un jardin comun en INTA Catamarca (Lat. -28°28°27”°, Long. -
65°43°54’°, 513 m.s.n.m.), donde se agregaron a la coleccién primero las poblaciones
colectadas en 2010, y luego las colectadas en 2014 (se agregaron en 2015). Las semillas
usadas en este capitulo se obtuvieron en 2016 y 2017 de las plantas establecidas en este
ultimo jardin comun. Para ello, se cosecho semilla de todas las plantas del jardin comun y
se hizo un pool por cada poblaciéon. Es importante mencionar que trabajar con semilla
cosechada en un jardin comdn, no representa en este caso un inconveniente, dado que T.

crinita es una especie altamente autégama (Gutiérrez et al. 2016, Kozub et al. 2017,
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Marinoni et al. 2018). Finalmente, para tener una caracterizacion del tamafio y
productividad vegetativa y reproductiva de las poblaciones sobre plantas de una misma
edad, en 2018 se establecié un segundo jardin comun en INTA Catamarca a partir de
semilla del jardin comun anterior. La evaluacion de estas plantas se hizo cuando terminaron
el primer ciclo de crecimiento y alcanzaron el estado adulto. Las mediciones se hicieron en
5 plantas por poblacion y constaron de: altura de follaje —a la hoja mas alta-, altura de
inflorescencias —a la inflorescencia mas alta-, cantidad de macollos, cantidad de
inflorescencias y peso de semilla. En el Cuadro 7.2 (Apéndice), puede verse el detalle de
las fechas de colecta de semilla de las poblaciones in situ, implantacién en cada jardin
comun, cosecha de semilla y uso en evaluaciones de este capitulo, y medicion de plantas

adultas.
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Figura 3.1. a) Distribucion natural de Trichloris crinita en Sudamérica y Norteamérica
(coordenadas de presencia de la especie, tridngulos azules, obtenidos de www.gbif.org). Ademas, se
muestran los sitios de origen de las poblaciones evaluadas (circulos rojos, algunos con fotos
mostrando el ambiente). (la leyenda continda en la préxima pagina)
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b) Nicho climético realizado de las poblaciones de T. crinita aqui evaluadas (area sombreada) y
ambientes disponibles (linea llena, percentil 100%; linea de trazos = percentil 75%) en cada
subcontinente (Sudameérica, verde; Norteamérica, rojo; area de solapamiento de ambos nichos en
color violeta). Se us6 la misma metodologia de andlisis de componentes principales de
Broennimann et al. (2012) utilizada en el Capitulo 2, s6lo que aqui se estimé el nicho con las
coordenadas de los sitios de colecta de las poblaciones evaluadas. Los ejes de CPs 1y 2 explicaron
el 64% y 20% de la variabilidad de los datos, respectivamente. Las flechas (de linea roja para
ocurrencias, linea negra para disponibilidad de ambientes) muestran el cambio del centro de
densidad en direccion Sudamérica — Norteamérica. El test de equivalencia sefialé diferencia
significativa entre ambos nichos (P<0.05). c) Circulo de correlacién que muestra la contribucion a
cada eje de las variables climéaticas (AMT, temperatura media anual; TAR, rango anual de
temperatura; MTWQ, temperatura media del trimestre mas calido; AP, precipitacion anual; PWQ,
precipitacion del trimestre méas calido).

Cuadro 3.1. Sitios de colecta de las poblaciones de T. crinita en Norteamérica (NA) y Sudamérica
(SA), junto a un detalle de la Provincia/Estado, Pais y Region ecoldgica de la ubicacion (segin
Burkart et al. 1999 y Olson et al. 2001).

Subcontinente  Poblacion Latitud Longitud Provincia/Estado, Regién ecoldgica
Pais
NA Bowie 32.28 -109.29  Arizona, EEUU Desierto de Chihuahua
NA Kinney 29.32 -100.43 Texas, EEUU Mezquital Tamaulipano
NA Knox 32.28 -106.76  New Mexico, EEUU Desierto de Chihuahua
NA Lucero 33.10 -106.53 New Mexico, EEUU Desierto de Chihuahua
NA San Simon 32.28 -109.27  Arizona, EEUU Desierto de Chihuahua
NA Tornillo 31.40 -106.01 Texas, EEUU Desierto de Chihuahua
NA White Sands 3247 -106.41 New Mexico, EEUU Desierto de Chihuahua
SA Amblayo -25.46 -65.83 Salta, ARG Monte de Valles y Bolsones
SA Chamical -30.51 -66.14 La Rioja, ARG Chaco Seco
SA Colpes -28.06 -66.22 Catamarca, ARG Monte de Valles y Bolsones
SA HC -29.96 -63.48 Cérdoba, ARG Chaco Seco
SA HL -29.89 -64.46 Cérdoba, ARG Chaco Seco
SA RCH Ancha -34.26  -67.90 Mendoza, ARG Monte de Llanuras y Mesetas
SA RCH Fina -34.26  -67.90 Mendoza, ARG Monte de Llanuras y Mesetas
SA Recreo -29.31 -65.14 Catamarca, ARG Chaco Seco
SA Recreo Salinas -29.52 -64.97 Catamarca, ARG Chaco Seco
SA Salinas Grandes  -30.60 -65.60 La Rioja, ARG Chaco Seco
SA San Martin -29.21 -65.77 Catamarca, ARG Chaco Seco
SA SC -31.40 -66.77 La Rioja, ARG Chaco Seco
SA SL -31.52 -66.81 La Rioja, ARG Chaco Seco
SA Tilimuqui -29.14 -67.43 La Rioja, ARG Monte de Valles y Bolsones

SA El Tipan -28.99 -65.76 Catamarca, ARG Chaco Seco
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3.2.2. Experimentos de laboratorio

Se analizaron las respuestas al estrés térmico y osmotico en ensayos controlados de
laboratorio. Se realizaron: a) ensayos de germinacion bajo un rango de temperaturas entre
16 y 51°C; b) ensayos de germinacion bajo un rango de potenciales osmoticos entre 0 MPa
y -0.8 MPa; c) ensayos con porciones de hojas sometidas a tratamientos de corta duracion
que simulan condiciones ambientales extremas (shocks de calor, frio y bajo potencial
osmotico), tras lo cual se calcula el dafio a membranas celulares. A continuacion, se

brindan los detalles:

3.2.2.a. Pruebas de germinacion a diferentes temperaturas
Se realizaron pruebas de germinacion sobre semillas seleccionadas al azar del pool de cada
poblacién. Las semillas de cada poblacion fueron sometida a un rango de temperaturas
comprendido en entre los 16 y 51°C, con intervalos de 7°C; excepto que debido a que a
51°C no se registré germinacion de ninguna poblacion, se decidié agregar una temperatura
mas de evaluacion a 47.5°C (intermedia entre 44 y 51°C). Cada combinacién de poblacion
y tratamiento tuvo 4 repeticiones. Cada repeticion consistio de 25 semillas colocadas a
germinar en una caja de Petri con dos discos de papel de filtro para uso de laboratorio
(Quanty JP-3002-7), y el agregado de 4 ml de agua destilada. Las pruebas se realizaron en
camara a temperatura constante y en condiciones de oscuridad (Zabala et al. 2011). Debido
a que se contaba con una sola camara, las pruebas de germinacion para cada temperatura se
hicieron de manera secuencial, sorteando el orden, salvo para la temperatura de 47.5°C que
se hizo una vez finalizado el resto. En cada prueba de germinacion se realizé el conteo de

semillas germinadas (i.e. con protrusion de radicula) 3-4 veces por semana; dichas semillas
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se fueron retirando de la caja de Petri hasta que la germinacion ceso (tiempo de evaluacion
entre 15 y 20 dias segun el tratamiento de temperatura). Considerando las semillas
germinadas a lo largo de la prueba, para cada repeticion (caja de Petri) se calcularon: el
porcentaje final de semillas germinadas (= poder germinativo) y la tasa media de
germinacion (d?) —inversa del tiempo medio de germinacion (germinability y mean
germination rate, de acuerdo con Ranal y Santana 2006, Baskin y Baskin 2014, Lozano-
Isla et al. 2019). Como se explica mas abajo, la tasa media de germinacion se utilizd para
estimar las temperaturas cardinales -minima, Optima y maxima- de germinacién (Al-

Ahmadi y Kafi 2007, Seepaul et al. 2011).

3.2.2.b. Pruebas de germinacion a diferentes potenciales osmoticos
Se realizaron pruebas de germinacion sobre semillas seleccionadas al azar del pool de cada
poblacién. Las semillas de cada poblacion fueron sometidas a cuatro niveles de potencial
osmotico: 0, -0.27, -0.53 y -0.80 MPa (Di Giambatista et al. 2010, Kloster et al. 2016). Los
potenciales osmoéticos se obtuvieron mediante soluciones de agua destilada vy
polietilenglicol de alto peso molecular (PEG 6000, para evitar el efecto toxico de sustancias
que pueden atravesar membranas celulares; Michel y Kaufmann 1973). Las soluciones se
prepararon segun Mitchel y Kaufmann (1973). Las pruebas a distintos potenciales
osmaticos se realizaron simultdneamente, en una camara, a temperatura constante de 30°C
y en oscuridad. Cada combinacion de poblacion y tratamiento tuvo 4 repeticiones. Cada
repeticion consistio de 25 semillas colocadas a germinar en una caja de Petri con dos discos
de papel de filtro, y el agregado de 4 ml de agua destilada o solucion PEG (segun
correspondia). El conteo de semillas germinadas se realizd 3-4 veces por semana; dichas

semillas se retiraron de la caja de Petri, y se continud hasta que la germinacion ceso (~20
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dias). Con las semillas germinadas en cada caja de Petri se calculd el porcentaje de

germinacion final (poder germinativo).

3.2.2.c. Shocks de temperaturas extremas y potencial osmotico en porciones de
hojas
Porciones de laminas foliares de plantulas de cada poblacion fueron sometidas a diferentes
tratamientos de shock térmico (50°C y -8°C, sumergidas en agua destilada) y osmotico
(solucion de PEG 6000 al 40%, a 21°C); ademas, hubo un tratamiento a temperatura
ambiente (21°C) con agua destilada que sirvid como testigo (Premachandra y Shimada

1987, Gavuzzi et al. 1997, Gurvich et al. 2002).

Cada combinacion de poblacion y tratamiento tuvo 4 repeticiones. Cada repeticion
consistio de un tubo Eppendorf con 2 ml de agua destilada o solucion de PEG segun
correspondia, en el que se incluyeron cuatro porciones de hoja (cada una de ~1 cm de
largo). Las porciones de hoja se obtuvieron de la parte media de la ultima lamina foliar
totalmente expandida en 2 macollos por plantula, en 8 plantulas por poblacion; se
trabajaron en pool, enjuagandolas en agua destilada para eliminar particulas adheridas y
asignandolas al azar a los distintos tratamientos y repeticiones. Las plantulas usadas para
obtener las porciones de hojas fueron obtenidas a partir de la semilla cosechada en jardin
comudn (ver Cuadro 7.2; Apéndice), y criadas por 3 meses en invernadero (temperatura
30/20°C dia/noche, luz natural y contenido de humedad edéafica proximo a capacidad de
campo). El Cuadro 3.2 muestra un esquema de como fue la implementacion de los distintos
tratamientos y de las mediciones realizadas. Luego de los tratamientos, y de 24 h de pos-

tratamiento en el que los tubos Eppendorf se mantuvieron a temperatura ambiente (21°C),
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se estimo la estabilidad de membranas celulares midiendo la cantidad de electrolitos
liberados a la solucién a través de su conductividad eléctrica (conductimetro Benchtop
Meter 860032; Sper Scientific, Scottsdale, Arizona, EEUU). Una vez terminada esta
medicion, las porciones de hojas fueron otra vez colocadas en 2 ml de agua destilada y
puestas a hervir (100°C) durante 2 h para asegurar la ruptura total de membranas celulares;
luego se dejaron a temperatura ambiente (21°C) 24 h mas, y se volvio a medir la
conductividad eléctrica de la solucion. A continuacién, se calculé el dafio producido por
cada tratamiento de shock en cada poblacion siguiendo la ecuacion [3.1] propuesta por

Gavuzzi et al. (1997):

indice de dafioij = [ 1 —{ (1 —SLij/S2ij)/(1—T1j/T2j)}]x 100 [3.1]

Donde S1ij y S2ij son los valores de conductividad eléctrica de la primera y segunda
medicion del tratamiento de shock en cuestion (i: calor, frio, PEG), j-ésima repeticion (j: 1,
2, 3, 4); mientras que T1j y T2j son los valores de conductividad eléctrica de la primera y

segunda medicion del testigo, j- ésima repeticion (j: 1, 2, 3, 4).
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Cuadro 3.2. Esquema de la aplicacion de los tratamientos de shock de temperatura y potencial

osmotico sobre porciones de hojas, y de las mediciones realizadas.

Trata- Muestras Tratamientos @ | Post-tratamiento lra Desnaturalizacion | Post- 2da
miento medicion | de membranas © desnatural | medicion
izacion
Testigo | Se colocaron Sin tratar 21°C Se midié Se puso nueva 21°C Se midi6
4 porciones de por24 h (enagua | la agua destilada en por 24 h la
hoja por tubo destilada) (6] conductivi | los tubos con () conductiv
Calor Eppendorf 50°C 21°C dad porciones de hoja. idad
(unidad por 3 h por 24 h eléctrica Estos se eléctrica
experimental). | (g agua dela sometieron a dela
Los tubos destilada) @ solucion 100°C por 2 h solucion
- luego se S S afinde
Frio sorgetieron a -8°C 21°C desnaturalizar
los ?:nr ;gsu:l por24h totalmente las
tratamientos destilada) @ membranas @
Sequia Solucion al 40% | Se quita la

de PEG 6000 ¢,
az21°C
por 24 h

solucién de PEG,
y se coloca agua
destilada, a 21°C
por 24 h

© Los tubos con las porciones de hojas y el liquido se taparon para la aplicacion de los tratamientos y la inmersion a
100°C, pero antes se le hizo una puncidn en la tapa para que se libere exceso de presion sin pérdida de liquido desde el

interior.

@ temperatura ambiente mantenida con aire acondicionado.

@ temperatura obtenida en bafio de inmersion.

&) temperatura obtenida en freezer.

@) Solucion de 40 g PEG 6000 en 100 ml de solucion con agua destilada (Gavuzzi et al. 1997), potencial osmatico
estimado -1.8 MPa (Premachandra y Shimada 1987).

3.2.3. Andlisis de los datos

Los datos de las variables medidas sobre plantas adultas en el jardin comun, asi como de

los indices de dafio a membranas celulares obtenidos para cada uno de los tratamientos de

shock (calor, frio y osmatico), se analizaron mediante andlisis de varianza. Se consideraron

como factores de efecto fijo al subcontinente de origen y a las poblaciones anidadas en cada

subcontinente (a=0.05; prueba de comparacion de medias de Fisher; programa INFOSTAT;

Di Rienzo et al. 2012).
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Por su parte, los datos de porcentaje final de semillas germinadas obtenidos en los ensayos
bajo condiciones controladas se analizaron en dos analisis de varianza separados: uno para
el ensayo de temperaturas y otro para el ensayo de potenciales osmoticos. Se consideraron
como factores de efecto fijo al subcontinente de origen, las poblaciones anidadas en cada
subcontinente, los tratamientos (de temperatura o potencial osmético) y las interacciones
‘subcontinente x tratamiento’, ‘poblacién (subcontinente) x tratamiento’ (a=0.05;

comparacion de medias de Fisher; INFOSTAT).

Con los datos de tasa media de germinacion a distintas temperaturas (ver Cuadro 7.3 en
Apéndice) se estimaron las temperaturas cardinales -minima, 6ptima y maxima- para la
germinacion de cada poblacidn, mediante analisis de regresion lineal de dos tramos: uno de
pendiente positiva desde las temperaturas mas bajas hasta la temperatura Optima, y otro de
pendiente negativa desde la temperatura Optima a temperaturas mayores (INFOSTAT;
segun Al-Ahmadi y Kafi 2007, Seepaul et al. 2011); se consideraron las 4 repeticiones por
temperatura, hasta la primera temperatura en que la germinacion de cada poblacién fue nula
(i.e. 47.5°C en casi todas las poblaciones, excepto en ‘Amblayo’ para la que fue a 44°C).
Con esta metodologia, las estimaciones obtenidas de temperaturas minimas y éptimas para
la germinacion de las poblaciones mostraron un ajuste adecuado a los datos; no asi las
obtenidas para temperaturas maximas de germinacion que dieron valores entre 47.1°C y
54.6°C (ver Cuadro 7.4, Apendice), siendo que ninguna de las poblaciones habia
germinado a 47.5 y 51°C (Cuadro 7.3, Apéndice). Por esa razén la estimacion de la
temperatura maxima de la germinacion se realizo de una manera alternativa: considerando
el valor intermedio entre la mayor temperatura en que se registré germinacion y la siguiente

en la que ya no la hubo. Los requerimientos de temperatura para la germinacion de las
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poblaciones de ambos subcontinentes se compararon mediante prueba T (0=0.05;

INFOSTAT).

Finalmente, se realizaron andlisis de correlacion de Pearson (INFOSTAT) entre variables
medidas en el jardin comun, las obtenidas de los ensayos de germinacion y con porciones
de hojas, y variables que caracterizan el clima de los sitios de origen de las poblaciones
(temperatura maxima promedio del mes mas calido, TMaxMC; temperatura minima
promedio del mes mas frio, TMinMF; y precipitacién media anual, PMA, las tres obtenidas

de https://www.worldclim.org). Entre las variables se incluyd una estimacién de la

respuesta de las poblaciones a la sequia en la etapa de germinacion, calculada como el
cociente entre la germinacion a -0.53 MPa vy el testigo (0 MPa). Dado que en varias de las
variables analizadas se encontraron diferencias entre subcontinentes, los analisis de

correlacion se hicieron por separado para las poblaciones de Norteamérica y Sudameérica.

3.3. Resultados

3.3.1. Caracterizacion en jardin comun

Las plantas adultas en el jardin comun mostraron efectos significativos tanto del
subcontinente de origen como de las poblaciones dentro de cada subcontinente (Cuadro
3.3). Las poblaciones de Sudamérica presentaron en promedio 66% mas produccion de
inflorescencias (indicador de produccion de semilla; Quiroga et al. 2009b), 19% mas
macollos, una altura de inflorescencias un 17% mayor, y semillas 33% mas pesadas que las

de Norteamérica. La altura de follaje no se diferencid entre subcontinentes. Dentro de cada


https://www.worldclim.org/
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subcontinente, también hubo diferencias significativas entre poblaciones en la altura de

inflorescencias y de follaje, y en el peso de semillas. Por su parte, la cantidad de

inflorescencias varid significativamente entre las poblaciones de Sudamérica, no asi entre

las de Norteamérica. ElI nimero de macollos por planta no difirié entre las poblaciones de

ninguno de los dos subcontinentes (Cuadro 3.3).

Cuadro 3.3. Caracteristicas evaluadas en plantas adultas de las poblaciones de Norteamérica (NA) y
Sudamérica (SA) en el jardin comin (valores promedio por poblacion). Luego de la lista de
poblaciones, se muestra en cursiva el nivel de significancia estadistica (P >0.05, n.s.; P <0.05, *; P
<0.01 **; P <0.0001, ***) y la diferencia minima significativa (DMS, de Fisher) correspondientes a
la comparacion entre poblaciones. En las tres ultimas filas se muestran los valores promedio por
subcontinente y el nivel de significancia estadistica (P) de su comparacion.

Numero de  Ndmero de Altura de Altura de Peso 1000

Subcontinente Poblacion infloresc. macollos infloresc. (cm) follaje (cm) semillas (g)
NA Bowie 10.8 324 81 37 0.17
NA Kinney 12.6 39.0 82 47 0.19
NA Knox 10.6 24.8 66 39 0.15
NA Lucero 10.3 30.3 60 35 0.08
NA San Simon 94 25.4 65 33 0.19
NA Tornillo 9.2 29.0 63 37 0.15
NA White Sands 10.0 26.4 77 41 0.13
SA Amblayo 16.6 37.4 83 40 0.18
SA Chamical 16.2 32.2 82 41 0.20
SA Colpes 11.8 32.8 82 39 0.19
SA HC 16.8 35.4 87 38 0.26
SA HL 11.8 27.8 75 38 0.18
SA RCH Ancha 13.0 35.6 84 40 0.25
SA RCH Fina 12.8 29.8 82 39 0.20
SA Recreo 275 49.3 89 45 0.20
SA Recreo Salinas 21.8 45.8 89 43 0.25
SA Salinas Grandes 13.2 30.8 74 39 0.21
SA San Martin 27.2 37.6 87 41 0.18
SA SC 17.4 35.0 80 38 0.15
SA SL 8.0 26.5 82 35 0.22
SA Tilimuqui 25.6 32.4 78 37 0.17
SA El Tipan 19.0 38.8 89 46 0.19
DMS y valor P entre poblaciones 7.5%** n.s. 14* 6*** 0.06***
NA (promedio) 10.4 29.6 71 39 0.15
SA (promedio) 17.3 35.2 83 40 0.20

Valor P entre subcontinentes

**

*

**k*x

n.s.

**
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3.3.2. Ensayos de laboratorio

3.3.2.a. Germinacion a distintas temperaturas
Las semillas de Sudamérica presentaron en general mayor porcentaje de germinacion final
que las de Norteamérica (P<0.0001); sin embargo, las diferencias entre subcontinentes y
entre poblaciones dentro de cada subcontinente variaron con la temperatura (interacciones
significativas para ‘subcontinente X temperatura’ y ‘poblacion (subcontinente) x
temperatura’, P<0.0001 en ambos casos). Si bien las poblaciones de Norteamérica no
germinaron a 16°C, un tercio de las de Sudamérica (aunque en baja cantidad) si lo hicieron
(Cuadro 3.4). A 47.5°C y 51°C no se observo germinacion de ninguna poblacion. En
promedio las poblaciones presentaron mayor porcentaje de germinacion final a 30°C en
Norteamérica y a 37°C en Sudamérica. Hubo diferencias significativas entre poblaciones
para ambos subcontinentes a 23°C, 30°C y 44°C; no asi a 16°C y 37°C donde so6lo se

encontraron diferencias entre las poblaciones de Sudamérica (Cuadro 3.4).

Las temperaturas cardinales (minima, 6ptima y maxima) para la germinacion no difirieron
significativamente entre subcontinentes (Cuadro 3.5). Aunque si se apreci0 cierta
variabilidad en las temperaturas Optima y minima (ésta ultima principalmente en
Sudamérica) para la germinacion entre las poblaciones de cada subcontinente.
Llamativamente, una poblacion presento temperaturas cardinales de germinacion mas bajas

que todas las demas (Amblayo; Cuadro 3.5).
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Cuadro 3.4. Porcentaje de germinacion final de las poblaciones de Norteamérica (NA) y
Sudamérica (SA), se muestran valores promedio por poblacion y temperatura. Luego de la lista de
poblaciones, se muestra en cursiva el nivel de significancia estadistica (P >0.05, n.s.; P <0.05, *; P
<0.01 **; P <0.0001, ***) y la diferencia minima significativa (DMS, de Fisher) correspondientes a
la comparacion entre poblaciones. En las tres ultimas filas se muestran los valores promedio por
subcontinente y el nivel de significancia estadistica (P) de su comparacion.

Subcontinente  Poblacion 16°C 23°C 30°C 37°C 44°C 475°C 51°C
NA Bowie 0.0 34.2 7.9 23.7 18.4 0.0 0.0
NA Kinney 0.0 10.6 25.5 25.5 25.5 0.0 0.0
NA Knox 0.0 35.5 83.9 38.7 22.6 0.0 0.0
NA Lucero 0.0 49 24.4 19.5 9.8 0.0 0.0
NA San Simon 0.0 14.5 43.6 32.7 40.0 0.0 0.0
NA Tornillo 0.0 3.3 46.7 30.0 30.0 0.0 0.0
NA White Sands 0.0 21.8 29.1 18.2 10.9 0.0 0.0
SA Amblayo 214 321 3.6 7.1 0.0 0.0 0.0
SA Chamical 0.0 69.0 42.9 97.6 54.8 0.0 0.0
SA Colpes 0.0 25.5 59.6 94.8 63.8 0.0 0.0
SA HC 0.0 14.3 57.1 45.7 314 0.0 0.0
SA HL 5.1 75.9 73.4 55.7 45.6 0.0 0.0
SA RCH Ancha 2.4 41.0 53.0 50.6 53.0 0.0 0.0
SA RC Fina 0.0 30.8 49.2 61.5 33.8 0.0 0.0
SA Recreo 0.0 16.2 45.9 40.5 27.0 0.0 0.0
SA Recreo Salinas 0.0 24.2 69.7 57.6 60.6 0.0 0.0
SA Salinas Grandes 34 22.2 34.2 41.0 65.0 0.0 0.0
SA San Martin 0.0 3.6 32.7 21.8 21.8 0.0 0.0
SA SC 6.7 71.9 53.9 65.2 56.2 0.0 0.0
SA SL 0.0 62.5 70.0 92.5 775 0.0 0.0
SA Tilimuqui 0.0 5.7 37.1 60.0 22.9 0.0 0.0
SA El Tipan 0.0 11.4 63.6 70.5 47.7 0.0 0.0
DMS y valor P entre poblaciones 5.8*** 22 pxx% 31 Gkkk 39 Jkkk )G gk - -
NA (promedio) 0.0 17.8 37.3 26.9 22.5 0.0 0.0
SA (promedio) 2.8 35.4 48.7 56.6 43.8 0.0 0.0

Valor P entre subcontinentes n.s. * * *x * - -
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Cuadro 3.5. Temperaturas minimas, Optimas y maximas estimadas para la germinacion de semilla
de las poblaciones de Norteamérica (NA) y Sudamérica (SA). Se muestran valores promedio por
poblacion. En las tres dltimas filas se muestran en cursivas los valores promedio por subcontinente
y el nivel de significancia estadistica de su comparacién (P>0.05, n.s.).

Temperatura Temperatura Temperatura

Subcontinente Poblacion minima Optima maxima
NA Bowie 15.8 39.3 45.8
NA Kinney 17.6 35.0 45.8
NA Knox 15.6 37.5 45.8
NA Lucero 18.1 37.0 45.8
NA San Simon 17.4 315 45.8
NA Tornillo 17.0 42.2 45.8
NA White Sands 16.8 37.0 45.8
SA Amblayo 35 30.2 40.5
SA Chamical 16.4 36.0 45.8
SA Colpes 16.6 34.6 45.8
SA HC 16.6 35.8 45.8
SA HL 15.3 38.9 45.8
SA RCH Ancha 13.8 415 45.8
SA RCH Fina 16.0 32.3 45.8
SA Recreo 15.4 35.3 45.8
SA Recreo Salinas 16.3 41.6 45.8
SA Salinas Grandes 13.7 41.8 45.8
SA San Martin 17.5 42.4 45.8
SA SC 14.2 335 45.8
SA SL 16.2 32.6 45.8
SA Tilimuqui 17.0 34.9 45.8
SA El Tipan 16.8 34.0 45.8
NA (promedio) 16.9 37.1 45.8
SA (promedio) 14.9 36.5 45.4
Valor P entre subcontinentes n.s. n.s. n.s.

3.3.2.b. Germinacion bajo distintos potenciales osmoticos
La respuesta a los potenciales osmdticos bajos vario significativamente entre
subcontinentes (interaccion ‘subcontinente x potencial osmotico’, P<0.0001) y entre
poblaciones dentro de cada subcontinente [‘poblacion (subcontinente) x potencial

osmotico’, P<0.0001). En agua destilada (0 MPa) las poblaciones de Sudamérica
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presentaron en promedio un porcentaje de germinacién mayor que las de Norteamérica. No
obstante, a medida que el estrés osmotico se hizo mas marcado, las primeras presentaron
igual (a -0.27 MPa) o menor porcentaje de germinacion (a -0.53 MPa) que las de
Norteamérica (Cuadro 3.6). Para el potencial osmdtico méas negativo, las poblaciones de
Sudamérica también presentaron un promedio de germinacion mas bajo que las de
Norteamérica, aunque en este caso no hubo diferencias significativas entre subcontinentes
(Cuadro 3.6). Para todos los niveles de potencial osmotico (0 a -0.80 MPa) se observaron

diferencias significativas entre las poblaciones de cada subcontinente.

3.3.2.c. Porciones de hojas bajo condiciones extremas
El dafio producido en porciones de hojas vario entre los tratamientos de shock térmico,
observandose niveles de dafio méas elevados en el tratamiento de baja temperatura (-8°C);
sin embargo, para este tratamiento no se encontraron diferencias significativas entre
poblaciones ni entre los subcontinentes de origen (Cuadro 3.7). En cambio, con el
tratamiento de alta temperatura (50°C), se encontré variacion significativa entre
poblaciones, pero no asi entre los subcontinentes de origen (Cuadro 3.7). En el tratamiento
de estrés osmdtico (-1.8 MPa) se encontré6 que, en promedio, las poblaciones de
Norteamérica presentaron un menor dafio que las de Sudamérica, pero no se encontrd

variacion significativa entre las poblaciones dentro de los subcontinentes (Cuadro 3.7).
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Cuadro 3.6. Porcentaje de germinacion final de las poblaciones de Norteamérica (NA) y
Sudamérica (SA). Se muestran valores promedio por poblacion y potencial osmético. Luego de la
lista de poblaciones, se muestra el nivel de significancia estadistica (P >0.05, n.s.; P <0.05, *; P
<0.01 **; P <0.0001, ***) y la diferencia minima significativa (DMS, de Fisher) correspondientes a
la comparacion entre poblaciones. En las tres Gltimas filas se muestran en cursiva los valores
promedio por subcontinente y el nivel de significancia estadistica (P) de su comparacion.

Subcontinente  Poblacién 0 MPa -0.27 MPa -0.53 MPa -0.80 MPa
NA Bowie 50.4 48.0 38.0 11
NA Kinney 33.1 29.0 44.0 2.1
NA Knox 62.7 51.0 54.0 17.2
NA Lucero 56.8 49.0 43.0 45
NA San Simon 45.1 45.0 34.0 0.0
NA Tornillo 42.2 33.0 17.0 0.0
NA White Sands 56.1 54.0 66.0 1.0
SA Amblayo 31.6 25.0 20.0 11.9
SA Chamical 85.6 73.0 20.0 0.0
SA Colpes 70.6 52.0 17.0 0.0
SA HC 83.3 56.0 58.0 2.1
SA HL 68.9 65.0 59.0 4.2
SA RCH Ancha 62.7 49.0 42.0 3.1
SA RCH Fina 62.5 11.0 2.0 0.0
SA Recreo 78.1 41.0 25.0 0.0
SA Recreo Salinas 64.0 39.0 19.0 0.0
SA Salinas Grandes 37.9 11.0 5.0 0.0
SA San Martin 72.1 24.0 15.0 0.0
SA SC 69.0 49.0 43.0 0.0
SA SL 82.7 63.0 55.0 1.0
SA Tilimuqui 56.4 37.0 43.0 0.0
SA El Tipan 72.4 60.0 45.0 0.0
DMS y valor P entre poblaciones 17.1%** 15.5%** 16.3*** 6.5%**
NA (promedio) 49.5 44.1 423 3.7
SA (promedio) 66.5 437 31.2 15
Valor P entre subcontinentes * n.s. * n.s.
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Cuadro 3.7. Indice de dafio para los distintos tratamientos de shock (valores promedio por
poblacién) aplicados sobre porciones de hojas de plantulas de poblaciones de Norteamérica (NA) y
Sudamérica (SA). Luego de la lista de poblaciones, se muestra en cursiva el nivel de significancia
estadistica (P >0.05, n.s.; P <0.05, *; P <0.01 **; P <0.0001, ***) y la diferencia minima
significativa (DMS, de Fisher) correspondientes a la comparacion entre poblaciones. En las tres
Gltimas filas se muestran los valores promedio por subcontinente y el nivel de significancia
estadistica (P) de su comparacion.

indice de dafio,

indice de dafio,

indice de dafio,

Subcontinente  Poblacion alta temperatura baja temperatura estrés osmotico
NA Bowie 8.3 66.4 16.1
NA Kinney 4.5 51.5 18.4
NA Knox 3.2 40.5 15.6
NA Lucero 8.0 64.4 7.6
NA San Simon 12.7 48.8 21.1
NA Tornillo 17.2 68.1 19.7
NA White Sands 134 66.9 17.6
SA Amblayo 9.7 64.0 17.3
SA Chamical 6.7 68.5 27.0
SA Colpes 9.0 22.0 20.7
SA HC 10.8 48.4 24.8
SA HL 17.4 87.9 21.4
SA RCH Ancha 17.8 30.4 27.1
SA RCH Fina 10.5 73.8 24.9
SA Recreo 18.6 48.5 28.0
SA Recreo Salinas 9.7 66.6 21.0
SA Salinas Grandes 0.8 91.0 8.6
SA San Martin 115 22.7 21.0
SA SC 21.9 16.3 234
SA SL 12.1 87.7 18.5
SA Tilimuqui 6.1 64.0 17.5
SA El Tipan 13.8 27.6 24.8
DMS y valor P entre poblaciones 9.6** n.s. n.s.
NA (promedio) 9.6 58.1 16.6
SA (promedio) 11.8 54.6 21.7
Valor P entre subcontinentes n.s. n.s. *
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3.3.2.d. Relacién entre caracteristicas de las poblaciones y clima de los sitios de
origen
Para las poblaciones de Norteamérica, se observd asociacion positiva entre el nimero de
macollos y de inflorescencias por planta, por un lado, y la precipitacion media anual (PMA)
de los sitios de origen de las poblaciones por el otro, asi como entre el nimero de macollos
por planta y la temperatura minima promedio del mes mas frio (Cuadro 3.8). Por su parte,
para las poblaciones de Sudamérica se observO asociacion positiva entre la temperatura
minima requerida por las poblaciones para germinar y las temperaturas maxima y minima

promedio de los meses mas calido y frio, respectivamente (Cuadro 3.8).

Cuadro 3.8. Coeficientes de correlacion de Pearson (y significancia estadistica: *, P<0.05; **,
P<0.01; P>0.05, sin simbolo) entre (a) variables medidas en plantas del jardin comdn (Gltimas cinco
filas), ensayos de germinacion (filas intermedias) y con porciones de hojas de plantulas (primeras
tres filas), y (b) variables climaticas (columnas, obtenidas de www.gbif.org). El analisis de
correlacion se realizé considerando las poblaciones de cada subcontinente por separado.

Norteamérica Sudamérica

TmaxMC TminMF PMA | TmaxMC TminMF  PMA
ind. dafio por alta temperatura 0.75 -0.35 -0.45 0.06 -0.06 0.09
ind. dafio por baja temperatura 0.45 -0.32 -0.29 -0.13 0.14 0.14
ind. dafio por estrés osmético 0.51 0.45 0.24 0.16 -0.05 0.13
Tolerancia a sequia, germinac. -0.70 0.51 0.68 -0.20 -0.15 -0.05
Temperatura minima, germinac. -0.03 0.14 0.29 0.94** 0.56* 0.46
Temperatura 6ptima, germinac. 0.31 -0.26 -0.39 0.47 0.45 0.46
NUm. de inflorescencias -0.55 0.75 0.85* 0.20 0.17 -0.05
NUm. de macollos -0.06 0.77*  0.83* 0.05 0.13 0.09
Altura de inflorescencias -0.12 0.60 0.63 0.09 0.02 0.04
Altura de follaje -0.48 0.72 0.75 0.14 0.17 0.13
Peso 1000 semillas 0.34 0.72 0.55 0.13 0.14 0.34



http://www.gbif.org/
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3.4. Discusion

Se encontraron diferencias en el nicho fundamental de regeneracion entre poblaciones de T.
crinita de Sudameérica y Norteamérica. Esa diferenciacion fue en general leve o0 moderada -
algo esperable dada la comparacion de indole intraespecifica- y se observd con
significancia estadistica en 6 de 12 variables relacionadas con la germinacién (Cuadros 3.4
y 3.6) y en 1 de 3 variables relacionadas con la tolerancia al estrés de plantulas (Cuadros
3.7). Ademas, se encontraron diferencias entre subcontinentes en 4 de 5 variables medidas
en el jardin comdn que caracterizaron el tamafio y productividad de plantas adultas: las
plantas de poblaciones sudamericanas presentaron mayor numero Yy altura de
inflorescencias, nimero de macollos, y peso de semillas que las norteamericanas (Cuadro
3.3). Estas caracteristicas podrian representar adaptaciones a los ambientes con diferente
balance hidrico que la especie habita en ambos subcontinentes (en general, menos
estresantes en Sudamérica que en Norteamérica, Figura 3.1, ver también Capitulo 2). Por su
parte, dentro de cada subcontinente, se encontré variabilidad entre poblaciones: mas
pronunciada entre poblaciones de Sudamérica que de Norteamérica. Se podria pensar que
esto es resultado del menor nimero de poblaciones muestreado en Norteamérica en
comparacion con Sudameérica; sin embargo, hay al menos tres aspectos relevantes que
sugieren que estos resultados representan diferencias efectivas entre poblaciones de ambos
subcontinentes: i) los resultados concuerdan con los hallazgos del Capitulo 2, donde la
especie mostro diferencias moderadas-leves de nicho climético entre subcontinentes, y un
nicho mas amplio en Sudamérica que en Norteamérica; ii) la colecta de poblaciones abarco
en los dos subcontinentes una proporcion de area similar -aproximadamente el 25%- de la

de distribucion de la especie; iii) el nicho climéatico de los sitios de recoleccion de las
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poblaciones reflejo las condiciones ambientales en que se encuentra la especie en cada
subcontinente, asi como también la diferencia de nicho de la especie entre subcontinentes —
ver seccion Material vegetal, Materiales y métodos; y comparar la Figura 3.1 de este
capitulo con la Figura 2.2 del Capitulo 2. Estos tres motivos apuntan a que las poblaciones
evaluadas para este capitulo representan adecuadamente la variabilidad de ambientes

efectivamente ocupados por la especie en el campo.

Las poblaciones de Norteamérica mostraron ser mas tolerantes al estrés osmatico que las de
Sudamérica, tanto en cuanto a su capacidad de germinacion como en la tolerancia de las
laminas foliares de sus plantulas. Dichos resultados son consistentes con la primera
prediccion de este capitulo (prediccién 2.a). En concordancia con los resultados de Di
Giambatista et al. (2010) y Kloster et al. (2016) sobre la misma especie, aqui también se
encontré una marcada disminucion del porcentaje de germinacion (poder germinativo) de
todas las poblaciones en el potencial osmético de -0.8 MPa. Por su parte, las diferencias
entre poblaciones de ambos subcontinentes en la respuesta a temperaturas fueron menores y
se dieron principalmente en el porcentaje de germinacion final, que tendié a tener su
maximo hacia mayores temperaturas y a presentar mas variabilidad inter-poblacional en
Sudamérica que en Norteamérica (Cuadro 3.4). Las diferencias mencionadas en porcentaje
de germinacidn final ante distintas temperaturas tal vez puedan explicarse por diferencias
entre las épocas de lluvias de los sitios habitados por T. crinita en los dos subcontinentes.
En Sudamérica la estacion de lluvias tiende a iniciarse a fines de primavera o inicio del
verano, llega a su maximo en los meses de mayor temperatura y finaliza a principio o
mediados de otofio (4-6 meses de duracion). Por su parte, en Norteamérica la estacion de

lluvias en general comienza a inicios-mediados de verano, tiene su maximo a mediados-
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fines de dicha estacion y finaliza a principios de otofio (3-4 meses de duracion; ver datos
climaticos en Cuadros 7.5.A-G de Apéndice). Este analisis sugiere entonces que las
poblaciones de Sudamérica podrian estar adaptadas a germinar en un rango mas amplio de
temperaturas, incluso en los meses mas calidos del afio; mientras que las poblaciones de
Norteamérica estarian adaptadas a germinar una vez que pasO la época de mayor

temperatura y se generalizaron las lluvias.

Los resultados son parcialmente consistentes con la segunda prediccion de este capitulo
(prediccion 2.b). Como se esperaba, la temperatura minima requerida para la germinacion
de las poblaciones en Sudamérica estuvo asociada positivamente con las temperaturas
méaxima y minima de los meses mas calido (TmaxMC) y frio (TminMF) de los sitios de
origen. Sin embargo, dicha relacion no se repitié en las poblaciones de Norteamérica
(Cuadro 3.8), para las que se encontr6 un patron distinto: la precipitacion media anual
(PMA) y la TminMF de los sitios de origen se asocid positivamente con la produccién de
inflorescencia y macollos de las plantas en el jardin coman. Los resultados sugieren que la
temperatura minima para la germinacién seria un factor bajo seleccidon ambiental en
Sudamérica, que con climas relativamente mas frios que Norteamérica (Figura 3.1, y
Capitulo 2) favoreceria semillas que puedan germinar a menores temperaturas —un ejemplo
de ello seria la poblacion ‘Amblayo’ con bajos requerimientos térmicos para la germinacion
y que proviene de un sitio a 2400 msnm. Por su parte, la productividad de macollos e
inflorescencias de los individuos de distintas poblaciones de Norteamérica seria
seleccionada por las condiciones de temperatura, y especialmente de precipitacion. En ese
sentido, la mayor aridez de los sitios habitados por la especie en Norteamérica respecto de

Sudamérica (Figura 3.1, y Capitulo 2) podria ser una fuerza selectiva que contribuye a las
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diferencias halladas en el tamafio y productividad de las plantas de los dos subcontinentes

(Cuadro 3.3).

En una examinacion mas detallada sobre las poblaciones de Sudamérica, se encontrd que
las provenientes de sitios con suelos salinos-sodicos (‘Salinas Grandes’, ‘Recreo Salinas’,
‘San Martin’; promedio de conductividad eléctrica ~60 dS/m, y de relacion de absorcion de
sodio ~65) presentaron temperaturas éptimas de germinacion mayores que las de sitios con
suelos no salinos (en promedio 42.0 vs. 35.1°C; P=0.0001, prueba t; ver Cuadro 3.5). Esta
comparacion se hizo con poblaciones de sitios con temperaturas medias anuales similares
(entre 18.4 y 20.7°C), por lo que no se incluyé en el Gltimo grupo a las poblaciones de
sitios no salinos con climas relativamente mas frios (‘Amblayo’, ‘RCH Ancha’, ‘RCH
Fina’; temperaturas medias anuales 12.6, 16.2 y 16.2°C, respectivamente). El resultado es
consistente con observaciones de Zabala et al. (2011), acerca de que poblaciones de T.
crinita provenientes de sitios salinos tendieron a presentar un rango de temperaturas de
germinacién mas acotado y a requerir temperaturas mayores para la germinacion que
poblaciones de sitios no salinos. Ello podria ser una estrategia adaptativa (Flowers et al.
1986) que hace coincidir la germinacion con la época més célida, de mas precipitaciones y
mayor dilucion de sales en el suelo, favoreciendo la supervivencia de las plantulas (Zabala

et al. 2011).

En el presente capitulo se evaluo el nicho fundamental de poblaciones provenientes de las
dos regiones disyuntas de T. crinita, para las cuales previamente se habian encontrado
diferencias en el nicho realizado (Capitulo 2). Los estudios que engloban ambos aspectos

del nicho no son abundantes en la literatura (Soberon y Arroyo-Pefia 2017), quizas por lo
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laborioso de realizar determinaciones del nicho fundamental (Kearney y Porter 2004).
Particularmente, no se han encontrado evaluaciones de este tipo en especies disyuntas.
Como ya se sefialo, trabajos teoricos indican que el nicho realizado de un taxon esta
determinado tanto por su tolerancia a factores abidticos (nicho fundamental), como por su
capacidad de dispersion y por la interaccion bioGtica con otras especies (Soberén y
Nakamura 2009). Los resultados del Capitulo 2 presentaron evidencia de que,
efectivamente, las interacciones bioticas pueden influenciar de manera significativa el
cambio de nicho realizado de las especies. A ello, se suma ahora evidencia de este capitulo
de que también los cambios en el nicho fundamental de T. crinita podrian contribuir a la
diferenciacion de su nicho realizado entre Norteamérica y Sudamérica. Los resultados
obtenidos bajo condiciones similares indican diferencias de base genética; por lo tanto,
poblaciones disyuntas de T. crinita presentarian caracteristicas adaptativas divergentes que
les permiten ajustarse a distintas condiciones ambientales. La diferenciacién entre
subcontinentes fue acompafiada de variacion entre poblaciones dentro de ambos
subcontinentes. Estos resultados destacan la importancia y la necesidad de tener en cuenta

la variabilidad intraespecifica en los planes de manejo y restauracion.
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Capitulo 4

Estructura y diversidad genética en poblaciones de Trichloris crinita

de Sudamérica y Norteamérica

4.1. Introduccion

Las especies de amplia distribucién pueden consistir de poblaciones con gran plasticidad
fenotipica que les permiten subsistir en diferentes ambientes, o presentar una alta
variabilidad genética con genotipos diferencialmente adaptados, o una combinacion de
ambos (Premoli y Mathiasen 2011, Kelly 2019). Esto es particularmente relevante en
especies disyuntas como T. crinita, que habita sitios con variadas condiciones ambientales
tanto en Sudameérica como en Norteamérica (Capitulo 2). Las especies de amplio rango
cuyas poblaciones poseen disyunciones geograficas pueden presentar limitaciones al flujo
génico, lo que con el paso del tiempo aumenta progresivamente el grado de divergencia
entre los individuos que habitan distintas regiones (Millar y Libby 1991). Asimismo, las
disyunciones geograficas pueden ser el resultado de procesos de dispersion a distancia o
fragmentacion por vicarianza de una distribucion otrora continua (Simpson et al. 2017). Por
lo tanto, estas especies pueden estar constituidas por poblaciones genéticamente diferentes
debido a los efectos combinados de la seleccion natural y fuerzas neutrales como la deriva
génica y el aislamiento. En este sentido, diversos autores sefialaron la posibilidad de que
oscilaciones climaticas acontecidas en escalas de tiempo geoldgico hayan influenciado
cambios en la distribucion de géneros y especies a lo largo de ambos subcontinentes

americanos (Garcia et al. 1960, Raven 1963, Donoghue 2011, Villaverde et al. 2015).
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Conocer la estructura y diversidad genética de las poblaciones de una especie resulta
importante para su conservacion, y también para su manejo en caso de aquellas que son
aprovechadas por actividades antrdpicas. Ello reviste particular importancia en T. crinita,
por ser una especie con valor forrajero, y que ademas es promovida para la restauracion de
ambientes degradados en ambas regiones de su distribucién disyunta (Gonzalez y Latigo
1981, Passera et al. 1992, Quiroga et al. 2009a, Pawelek et al. 2015). Estudios previos han
investigado la variabilidad genética de poblaciones argentinas de la especie mediante
marcadores AFLP (amplified fragment length polymorphism) en relacién con su aptitud
forrajera (Cavagnaro et al. 2006), pero no asi con variables de tipo geografico. Tampoco
han sido exploradas aun la estructura y diversidad genética de las poblaciones de ambos
subcontinentes, ni su relacién con caracteres cuantitativos medidos en jardin comun y por
lo tanto posiblemente influenciados por la seleccion natural. Asimismo, no se conocen
aspectos basicos de su historia biogeografica y filogeografia, como ser el grado de
diferenciacion o el modo y tiempo de divergencia entre las poblaciones de Sudamérica y

Norteamérica.

Una pregunta basica en la ecologia de poblaciones de plantas es si existe variabilidad
intraespecifica en caracteres de base genética como el nivel de ploidia (Lu¢anova, 2019).
Conocer el grado de variacion en el nivel de ploidia tiene relevancia ecologica y aplicada,
dado que en general diferencias en este sentido traen aparejada la adaptacion diferencial
ante distintas condiciones ambientales (Husband et al. 2013, Lucanova 2019).
Recientemente, estudios citogenéticos realizados en 20 poblaciones sudamericanas de T.

crinita han demostrado un nivel de ploidia uniforme (2n = 4x = 40) (Kozub et al. 2019). No
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obstante, se conoce la existencia de variacion intraespecifica en el nivel de ploidia en otras
especies de la misma subfamilia, i.e. Chloridoideae (Nakagawa et al. 1987, De Silva y
Snaydon 1995). Teniendo en cuenta lo mencionado, surge la necesidad de evaluar si
poblaciones de areas geogréaficas disyuntas presentan el mismo nivel de ploidia. En
particular, existen numerosos interrogantes acerca de si los diploides y poliploides
cercanamente relacionados se adaptan a condiciones ambientales diferentes, y sobre la
posible influencia en su divergencia de factores historicos como el aislamiento y la deriva

génica (Ramsey y Ramsey 2014).

En la practica de la restauracion ecoldgica se ha discutido ampliamente si los materiales
vegetales elegidos deberian ser de base genética amplia o bien restringirse a aquellos de
origen local (McKay et al. 2005, Bucharova et al. 2017). Si bien la introduccion de
germoplasma no local puede aumentar la variacion genética, dicha variacion podria ser
inapropiada. Entre los distintos efectos negativos podrian mencionarse la mala adaptacion a
las condiciones locales y la depresion por exogamia que podrian resultar en una menor
aptitud ecolodgica (Johnson et al 2010). Pero también se analiza que a medida que se acelera
el cambio ambiental, tanto a nivel mundial como local, pueden aumentar las excepciones al
principio de ‘lo mejor es lo local’ (Jones 2013). Las caracteristicas genéticas y fenotipicas
de las poblaciones de cada especie de interés, asi como su procedencia (i.e. ambiente de
origen) pueden influir sobre las estrategias elegidas de restauracion. Esto puede ser
relevante para definir poblaciones-fuente de semilla, como asi también incrementar la
variabilidad genética y potencial evolutivo de poblaciones que han sido ‘erosionadas
genéticamente’ (Mijangos et al. 2015), y asi optimizar su aptitud a largo plazo (Kettenring

et al. 2014). Los mencionados son también aspectos importantes de conocer a la hora de
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implementar planes de manejo y conservacion (Frankham 2003, Escudero et al. 2003,
Goncalves et al. 2019). Ademas, se ha sugerido que genotipos mas distantes pueden
contribuir a mantener o restaurar mejor ciertas funciones del ecosistema a traves de la
diferenciacion de rasgos y la complementariedad en su adaptacion (Stachowicz et al. 2013),
algo analogo a la importancia de la diversidad de especies (Cadotte et al. 2011, Srivastava
et al. 2012). Por otro lado, y de manera no excluyente, se ha propuesto que genotipos
estrechamente relacionados pueden mejorar funciones ecosistémicas particulares debido a
la afinidad entre semejantes (Stachowicz et al. 2013). Dado que estos mecanismos pueden
llevar a resultados contrapuestos, las caracteristicas genéticas y el grado de relacion entre
genotipos y poblaciones son aspectos que no deben ser dejados de lado en las decisiones

sobre restauracién ecoldgica (Kettenring et al. 2014).

El uso de marcadores moleculares para estimar el grado y distribucion de la diversidad
genética de una especie puede proveer informacion importante que puede ser dificil de
obtener mediante otros métodos. Por ejemplo, puede permitir estimar el grado de
parentesco entre poblaciones, o los sucesos demograficos pasados que influyeron en los
patrones genéticos que se observan actualmente (Mijangos et al. 2015). Para este capitulo
se utilizan microsatélites, que son marcadores moleculares ampliamente usados para
estudiar la variabilidad genética intraespecifica neutral en poblaciones de plantas.
Asimismo, se usan secuencias relativamente conservadas de ADN nuclear y plastidial para
analizar el potencial efecto del aislamiento histdrico de las poblaciones. Los microsatélites
son secuencias repetidas de bases consideradas por muchos autores como selectivamente
neutrales, que estan distribuidas de manera aleatoria o casi aleatoria en el genoma (Li et al.,

2002), y permiten detectar cambios debidos al aislamiento y la deriva genética
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relativamente mas recientes. Por otro lado, las secuencias de ADN plastidial y nuclear,
poseen menores tasas de mutacion y realizan un valioso aporte en la reconstruccion

filogenética y biogeografica (Avise 2004).

También se explora la influencia de la seleccion natural sobre el grado de divergencia de
las poblaciones, comparando los resultados de los marcadores moleculares neutrales
(mediante los indices Fst y Rst) con los de los caracteres cuantitativos medidos en jardin
comun y presentados en el Capitulo 3 (utilizando el parametro Qst), considerando que estos
ultimos muestran la accién de la seleccion natural y tienen también una base genética por
haberse cuantificado bajo condiciones ambientales homogéneas (Wu y Jain 1978, Merila y
Crnokrak 2001). Asi, cuando el indice de diferenciacion genética en un marcador neutral
(Fst y Rst) es igual al indice de diferenciacion genética en un caracter cuantitativo
influenciable por la seleccion (Qst), no hay evidencia de que la seleccion esté actuando
sobre el caracter evaluado (Fst y Rst = Qst). En cambio, cuando el segundo indice es mayor
que el primero (Fst y Rst < Qs) significa que la seleccion favorecio la divergencia del
caracter entre las poblaciones; finalmente, cuando el primero es mayor que el segundo (Fst
y Rst > Qst) indica que hubo seleccion estabilizadora sobre el caracter (Merilda y Crnokrak
2001, McKay y Latta 2002). Por su parte, para estimar el nivel de ploidia de los individuos
de las distintas poblaciones se usa la técnica de citometria de flujo (Greilhuber et al. 2005,
Dolezel et al. 2007), que permite cuantificar el contenido de ADN nuclear de una plantay a
partir de ello inferir el nivel de ploidia. Cabe aclarar que cuando el nivel de ploidia es
inferido mediante citometria de flujo, los resultados deben distinguirse de los estudios
carioldgicos, por lo cual se utiliza el término ploidia del ADN (ADN-ploidia; Suda et al.

2006).
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El objetivo (objetivo especifico 3) es evaluar la variabilidad genética (diversidad dentro
de los subcontinentes y poblaciones), estructura genética (diferenciacion entre
subcontinentes y poblaciones), inferir la historia biogeogréafica (procesos historicos que
dieron forma a esa estructura y diversidad genética), y comparar el contenido de ADN
nuclear (indicador del nivel de ploidia) en individuos de T. crinita de distintas
procedencias de Sudamérica y Norteamérica. La hipoétesis (hipdtesis 3) es que las
caracteristicas genéticas de las poblaciones de T. crinita estan influenciadas por el patron
de distribucion geografica de la especie en ambos subcontinentes. Las predicciones
derivadas son: (3.a) Existe una marcada divergencia genética en base a marcadores
neutrales y nivel de ploidia entre las poblaciones de cada subcontinente debido al
aislamiento actual y la influencia de factores historicos analizado mediante modelos de
nicho ecoldgico. (3.b) Considerando las diferencias encontradas entre los ambientes
habitados por la especie en Sudamérica y Norteamérica (Capitulo 2), se espera encontrar
evidencias de una accién diferencial de la seleccion natural en las poblaciones de cada
subcontinente analizadas en base a variacion morfoldgica de plantas mantenidas en jardin

comun y por lo tanto de base genética.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Material vegetal

Se evaluaron poblaciones existentes en la coleccion de T. crinita cultivadas en condiciones

de jardin comin en el INTA EEA Catamarca (primer jardin comin, mencionado en
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Capitulo 3). Esta coleccion cuenta con materiales provenientes de 22 poblaciones naturales
de la especie, 15 de Sudamérica y 7 de Norteamérica (Cuadro 3.1; ver también Cuadro 7.2
en Apendice). Todas las poblaciones pudieron ser evaluadas mediante citometria de flujo
para comparar su nivel de ADN-ploidia. Sin embargo, para los marcadores moleculares,
algunas poblaciones no se pudieron evaluar por inconvenientes para extraer su ADN o
realizar las determinaciones en laboratorio. En el Cuadro 7.6 (Apéndice), se puede observar
el detalle de las poblaciones y el numero de individuos que finalmente se pudieron analizar

con cada técnica/marcador.

4.2.2. ADN-ploidia

Los analisis de citometria de flujo se realizaron en noviembre de 2017 a partir de hojas
frescas. Las muestras se procesaron utilizando el protocolo de Dolezel et al. (2007) con
pequefias modificaciones (Carloni et al. 2021). Segmentos de hojas de 4 - 6 cm? de T.
crinita y del estandar de referencia [Glycine max cv. Polanka (2n = 40, 2C = 2.5 pg ADN)]
(Dolezel et al. 1994) fueron homogeneizados en forma conjunta en 1 ml de solucion
amortiguadora Otto | (0.1 M &cido citrico monohidratado, 0.5% Tween 20) (Otto 1990).
Luego de filtrar las muestras por una malla de 30 um, se centrifugaron a 1500 rpm por 5
minutos y el sobrenadante fue eliminado teniendo la precauciéon de dejar 100 pl en cada
tubo de 1.5 ml. Las muestras se re-suspendieron en 100 pl de solucion amortiguadora Otto |
con agitacion suave y se incubaron en camara fria (4°C) durante 24 h. Posteriormente, se
agregaron 1 ml de solucién amortiguadora Otto 1l (0.4 M Na2HPO4 12H20), 50 pg/ml de
ioduro de propidio (IP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EEUU), y 50 pg/ml de

ARNasa (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EEUU). El IP y la ARNasa se utilizaron para
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marcar el ADN nuclear y evitar fluorescencia del ARN de doble cadena, respectivamente.
Las muestras se fueron incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente, y luego
analizadas en un citometro de flujo BD Accuri™ C6 (BD Biosciences, San Jose, California,
EEUU). Los histogramas de intensidad de fluorescencia relativa (FR) fueron evaluados con
el software BD Accuri™ C6. Considerando la region que incluia los nucleos en los
histogramas de FR en fase lineal, se evaluaron los picos de la fase GO/G1 del estandar y de
la muestra. Se analizaron de 2 a 3 individuos de cada poblacion. El contenido de ADN
nuclear relativo de las plantas se expres6 mediante un indice de fluorescencia (IF) teniendo
en cuenta al estandar de referencia (IF = media del pico GO/G1 de la muestra / media del
pico GO/G1 del estdndar). El tamafio del genoma de cada individuo, expresado en
picogramos (pg), fue estimado multiplicando los valores de IF por 2.5 (contenido de ADN

nuclear del estandar).

4.2.3. Marcadores moleculares

4.2.3.a. Secuencias de ADN
Se evaluaron mediante secuencias de ADN utilizando marcadores universales de las
regiones 1TS1-5.8S-1TS2 (con los primers ITS1 y ITS4; Wright et al. 2006) y rpl32-trnL
(primers trnLUA®) y rpL32-F; Shaw et al. 2007), referidas a porciones de ADN nuclear y
plastidial, respectivamente. En un principio se probaron un total de seis marcadores, pero
luego se continuod con dos: ITS1-5.85-1TS2 y rpl32-trnL, que fueron los que amplificaron
adecuadamente en nuestro caso (en cambio, no funcionaron consistentemente: trnL-trnF,
Taberlet et al. 1991; ccsA, Scarcelli et al. 2011; rps16 y ndhC, Shaw et al. 2007). Se aplico

un protocolo de extraccion de ADN adaptado de Doyle y Doyle (1990) sobre muestras de
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laminas foliares obtenidas del jardin comdn en enero de 2016 sobre un individuo de cada
poblacién. El protocolo de extraccion de ADN vy las condiciones de PCR empleadas se
presentan en el Apéndice (Protocolo 7.1; Paula Mathiasen y Paula Quiroga, comunicacion
personal). Los productos amplificados de PCR se enviaron a Macrogen (Corea) para su

secuenciacion.

4.2.3.b. Microsatélites
Los analisis se hicieron sobre muestras de laminas foliares obtenidas del jardin comun, en
enero de 2018, de 2-5 individuos al azar de cada poblacion. Se extrajo ADN vy se realizo la
amplificacion mediante PCR. El protocolo de extraccion de ADN fue el mismo descripto
arriba para las secuencias de ADN. En un principio se probaron un total de seis
microsatélites desarrollados por Kozub et al. (2017), pero luego se continu6 sélo con tres de
ellos, los microsatélites Mss8, Mssll y Mss93 que amplificaron adecuadamente (no
amplificaron consistentemente: Mss72, Mss77, Mss90). Las condiciones de PCR para los
microsatélites se presentan en el Apéndice (Protocolo 7.1; Paula Mathiasen y Paula
Quiroga, comunicacion personal). Los productos amplificados de PCR se enviaron a
analizar al servicio de analisis de fragmentos de Macrogen (Corea). Los genotipos se
identificaron mediante el programa PEAK SCANNER v1.0 (Applied Biosystems),
asignando a cada alelo el tamafio del fragmento amplificado comparado con un marcador

de tamafio molecular estandar (GS500 L1Z, Applied Biosystems).

4.2.4. Andlisis estadistico

4.2.4.a. ADN-ploidia
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Los datos de contenido de ADN nuclear (2C) se analizaron mediante analisis de varianza
(0=0.05), considerando al subcontinente de origen como factor de efecto fijo y a las
poblaciones anidadas dentro de cada subcontinente como factor de efecto aleatorio. Se uso

el programa estadistico INFOSTAT (Di Rienzo et al. 2012).

4.2.4.b. Marcadores moleculares

-Diversidad genética de las poblaciones
Los datos de los microsatélites se analizaron con el programa GENALEX 6.503 (Peakall y
Smouse 2006, 2012), para estimar en cada poblacion los siguientes indicadores de
diversidad genética: cantidad de alelos diferentes (Na); cantidad de alelos efectivos (Ne);
indice de Shannon (I); cantidad de alelos exclusivos o ‘privados’ (Nap); heterocigosis
esperada (He); y heterocigosis observada (Ho). Empleando los dos dltimos indices, se
calculo para cada poblacion el coeficiente de endogamia [CE=(He-Ho)/He]. Los valores de
cada indicador se compararon entre poblaciones de Sudamérica y Norteamérica mediante la

prueba no paramétrica de Kruskal Wallis (0=0.05; programa INFOSTAT).

-Estructura genética de las poblaciones
Mediante andlisis de varianza molecular (AMOVA) que cuantifica la diversidad genética a
distintos niveles jerarquicos, se analizaron los datos obtenidos de las secuencias y
microsatélites para cada marcador por separado, y en el caso de los microsatelites se
analizaron también en conjunto. Para las secuencias, donde se evalu6 un individuo por
poblacion, se analizé la variacion entre subcontinentes (Sudamérica, Norteamérica) y
dentro de los subcontinentes (a=0.05, programa ARLEQUIN 3.5.2.2; Excoffier y Lischer

2010). Para los microsatelites, con los que se evaluaron de 2 a 5 individuos por poblacion,
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se analizd6 la variacion entre subcontinentes, entre poblaciones dentro de cada
subcontinente, y dentro de las poblaciones (0=0.05, programa GENALEX 6.503).

Con la prueba de Chi-cuadrado (programa BIOSYS-1; Swofford y Selander 1981) se
compararon las frecuencias alélicas entre distintos agrupamientos de los datos de
microsatélites, considerando: i) los dos subcontinentes como poblaciones en sentido amplio
(Sudameérica y Norteamérica); ii) todas las poblaciones juntas; y luego por separado: iii) las

poblaciones de Sudameérica, iv) las poblaciones de Norteamérica.

Empleando los datos de los 3 microsatélites conjuntamente, se evalud si existe aislamiento
genético entre las poblaciones relacionado con la distancia geografica que las separa,
usando la prueba de Mantel (programa GENALEX 6.503). Ademas, se estimd la distancia
genética entre las poblaciones (distancia-cuerda, Cavalli-Sforza y Edwards 1967) y se la
utilizd para realizar arboles filogenéticos mediante los métodos de ‘union de vecinos’
(neighbor joining, NJ) y de ‘agrupamiento jerarquico aglomerativo simple’ (unweighted
pair group method with arithmetic mean, UPGMA) (programa POPULATIONS 1.2.32,

http://bioinformatics.org/populations/).

Ademas, se examind la posible existencia de estructuracion genética en el conjunto del total
de individuos analizados mediante microsatélites, para lo cual se usé el programa
STRUCTURE version 2.3.4 (Pritchard et al. 2000, Hubisz et al. 2009). Este programa usa
inferencia bayesiana para asignar los individuos de la muestra a distintos grupos
internamente homogeneos desde el punto de vista genético. En este andlisis se evaluo la
existencia de una cantidad K de grupos, de 1 a 10. Para cada valor de K, se realizaron 10

corridas de 300000 iteraciones cada una, con un tramo de descarte de 50000 iteraciones. Se


http://bioinformatics.org/populations/

85

supuso correlacién en las frecuencias alélicas entre las probables poblaciones y un modelo
de mezcla (‘admixture model”), por ser esta opcion razonablemente flexible para el caso de
poblaciones naturales (Pritchard et al. 2000, Hubisz et al. 2009). EI grafico resumen de las
10 corridas para cada valor de K se realizd6 mediante el programa CLUMPAK (Kopelman
et al. 2015). Para determinar la cantidad de grupos genéticos méas adecuada se siguio el
método de Evanno et al. (2005) implementado en STRUCTURE HARVESTER (Earl y

VonHoldt 2012).

-Diferenciacion genética vs. morfoldgica entre poblaciones
Utilizando los datos de los microsatélites se estimaron los indices de divergencia entre
poblaciones utilizando los indices Fst y Rst, considerando los mismos agrupamientos (i, ii,
iii, iv) definidos en el parrafo anterior (se uso el programa GENALEX 6.503). A su vez, se
estimé el indice Qst usando las variables morfoldgicas medidas en plantas del jardin comun
(presentado en el Capitulo 3) y bajo los mismos agrupamientos de los datos (se usé el
paquete Pstat en R; Da Silva y Da Silva 2018). Los indices Fst y Rst reflejan la
diferenciacion genética en marcadores neutrales —siendo el segundo mas especifico para
microsatélites (Goodman 1997), mientras que el indice Qst estima el grado de
diferenciacion genética en caracteres cuantitativos influenciables por la seleccion (Spitze
1993). La comparacion de los valores de Fst y Rst con los de Qst se hizo considerando el

intervalo de confianza del 95% obtenido para este tltimo.

-Historia de las poblaciones
Usando los datos de las secuencias, se estimé el indice D de Tajima (Tajima 1989)

considerando a los individuos de las poblaciones de Sudameérica y de Norteamérica por
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separado, con el fin de hacer inferencias sobre su demografia. El indice se obtiene
comparando el ndmero total de sitios polimorficos en la muestra de secuencias y la
proporcion de diferencias nucleotidicas entre las secuencias (Perfectti et al. 2009). Ambos
valores deben ser iguales, lo que resulta en un valor del indice cercano a 0, bajo una
situacion de evolucion neutral (en ausencia de seleccién, recombinacion, subdivision
poblacional y sin cambios en el tamafio poblacional). Por su parte, valores
significativamente mayores a 0 indican seleccion estabilizadora y/o contraccién
demogréafica repentina —i.e. ‘cuello de botella’, mientras que valores significativamente
menores de 0 sefialan seleccidn a favor de nuevas mutaciones y/o expansion demogréafica
reciente. Se utilizé el programa ARLEQUIN 3.5.2.2 (Excoffier y Lischer 2010).

Para reconstruir cdmo y cuando habria ocurrido la separacion entre las poblaciones de T.
crinita de Sudamérica y Norteamérica, se uso la técnica de analisis bayesiano basado en
coalescencia implementado en el programa DIYABC (Cornuet et al. 2014), el que mediante
la evaluacion de distintos escenarios de divergencia permite establecer un ranking de
acuerdo a su probabilidad. EI analisis se realizé con los datos de las secuencias y los
microsatélites por separado. Dado el objetivo de este analisis y que el niUmero de escenarios
crece exponencialmente con el nimero de poblaciones, se consideraron dos poblaciones en
sentido amplio, agrupando por un lado todos los individuos de Sudameérica y por otro todos
los individuos de Norteamérica. Se compararon seis escenarios (ver Figura 4.4 en
Resultados), que evaluaron distintos modos de separacion entre poblaciones: vicarianza de
una poblacién ancestral comin (de tamafio similar a la suma de las poblaciones de
Sudamérica y Norteamérica, Escenario 1; o bien, de otro tamafio desconocido, Escenario
6), dispersion de Sudamérica a Norteamérica (con y sin cuello de botella en la poblacion

que se inicio en Norteamérica, Escenarios 2 y 4, respectivamente), dispersion de Norte a
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Sudamérica (con y sin cuello de botella en la poblacion que se inicié en Sudameérica,
Escenarios 3 y 5, respectivamente). El valor minimo de los pardmetros iniciales en los
distintos escenarios fue fijado en 10, mientras que el maximo fue fijado en 100000, salvo
en el marcador ITS1-5.8S-ITS2 para el cual se fijé en 10000. En cada escenario y para cada
parametro se obtuvieron estimaciones de la mediana y del error absoluto relativo (RMAE,
relative median of the absolute error; valores >0.3 indicarian baja precision de la
estimacion). La probabilidad posterior de cada escenario fue calculada utilizando un

analisis discriminante con enfoque logistico (Cornuet et al. 2014).

-Habitats adecuados en el pasado
Para estimar la distribucion de habitats adecuados para la especie en el pasado, se utilizaron
dos programas: MAXENT (Phillips 2005) y BIOCLIM (Booth 2018). Trabajos previos
sefialaron que el uso de MAXENT para extrapolar en el tiempo o en el espacio no siempre
da resultados precisos (Varela et al. 2011, Quiroga et al. 2018; ver también los resultados
de la proyeccion entre subcontinentes del Capitulo 2). Por ello se ha sugerido el uso de
programas como BIOCLIM, que no hacen inferencias basadas en ausencias o pseudo-
ausencias (como si hace MAXENT, que usa los datos de presencia y hace estimaciones de

pseudo-ausencia; Varela et al. 2011).

Con ambos programas, se utilizaron los datos de coordenadas de presencia de la especie y
climaticos actuales de Sudamérica y Norteamérica (los mismos datos y variables climaticas
usadas en el Capitulo 2) para modelar la distribucion potencial en el presente para cada
subcontinente por separado ya que las proyecciones de un subcontinente a otro no dieron

resultados equivalentes (Capitulo 2). Dichos modelos fueron luego usados para estimar los
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habitats adecuados para la especie en el pasado, proyectandolos segun datos climaticos del
Holoceno Medio (hace 6000 afios) y Ultimo Méaximo Glacial (hace ~21000 afios). Al igual
que los del presente, estos datos fueron obtenidos de la base de datos de libre acceso
Worldclim 1.4, www.worldclim.com. Se us6 la configuracion default de Bioclim
(implementada en el programa DIVA-GIS, Hijmans et al. 2001) y de MAXENT, excepto
que para este ultimo se usé la opcidn fade by clamping para limitar la extrapolacion a areas
con climas que estan fuera del rango de los usados en la calibracion (al igual que se hizo en

el Capitulo 2, Quiroga et al. 2018).

4.3. Resultados

4.3.1. ADN-ploidia

No se encontraron diferencias significativas de contenido de ADN nuclear (indicador del

nivel de ploidia) entre las poblaciones de Sudamérica y Norteamérica (P=0.955, promedio

en ambos subcontinentes = 1.97 pg), y tampoco entre poblaciones dentro de cada

subcontinente (P=0.097; Cuadro 4.1). Se observd en general una escasa variacion, de

alrededor del 5%, en el contenido de ADN nuclear entre poblaciones (Cuadro 4.1). Estos

resultados indican que todas las poblaciones evaluadas presentan el mismo nivel de ploidia.

4.3.2. Marcadores moleculares

-Diversidad genética de las poblaciones
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Los resultados mostraron que las poblaciones de Sudamérica y Norteamérica tienen niveles
similares de diversidad genetica (Cuadro 4.2). En promedio, las poblaciones de Sudamérica
y Norteamérica presentaron respectivamente valores comparables para distintos parametros
de diversidad genética poblacional: nimero promedio de alelos por locus (Na) de 1.39
vs.1.38; cantidad de alelos efectivos (Ne) de 1.28 vs. 1.28; indice de Shannon (I) de 0.24
vs. 0.28; cantidad de alelos privados (Nap) de 0.083 vs. 0.095; heterocigosis esperada (He)
de 0.16 vs. 0.19; heterocigosis observada (Ho) de 0.25 vs. 0.25; P>0.4 en todos los indices).
Por su parte, para el coeficiente de endogamia (CE) tampoco se observaron diferencias
entre subcontinentes: CE promedio entre poblaciones de Sudamérica y Norteamérica de -
0.55 vs. -0.37, respectivamente (P=0.67). EI CE presentd valores negativos indicando
exceso de heterocigosis en la mayoria de las poblaciones de Sudamérica (91%) y

Norteamérica (86%) (Cuadro 4.2).

-Estructura genética de las poblaciones
En los andlisis de varianza molecular (AMOVAS), las secuencias no presentaron
estructuracion genética entre subcontinentes (P>0.05). La variacion en los marcadores
explicada por el subcontinente de origen de las muestras fue de 6% en rpl32-trnL y 0% en
ITS1-5.8S-ITS2. Asi, la mayor parte de la variabilidad genética en dichos marcadores se
encontr6 dentro de los contenientes (94% y 100%, respectivamente; Cuadro 4.3). Sin
embargo, en los microsatélites si se encontrd variabilidad genetica significativa entre
subcontinentes (P<0.05) en Mss11 (5%) y en MssTotal (2%). En los microsatélites también
se observd un significativo porcentaje de la variabilidad genética (entre 10% y 82%)
asociado a las diferencias entre poblaciones dentro de cada subcontinente (P<0.05; Cuadro

4.3),
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Cuadro 4.1. Procedencia (Sudamérica -SA- o Norteamérica -NA-) y denominacion de las 22
poblaciones de T. crinita (evaluadas también en Capitulo 3). Se muestra para cada poblacién los

valores obtenidos de contenido de ADN nuclear promedio (valor 2C, en pg) + desvio estandar.

Subcontinente  Poblacién 2C +D.E.
SA Amblayo 2.00 0.053
SA Chamical * 2.01 0.025
SA Colpes 2.01 0.002
SA El Tipan 1.96 0.002
SA HC 1.95 0.002
SA HL 1.99 0.007
SA RCH Ancha 1.96 0.023
SA RCH Fina 1.94 0.036
SA Recreo 1.99 0.042
SA Recreo Salinas 1.98 0.008
SA San Martin 1.93 0.001
SA Salinas Grandes  1.95 0.041
SA SC 1.97 0.015
SA SL 1.97 0.044
SA Tilimuqui 1.94 0.013
NA Bowie 1.96 0.015
NA Kinney * 1.97 0.013
NA Knox 1.99 0.033
NA Lucero 1.99 0.008
NA San Simon 1.98 0.009
NA Tornillo 1.98 0.047
NA White Sands 1.90 0.078

* Las poblaciones ‘Chamical’ y ‘Kinney’ son materiales vegetales registrados por el Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria de Argentina (INTA, https://inta.gob.ar/variedades/chamical-

inta) y el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA-NRCS 2020), respectivamente.
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Cuadro 4.2. Patrones de diversidad genética poblacional obtenidos con GENALEX 6.503. Para las
poblaciones de ambos subcontinentes (Sudamérica, SA; Norteamérica, NA) se muestran valores de
los indices: cantidad de alelos diferentes (Na); cantidad de alelos efectivos (Ne); indice de Shannon
(); cantidad de alelos privados (Nap); heterocigosis esperada (He); heterocigosis observada (Ho);

coeficiente de endogamia (CE).

Subcon-  Paoblacion Na Ne I Nap He Ho CE
tinente

SA Amblayo 1.67 1.56 0.35 0.33* 0.21 0.33 -0.60
SA Chamical 1.33 1.33 0.23 0.00 0.17 0.33 -1.00
SA Colpes 1.33 1.31 0.22 0.00 0.16 0.27 -0.67
SA El Tipan 1.67 1.36 0.35 0.00 0.23 0.13 0.42
SA HC 1.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SA RCH Fina 1.33 1.33 0.23 0.33* 0.17 0.33 -1.00
SA Recreo 1.00 0.76 0.13 0.00 0.07 0.08 -0.14
SA Recreo Salinas 1.67 1.37 0.33 0.00 0.22 0.32 -0.46
SA Salinas Grandes  1.33 1.33 0.23 0.00 0.17 0.33 -1.00
SA San Martin 1.33 1.33 0.23 0.33* 0.17 0.33 -1.00
SA SL 1.33 1.24 0.20 0.00 0.14 0.20 -0.43
SA Tilimuqui 1.67 1.49 0.40 0.00 0.27 0.33 -0.22
NA Bowie 1.67 1.49 0.40 0.00 0.27 0.33 -0.22
NA Kinney 1.33 1.22 0.35 0.67* 0.21 0.00 1.00
NA Knox 1.00 0.76 0.13 0.00 0.07 0.08 -0.14
NA Lucero 1.33 1.33 0.23 0.00 0.17 0.33 -1.00
NA San Simon 1.33 1.33 0.23 0.00 0.17 0.33 -1.00
NA Tornillo 1.33 1.33 0.23 0.00 0.17 0.33 -1.00
NA White Sands 1.67 1.49 0.40 0.00 0.27 0.33 -0.22

*Los alelos privados fueron: 135, 153 y 149 en Mssll para Amblayo, RCH Fina y San Martin,
respectivamente en Sudamérica (SA); 170 y 176 en Mss93 para Kinney en Norteamérica (NA).

Cuadro 4.3. Porcentajes de variacion obtenidos en los AMOVAs realizados sobre los marcadores
moleculares (secuencias: rpl32-trnL, I1TS1-5.8S-1TS2; microsatélites: Mss8, Mssll, Mss93,
MssTotal).

Fuente de

variacion

rpl32-trnL

ITS1-5.85-1TS2

Mss8

Mss93

Mss1l

MssTotal

Entre

subcontinentes

6

0

5*

2*

Dentro de

subcontinentes

94

100

Entre

poblaciones

82**

10*

44**

55**

Dentro de

poblaciones

18

90

o1

43

Valores de P <0.05, *; <0.01 **; <0.001, ***
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Ademas, se observd variacion significativa (P<0.05) entre las frecuencias alélicas segln
distintos agrupamientos de los datos de microsatélites (Cuadro 4.4). Relativamente, hubo
menor diferenciacion de las frecuencias alélicas entre subcontinentes (s6lo significativa en
Mss93) que entre poblaciones. La diferenciacion entre poblaciones se observo tanto en
Sudamérica (en Mss8, Mss11, MssTotal) como en Norteamérica (Mss93, Mss11, MssTotal),
y fue méas notoria cuando se consideraron todas las poblaciones juntas (en todos los

microsatélites; Cuadro 4.4).

Cuadro 4.4. Valores de Chi-cuadrado para las frecuencias alélicas segun distintos agrupamientos de
los datos de microsatélites, realizada en Biosys-1.

Agrupamiento Mss8 Mss93 Mss11 MssTotal

Dos poblaciones 3.269) 8.6* 5.0 n.s. 16.9 n.s.
en sentido amplio
(NA vs. SA)

Todas las 106.1%** 114.0*** 465.6%** 685.7***
poblaciones
juntas (las de NA
y SA)

Sélo las 82.3%** 16.1n.s. 289.3*** 387.7%**
poblaciones de
SA

Sélo las 6.9n.s. 30.9*%* 66.6*** 104 .4%**
poblaciones de
NA

Valores de P <0.1, ®): <0.05, *: <0.01 **: <0.001, ***: > 0.05, n.s.

Considerando los 3 microsatélites en conjunto, no se observo aislamiento genético por
distancia geografica en las poblaciones de Sudamerica (P=0.16; Prueba de Mantel), pero si

en las de Norteameérica (P=0.01). En ambos subcontinentes la distancia geografica maxima
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entre las poblaciones evaluadas fue cercana a los 9 grados, es decir aproximadamente 1000
km (Figura 4.1). Los arboles filogenéticos no mostraron una separacion de las poblaciones
segun el subcontinente de origen. No obstante, ambos métodos (NJ y UPGMA) presentaron
patrones de agrupamiento similares entre poblaciones (Figura 4.2). A su vez, en el andlisis
de afinidad genética de los individuos mediante STRUCTURE, se encontraron 2 6 4 grupos
genéticos internamente homogeneos que estuvieron compuestos por individuos de
diferentes poblaciones y de ambos subcontinentes (Figura 4.3). Se observo cierta
consistencia entre los arboles filogenéticos y los grupos genéticos; por ejemplo, las
poblaciones Recreo-El Tipan-Kinney-Knox, Salinas Grandes-Tilimuqui, Bowie-White
Sands, se relacionaron en ambos arboles y en los agrupamientos K=2 y K=4 (Figuras 4.2 y

4.3).

Sudamérica (P = 0.16) Norteamérica (P = 0.01)
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Figura 4.1. Aislamiento genético (eje y) en funcion de la distancia geogréfica (eje x; expresada en
grados, 1° = ~111 km) para las poblaciones de Sudamérica (izquierda) y Norteamérica (derecha).
Prueba de Mantel, considerando conjuntamente los tres microsatélites.
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Figura 4.2. Arboles filogenéticos
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Figura 4.3. Clasificacion de los individuos de las distintas poblaciones segin STRUCTURE versién
2.3.4, que resultd en 2 y 4 grupos genéticos (K=2 y K=4). Las 12 primeras poblaciones (de
izquierda a derecha) provienen de Sudamérica, mientras que las 7 siguientes (a partir de Bowie)
provienen de Norteamérica (detalles de procedencia en Cuadro 3.1, Capitulo 3).
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-Diferenciacion genética vs. morfologica entre poblaciones
Los valores de los indices Fst y Rst entre poblaciones basados en microsatélites fueron
elevados (0.49-0.60) sin importar si se consider0 las de cada subcontinente por separado o
juntas, lo que indica marcada diferenciacion genética entre poblaciones en cuanto a los
datos de microsatélites. No obstante, la diferenciacion genética fue baja cuando se
compararon Sudamérica vs. Norteamérica como grupos en sentido amplio (Fst=0.02,
Rst=0.07; Cuadro 4.5). Algunos valores de Qst de caracteres morfoldgicos superaron los
valores de Fst y Rst (quedaron fuera del intervalo de confianza del 95%; 6 de 16
comparaciones si consideramos los 4 caracteres morfoldgicos x las 4 formas de agrupar las
poblaciones; Cuadro 4.5), lo que sefiala que la variacion entre poblaciones en dichos
caracteres morfoldgicos supera a la encontrada en marcadores neutrales (microsatélites).
Por otra parte, para la mayoria de las comparaciones (10 de 16), los valores de Qst de los
caracteres morfologicos y sus intervalos de confianza incluyeron a los valores de Fst y Rst,

lo que indica ausencia de seleccion en dichos caracteres (Cuadro 4.5).

-Historia de las poblaciones
Los valores del estadistico D de Tajima obtenidos en la prueba de neutralidad mostraron
valores no significativamente diferentes a 0, es decir estabilidad de los tamafios
poblacionales en tiempos recientes. No obstante, para ITS1-5.8S-ITS2 se obtuvo un valor
negativo marginalmente significativo en Sudamérica, lo que podria indicar cierto grado de

expansion poblacional reciente alli (Cuadro 4.6).
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Cuadro 4.5. Valores de los indices Fst y Rst obtenidos sobre los datos de microsatélites usando
GENALEX 6.503, y valores de Qst (con su intervalo de confianza del 95%) obtenidos para distintos
caracteres morfoldgicos medidos en plantas de las poblaciones establecidas en jardin comun
(descripto en Capitulo 3), usando el paquete Pstat en R. Valores de Qst en negritas indican
diferencias significativas respecto de la divergencia genética medida mediante microsatélites (Fst y
Rst) y por lo tanto muestran el efecto de la seleccion natural para dichos caracteres cuantitativos.

Agrupamiento Fst Rst Qst Qst Qst Qst
(nro. (nro. (altura (altura

inflorescencias) | macollos) | inflorescencias) follaje)

Dos poblaciones | 0.02 | 0.07 0.92 0.72 0.93 0.45

en sentido (0.82-0.96) (0.04-0.91) (0.81-0.97) (0.01-0.86)

amplio (NA vs.

SA)

Todas las 0.50 | 0.56 0.71 0.41 0.61 0.60

poblaciones (0.68-0.85) (0.40-0.72) (0.58-0.81) (0.57-0.81)

juntas (las de

NAy SA)

Solo las 051 | 0.54 0.71 0.47 0.37 0.55

poblaciones de (0.67-0.86) (0.41-0.77) (0.34-0.75) (0.51-0.81)

SA

Sélo las 0.49 | 0.60 0.11 0.23 0.56 0.66

poblaciones de (0.08-0.67) (0.18-0.71) (0.42-0.83) (0.55-0.86)

NA

Cuadro 4.6. Valores del indice D de Tajima para cada secuencia (rpl32-trnL, ITS1-5.85-1TS2) y
subcontinente (Norteamérica, Sudamérica), obtenidos en la prueba de neutralidad (programa
ARLEQUIN 3.5.2.2).

Subcontinente rpl32-trnL ITS1-5.85-1TS2
Norteamérica 1.34 0.0 -sin polimorfismos-
Sudamérica -0.89 -1.53%)

Valor de P = 0.056 &)

De los seis escenarios evaluados [vicarianza (Escenarios 1 y 6) y dispersion con
(Escenarios 2 y 3) y sin cuello de botella en el arribo al ‘nuevo’ subcontinente (Escenarios
4 y 5) (Figura 4.4)], los resultados de DIYABC mostraron como mas probable a los
Escenarios 4 (en rpl32-trnL), 1 (ITS1-5.85-1TS2) y 6 (microsatélites). Para estos escenarios

mas probables, los tiempos estimados de divergencia entre las poblaciones de Sudamérica y
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Norteamérica fueron de 3330, 2240 y 462 generaciones, respectivamente (Figura 4.4 y
Cuadro 7.7 en Apéndice). La mayoria de los parametros estimados en los escenarios mas
probables presentaron niveles de error aceptables (14 de 16 parametros con valores de

RMAE no superior a 0.3; ver Cuadro 7.7).

-Habitats adecuados en el pasado
En ambos programas de modelado (MAXENT y BIOCLIM) se obtuvo similar distribucion
potencial para T. crinita en el presente, con extensas areas adecuadas para la especie tanto
en Norteamérica como en Sudamérica (Figura 4.5). Sin embargo, ambos estimaron una
menor (BIOCLIM) o nula (MAXENT) area adecuada para la especie en Norteamérica para
el Holoceno Medio, y especialmente durante el Ultimo Maximo Glacial; no asi en
Sudamérica, donde ambos programas estimaron para dichos momentos una amplia

disponibilidad de sitios con condiciones adecuadas para la especie (Figura 4.5).
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Escenario 1 Escenario 2
- 54 - SA
= NA = NA
- ANA = 1 - MAL = 11
IT51-5.85-IT52
Probe= 0,67
SA = T900
MNA = 4000
t1 = 2040 - i
=0 =0
& 54 A SA
Escenano 3 Escanario 4
- SAb - G4
- 5A - N
- M = i =
rpl32-trnL
Prob.= 0.25
SA = 37500
MA = 52700
-+ i 11 = 3330
=0 = 0
54 U SA MA
Escanarnio 5 Escenario B
- G - S
= A - MA
- i1 - P = 11
Microsatelites
Prob.= 0.38
SA = 48700
My = JE800
PA = 986
11 = 462
= 0 =0
A SA MA SA

Figura 4.4. Esquema de los seis escenarios evaluados en DIYABC. Para los escenarios
seleccionados (Escenario 1 en ITS1-5.8S-1TS2, Escenario 4 en rpl32-trnL, Escenario 6 en
microsatélites) se muestran los valores de probabilidad respecto del total de los seis escenarios
evaluados, y los valores de mediana estimada para los distintos parametros de interés: tamarfio
poblacional efectivo actual en Sudamérica (SA), tamafio poblacional efectivo actual en
Norteamérica (NA), tamafio poblacional efectivo de la poblacién ancestral (PA), tiempo de
divergencia entre las poblaciones de Sudamérica y Norteamérica, en cantidad de generaciones (t1).
El eje vertical representa el tiempo en cantidad de generaciones (0 es el momento de muestreo de
las poblaciones evaluadas). Ademas, otros pardmetros considerados en el resto de los escenarios
fueron: tamafio poblacional efectivo de la poblacion de Sudamérica (SAb) y Norteamérica (NAb)
luego de ‘cuello de botella’, y tiempo hasta el cual se prolongd el ‘cuello de botella’, estimado en
cantidad de generaciones (tb).
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Figura 4.5. Habitats potenciales de la especie Trichloris crinita en el presente y el pasado
(Holoceno Medio, -6000 afios atrés; y Ultimo Méaximo Glacial, -21000 afios atras; escala de colores
en los mapas: rojo, sitios con alta adecuacion; rosa, adecuacion media; rosa claro, adecuacion baja;
gris, no adecuado), modelados con los programas MAXENT y BIOCLIM, en cada subcontinente
por separado (Norteamérica, paneles de arriba; Sudamérica, paneles en la proxima pagina). Los
modelos fueron calibrados en base a las caracteristicas climaticas presentes de los sitios habitados
por la especie en la actualidad, y luego proyectados segun las caracteristicas climaticas estimadas
para el Holoceno Medio y el Ultimo Maximo Glacial. Las coordenadas de presencia de la especie
en tiempos actuales fueron obtenidas de la base de datos GBIF, mientras que los datos climéticos de
las distintas épocas fueron obtenidos de la base de datos WorldClim 1.4 (www.worldclim.com).
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4.4. Discusion

Las predicciones planteadas se cumplieron en forma parcial. Respecto de la prediccion 3.a,
si bien hubo diferenciacion significativa entre poblaciones de Sudamérica y Norteamérica
en base a marcadores neutrales, ésta fue de baja magnitud, detectandose con el uso de los
microsatélites pero no de las secuencias (Cuadros 4.3 y 4.4). Contrastando con lo que se
esperaba en funcion del aislamiento geografico existente entre poblaciones de ambos
subcontinentes, la diferenciacion entre subcontinentes fue menor que la diferenciacion
dentro de cada uno de ellos (Cuadros 4.3 y 4.4). Incluso, no se encontrd variacion entre ni
dentro de los subcontinentes en el nivel de ploidia de las poblaciones de T. crinita
evaluadas (Cuadro 4.1), algo que no concuerda con lo predicho pero que tampoco puede
considerarse llamativo dado que s6lo un 12-13% de las especies de plantas angiospermas
presentan variacion intraespecifica en su ploidia (Wood et al. 2009). Analizando dentro de
cada subcontinente, en Norteamérica se encontré6 una creciente diferenciacion genética
entre poblaciones a medida que aumenta la distancia geografica, no asi en Sudamérica
(Figura 4.1). Por su parte, el modelado de los habitats potenciales para la especie en el
Ultimo Maximo Glacial sugiri6 para Norteamérica la ausencia de sitios propicios
(MAXENT) o bien una mucho menor disponibilidad de los mismos (BIOCLIM) respecto
de la actualidad (Figura 4.5). En cambio, para Sudamérica, los habitas potenciales
modelados para la especie durante el Ultimo Méaximo Glacial no presentaron una reduccion
en su extension, mostrando inclusive un patron de mayor dispersion a través del
subcontinente que en la actualidad (Figura 4.5). Consistentemente con la prediccion 3.b, se

encontré que la seleccion natural parece haber influenciado de modo diferente a las
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poblaciones de Sudamérica y Norteamérica. En las primeras, la produccion de
inflorescencias -y por ende de semillas- mostro evidencia de ser moldeada por la seleccion
natural (Qst > Fst y Rst); mientras que en las segundas, no se observd influencia de la

seleccidn natural en ninguna de las variables evaluadas (Cuadro 4.5).

Los resultados sugieren que las caracteristicas morfoldgicas de T. crinita han sido
modeladas diferencialmente en cada subcontinente, posiblemente como resultado de
respuestas adaptativas y de base genética a distintas condiciones ambientales e historias
biogeogréaficas. Las especies de regiones aridas y semiaridas con distribucion disyunta
anfitropical se encuentran en general desplazadas en Sudamérica hacia areas relativamente
mas frias que en Norteamérica, posiblemente como resultado de la competencia que ejercen
en Sudamérica las comunidades dominadas por arboles que cubren el 60% del territorio
(mientras que en Norteamérica solo cubren el 15%; Capitulo 2, Quiroga et al. 2021).
Ademas, dentro de cada subcontinente, una permanencia mas prolongada en Sudamérica
(Figura 4.5), posiblemente habria dado lugar a una mas alta divergencia adaptativa que en

Norteamérica (Capitulo 3).

Entre los escenarios seleccionados por el analisis de inferencia bayesiana (DIYABC), el
Escenario 4 de dispersion (para rpl32-trnL) sefiala que las poblaciones de Norteamérica se
separaron a partir de las de Sudamérica hace ca. 3300 generaciones, mientras que los
Escenarios 1 (ITS1-5.85-1TS2) y 6 (microsatélites) sefialan que las poblaciones disyuntas
actuales divergieron por vicarianza de una poblacion ancestral entre ca. 2200 y ca. 500
generaciones atras, respectivamente (Figura 4.4). Trabajos previos sobre otros géneros y

especies de plantas disyuntas anfitropicales americanas coincidieron en sefialar que dichas
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disyunciones se habrian originado en los ultimos 8 millones de afios (i.e. desde el Mioceno
Tardio, y con mayor frecuencia en el Cuaternario), a traveés de eventos de dispersion a larga
distancia de un subcontinente a otro; esto incluy6 casos donde el subcontinente de origen
habria sido Sudamérica y casos donde habria sido Norteamérica (Raven 1963, Peterson y
Columbus 1997, Peterson y Morrone 1997, Wen y Ickert-Bond 2009, Amarilla et al. 2015).
Aqui se encontré sustento parcial tanto a favor de la dispersion de Sudamérica a
Norteamérica (Escenario 4), como de un proceso de vicarianza (Escenarios 1 y 6); por lo
tanto, nuestros resultados respecto al modo y origen de la divergencia de T. crinita no son
concluyentes. Si encontramos cierta consistencia en el momento de la divergencia entre
poblaciones de Sudamérica y Norteamérica, pero para convertir los tiempos estimados de
nimero de generaciones a afios, es necesario conocer el tiempo generacional promedio de
la especie. Si bien no hay trabajos que hayan determinado directamente el tiempo promedio
entre generaciones en T. crinita, a los fines de este capitulo se estimo6 un valor promedio de
6 afios en base a dos lineas de razonamiento. En la primera consideramos: i) una
observacién personal del tiempo de sobrevivencia de plantas de T. crinita en jardin comdn
(~15 afios); ii) datos publicados sobre el tiempo que sobreviven otras gramineas en
ambientes aridos y semiaridos (~14 afios, Canfield 1957; ~7 afios, West et al. 1979); iii)
estimacion en base a (i y ii) de un tiempo promedio de supervivencia de 12 afos
[(15+14+7)/3]; iv) sabiendo que las gramineas en general pueden dejar descendencia del
primer hasta el Gltimo afio de vida, entonces se puede estimar el tiempo promedio entre
generaciones siguiendo la formula de Charlesworth (1994) que divide la edad reproductiva
promedio (6 afios) por la cantidad de descendencia promedio (~1, asumiendo poblaciones
relativamente estables). Por su parte, en la segunda linea de razonamiento consideramos

que en general el reclutamiento de individuos en regiones aridas y semiaridas ocurre en
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afios lluviosos (Holmgren y Scheffer 2001). Entonces se calculd, a partir de trabajos
publicados para regiones aridas y semidridas, la frecuencia de: afios lluviosos y afios con
condiciones ‘El Nifio’ (asociado a mayores precipitaciones en regiones habitadas por T.
crinita en Sudamérica y Norteamérica, Holmgren et al 2001), encontrandose una
recurrencia promedio de un afio favorable para el reclutamiento de cada 6 (Gray 1984,
Quiroga et al. 2009¢, Woodhouse et al. 2010, Machado et al. 2011). Asi, estas estimaciones
sugieren que el tiempo de divergencia entre poblaciones de Sudamérica y Norteamérica
habria ocurrido hace entre ca. 3000 (Escenario 6) y ca. 20000 afios (Escenario 4), es decir
entre el Ultimo Maximo Glacial y el Holoceno Tardio. La estimacion de una divergencia
reciente en tiempos geoldgicos-evolutivos, es consistente tanto con la relativamente baja
diferenciacion encontrada entre Sudamérica y Norteamérica en cuanto a los marcadores
moleculares evaluados (Cuadro 4.3), como con el modelado de los habitats adecuados para
especie en el pasado (Figura 4.5). Las oscilaciones climaticas desde el Plioceno (Gltimos ~5
millones de afios) en Norteamérica y Sudamérica representaron importantes fuerzas de
cambio para la distribucion de géneros, especies y poblaciones en ambos subcontinentes; de
hecho, Amarilla et al. (2015) demostraron que el género actualmente disyunto Munroa
(Poaceae) que presenta diferentes especies en regiones aridas y semiaridas de ambos
subcontinentes, atravesé cambios distribucionales y de especiacién durante el mismo lapso.
En ese sentido, que aqui se haya inferido una divergencia reciente entre poblaciones de T.
crinita de Sudamérica y Norteamérica, no quita la posibilidad de que en ciclos climaticos
anteriores (i.e. glaciaciones e interglaciaciones) no puedan haber ocurrido otros eventos de
separacion y conjuncion, por ejemplo por dispersion a distancia o desplazamientos
latitudinales y altitudinales de las poblaciones en ambos subcontinentes (Jackson y

Overpeck 2000, Hewitt 2011). La clasificacion de los individuos de las distintas
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poblaciones obtenida con el software STRUCTURE es consistente con esta posibilidad, ya
que sugiere la existencia de 2 6 4 grupos genéticos afines (Figura 4.3) y un considerable
grado de mezcla (admixture), i.e. cada grupo posee representantes de ambos
subcontinentes. Los resultados son consistentes con que T. crinita posee un acervo genético
comun con baja divergencia entre subcontinentes ya que el tiempo transcurrido desde la
disyunciéon habria posibilitado solamente la acumulacion de un nimero reducido de

mutaciones con diferentes alelos privados en cada subcontinente (Cuadro 4.2).

Dentro de cada subcontinente, el resultado de una amplia diferenciacion entre poblaciones
es consistente con lo esperado para la especie segin su modo de reproduccion (autogamia),
su amplia distribucion (Loveless y Hamrick 1984), forma de vida herbacea, y area climética
de distribucion subtropical (Gamba y Muchhala 2020). Sin embargo, la disyuncién
geografica que presenta la especie no es acompafiada por una diferenciacion genética de
magnitud semejante entre subcontinentes. En este sentido, Loveless y Hamrick (1984)
encontraron que el rango geografico de las especies es en general un predictor pobre de la
estructura genética, y que en conjunto otros factores de la ecologia de las especies -como
los recién mencionados- pueden interactuar de forma compleja moldeando los patrones
genéticos. Sumado a ello, estos autores también sefialaron que los procesos historicos de las
especies jugarian un rol muy importante. Consistentemente, el resultado de una divergencia
demasiado reciente entre poblaciones de T. crinita de Sudamérica y Norteamérica podria
pensarse como una de las principales causas de la escasa estructuracion genética entre

subcontinentes.
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No se detectaron cuellos de botella genéticos en las poblaciones de Sudamérica y
Norteamérica luego de su divergencia, segun los andlisis de inferencia bayesiana (Figura
4.4). Por su parte, el test de neutralidad reflejo valores no significativamente distintos de 0
del D de Tajima, reflejando cierta estabilidad de los tamafios poblacionales en tiempos
recientes, aunque se observo una tendencia a valores negativos para Sudamérica (indicador
de expansion) (Cuadro 4.6). Consistente con esta tendencia, observaciones realizadas in situ
sobre las poblaciones al momento de la colecta de semilla para esta tesis evidenciaron
diferencias entre las poblaciones de ambos subcontinentes, dado que en general las
poblaciones de Norteamérica mostraban menor tamafio, eran menos frecuentes y estaban
méas aisladas que las de Sudamérica. Estas caracteristicas de las poblaciones de
Norteamérica se ven reflejadas también en el ajuste significativo al modelo de aislamiento
por distancia analizado mediante el test de Mantel en base a microsatélites (Figura 4.1) que

indicaria un menor flujo génico a medida que las poblaciones se encuentran mas distantes.

El coeficiente de endogamia estimado mediante microsatélites present6d valores negativos
(i.e. exceso de heterocigosis) en casi todos los casos evaluados: 10 de 11 poblaciones de
Sudamérica, y 6 de 7 de Norteamérica (Cuadro 4.2). Una causa posible de estos valores
podria ser la ocurrencia de cuellos de botella evolutivos, que reducen el nimero medio de
alelos por locus, y se produce principalmente porque la deriva genética aleatoria elimina
muchos alelos de baja frecuencia, haciendo que la diversidad alélica (asociada a la
heterocigosis esperada) se reduzca mas rapido que la heterocigosis observada. Por su parte,
los resultados obtenidos en el test de neutralidad sobre las secuencias de ADN no fueron
del todo consistentes con esta explicacion, ya que las poblaciones de Sudamérica mostraron

una leve sefial de expansion poblacional; sin embargo, para hacer un analisis mas robusto



107

quizas haria falta evaluar otras secuencias para un mayor numero de marcadores y de
muestras. Por otro lado, la elevada heterocigosis observada podria deberse a los efectos de
la seleccion natural. Si bien los microsatélites son marcadores neutrales, la accion de la
seleccidn sobre loci cercanos en los cromosomas podria resultar en un ‘barrido’ selectivo,
aumentando la frecuencia de ciertos genotipos (Nielsen et al. 2006). Otra explicacion
podria basarse en lo descripto por Loveless y Hamrick (1984), quienes sefialaron que las
especies autdgamas (como T. crinita) en general presentan una reducida heterocigosis
observada y baja diversidad intra-familiar, pero que la diversidad entre familias dentro de
una poblacion es en general alta. Por ende, es probable que cuando se realizo la colecta de
las poblaciones de T. crinita en los distintos sitios de origen, se hayan muestreado plantas
correspondientes a distintas familias (i.e. plantas hijas de distintas madres), lo que también
podria explicar la relativamente elevada heterocigosis observada y coeficientes de

endogamia negativos.

El modelado de los habitats adecuados para la especie en el pasado mostr6 que, a diferencia
de Sudamérica, Norteamérica no tenia (MAXENT) o tenia pocos (BIOCLIM) ambientes
con condiciones climaticas similares a las que actualmente habita la especie en cada
subcontinente (Figura 4.5). Diversos autores mostraron que el descenso de temperatura en
el Ultimo Méaximo Glacial fue mas significativo en Norteamérica que en Sudamérica (Otto-
Bliesner et al. 2006, Schneider von Deimling et al. 2006, Ehlers y Gibbard 2007). Ello
podria llegar a explicar una disyuncion relativamente reciente -i.e. posterior al Ultimo
Méaximo Glacial- tal como lo sugieren nuestros andlisis de inferencia bayesiana (Figura
4.4). En este sentido, los datos de las variables climéticas usadas en el modelado mostraron

que los sitios que actualmente tienen presencia de T. crinita en Norteamérica eran en
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promedio 6°C y 1°C mas frios (temperatura media anual) durante el Ultimo Maximo
Glacial y Holoceno Medio que en el presente; mientras que en Sudamérica eran
respectivamente sélo 3°C y 0.5°C mas frios que en la actualidad. Por su parte, las
precipitaciones en cada subcontinente no tuvieron gran variacion durante estos periodos,
aunque se mantuvieron en niveles mas restrictivos para la especie en Norteamérica que en
Sudamérica (Cuadro 7.8, Apéndice). Se sabe que algunas especies adaptadas a ambientes
aridos y semiaridos calidos de Norteamérica migraron latitudinalmente durante esos lapsos
frios, mientras que otras, favorecidas por la orografia de la region, pudieron persistir en
‘refugios’ con condiciones ambientales favorables (Brown y Makings 2014, Sanchez-del
Pino 2020). Dicho contexto es consistente con la modelada baja disponibilidad de

ambientes propicios para T. crinita en Norteamérica en el pasado (Figura 4.5).
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Capitulo 5

Siembra de poblaciones de Trichloris crinita puras y en mezclas,

en dos sitios del Chaco Arido con diferentes condiciones de precipitacion

5.1. Introduccién

Las regiones aridas y semiaridas son altamente susceptibles a la degradacion, que puede ser
causada por diferentes factores de origen humano o natural (Reynolds et al. 2007). En
algunos casos las comunidades vegetales degradadas pueden recuperarse si las condiciones
que las llevaron a ese punto se revierten. Pero, en otros casos, la falta de plantas que
produzcan propagulos y la ausencia de un banco de semillas en el suelo pueden determinar
un muy bajo potencial de autorregeneracion (Stampfli y Zeiter 1999; Seabloom y van der
Valk 2003, Young et al. 2005, Evans et al. 2022). La limitacion en la disponibilidad de
semillas es un fendmeno frecuente en comunidades vegetales (Turnbull et al. 2000). La
siembra de propagulos de las especies deseadas puede revertir esa limitante y ser una
manera de acelerar la recuperacion de la vegetacion (Palmer et al. 1997, Young et al. 2005).
Es la estrategia de restauracion ecoldgica mas ampliamente usada (Merritt y Dixon 2011),
quizas debido a que es una accion directa para recomponer comunidades que es posible de
realizar en areas relativamente extensas (Kildisheva et al. 2016). Sin embargo, aunque
difundida, la siembra para restauracion es en general una practica costosa y propensa a
fallar (Epanchin-Niell et al. 2009), en especial en regiones aridas y semiaridas que

presentan precipitaciones bajas y muy variables (James et al. 2011, Larson et al. 2015). Por
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ende, es necesario investigar estrategias de restauracion que reduzcan el riesgo de fallas en

la implantacion de las especies deseables.

La restauracion ecoldgica se define como el proceso de “ayudar al restablecimiento de un
ecosistema que fue degradado, dafiado o destruido para favorecer su recuperacion,
integridad y sustentabilidad” (Gann et al. 2019). En nuestro pais, en los Gltimos afios se
viene prestando cada vez mas atencion a este tema, e incluso se ha conformado la Red de
Restauracion Ecologica de la Argentina (REA), una iniciativa que amalgama a
investigadores y aplicadores de practicas de restauracion ecoldgica (Zuleta et al. 2015,
Pérez et al. 2018). Sin embargo, comparativamente con otras regiones del mundo, la
informacién disponible sobre trabajos de restauracion ecoldgica en Sudamérica es aun

relativamente escasa (Shackelford et al. 2021).

Un aspecto relevante para la restauracion ecologica es la fuente del material vegetal a
utilizar (Nevill et al. 2018). En sus principios, los esfuerzos de revegetacion se realizaban
sin demasiado cuidado de qué especies o0 poblaciones se usaba, lo que en ocasiones llevo a
que se introdujeran especies que luego resultaban invasoras, 0 nocivas para el ambiente de
otros modos (Smith 2010). Con el tiempo, se reconocid la importancia de utilizar especies
nativas y, mas tarde, de restaurar usando poblaciones locales de esas especies (Jones 2003,
McKay et al. 2005, Smith 2010). Actualmente, ademéas se debate si el solo uso de
poblaciones locales es suficiente para restaurar ambientes que han sido profundamente
modificados por el uso antropico, donde las mismas poblaciones locales pueden estar
restringidas en su potencial evolutivo (Broadhurst et al. 2008, Jones y Monaco 2009, Breed

et al. 2013, Kettenrning et al. 2014). Asimismo, hay incertidumbre sobre si las variantes
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genéticas locales estan adaptadas a largo plazo segin los escenarios previstos de cambio
climatico (Breed et al. 2013, Marinoni et al. 2021). Més recientemente, se han propuesto
distintas estrategias de uso de materiales genéticos para su uso en trabajos de restauracion;
por ejemplo, mezclas para enriquecer la variabilidad genética y el potencial adaptativo, o
uso de materiales de ambientes actualmente mas calidos como prevision ante cambios
climaticos esperados en el area a restaurar (Prober et al. 2015, Bucharova et al. 2019). Por
otro lado, aun faltan estudios que conecten estas recientes recomendaciones del ambito de
la restauracion y la ecologia-genética de poblaciones, con los conocimientos obtenidos en
las Ultimas décadas sobre el efecto de la biodiversidad sobre el funcionamiento de los
ecosistemas (p.ej. estabilidad, productividad; Tilman y Downing 1994, Loreau y Hector

2001, Hooper et al. 2005, Tilman et al. 2014).

La recuperacion de comunidades vegetales degradadas puede ser inhibida por diversos
factores, ya sean abidticos (p.ej. sequia, salinidad de suelo) o bidticos (competencia de
especies exoticas, ausencia de simbiontes o especies facilitadoras, sobrepastoreo)
(DiVittorio et al. 2007, James et al. 2013b). Ademas, debe tenerse en cuenta que los
requerimientos ambientales son mucho mas restrictivos durante las fases de germinacion,
emergencia y establecimiento —i.e. nicho de regeneracion mas estrecho- que para plantas
adultas (Call y Roundy 1991, Peters 2000, Hardegree et al. 2003, James et al. 2011). Se ha
sefialado que distintos tipos de estrés (aridez, salinidad o baja disponibilidad de nutrientes
en suelo) seleccionan adaptaciones en comun para las plantas (Chapin 1980). Por su parte,
se sabe que la aridez y el pastoreo constituyen presiones de seleccion que convergen en
determinar simultaneamente tanto mayor resistencia a sequia como al pastoreo

(Coughenour 1985, Milchunas et al. 1988). Las adaptaciones sefialadas incluyen la



112

resistencia fisica y quimica (‘defensas’), asignacion de recursos a reservas, baja altura de
planta y alta relacion raiz:vastago, etc. (Coughenour 1985, Milchunas et al. 1988, Chapin et
al. 1993). Una experiencia previa en la especie motivo de esta tesis, en la que se sometieron
plantas adultas a tratamientos de defoliacion y sequia, encontré evidencia a favor de la
convergencia adaptativa a causa de la aridez y pastoreo (Quiroga 2009b, Quiroga et al.,
2010). Sin embargo, no se encontraron trabajos que hayan evaluado la existencia de
adaptaciones convergentes en los primeros estadios de las plantas (i.e. semilla, plantula,
juvenil). Dado que las fuerzas selectivas acttan ‘favoreciendo’ los genotipos que muestran
el mayor ajuste ecoldgico (Lewontin 1970, Endler 1986), es de esperar que las plantas
nativas hayan desarrollado para los ambientes que habitan estrategias adaptativas, que les
resulten utiles en los distintos estadios de vida. Pero, ¢son las adaptaciones que
evolucionaron en sistemas naturales adecuadas para sobrevivir en ambientes modificados
por el hombre 0 en ambientes que cambian su clima a ritmos sin precedentes? (Chapin et al.
1993). Una manera de responder esta pregunta es investigar la variabilidad de adaptaciones
y respuestas que presentan las especies, y las poblaciones dentro de las especies,
considerando que éstas han atravesado procesos de seleccion natural diferencial en sitios

con condiciones ambientales contrastantes (Endler 1986).

En la region del Chaco Arido, ubicada en el noroeste de la Argentina, la ganaderia de cria
bovina y caprina es la actividad agropecuaria méas difundida, e involucra a unos diez mil
productores (Diez et al. 1991; Blanco et al. 2005). La dieta del ganado se basa casi
exclusivamente en los recursos forrajeros de la vegetacion nativa (Anderson et al. 1980).
Actualmente, la productividad forrajera de estos ambientes se encuentra por debajo de su

potencial debido al deterioro de la vegetacion a causa del sobrepastoreo (Biurrun 1988),
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que afecta en especial a las gramineas nativas (Anderson et al. 1980). A pesar de la
relevancia productiva y ecologica del problema, y de que existen experiencias de
restauracion con plantas nativas (por ejemplo: Passera et al. 1992, Quiroga et al. 20093,
Pérez et al. 2018), faltan estudios que evallen los resultados e implicancias que puede

tener usar distintas fuentes de semilla o poblaciones de una especie.

Se plantea como objetivo (objetivo especifico 4) investigar la capacidad de
establecimiento a campo, en sitios con diferente precipitacion, de 11 poblaciones de T.
crinita del centro-norte de Argentina, originarias de ambientes contrastantes (diferente
aridez, salinidad de suelo y presion de pastoreo), tanto sembradas de manera individual
como en mezclas. La hipotesis (hipotesis 4) es que las condiciones de estrés de los sitios
de origen de las poblaciones dieron lugar a adaptaciones que favorecen el establecimiento
de las plantas ante condiciones de sequia. Las predicciones asociadas son: (4.a) A mayor
nivel de estrés ambiental en los sitios de origen de las poblaciones (aridez, salinidad,
presion de pastoreo), menos afectado es su establecimiento por la escasez de agua. (4.b)
La siembra de mezclas de poblaciones presenta mayor estabilidad en el establecimiento

de la especie, en comparacion con la siembra de poblaciones puras.

5.2. Materiales y métodos

Las poblaciones de 11 procedencias del centro-norte de Argentina, originarias de sitios con
diferente precipitacion anual, salinidad de suelo y presion de pastoreo (Cuadro 5.1; las
mismas que se evaluaron en Capitulo 3), se implantaron en dos sitios que presentaron

diferente precipitacion el afio de su siembra (202 mm en Catamarca, temporada 2012-2013;
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561 mm en La Rioja, 2013-2014; Figura 5.1), lo que se aprovechd para investigar la
respuesta a la sequia durante el establecimiento. La siembra se hizo en sitios previamente
desmontados y rastrados, sin plantas de T. crinita preexistentes. En cada sitio se evaluaron
en total 16 tratamientos de siembra, dispuestos en 3 bloques completos aleatorizados
(tamafio de parcelas: 1 m? en Catamarca, 0.75 m? en La Rioja). Los tratamientos
consistieron en la siembra de las 11 poblaciones de T. crinita ‘puras’, siembra de 3 tipos de
‘mezclas’ (mezcla de las 11 poblaciones, mezcla de las 6 poblaciones mas diferentes
morfolégicamente y genéticamente, y mezcla de las 5 poblaciones menos diferentes
morfolégicamente y genéticamente) (Cuadro 5.2). Los dos tratamientos restantes
correspondieron al ‘testigo’ sin siembra (para estimar la posible emergencia de plantulas a
partir del banco de semillas del suelo o por volado de semilla de parcelas vecinas) y la
siembra de una pastura perenne exotica de conocida alta capacidad de establecimiento en la
region (Cenchrus ciliaris cv. Texas 4464). En todos los tratamientos, la densidad de
siembra fue de 500 semillas por m?, salvo en el testigo en el que no se sembré nada. Las
semillas de T. crinita empleadas se cosecharon un afio antes de cada siembra en respectivos
jardines comunes en Catamarca y La Rioja donde las poblaciones se encontraban
previamente implantadas (Quiroga et al. 2015). Se midié el peso (s6lo en la semilla de
Catamarca) y poder germinativo (para ambos sitios) de la semilla de T. crinita empleada en
las siembras (Figura 7.7, Apéndice). La semilla de C. ciliaris fue obtenida de un lote
semillero existente en INTA EEA La Rioja (Namur P. R., comunicacion personal). Luego
de la aplicacion de los tratamientos de siembra, se midié la densidad de plantas y cobertura
aérea en cuatro fechas: a 20 dias de la siembra (fecha 1), fin del primer ciclo de crecimiento

(fecha 2), e inicio y fin del segundo ciclo de crecimiento (fechas 3 y 4, respectivamente).
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Cuadro 5.1. Procedencia (coordenadas, Provincia) y denominacion de las 11 poblaciones argentinas
de T. crinita. Para cada una se muestran los valores de indice de aridez (=PMA/[TMA+10], segun
De Martonne 1926, menores valores representan mayor aridez, los valores entre 10 — 20
corresponden a climas semiaridos) y caracteristicas de presion de pastoreo y salinidad de suelo de
sus sitios de origen.

Poblacion Latitud Longitud Provincia Inadrli((::iije P,ﬁ:'tg?ege Suelo salino
Chamical * -30.51 -66.14 La Rioja 14.5 -x* -
Colpes -28.06 -66.22 Catamarca 12.9 - No
El Tipan -28.99 -65.76 Catamarca 12.7 - No
HC -29.96 -63.48 Coérdoba 18.4 Alta -
HL -29.89 -64.46 Cordoba 18.5 Baja -
Recreo -29.31 -65.14 Catamarca 14.5 - No
Recreo Salinas -29.52 -64.97 Catamarca 15.1 - Si
San Martin -29.21 -65.77 Catamarca 14.9 - Si
Salinas Grandes  -30.60 -65.60 Catamarca 12.6 - Si
SC -31.40 -66.77 La Rioja 12.6 Alta -
SL -31.52 -66.81 La Rioja 121 Baja -

* La poblacion ‘Chamical’ se registr6 en como cultivar (cv. Chamical-INTA) en el Instituto
Nacional de Semillas (INASE). **El guion (-) indica caracteristica no cuantificada/desconocida
para el sitio de coleccion (origen).

Los datos se sometieron a andlisis de modelos mixtos con medidas repetidas en el tiempo,
evaluando el efecto de los distintos tratamientos, sitios de siembra, el tiempo y las
correspondientes interacciones (programa estadistico SAS, SAS Institute 1995; a=0.05). La
significancia de la interaccion ‘tratamiento x sitio de siembra’ se tomé como indicio de la
respuesta diferencial de los tratamientos (poblaciones de T. crinita puras, o en mezclas, C.
ciliaris) a la sequia durante el establecimiento (Catamarca = afio de siembra seco, La Rioja
= afio de siembra lluvioso; Figura 5.1). El efecto sobre la capacidad de establecimiento de
las condiciones de salinidad de suelo y presion de pastoreo de los sitios de origen de las
poblaciones se evalu6 mediante comparaciones de medias (DMS de Fisher; 0=0.05). Para
el andlisis de modelos mixtos los datos fueron transformados mediante In(x+1) para

mejorar su distribucion normal; sin embargo, en los resultados se presentan los datos sin
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transformar para facilitar su interpretacion. Para cada sitio y fecha de siembra se estimo la
estabilidad de los tratamientos de siembra de las poblaciones puras de T. crinita y la
estabilidad de las mezclas de poblaciones, tanto con los valores de densidad de plantas
como de cobertura aérea. La estabilidad se calculé como el cociente entre el promedio y el
desvio estandar (Lehman y Tilman 2000, Isbell et al. 2009) de ambos tipos de tratamientos
(11 poblaciones puras vs. 3 mezclas de poblaciones). Con el objetivo de tener un parametro
para la comparacion probabilistica del indice de estabilidad obtenido de los 3 tratamientos
de mezcla, se determind la distribucion del indice de estabilidad para los tratamientos de
siembra de poblaciones puras calculando todas las combinaciones posibles de poblaciones
de a 3 sin repeticion (990 combinaciones). Se consider6 que la mezcla de poblaciones tuvo
un efecto ‘estabilizador’ o bien ‘desestabilizador’ del resultado de la siembra, cuando el
indice de estabilidad fue mayor o menor que los percentiles del 90% - 10%
(respectivamente) de la distribucién obtenida para las poblaciones puras. Ademas, para
cada tratamiento y fecha de muestreo se calculé entre sitios de siembra (considerando tanto
la densidad de plantas como la cobertura aérea) un indice de adaptacion a la sequia (i.e.
‘establecimiento en Catamarca con bajas precipitaciones en afio de siembra’ /
‘establecimiento en La Rioja con altas precipitaciones el aio de siembra’), y se compar6 los
valores de adaptacion a sequia de los tratamientos de siembra de poblaciones puras con las
mezclas mediante la prueba t. Finalmente, se evalud la relacion entre las variables medidas
en los ensayos, el indice de adaptacion a sequia, y las condiciones ambientales (variables

bioclimaticas relevantes tomadas de www.worldclim.org) de los sitios de origen de las

poblaciones mediante analisis de correlacion (programa INFOSTAT).


http://www.worldclim.org/
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Cuadro 5.2. Distancias morfoldgicas y genéticas entre pares de poblaciones que compusieron las
tres mezclas evaluadas en las siembras de este Capitulo. Los valores representan el promedio de
todas las distancias entre pares de poblaciones en cada mezcla. La distancia Euclidea entre
poblaciones se obtuvo mediante andlisis de componentes principales usando cuatro variables
morfol6gicas medidas en jardin comdn con poblaciones en 2011 (Quiroga 2011). Los valores de Fst
(una medida de distancia genética) entre pares de poblaciones se obtuvieron del andlisis de tres
microsatélites, descripto en Capitulo 4.

Mezcla Poblaciones incluidas Distancia Fst promedio
Euclidea segln
promedio en microsatélites
caracteres
morfoldgicos
Todas las poblaciones 11 poblaciones: 2.6 ab* 0.42 ab
(MT) Chamical, Colpes, El Tipan, HC, HL,
Recreo, Recreo Salinas, Salinas
Grandes, San Martin, SC, SL
Poblaciones mas diferentes | 6 poblaciones: 3.1a 0.62a
morfologica y Colpes, HL, Recreo, Salinas Grandes,
genéticamente (MD) San Martin, SC
Poblaciones mas similares | 5 poblaciones: 22D 0.30b

morfologica y
genéticamente (MR)

Chamical, El Tipan, HC, Recreo
Salinas, SL

*Letras distintas en la columna indican diferencias significativas (P<0.05) obtenidas mediante
Prueba T entre las medias tomas de a pares.

5.3. Resultados

Todos los factores evaluados en los analisis de modelos mixtos mostraron un efecto

significativo (P<0.05) sobre las variables cobertura aérea y densidad de plantas de T.

crinita y C. ciliaris, a excepcion de la interaccion ‘tratamiento x fecha’ que tuvo un efecto

marginalmente significativo (p<0.10) sobre la densidad de T. crinita (Cuadro 5.3).
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Figura 5.1. Precipitaciones durante los dos afios de experimentacion en Catamarca (arriba) y La
Rioja (abajo). La flecha roja indica el momento de la siembra de cada ensayo, mientras que las
flechas negras a trazos sefialan los momentos en que se realizaron las mediciones de densidad y
cobertura aérea en cada sitio (primera a cuarta medicion). Para cada estacion de crecimiento, se

presenta en nimeros el valor de precipitacion acumulada.
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Cuadro 5.3. Resultados del andlisis de modelos mixtos; se presentan los valores de F y P
(probabilidad) de los factores de efecto fijo. Los factores de efecto aleatorio no se muestran, pero en
las cuatro variables analizadas el efecto bloque anidado en el sitio no fue significativo (P>0.05),
mientras que el efecto de la parcela anidada en el tratamiento si lo fue (P<0.05).

In(densidad+1) In(cobertura+1) In(densidad+1) In(cobertura+1)
T. crinita T. crinita C. ciliaris C. ciliaris

Factor F P F P F P F P

Sitio 173.07 <.0001 77.35 0.0001| 14.67 0.0087 29.49 0.0016
Tratamiento 15.25 <.0001 12.02 <.0001| 45.75 <.0001 23.12 <.0001
Fecha 60.81 <.0001 338.58 <.0001 3.2 0.0237 78.02 <.0001
SxT 5.58 <.0001 3.4 0.0001 4.5 <.0001 3.42 0.0001
SxF 27.82 <.0001 25.7 <.0001| 7.19 0.0001 73.07 <.0001
TxF 1.36 0.0716 35 <.0001| 3.59 <.0001 2.61 <.0001
SXTxF 181 0.0022 2.57 <.0001| 6.74 <.0001 2.27 <.0001

Coincidente con las mayores precipitaciones en el afio de siembra en La Rioja, la cobertura
aérea y densidad de T. crinita en este sitio fue entre 2 y 16 veces superior que en Catamarca
a lo largo de las cuatro fechas de evaluacion (Figuras 5.2 y 5.3). Esto no se modifico al
invertirse los niveles de precipitacion entre los sitios en el segundo afio (Figura 5.1). Los
resultados sefialan que el sitio de Catamarca se comporto en este estudio como un ambiente
mucho mas restrictivo que el de La Rioja desde el punto de vista de la disponibilidad de
agua para el establecimiento de plantas de T. crinita. En ambos sitios, la cobertura aérea
tendié a incrementarse con el tiempo conforme los individuos establecidos se desarrollaban
(Figura 5.2), mientras que la densidad de plantas siguié un patréon opuesto debido a la

muerte de individuos (auto-raleo) (Figura 5.3).

En La Rioja, todas las parcelas sembradas con T. crinita presentaron una elevada
implantacion (i.e. poblaciones individuales y mezclas: cobertura aérea >50%, densidad de

plantas >10 individuos/m? al final del segundo afio), mientras que las parcelas no
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sembradas con esta especie o sembradas con C. ciliaris presentaron significativamente
menor establecimiento de T. crinita. No obstante, aun algunas parcelas no sembradas con T.
crinita presentaron establecimiento de esta especie, posiblemente por la llegada de semilla
desde parcelas vecinas (Figuras 5.2 y 5.3). Por el contrario, en Catamarca, 6 de las 11
poblaciones sembradas individualmente presentaron una muy baja implantacién al cabo de
los dos afios del experimento (cobertura aérea < 10%). Las otras 5 poblaciones presentaron
una relativamente buena implantacion dadas las condiciones de sequia (40% a 75% de
cobertura aérea, 3 a 5 individuos/m?). Las mezclas de poblaciones presentaron una
cobertura entre 10 y 50%, y densidades de entre 1 y 5 individuos/m? al cabo de los dos afios
de evaluacion. Las poblaciones y mezclas que presentaron mayor establecimiento en
Catamarca evidenciaron por ende mejor adaptacion a la sequia. Los valores promedio del
indice de adaptacion a sequia entre las siembras correspondientes a poblaciones puras y
mezclas no difirieron significativamente en ninguna de las fechas de evaluacion (Cuadro
5.5). En las parcelas en que no se sembrd T. crinita practicamente no hubo establecimiento

de la especie (Figuras 5.2 y 5.3).

No se observd diferente respuesta a la sequia de poblaciones provenientes de sitios con
diferentes condiciones de salinidad de suelo (Figura 5.4a y b), pero si de sitios con distinta
presion de pastoreo ya que poblaciones originarias de lugares cercanos a aguadas redujeron
en menor medida la cantidad de plantas establecidas bajo sequia que poblaciones de sitios
lejanos a la aguada (Figura 5.4d); aunque esa diferenciacion, sin embargo, no se replico de
forma similar en la cobertura aérea (Figura 5.4c). Por su parte, la precipitacion e indice de
aridez de los sitios de origen de las poblaciones, no se relaciono con la adaptacion a sequia

de las mismas durante el establecimiento. En cambio, si se encontro que la temperatura de



121

los sitios de origen de las poblaciones individuales se relacioné negativamente con la
adaptacion a sequia durante el establecimiento (Cuadro 5.6). Mas aun, la temperatura de los
sitios de origen se relacion6 negativamente con el establecimiento en ambos sitios de
siembra. El poder germinativo de la semilla usada para la siembra y la densidad y cobertura
aérea alcanzadas por las distintas poblaciones individuales se relaciond positiva y
significativamente entre sitios de siembra (Cuadro 5.6), lo que indica la influencia del
background genético de las poblaciones sobre la capacidad germinativa y de
establecimiento de la especie. El peso de las semillas de cada poblacion, en cambio, no se
relaciond con su poder germinativo, pero si con una mayor adaptacion a sequia cuando ésta

se estimo en funcion de la densidad de plantas (Cuadro 5.6).

En ambos sitios de siembra, el promedio de cobertura aérea y densidad de plantas de los
tratamientos sembrados con mezclas fue similar al de la siembra de poblaciones puras; sin
embargo, la variabilidad que hubo entre estos Gltimos tratamientos fue mayor (Figuras 5.2 'y
5.3, Cuadro 5.4). Ello determin6é que, en La Rioja y especialmente en Catamarca, la
estabilidad de las mezclas supere a la de las siembras puras en varias fechas del
seguimiento realizado a lo largo del ensayo (Cuadro 5.4). Dentro de los tratamientos de
mezcla, la siembra conjunta de poblaciones similares morfoldgica y genéticamente (MR)
presentd mas densidad y cobertura aérea que la mezcla de poblaciones diferentes (MD) en
el sitio de siembra con condiciones climaticas mas restrictivas (Catamarca), mientras que
ambas mezclas presentaron un resultado similar en el sitio de relativamente menor
restriccion climatica (La Rioja). Por su parte, la mezcla de todas las poblaciones (MT)
present6d en ambos sitios resultados en general intermedios a los de las otras dos mezclas

antes mencionadas (Figuras 5.2 y 5.3).
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Figura 5.2. Promedios de cobertura aérea (%) de Trichloris crinita en los distintos tratamientos de
siembra durante cuatro fechas de muestreo (1: a 30 dias de la siembra; 2: fin de la primera estacion
de crecimiento; 3: inicio de la segunda estacion de crecimiento; 4: fin de la segunda estacion de
crecimiento). Las figuras corresponden a los sitios de siembra: Catamarca (arriba), La Rioja (abajo).
Las barras de las poblaciones ‘puras’ estan en azul, las de las ‘mezclas’ en verde, las del testigo sin
siembra en negro, y las de parcelas sembradas con Cenchrus ciliaris en rojo. Diferencia minima
significativa (DMS) = 15.
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Figura 5.3. Promedios de densidad de Trichloris crinita (individuos/m?) en los distintos
tratamientos de siembra durante cuatro fechas de muestreo (1: a 30 dias de la siembra; 2: fin de la
primera estacion de crecimiento; 3: inicio de la segunda estacion de crecimiento; 4: fin de la
segunda estacion de crecimiento). Las figuras corresponden a los sitios de siembra: Catamarca
(arriba), La Rioja (abajo). Las barras de las poblaciones ‘puras’ estan en azul, las de las ‘mezclas’
en verde, las del testigo sin siembra en negro, y las de parcelas sembradas con Cenchrus ciliaris en
rojo. Diferencia minima significativa (DMS) = 18.

No siempre la poblacion ‘més local’ por proximidad geografica o similitud ambiental fue la
que presentd el mejor establecimiento en los sitios de siembra. La poblacion ‘El Tipan’
originaria del sitio méas cercano y similar ambientalmente al sitio de siembra Catamarca, no
fue la que alli presentdé mayor establecimiento, sino que por el contrario presentd una muy

baja densidad de plantas y cobertura aérea. Por su parte, la poblacion ‘Chamical’, originaria

del sitio méas cercano y similar ambientalmente al lugar de siembra La Rioja, si presentd alli
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un buen establecimiento. Sin embargo, dadas las condiciones de precipitacion mas
favorables acontecidas en La Rioja, todas las poblaciones y mezclas de poblaciones de T.

crinita presentaron una buena implantacién (Figuras 5.2 y 5.3).

100 a 30 b
90
80
70

====5an Martin
. 25
====Recreo Salinas

= ===Salinas Grandes 20

60
50
40
30

El Tipan

= Recreo 15

Colpes

Cobertura aérea (%)

10

Densidad {plantas/m?)

20
10

LR Cat

100 C SC
90

w
w
o

== ==HC

w
o

80
70

SL

N
w

HL
60

o
o

50

=
w

40

Cobertura aérea (%)

30

=
o

Densidad (plantas/m?)

20
10

wu

LR Cat LR Cat

Figura 5.4. Establecimiento de T. crinita en La Rioja (LR) y Catamarca (Cat) al final del segundo
afio (fecha 4), de poblaciones provenientes de sitios con distinta salinidad de suelo (no salinos: linea
continua; salinos: linea de trazos; paneles ‘a’ y ‘b’) y presion de pastoreo (baja presion: linea
continua; alta presion: linea de trazos; paneles ‘¢’ y ‘d’).

El establecimiento de C. ciliaris al cabo del segundo afio de experimentacion fue mayor en
Catamarca (90% de cobertura aérea, aprox. 10 individuos/m?) que en la Rioja (35% de
cobertura, <5 individuos/m?), a pesar que en el final del afio de siembra presentaba mayor
establecimiento en la Rioja (90% de cobertura y 95 individuos/m2, dadas las mayores

precipitaciones acontecidas en este sitio) que en Catamarca (15% y 10 individuos/m2). A

diferencia de lo ocurrido en T. crinita, en las parcelas sembradas con C. ciliaris la reversion
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de las precipitaciones en el segundo afio (Figura 5.1) invirtieron el patron de
establecimiento que se habia producido durante el primer afio. En Catamarca, algunas
parcelas que se habian sembrado con T. crinita presentaron implantacion de C. ciliaris

(Figuras 5.5 y 5.6), cuya semilla pudo haber sido trasladada por el viento.
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Figura 5.5. Promedios de cobertura aérea (%) de Cenchrus ciliaris en los distintos tratamientos de
siembra durante cuatro fechas de muestreo (1: a 30 dias de la siembra; 2: fin de la primera estacién
de crecimiento; 3: inicio de la segunda estacion de crecimiento; 4: fin de la segunda estacion de
crecimiento). Las figuras corresponden a los sitios de siembra: Catamarca (arriba), La Rioja (abajo).
Las barras de los tratamientos sembrados con poblaciones de T. crinita ‘puras’ estan en azul, las de
las ‘mezclas’ en verde, las del testigo sin siembra en negro, y las de parcelas sembradas con
Cenchrus ciliaris en rojo. Diferencia minima significativa (DMS) = 11.
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Figura 5.6. Promedios de densidad de plantas de Cenchrus ciliaris (individuos/m?) en los distintos
tratamientos de siembra durante cuatro fechas de muestreo (1: a 30 dias de la siembra; 2: fin de la
primera estacion de crecimiento; 3: inicio de la segunda estacion de crecimiento; 4: fin de la
segunda estacion de crecimiento). Las figuras corresponden a los sitios de siembra: Catamarca
(arriba), La Rioja (abajo). Las barras de los tratamientos sembrados con poblaciones de T. crinita
‘puras’ estan en azul, las de las ‘mezclas’ en verde, las del testigo sin siembra en negro, y las de
parcelas sembradas con Cenchrus ciliaris en rojo. Diferencia minima significativa (DMS) = 18.
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Cuadro 5.4. Estabilidad en cada sitio de siembra (media/DE; sin unidades) del conjunto de
tratamientos de siembra de poblaciones de T. crinita ‘puras’ y en ‘mezclas’ en las cuatro fechas de
medicidn. Para las poblaciones puras, se presenta entre paréntesis los percentiles 10% y 90%, con el
objetivo de tener una medida de comparacién probabilistica con el indice de estabilidad obtenido
para las mezclas. Dichos percentiles se obtuvieron de la distribucién del indice de estabilidad de
todas las combinaciones posibles (n=990) de poblaciones puras tomadas de a 3 sin repeticion.

A) Catamarca Promedio Desvio estandar Estabilidad
Variable Fecha | Puras Mezclas Puras Mezclas Puras Mezclas
Cobertura 1 0.36 0.37 0.40 0.17 0.91 (0.68 - 1.84) 214
Cobertura 2 1.21 1.31 1.50 0.96 0.81 (0.58 - 1.20) 1.36
Cobertura 3 4.85 5.56 6.31 5.01 0.77 (0.58 - 1.17) 1.11
Cobertura 4 24.85 26.11 27.41 18.73 0.91 (0.64 - 1.33) 1.39
Densidad 1 12.58 12.89 13.78 6.01 0.91 (0.68 - 1.82) 2.14
Densidad 2 4.85 5.22 6.00 3.85 0.81(0.58-1.20) 1.36
Densidad 3 4.18 5.00 4,71 4,58 0.89 (0.58 - 1.26) 1.09
Densidad 4 4.00 4.44 3.92 4.02 1.02 (0.66 - 1.53) 1.11
B) La Rioja Promedio Desvio estandar Estabilidad
Variable Fecha | Puras Mezclas Puras Mezclas Puras Mezclas
Cobertura 1 2.50 2.50 0.90 0.66 2.78 (1.44 - 10.24) 3.78
Cobertura 2 20.46 21.60 10.95 3.93 1.87 (1.23 - 4.02) 5.50
Cobertura 3 35.69 33.07 16.96 7.05 2.10(1.42 -5.98) 4.69
Cobertura 4 80.73 84.33 14.62 10.69 5.52 (3.89 - 15.83) 7.89
Densidad 1 102.01 96.76 35.96 26.45 2.84 (1.45-9.92) 3.66
Densidad 2 75.13 73.42 22.85 15.75 3.29 (1.66 - 13.10) 4.66
Densidad 3 32.99 28.62 11.44 4.00 2.88 (1.90 - 6.61) 7.15
Densidad 4 22.04 24.09 5.77 5.76 3.82 (2.59 - 15.33) 4.18
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Cuadro 5.5. Comparacién de los indices de ‘adaptacion a sequia’ (promedio Catamarca / promedio
La Rioja) entre las siembras de poblaciones puras (n=11) y las mezclas (n=3) mediante la prueba t.
Los indices se calcularon con los valores promedio de cobertura (A) y densidad (B) de Trichloris
crinita en los tratamientos sembrados con esta especie en los dos sitios de ensayo, no se
consideraron en la prueba estadistica los tratamientos Testigo y siembra de Cenchrus ciliaris.

A) Cobertura

T. crinita T. crinita

Variable Fecha | ‘Puras’ ‘Mezclas’ P-valor
Adaptacion a sequia 1 0.15 0.15 0.9711
Adaptacion a sequia 2 0.04 0.06 0.6021
Adaptacion a sequia 3 0.11 0.17 0.4670
Adaptacion a sequia 4 0.28 0.31 0.8600
B) Densidad

T.crinita  T. crinita
Variable Fecha | ‘Puras’ ‘Mezclas’ P-valor
Adaptacion a sequia 1 0.11 0.15 0.5992
Adaptacion a sequia 2 0.05 0.08 0.5935
Adaptacion a sequia 3 0.11 0.18 0.4141
Adaptacion a sequia 4 0.17 0.20 0.7194
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Cuadro 5.6. Anélisis de correlacion para las parcelas sembradas con poblaciones de T. crinita puras,
cosiderando los valores de cobertura aérea (A) y densidad de plantas (B) de T. crinita. Los valores
de p se muestran arriba de la diagonal (P<0.05 en negritas), mientras que los del coeficiente de
correlacién de Pearson se presentan debajo de la diagonal (significativamente positivos y negativos

en azul o rojo, respectivamente). Detalle de las siglas usadas, al pie del cuadro.

éz)bertura Cat.2 LR.2 Cat4 LR4 |Adap.Seq.2 Adap.Seq.4| X1 X5 X6 X12 1A PMS.Cat PG.Cat PG.LR
Cat.2 1 0.0043 0.0001 0.0091 0.0000 0.0002 | 0.071 0.0202 0.8249 0.698 0.5211| 0.3773 0.1063 0.1311
LR.2 0.78 1 0.0047 0.0041 0.0246 0.0055 | 0.0842 0.1526 0.9987 0.5124 0.6651| 0.7281 0.0368 0.1691
Cat.4 0.91 0.78 1 0.0177 0.0006 0.0000 | 0.0161 0.0106 0.9849 0.8508 0.6271 0.1632 0.1063 0.0913
LR.4 0.74 0.79 0.69 1 0.0095 0.0241 | 0.4777 0.3344 0.7567 0.7518 0.6571| 0.1606 0.0147 0.0767
Adap.Seq.2 0.96 0.67 0.86 0.74 1 0.0010 | 0.1009 0.0163 0.8381 0.3660 0.2403| 0.2586 0.0989 0.1025
Adap.Seq.4 0.89 0.77 1.00 0.67 0.85 1]0.0122 0.0100 0.9459 0.8737 0.6435| 0.1592 0.1125 0.0899
X1 -056 -054 -0.70 -0.24 -0.52 -0.72 1 0.0065 0.0514 0.4658 0.7424| 0.9230 0.1201 0.0351
X5 -0.68 -046 -0.73 -0.32 -0.70 -0.73 0.76 1 0.7915 0.2514 0.1220| 0.2548 0.3126 0.1373
X6 0.08 000 -001 0.11 0.07 -0.02| 0.60 0.09 1 0.0682 0.1203| 0.2574 0.1942 0.0500
X12 013 -0.22 0.06 0.11 0.30 0.05 0.25 -0.38 0.57 1 0.0000| 0.0642 0.7883 0.8185
1A 0.22 -0.15 017 0.5 0.39 016| 011 -049 050 0.99 1| 0.0532 0.9546 0.9681
PMS.Cat 0.30 0.12 0.45 0.45 0.37 046 | -0.03 -0.38 0.37 0.58 0.60 1 0.9272 0.5462
PG.Cat 051 063 051 071 0.52 0.51| -050 -034 -042 -0.09 -0.02 0.03 1 0.0012
PG.LR 0.48 0.45 0.53 0.55 0.52 054| -064 -048 -0.60 -0.08 0.01 0.20 0.84 1
B)

Densidad Cat2 LR2 Cat4 LR4 |Adap.Seq.2 Adap.Seq.4| X1 X5 X6 X12 1A PMS.Cat PG.Cat PG.LR
Cat.2 1 0.0443 0.0002 0.0335 0.0000 0.0010 | 0.0798 0.0202 0.8249 0.698 0.5153| 0.3773 0.1063 0.1311
LR.2 0.61 1 0.0433 0.0161 0.0647 0.0850 | 0.0384 0.0782 0.5649 0.6752 0.8887| 0.9874 0.0737 0.2529
Cat.4 0.89 0.62 1 0.0587 0.0006 0.0000 | 0.0306 0.0047 0.7791 0.6040 0.4059| 0.0902 0.1222 0.0953
LR.4 0.64 070 0.59 1 0.0256 0.1571|0.3692 0.4701 0.9371 0.8530 0.9796 | 0.8528 0.0032 0.0881
Adap.Seq.2 0.99 0.57 0.87 0.66 1 0.0023 | 0.1111 0.0197 0.7525 0.5516 0.3948 | 0.3847 0.0943 0.1222
Adap.Seq.4 0.85 0.54 0.99 0.46 0.81 1]0.0410 0.0033 0.6635 0.4730 0.3048 | 0.0466 0.2509 0.1502
X1 -055 -063 -0.65 -0.30 -0.51 -0.62 1 0.0057 0.0503 0.5042 0.7901| 0.8959 0.1307 0.0347
X5 -0.68 -055 -0.78 -0.24 -0.69 -0.80 0.77 1 0.7915 0.2514 0.1210| 0.2548 0.3126 0.1373
X6 0.08 -0.20 0.10 -0.03 0.11 0.15 0.60 0.09 1 0.0682 0.1181| 0.2574 0.1942 0.0500
X12 013 -014 018 -0.06 0.20 0.24| 023 -038 057 1 0.0000| 0.0642 0.7883 0.8185
1A 022 -005 028 -0.01 0.29 0.34| 0.09 -050 050 0.99 1| 0.0512 0.9681 0.9618
PMS.Cat 0.30 0.01 0.53 0.06 0.29 0.61| -0.04 -0.38 0.37 0.58 0.60 1 0.9272 0.5462
PG.Cat 0.51 0.56 0.49 0.80 0.53 038| -048 -034 -042 -0.09 -0.01 0.03 1 0.0012
PG.LR 0.48 0.38 0.53 0.54 0.49 046| -064 -048 -0.60 -0.08 0.02 0.20 0.84 1

Siglas en el cuadro: Cat.2 y Cat.4, Catamarca fechas 2 y 4; LR.2 y LR.4, La Rioja fechas 2 y 4;
Adapt.Seq.2 y Adapt.Seq.4, indice de adaptacion a sequia en fechas 2 y 4; X1 = temperatura media
anual; X5 = temperatura maxima del mes méas célido; X6 = temperatura minima del mes més frio;
X12 = precipitacion anual; PMS.Cat, peso de mil semillas en Catamarca; PG.Cat, poder
germinativo en Catamarca; PG.LR, poder germinativo en La Rioja.
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5.4. Discusién

Los resultados muestran la existencia de variabilidad entre poblaciones de T. crinita en la
capacidad de establecimiento en cada sitio de evaluacion, observandose ademas diferente
respuesta de las poblaciones a las condiciones contrastantes de precipitacion ocurridas en
ambos sitios (interaccion significativa ‘tratamiento x sitio de siembra’, Cuadro 5.3). Sin
embargo, la prediccion de que “a mayor nivel de estrés ambiental en los sitios de origen de
las poblaciones (aridez, salinidad, presion de pastoreo) menos afectado es su
establecimiento por la escasez de agua” solo se cumplié parcialmente, dado que no se
observd influencia de la aridez ni la salinidad de suelo en ese sentido. Por otro lado, si se
observo efecto significativo de la presion de pastoreo de los sitios de origen de las
poblaciones, dado que las provenientes de sitios cercanos a la aguada fueron menos
afectadas por las condiciones de sequia que las de sitios alejados a la aguada (Figura 5.4).
También se encontrd una relacion negativa significativa entre la temperatura de los sitios de
origen de las poblaciones y la adaptacion a la sequia durante la implantacion (evaluada
como la relacién entre el establecimiento en sitio méas restrictivo —Catamarca en este caso-
vs. el establecimiento en sitio relativamente menos restrictivo —La Rioja-). Por un lado,
estos resultados contrastan con lo encontrado en trabajos previos sobre plantas adultas
(Quiroga 2009b, Quiroga el al. 2010), dado que poblaciones de sitios aridos presentaron
mas resistencia a sequia que plantas de sitios relativamente mas himedos; aunque por otro
lado, son consistentes con que la presion de pastoreo de los sitios de origen seleccioné a
favor de una mejor respuesta a la sequia (Quiroga 2009b, Quiroga el al. 2010).
Considerando los resultados aqui obtenidos y la informacion de dichos trabajos previos, es

posible pensar que fuerzas selectivas pueden tender a favorecer ciertas adaptaciones en
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algunos estadios de las plantas y no en otros. La imprevisibilidad climatica que presentan
‘las tierras secas’ (drylands), pueden determinar que una estrategia factible para las
semillas en el banco del suelo, ya sea luego de siembras o de la dispersion natural, sea
poseer mecanismos que les permitan esperar buenas condiciones de humedad de suelo (i.e.
la ocurrencia de un afio lluvioso; Holmgren et al. 2006) para germinar y emerger, lo que
puede influir en que no exista una asociacion consistente entre la aridez de los sitios de
origen y la capacidad de establecimiento en condiciones de sequia. Esto ademas sugeriria
que, para evaluar adaptaciones a la sequia en las etapas tempranas de las plantas, no se
podria hacer inferencias desde el estudio de plantas adultas, y resaltaria la dificultad de usar
las condiciones climaticas de los sitios de origen como predictor del establecimiento o éxito

a corto plazo en planes de restauracion en ambientes aridos.

Por otro lado, si se cumplié la prediccion de que “la siembra de mezclas de poblaciones
disminuye la variabilidad en el establecimiento de la especie”. Que las mezclas hayan
servido para amortiguar en ambos sitios de siembra la variabilidad en el establecimiento
mostrada por las poblaciones puras (Cuadro 5.5) es un resultado relevante dado que: i) es
dificil predecir cuél sera la respuesta de las poblaciones usadas en una siembra (por
ejemplo: las poblaciones ‘locales’ no presentaron el mejor establecimiento en los dos sitios
-resultado consistente con el meta-andlisis de Leimu y Fischer 2008), ii) no siempre se
pueden realizar pruebas preliminares del comportamiento de distintas poblaciones en
distintos ambientes, iii) hay incertidumbre de como se presentara climéaticamente el afio de
siembra. La importancia de amortiguar la variabilidad de resultados en trabajos de
restauracion es una necesidad generalizada y que actualmente se ha puesto claramente de

manifiesto (James et al. 2019, Hardegree et al. 2020, Pedrinni et al. 2020). Métodos de
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provenancing o sourcing planteados en los Gltimos afios sugieren utilizar mezclas de
poblaciones para aumentar la diversidad genética de las siembras e incrementar el potencial
evolutivo, presentando esta alternativa distintas variantes: mezclas de distintas poblaciones
sin restringir por su procedencia (admixture provenancing; cita), mezclas de poblaciones de
la misma region objetivo (regional admixture provenancing; Bucharova et al. 2019), o
mezclas predictivas del clima (climate adjusted provenancing; Prober et al. 2015). Sin
embargo, hasta ahora no se ha puesto, en general, énfasis en la relevancia de usar mezclas
como estrategia para amortiguar la variabilidad e incertidumbre en los resultados de las
siembras. Las mezclas de poblaciones usadas en la presente experiencia, al provenir de una
region relativamente homogénea (10 poblaciones de la region del Chaco Arido y 1
poblacién de la regién del Monte: ‘Colpes’, de un sitio con caracteristicas similares a
Chaco Arido; Cuadro 5.1), puede decirse que encuadran en la estrategia de mezclas
regionales sugerida por Bucharova et al. (2019). Mas aln, en este trabajo se profundizo en
dicha estrategia, ya que se indag6 acerca del efecto de distintas formas de combinar
poblaciones de una region. En este sentido, la mezcla de poblaciones similares morfolégica
y genéticamente (MR) presentdé mejor establecimiento que la mezcla de poblaciones
diferentes (MD) en condiciones de sequia, mientras que la mezcla de todas las poblaciones
(MT) present6 resultados intermedios a las anteriores (Figuras 5.2 y 5.3). El resultado de
mejor performance MR que de MD es consistente a lo encontrado en el alga Zoostera
marina; segun dichos autores el resultado es en cierto modo contra-intuitivo dado que se
puede esperar una mejor respuesta de genotipos complementarios, pero para Su caso
sugirieron que podria explicarse por una especie de efecto de ‘reconocimiento’ o de
‘cooperacion’ entre los individuos mas similares (Stachowicz et al. 2013), algo para lo que

dichos autores no presentan un mecanismo y que no podemos aseverar en nuestro estudio.
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Los resultados que encontramos acerca de la mayor estabilidad de las mezclas que de las
poblaciones individuales pueden explicarse por las diversas caracteristicas Yy
comportamiento que presentan las distintas poblaciones puras, y que al combinarse en
mezclas se traduciria en un resultado mas estable del conjunto. Loreau et al. (2021)
reconocieron a este mecanismo como ‘efecto estabilizador’ de la biodiversidad, y lo
incluyeron en la teoria del ‘seguro bioldgico’. Esta teoria contempla también otra manera
en que la biodiversidad podria influir en resultados bioldgicos-ecologicos, a través del
‘efecto mejora del rendimiento’. Es importante notar entonces que, en el presente estudio
los resultados de las siembras son consistentes con un efecto estabilizador de la
biodiversidad (i.e. desvio estandar fue menor e indice de estabilidad mayor para las mezclas
que para las poblaciones puras, Cuadro 5.4) pero no con un efecto mejora del rendimiento
(el promedio de establecimiento de las poblaciones puras y las mezclas fue similar, Cuadro
5.4). Loreau et al. (2021) realizaron a la vez una revision de diferentes términos empleados
en ecologia para referir a estos efectos, estableciendo similitudes y diferencias con otras
disciplinas (p.ej. ‘efecto estabilizador’ en ecologia, ‘efecto portfolio’ en economia). El
efecto estabilizador de la biodiversidad sobre ecosistemas multiespecificos ha sido
ampliamente abordado en las ultimas dos décadas (Doak et al. 1998, Tilman et al. 1998,
Lhomme y Winkel 2002, Schindler et al. 2015). Por su parte, algunos autores han sefialado
también la importancia que dicho efecto estabilizador puede presentar a nivel
intraespecifico (Bolnick et al. 2011, Schindler et al. 2010). Los resultados aqui presentados
aportan evidencia en dicho sentido, y resultan ademas importantes desde el punto de vista
de la restauracion, ya que muestran el efecto estabilizador de la mezcla de poblaciones de

una especie sobre el establecimiento de la misma en siembras a campo.
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Se considera que otro hallazgo importante es que a similar precipitacion promedio en los
sitios de siembra (i.e. en los dos afios de Catamarca vs. los dos afios de La Rioja), el orden
de los afios secos/humedos altera el resultado de implantacién, y esto fue general para todos
los tratamientos de siembra con T. crinita. El resultado obtenido sefiala que un afio de
siembra seco seguido de un afio lluvioso (como sucedié en Catamarca) fue notablemente
peor para el establecimiento de esta graminea nativa que un primer afio lluvioso seguido de
un afio seco (sucedido en La Rioja). Todas las poblaciones individuales y mezclas
presentaron un buen establecimiento en la segunda configuracion de lluvias (La Rioja),
mientras que en el primer arreglo de precipitaciones (Catamarca) s6lo algunas poblaciones
y mezclas pudieron presentar aceptables niveles de establecimiento. Estos resultados
contrastan con lo encontrado en un analisis de ensayos de restauracion pastizales aridos
frios de Estados Unidos, donde las condiciones de precipitacion o déficit hidrico en el afio
de siembra no afectaron en establecimiento de las gramineas sembradas, aunque si lo hizo
el déficit hidrico del segundo afio que redujo notoriamente la supervivencia de plantas
(James et al. 2019). Es interesante que, sin importar las contingencias en la ocurrencia de
precipitaciones, en ambos sitios de siembra las mezclas de poblaciones tendieron a tener
una mayor estabilidad que las siembras de poblaciones puras, siendo esa diferencia
significativa en una mayor cantidad de fechas en el sitio que presentd condiciones de
precipitacion mas restrictivas (Catamarca: fechas 1, 2, 3 y 4; vs. La Rioja: fechas 2 y 3 en;

Cuadro 5.4).

C. ciliaris, la especie exdtica que se comercializa para pasturas, a diferencia de T. crinita,

copié lo que sucedido con la precipitacion anual (Figura 5.1), presentdé un mayor
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establecimiento en La Rioja que en Catamarca en el primer afio, pero revirtio a una mayor
densidad y cobertura de plantas en Catamarca que en La Rioja en el segundo afio (Figuras
5.5y 5.6). Un punto importante que se observd, es que C. ciliaris acuso en el segundo afio
en el sitio de siembra La Rioja el efecto de las bajas precipitaciones ocurridas (~200mm)
mediante mortandad de plantas y descenso de la cobertura aérea (Figuras 5.5 y 5.6), algo
que no sucedié en T. crinita. El establecimiento fue mas vigoroso en C. ciliaris que en T.
crinita, especie nativa que no ha sido sometida a un proceso de mejoramiento genético.
Esta diferenciacion entre ambas especies puede ser una ventaja a la hora de usar a T. crinita
en la restauracion de pastizales naturales, dado que no se busca implantar especies con
potencial invasivo que tiendan a desplazar al resto de especies nativas, defecto que ha sido
sefialado para C. ciliaris en diversas regiones del mundo (Marshall et al. 2012). No
obstante, desde otro enfoque, podria ser una limitante si el objetivo fuera emplear T. crinita
como pastura cultivada netamente con fines productivos forrajeros, dado que no presenta el
mismo vigor de establecimiento y crecimiento inicial que C. ciliaris, posiblemente llevando
el periodo de implantacion para uso pastoril el doble de tiempo en la especie nativa que en
la exotica mejorada (~2-4 afios vs. ~1-2 afos). Esto resalta la importancia de definir
claramente el fin que se persigue en cada proyecto de investigacion o de uso de estas
especies (i.e. restauracion ecoldgica, mejoramiento genético, etc.) (Pensiero y Zabala 2017,

Kozub et al. 2018).
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Capitulo 6

Variabilidad en caracteres de ‘respuesta’ y ‘efecto’ en las poblaciones

de Trichloris crinita y discusion general de la tesis

En este capitulo final se realiza la discusion general de la tesis, usando como punto de
partida el ultimo objetivo especifico (el nimero 5) tal como se menciond en el Capitulo 1.
Luego, se analizan las principales contribuciones al conocimiento realizadas en torno a T.
crinita (principalmente) y otras especies disyuntas entre Sudamérica y Norteamérica. El
capitulo y la tesis cierran con una seccién de conclusiones, en la que ademas se abordan las

implicancias de indole aplicado mas importantes.

6.1. Analisis de los caracteres ‘de respuesta’ y ‘de efecto’ evaluados en las plantas

Para alcanzar el objetivo especifico 5, el de investigar la variacion intraespecifica en
caracteres indicadores de respuesta a estrés-disturbio y de efecto sobre el ecosistema en
poblaciones de T. crinita de Sudamérica y Norteamérica, se consideraron los caracteres
evaluados en los Capitulos 3, 4 y 5, y se tomaron los resultados de los analisis estadisticos
ya presentados en dichos capitulos. Sin embargo, para algunos caracteres se debieron

realizar analisis estadisticos complementarios (Cuadro 7.9, Apéndice).

La revision de la bibliografia sefiala que los distintos caracteres evaluados presentan en
general importancia tanto para la respuesta de las plantas ante estres/disturbio como por su

efecto potencial sobre el ecosistema (Cuadro 6.1). Dicha dualidad se relaciona con que
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existen caracteres que les permiten a las plantas tanto responder a disturbios o estrés (por

ejemplo, si consideramos el tamafio de hoja, se asocia con la respuesta a sequia...) como

actuar en procesos que influencian a las comunidades que habitan (...y el mismo caracter se

asocia también a la competencia por luz). Esta funcion dual de ciertos caracteres ya ha sido

sefialada por diversos autores (citas en Cuadro 6.1).

Cuadro 6.1. Caracteres de respuesta a estrés/disturbio y de efecto sobre servicios
ecosistémicos evaluados en esta tesis (la segunda columna indica en qué parte de la tesis),
categorizados segun diversos autores (tercera a octava columna) y como se consideran aqui
(novena columna).

Carécter Capitulo Lavorel | Pakeman | Pérez- Sterk | Kettenring | Gaba | Sintesis
0 y 2011 Harguindeguy | etal. | etal. 2014 | etal. | paraesta
Apéndice Garnier etal. 2013* | 2013 2017 | tesis

2002

Altura de Capitulo 3 R/E R/E R/E R R/E |R/E

planta

(vegetativa,

cm)

Altura de Capitulo 3 R/E |R/E

planta

(reproductiva,

cm)

Nimero de Capitulo 3 R E R/E

macollos

Numero de Capitulo 3 R/E

varas florales

Tamafio hoja | Capitulo 3 R/E R/E R/E R R/E

(mm) y Apéndice

Estabilidad de | Capitulo 3 R R

membranas en

hojas

Peso de 1000 | Capitulos 3,5 | R R/E E R/E |R/E

semillas y Apéndice

Poder Capitulo 3 R R/E |R/E

germinativo y Apéndice

(%)

Temperatura Capitulo 3 R R R

de y Apéndice

germinacion

Q)

Diversidad Capitulo 4 R/E R/E

genética y Apéndice

*Interpretacion personal en base al texto del articulo citado.
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Los resultados presentaron en general una escasa correspondencia con la hipdtesis 5, la cual
expresa: “los caracteres ‘de respuesta’ y ‘de efecto’ de las poblaciones son seleccionados
por las condiciones ambientales de los sitios de origen de las poblaciones” (Capitulo 1). Si
bien, habia diferencias significativas entre las poblaciones y/o entre subcontinentes de
origen en la mayoria de los caracteres considerados, como se muestra en el Cuadro 6.2, se
encontrd parcial y/o nulo sustento para sus predicciones 5.a y 5.b, respectivamente. Sélo el
40% de los caracteres evaluados presentd una asociacion con el clima de manera
consistente con la prediccion 5.a (4 de 10), mientras que 50% de los caracteres no presento
relacién con el clima (5 de 10) y 10% tuvo una relacion inversa a la esperada (1 de 10)
(Cuadro 6.2). Por otro lado, ninguno de los 4 caracteres de ‘respuesta’ y/o ‘efecto’
considerados mostrd un patron consistente con la prediccion 5.b: en 2 de ellos no hubo
relacién entre la plasticidad en los caracteres y el clima de los sitios de origen de las
poblaciones, mientras que en los otros 2 hubo una relacion opuesta a lo esperado (Cuadro

6.2).
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Cuadro 6.2. Resultados encontrados en los caracteres de ‘respuesta’ y ‘efecto’ en relacion a las
predicciones (5.a y 5.b.) planteadas en funcién de la hip6tesis 5 de esta tesis. Para cada resultado se
sefiala el cuadro o figura donde se presenta el mismo, y si éste concuerda con la prediccion (relacion
significativa, resaltado en verde) o no (en gris si no hubo relacion significativa, o en amarillo si la
relacién fue opuesta a lo predicho). En la segunda columna se muestra si se habia encontrado para
cada variable diferencias entre poblaciones (EP) o subcontinentes de origen (ES), o no hubo
diferencias segun el origen (ND). La Ultima fila muestra el conteo total de cada columna.

Carécter Se encontrd Prediccion 5.a: Prediccion 5.b:
diferencias entre | “A mayores restricciones climaticas en | “Las poblaciones de sitios con
poblaciones los sitios de origen de las poblaciones | mayores restricciones climaticas
(EP), entre (aridez, temperatura), éstas presentan presentan menor plasticidad en
subcontinentes estrategias de uso mas conservativo de | sus caracteres ‘de respuesta’ y
(ES), o no hubo | los recursos, que se relacionan con ‘de efecto’ en diferentes
diferencias segiin | tasas de procesos ecosistémicos mas ambientes o ante distintos
el origen (ND). lentas.” tratamientos.”

Altura de EP Cuadro 3.8. Las variables climéticas no | -

planta explicaron las diferencias en altura

(vegetativa,

vegetativa de plantas de las

cm) poblaciones.
(No concuerda con la prediccion, sin
relacion)
Altura de EP, ES Cuadro 3.8. Las variables climaticas no | -
planta explicaron las diferencias en altura
(reproductiva, reproductiva de plantas de las
cm) poblaciones.
(No concuerda con la prediccion, sin
relacion)
NUmero de ES Cuadro 3.8. Temperaturas mas friasy | -
macollos menores precipitaciones en los sitios
de origen de las poblaciones
norteamericanas se asociaron a menor
numero de macollos de las plantas.
(Consistente con la prediccion)
NUmero de EP, ES Cuadro 3.8. Menores precipitaciones -
varas florales en los sitios de origen de las
poblaciones norteamericanas se
asociaron a menor nimero de varas
florales de las plantas.
(Consistente con la prediccion)
Tamafio de EP Cuadro 7.9 (Apéndice). En las -
hoja (ancho, poblaciones de Sudamérica, el ancho
mm) de hoja aumento significativamente
hacia sitios de menor indice de aridez,
menor precipitacion y menor
temperatura.
(Se opone a prediccion)
Estabilidad de | EP (indice de Cuadro 3.8. Ninguna variable climatica | -
membranas dafio por alta explicé significativamente los indices
en hojas temperatura), de dafio a membranas por estrés
ES (indice de osmotico, alta o baja temperatura.

dafio por estrés
osmaotico)

(No concuerda con la prediccion, sin
relacion)

(continta en la proxima pagina)
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Peso de 1000 | EP, ES Cuadro 3.8. No hubo efecto del clima Cuadro 7.9 (Apéndice). No hubo
semillas de los sitios de origen de las relacion entre la variacion
poblaciones de Norteamérica y temporal del peso de 1000
Sudamérica en el peso de 1000 semillas de las poblaciones
semillas. (cosechada en temporada 2018,
(No concuerda con la prediccion, sin Capitulo 3, vs. cosechada en
relacion) temporada 2012, Capitulo 5) y el
Cuadro 5.6. El peso de 1000 semillas clima de los sitios de origen.
se relaciond positivamente con el Esta evaluacion sélo se pudo
indice de aridez (i.e. sitios mas hacer para las poblaciones de
himedos tendieron a tener semilla mas | Sudamérica.
pesada) en poblaciones de Sudamérica. | (No concuerda con la
(Consistente con la prediccion) prediccion, sin relacion)
Poder EP, ES Cuadro 7.9 (Apéndice). El poder Cuadro 7.9 (Apéndice). Ninguna
germinativo germinativo de las poblaciones de variable climatica se relacion6
(%) Sudamérica se increment6 con el con la plasticidad en el poder
indice de aridez (mas humedad) y la germinativo de las poblaciones
temperatura de los sitios de origen. de Sudameérica entre semilla
(Consistente con la prediccidn) cosechada en Catamarca y La
Rioja. Esta evaluacion sélo se
pudo hacer para las poblaciones
de Sudamérica.
(No concuerda con la
prediccion, sin relacion)
Temperatura | EP Cuadro 7.9 (Apéndice). La temperatura | Cuadro 3.8. Poblaciones de
de Optima de germinacion de las Sudameérica de climas mas frios
germinacion poblaciones no varié segun el clima de | presentaron mas plasticidad en la
(°C) los sitios de origen, para ninguno de temperatura de germinacion, ya
los subcontinentes. que germinaron a temperaturas
(No concuerda con la prediccion, sin mas frias, sin que la temperatura
relacion) media de germinacion variase
entre poblaciones.
(Se opone a prediccion)
Diversidad ND - Cuadro 7.9 (Apéndice). La
genética diversidad genética (que se
asocia a la capacidad de
presentar diferentes respuestas
ante tipos de estrés/disturbio, y
diferentes efectos sobre el
ecosistema; Kettenring et al.
2014) disminuy6 con la
precipitacion media anual e
indice de aridez de los sitios de
origen de las poblaciones de
Sudamérica.
(Se opone a prediccion)
Resumen- EP=9 Concuerda, con relacion significativa | Concuerda, con relacién
Conteo ES=4 =4 significativa =0
ND=1 No concuerda, sin relacion =5 No concuerda, sin relacion = 2

No concuerda, se opone = 1

No concuerda, se opone = 2
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6.2. Resultados mas destacados de la tesis

El nicho climatico realizado, o efectivo, de T. crinita difiere entre los subcontinentes
americanos: la especie presenta un nicho mas restringido y caracterizado por ambientes
relativamente mas aridos (menos lluviosos y mas calidos) en Norteamérica que en
Sudamérica (Capitulo 2, Quiroga et al 2018). Este resultado se pudo generalizar viendo que
el cambio de nicho realizado es la norma para el grupo de especies disyuntas de regiones
aridas y semiaridas que habitan ambos subcontinentes (Capitulo 2, Quiroga et al. 2021).
Los hallazgos obtenidos a lo largo de la tesis sugieren que la modificacién del nicho de las
especies disyuntas entre subcontinentes podria asociarse tanto a diferencias genéticas

(Capitulos 3 y 4) como a la influencia del entorno biotico (Capitulo 2, Quiroga et al. 2021).

Se encontraron diferencias significativas en el nicho fundamental de regeneracion entre
poblaciones de Sudamérica y Norteamérica, i.e. requerimientos de temperatura para la
germinacion y tolerancia al estrés osmotico en germinacion y plantulas. Esa diferenciacion
fue en general leve a moderada, algo esperable dada la comparacion de indole
intraespecifica (Capitulo 3). Analizando el panorama general de los resultados obtenidos, el
patron que emerge es que la mayor parte de la diferenciacion intraespecifica (genética -
Capitulo 4-, en adaptaciones para la regeneracion -Capitulo 3- y caracteres de respuesta a
estrés/disturbio y/o efecto en los ecosistemas —mas arriba en este Capitulo 6-) ocurre entre
las poblaciones dentro de cada subcontinente, mientras que la diferenciacion debida al
subcontinente de origen, aunque significativa estadisticamente, fue en general menor.
Analizando ya dentro de cada subcontinente, se encontrd variacion mas pronunciada en las

adaptaciones a la regeneracion entre poblaciones de Sudamerica que de Norteamérica
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(Cuadro 3.4, Capitulo 3). Esto fue consistente con que la especie mostro diferencias entre
moderadas y leves de nicho climético entre subcontinentes y un nicho mas amplio en

Sudamérica que en Norteamerica (Capitulo 2).

Otro resultado importante, sobre algo aparentemente no explorado hasta el momento en T.
crinita, es que las poblaciones de Sudamérica y Norteamérica, a pesar de encontrarse en
distintos subcontinentes y separadas por una distancia de méas de 4000 km, parecen haber
divergido recientemente (entre 3300 y 500 generaciones atrds [estimativamente, unos
20000-3000 afios]; Capitulo 4), es decir luego del Ultimo Méaximo Glacial ocurrido hace
~21000 afios. Este resultado es consistente con gque la mayoria de las especies anfitropicales
disyuntas estudiadas hasta el momento habrian divergido recientemente en términos
geoldgicos y evolutivos (< 1-2 millones de afios; Wen y Ickert-Bond 2009). Ademas, los
resultados del andlisis bayesiano (Capitulo 4) sugirieron tres escenarios mas probables que
pudieron dar origen a la distribucién disyunta actual de T. crinita: dispersion de la especie
desde Sudamérica a Norteamérica (Escenario 4), o vicarianza a partir de una ‘poblacion
ancestral’ de amplia distribucion (Escenarios 1 y 6). En las Unicas referencias bibliogréficas
encontradas sobre la filogenia de gramineas que incluyen a T. crinita, Peterson et al. (2012,
2022) sefiala que la especie esta emparentada con gramineas como Leptochloa spp. y
Afrothichloris spp., que en su mayoria parecen tener su origen en &reas continentales del
hemisferio sur. En este sentido, los resultados de esta tesis no son concluyentes respecto al
area de origen de T. crinita, aunque serian en general mas sugerentes de un origen
sudamericano que norteamericano. Incluso, Peterson et al. (2012) sugirieron la
modificacion del nombre Trichloris crinita por el de Leptochloa crinita. En los andlisis

moleculares de dicho trabajo, se usé solo un ejemplar de T. crinita de Bolivia, por lo que en
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la filogenia no se evalué la monofilia de la especie con ejemplares de ambos
subcontinentes. Estudios futuros podrian incluir tanto secuencias de individuos de
Sudamérica como de Norteamérica para evaluar la existencia de monofilia. Respecto al
nombre cientifico de la espécie, a los fines de esta tesis y tomando en cuenta que un cambio
de nombre no invalida los resultados ni conclusiones obtenidas, se decidio emplear el
nombre tradicional. La Gltima revision realizada en julio de 2022 en la base de datos GBIF
(www.gbif.org) mostrd a T. crinita como nombre aceptado para la especie y a L. crinita

como sinénimo del anterior.

Los andlisis del Capitulo 5 sefialaron una interaccién entre poblaciones y sitios de siembra.
Es decir, hubo cambios significativos en la capacidad de establecimiento de las poblaciones
segun el ambiente donde fueron sembradas. Todas las poblaciones puras se implantaron
relativamente bien en el sitio que presentdé mejores condiciones de precipitacion (La Rioja),
no asi en el que presentd condiciones mas restrictivas (Catamarca). La siembra de mezclas
de poblaciones disminuyé en ambos sitios la variabilidad en el establecimiento que
presentaron las poblaciones puras, lo que resulta particularmente importante si se considera:
i) lo erratico que son las precipitaciones en regiones aridas y semiaridas, ii) lo impredecible
del resultado de la siembra (en especial en afios secos), y iii) que las poblaciones ‘locales’
no siempre se implantan adecuadamente (Capitulo 5). Que las mezclas hayan disminuido la
variabilidad de los resultados de las siembras es un aspecto clave, dado que diversos
autores han sefialado la importancia de reducir la incertidumbre que existe tras un
procedimiento de siembra de restauracion (Rinella et al. 2016, Shriver et al. 2018,

Copeland et al. 2021).


http://www.gbif.org/
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La investigacion de los aspectos evolutivos, adaptativos y ecoldgicos de las poblaciones de
T. crinita de ambas regiones de su distribucion disyunta permite por primera vez tener una
mirada general de los recursos geneticos de la especie en el continente americano. Ello
sienta parte de las bases necesarias para poder proponer estrategias de restauracion

considerando la especie en su conjunto.

6.3. Conclusiones

La diferenciacion del nicho de especies disyuntas entre Sudamérica y Norteamérica arroja

luz sobre el modelado de distribuciones de especies

Un resultado a resaltar desde el punto de vista del modelado del nicho de especies y su
proyeccion geografica, es que nuestros hallazgos se obtuvieron sobre especies de
distribucion natural -no para invasoras recientes, que son las que dominan la literatura sobre
conservadurismo vs. cambio de nicho de especies entre regiones. Dado que los resultados
obtenidos para T. crinita y el grupo evaluado de especies disyuntas muestran un cambio de
nicho entre Sudamérica y Norteamérica, no seria adecuado extrapolar el nicho de una
especie en una region dada a otra region distante (Capitulo 2). Esto tiene implicancias
importantes no sélo para las especies evaluadas en esta tesis, sino también para el
escasamente investigado conjunto de todas las especies disyuntas entre distintas regiones
del mundo (~2500 especies; Thorne 1972) y ademas para el modelado de la dinamica de
especies invasoras. Estos resultados llevaron al planteo temprano en esta tesis (Capitulo 2;
Quiroga et al. 2018) acerca de las precauciones necesarias al planificar practicas de
restauracion y/o traslocacion de genotipos/poblaciones entre regiones, considerando que los

requerimientos ambientales de las poblaciones ‘a restaurar’ y ‘fuente de semilla’ pueden ser
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diferentes. Por ello es que se sugiri6 que antes de avanzar en este tipo de actividades,
debian evaluarse aspectos genéticos, morfoldgicos y fisioldgicos de las poblaciones, como

lo realizado en los Capitulos 3-5 de la tesis.

Ahora entendemos mejor por qué combinar poblaciones/genotipos

es una alternativa para la restauracion

Los resultados obtenidos en el Capitulo 5 de la tesis apoyan la sugerencia de Bucharova et
al. (2019) acerca de que seria una buena opcién usar mezclas de poblaciones de la regién
para restaurar pastizales degradados. Para llevar adelante esta estrategia se podrian usar
‘zonas ambientalmente homogéneas para extraccion de semilla’ (seed zones) vya
desarrolladas en nuestro pais para la especie (Marinoni et al. 2021). Por otro lado, para las
especies sobre las que no se dispone de dicha informacion se podrian usar por ejemplo
mapas de ecorregiones o de regiones fitogeogréaficas (p.ej. Cabrera 1976, Burkart et al.
1999, Ovyarzabal et al. 2018) para orientar la colecta de germoplasma. Dado el efecto
estabilizador de la biodiversidad (Loreau et al. 2021), por el cual el uso combinado de
distintas poblaciones habria dado mayor estabilidad a los resultados de las siembras
(Capitulo 5), se sugiere que la estrategia de sembrar mezclas de semillas podria ser también
atil con otras especies en ambientes aridos y semiaridos, con el fin de reducir el riesgo de
fracaso de las restauraciones. Otro aspecto a considerar, es que los planes de restauracion
son frecuentemente llevados adelante en regiones donde la vegetacion nativa ha sido
previamente diezmada, haciendo que la misma sea susceptible al impacto que podrian
implicar colectas masivas de semilla para dichos fines (Nevill et al. 2018), motivo por el
cual las mezclas regionales tambien podrian ser una forma de aliviar la presion sobre

poblaciones particulares. Estas mezclas regionales podrian contribuir a mantener la
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variabilidad genética, e incluso aumentar el potencial evolutivo de las poblaciones
restauradas ya que, como se vio, la mayor parte de la variabilidad genética se da entre
poblaciones dentro de cada subcontinente, y en menor medida entre subcontinentes
(Capitulo 4). Una variante para elegir las mezclas regionales podria ser también considerar
el clima que tendra el area a restaurar a futuro y usar semilla de poblaciones de una region
que actualmente se corresponde con el clima esperado, como ya fue sugerido para T. crinita
por Marinoni et al. (2021). Sea cual sea la estrategia elegida, se deberia tener la precaucion
de no instalar para la especie en cuestion una ‘poblacién restaurada’ con un potencial
competitivo superior a la del resto de las especies de la comunidad, a los efectos de alterar

lo menos posible el balance entre especies.

Convendria promover la conformacion de areas de produccién de semillas, tanto para

mejorar la provision para restauracion como para conservar las poblaciones

Teniendo en cuenta que los planteos actuales sugieren el aprovisionamiento de semilla a
partir de lotes o areas de produccion establecidos para tal fin con materiales genéticos
considerados adecuados (Nevill et al. 2018, Pedrini et al. 2020), las mezclas de poblaciones
de T. crinita (y quizas de otras especies) podrian formularse estratégicamente en base a
cosechas sobre las ya arriba nombradas ‘areas de produccion de semilla’ implantadas con
distintas poblaciones que sean de interés ecoldgico. Esta estrategia se plantea como una
manera sustentable y practica de abastecer la demanda creciente a nivel mundial de semilla
para restauracion (Nevill et al. 2018). Zinnen et al. (2021) abordaron sus posibles ventajas
(p.ej. proteger poblaciones naturales de la ‘sobrecosecha’, permite mas restauracion,
conservacion ex situ de poblaciones que estan en riesgo in situ) y desventajas (p.ej. las

practicas de produccion pueden alterar las caracteristicas adaptativas y diversidad genética
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de las poblaciones —seleccion no intencional-, las poblaciones ‘modificadas sin intencion’
pueden desplazar a las silvestres), destacando a la vez que se pueden realizar practicas de
colecta y manejo para minimizar los aspectos negativos y favorecer los positivos de las
areas de produccion de semilla (p.ej. usar diversas especies, promover la diversidad
genética intraespecifica, recolectar maltiples poblaciones en lo posible de gran tamafio,
variar la época de colecta y las condiciones de establecimiento, limitar las practicas de
cultivo). Zinnen et al. (2021) ademas sefialaron que no hay una sola forma de llevar
adelante este tipo de iniciativas, dado que su implementacién puede variar segun los
objetivos de la restauracion. En Argentina, si bien la demanda de semilla para restauracion
aun no alcanza los niveles observados en otros paises, aumentd en los ultimos afios de la
mano de una creciente conciencia ambiental y leyes que fomentan este tipo de practicas
(p.ej. Ley de Ordenamiento Territorial de Bosques Nativos, Nro. 26631), y se prevé que

seguira en aumento (Nevill et al. 2018, Pedrini et al. 2020).

La traslocacion de poblaciones/genotipos entre subcontinentes parece factible

La relativamente escasa diferenciacion genética y corto tiempo estimado de divergencia
entre poblaciones de T. crinita de Norteamérica y Sudamérica, sumado a que las diferencias
morfo-fisioldgicas y adaptativas entre poblaciones de ambos subcontinentes fueron leves o
moderadas, hacen que la posibilidad de traslocacion de genotipos/poblaciones entre
subcontinentes sea una alternativa a considerar. Segun lo evaluado en esta tesis, y siguiendo
el esquema de Weeks et al. (2011) para la toma de decisiones segun las caracteristicas de la
especie a usarse y el objetivo de restauracion, la mezcla de poblaciones de T. crinita seria

una opcion viable para la restauracion de pastizales, asi como la traslocacion de
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genotipos/poblaciones. Considerando también los resultados presentados en el Capitulo 5y
siguiendo los conceptos y resultados de Bucharova et al. (2019) y Hofner et al. (2021), en
primera instancia seria recomendable restaurar con poblaciones 0 mezclas de poblaciones
de la region (i.e. del propio subcontinente), y sélo si fuera necesario usar
genotipos/poblaciones de ambientes acordes del otro subcontinente. En todo caso, siempre
es importante realizar primero un analisis exhaustivo de los rangos de distribucion actuales
e historicos de las especies en cuestion, asi como de sus caracteristicas adaptativas y

genéticas (Weeks et al. 2011, Bailey et al. 2021) para poder tomar las mejores decisiones.

Es primordial el manejo y uso sustentable de las especies de plantas nativas

En el caso de especies forrajeras nativas como T. crinita, es importante destacar que la
restauracion de ambientes degradados es una practica a posteriori, siendo lo ideal no llegar
a esa situacion, para lo cual es primordial realizar un manejo adecuado de los sistemas
ganaderos basados en la vegetacion nativa (Anderson et al. 1980; Golluscio et al. 1998).
Incluso luego de una préctica de restauracién, el manejo sostenible debe seguir siendo un
requisito fundamental (Papanastasis 2009). Sin dudas, es un tema que se debe pensar
integralmente, considerando también el conjunto de especies de las comunidades a
restaurar, para evitar inconvenientes. Por ejemplo, en campos ganaderos es posible que se
deba sembrar el conjunto de especies que han sido afectadas por el sobrepastoreo. En este
sentido, los hallazgos y conceptos surgidos de estudiar T. crinita como una especie modelo
pueden ser de utilidad para planear el uso de otras especies nativas, y servir como

referencia para el estudio de dichas especies con fines de restauracion.



Apéndice
Cuadro 7.1. Cantidad de ocurrencias con datos de coordenadas en Trichloris crinita y otras 31
especies disyuntas de regiones éaridas y semiaridas de Sudamérica y Norteamérica (datos
descargados de www.gbif.org). Para cada especie se menciona si fue incluida o no en los analisis de
este capitulo, y al pie se explicita el motivo en los casos de no inclusion.
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Ocurrencias

Ocurrencias en

Ocurrencias en

totales, en | Norteamérica Sudamérica Inclusién o
Norte y (raleadas a mas | (raleadas a més no en este
Especies Sudamérica | de 5 km) de 5 km) capitulo
Trichloris crinita (G) 306 104 177 Incluida
Bothriochloa exaristata (G)* 45 9 27 Incluida
Bothriochloa laguroides (G)** 520 265 84 Incluida
Chondrosum simplex (G)* 576 290 103 Incluida
Cottea pappophoroides (G)* 305 118 75 Incluida
Disakisperma dubium (G)* 997 564 51 Incluida
Dissanthelium calycinum (G)* 32 5 22 Incluida
Erioneuron avenaceum (G)** 708 315 10 Incluida
Lycurus phleoides (G)* 678 405 15 Incluida
Lycurus setosus (G) ** (i) 306 19 218 Incluida
Panicum urvilleanum (G)*** 252 39 53 Incluida
Pappophorum mucronulatum (G)* 399 97 116 Incluida
Scleropogon brevifolius (G)* 330 196 10 Incluida
Trichloris pluriflora (G)* 150 30 70 Incluida
Cressa nudicaulis (F)* 22 5 6 Incluida
Cryptantha albida (H)* 71 45 12 Incluida
Cryptantha maritima var.pilosa (F)** 105 72 5 Incluida
Evolvulus arizonicus (F)* 193 101 32 Incluida
Hoffmannseggia glauca (F)** 656 322 35 Incluida
Mentzelia albescens (F)** 30 7 15 Incluida
Proboscidea althaeifolia (F)* 106 70 5 Incluida
Schkuhria multiflora (F)* 103 38 35 Incluida
Tiquilia nuttallii (F)** 322 177 21 Incluida
Acaciella angustissima var. angustissima (W)** 141 94 11 Incluida
Aloysia gratissima (W)** 311 15 145 Incluida
Capparis atamisquea (W)* 78 20 24 Incluida
Willkommia texana (G)*** 3 2 1 No incluida
Enneapogon desvauxii (G)*** 630 295 20 No incluida (ii)
Desmanthus tatuhyensis var. brevipes (F)*** 15 1 13 No incluida
Polygonum brasiliense (F)*** 39 1 21 No incluida
Prosopidastrum globosum (W)*** 44 3 20 No incluida
Koeberlinia spinosa (W)*** 390 201 2 No incluida

(G) graminea, (F) latifoliada herbacea, (W) latifoliada lefiosa. *Listada en Raven (1963) y Simpson et al.
(2017); **sélo listada en Simpson et al. (2017); ***sélo listada en Raven (1963); (i) ex Muhlembergia
aloperculoides; (ii) disyunta entre Norteamérica y Sudéfrica.
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cada subcontinente (Sudamérica, verde; Norteamérica, rojo; &rea de
solapamiento de ambos nichos en color violeta) obtenidos mediante anélisis
de componentes principales (sensu Broennimann et al. 2012). Las flechas (de
linea llena para ocurrencias, linea de trazos para disponibilidad de ambientes)
muestran el cambio del centro de densidad en direccion Sudamérica -
Norteamérica. En todos los paneles, los ejes 1y 2 (PC1 y PC2) explicaron el

64% y 20% de la variabilidad de los datos, respectivamente. La correlacion
de las variables climéticas con los ejes 1y 2 se muestra en la Figura 2.2.
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Cressa nudicaulis Cryptantha albida Cryptantha maritima var. pilosa
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Figura 7.5. Densidad de ocurrencias de las 9 especies latifoliadas herbaceas (area sombreada,
sombreado més intenso indica mayor densidad) y de ambientes disponibles (linea llena = percentil
100%; linea de trazos = percentil 75%) en cada subcontinente (Sudamérica, verde; Norteamérica,
rojo; area de solapamiento de ambos nichos en color violeta) obtenidos mediante andlisis de
componentes principales (sensu Broennimann et al. 2012). Las flechas (de linea llena para
ocurrencias, linea de trazos para disponibilidad de ambientes) muestran el cambio del centro de
densidad en direccién Sudamérica - Norteamérica. En todos los paneles, los ejes 1y 2 (PC1 y PC2)
explicaron el 64% y 20% de la variabilidad de los datos, respectivamente. La correlacion de las
variables climaticas con los ejes 1 y 2 se muestra en la Figura 2.2.
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Acaciella angustissima Aloysia gratissima Capparis atamisquea
var. angustissima
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Figura 7.6. Densidad de ocurrencias de las 3 especies latifoliadas lefiosas (&rea sombreada,
sombreado mas intenso indica mayor densidad) y de ambientes disponibles (linea llena = percentil
100%; linea de trazos = percentil 75%) en cada subcontinente (Sudamérica, verde; Norteamérica,
rojo; area de solapamiento de ambos nichos en color violeta) obtenidos mediante andlisis de
componentes principales (sensu Broennimann et al. 2012). Las flechas (de linea llena para
ocurrencias, linea de trazos para disponibilidad de ambientes) muestran el cambio del centro de
densidad en direccion Sudamérica - Norteamérica. En todos los paneles, los ejes 1y 2 (PC1 y PC2)
explicaron el 64% y 20% de la variabilidad de los datos, respectivamente. La correlacion de las
variables climaticas con los ejes 1y 2 se muestra en la Figura 2.2.
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Cuadro 7.2. Momento de colecta in situ de las poblaciones de T. crinita en Norteamérica y
Sudamérica (colec.), y periodo durante el que se mantuvieron en los jardines comunes ubicados en
INTA EEA La Rioja (LR) e INTA EEA Catamarca (CA y CAIi). La linea vertical indica el
momento de establecimiento de cada jardin comdn a partir de semilla obtenida de las colectas a
campo o bien cosechada del dltimo jardin vigente. Los jardines LR y CA son de 24 plantas por
poblacion (dispuestas en 3 bloques aleatorizados, cada uno con parcelas de 8 plantas y una distancia
entre plantas = 0.5 m). El jardin CAi tiene 5 plantas de cada poblacién (5 bloques aleatorizados, 1
planta de cada poblacion por bloque, distancia entre plantas = 0.5 m). En la parte inferior (Nota) se
describe el momento de cosecha de semilla y realizacion de las evaluaciones para el Capitulo 3. El
inicio de cada nuevo jardin comun (CA, CAi) no implicé la eliminacion del jardin comUn antecesor.

Poblacién 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Bowie colec. | CA CA CA | CAI
Kinney** colec. | CA  CA CA | CAI
Knox colec. | CA  CA CA | CAI
Lucero colec. | CA  CA CA | CAI
San Simon colec. | CA CA CA | CAI
Tornillo colec. | CA  CA CA | CAI
White Sands colec. | CA CA CA | CAI
Amblayo colec. | CA CA CA | CAi
Chamical** colec. | CA CA CA CA CA CA CA |CAI
Colpes colec. [ CA CA CA CA CA CA CA |CA
HC colee. | LR LR LR LR LR | CA CA CA CA CA CA CA |CAi
HL colec. | LR LR LR LR LR | CA CA CA CA CA CA CA |CA
RCH Ancha colec. | CA CA CA CA CA CA CA |CA
RCH Fina colec. | CA CA CA CA CA CA CA |CAI
Recreo colec. | CA CA CA CA CA CA CA | CAI
Recreo Salinas colec. | CA CA CA CA CA CA CA |CA
Salinas Grandes colec. | CA CA CA CA CA CA CA |CA
San Martin colec. | CA CA CA CA CA CA CA |CAI
SC colee. | LR LR LR LR LR | CA CA CA CA CA CA CA |CAi
SL colec. | LR LR LR LR LR | CA CA CA CA CA CA CA |CA
Tilimuqui colec. | CA CA CA | CAi
ElTipan colec. \ CA CA CA CA CA CA CA |CAI
Nota: momentos de cosecha de semilla [s] y de realizacion de las evaluaciones ) para el Capitulo 3.

*Ensayos de germinacion a distintas temperaturas [g], y con plantulas [p] (laboratorio): s g p

*Ensayo de germinacion a distintos potenciales osméticos [g] (laboratorio): S g
*Medicion de caracteres en plantas de igual edad [m] (jardin comun CAi): m

** Las poblaciones ‘Chamical’ y ‘Kinney’ son materiales vegetales registrados por el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria de Argentina (INTA, https://inta.gob.ar/variedades/chamical-inta) y el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA-NRCS, 2020), respectivamente. Se considerd como
fecha de coleccion cuando la semilla fue provista por dichos organismos.
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Cuadro 7.3. Tasa media de germinacion [d?; estimada segiin Ranal y Santana (2006), Lozano-Isla et
al. (2019)], promedio para cada poblacion y temperatura.

Subconti-

nente Poblacion 16°C  23°C 30°C 37°C 44°C 475°C 51°C
NA Bowie 0.00 0.14 0.26 0.40 0.19 0.00 0.00
NA Kinney 0.00 0.03 0.22 0.20 0.28 0.00 0.00
NA Knox 0.00 0.17 0.33 0.47 0.17 0.00 0.00
NA Lucero 0.00 0.02 0.17 0.25 0.06 0.00 0.00
NA San Simon 0.00 0.08 0.36 0.23 0.23 0.00 0.00
NA Tornillo 0.00 0.05 0.30 0.33 0.30 0.00 0.00
NA White Sands 0.00 0.08 0.20 0.38 0.11 0.00 0.00
SA Amblayo 0.09 0.15 0.13 0.25 0.00 0.00 0.00
SA Chamical 0.00 0.14 0.32 0.41 0.20 0.00 0.00
SA Colpes 0.00 0.12 0.31 0.30 0.23 0.00 0.00
SA HC 0.00 0.10 0.28 0.31 0.27 0.00 0.00
SA HL 0.02 0.15 0.34 0.47 0.21 0.00 0.00
SA RCH Ancha 0.02 0.13 0.26 0.31 0.23 0.00 0.00
SA RCH Fina 0.00 0.10 0.21 0.16 0.14 0.00 0.00
SA Recreo 0.00 0.09 0.13 0.14 0.21 0.00 0.00
SA Recreo Salinas 0.00 0.08 0.21 0.30 0.22 0.00 0.00
SA Salinas Grandes 0.05 0.10 0.23 0.32 0.24 0.00 0.00
SA San Martin 0.00 0.04 0.16 0.24 0.21 0.00 0.00
SA SC 0.06 0.17 0.40 0.34 0.20 0.00 0.00
SA SL 0.00 0.16 0.36 0.28 0.35 0.00 0.00
SA Tilimuqui 0.00 0.07 0.23 0.23 0.17 0.00 0.00
SA El Tipan 0.00 0.10 0.30 0.28 0.21 0.00 0.00
NA (promedio) 0.000 0081 0263 0323 0191  0.000  0.000
SA (promedio) 0.017 0114 0255 0290 0206 0.000  0.000
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Cuadro 7.4. Estimaciones no mostradas en Resultados, de temperatura méaxima (T.max.) de
germinacion para cada poblacion (obtenidas mediante ajuste de regresién bi-lineal, segin Seepaul et
al. 2011). En las tres ultimas filas se muestran los valores promedio por subcontinente y el nivel de
significancia estadistica de su comparacién (P>0.05, n.s.).

Subcontinente Poblacion T.max.
NA Bowie 475
NA Kinney 54.2
NA Knox 475
NA Lucero 47.1
NA San Simon 51.0
NA Tornillo 475
NA White Sands a47.7
SA Amblayo 50.5
SA Chamical 48.2
SA Colpes 49.6
SA HC 50.3
SA HL 475
SA RCH Ancha 475
SA RCH Fina 50.4
SA Recreo 54.6
SA Recreo Salinas 475
SA Salinas Grandes 475
SA San Martin 475
SA SC 48.8
SA SL 52.7
SA Tilimuqui 49.4
SA El Tipan 49.6
NA (promedio) 48.9
SA (promedio) 49.4

Diferencia entre subcontinentes

n.s.
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Cuadro 7.5. Datos climéticos histéricos de sitios de Norteamérica (A-C) y Sudamérica (D-G,
préxima pagina).

Cuadro 7.5.A. Datos climaticos historicos de Las Cruces (NM, EEUU).
Fuente: https://es.climate-data.org/

Ene | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct | Nov | Dic

Temperatura media (°C) 58 |82 | 113 | 157|202 | 252 | 27 25,6 | 225 | 165|199 |58

Temperatura minima media | -3 -1 18 |59 |103 | 155|189 | 17.7 | 14 7 05 |-29

Temperatura maxima media | 14.7 | 175 | 20.9 | 25,5 | 30.2 | 35 35.1 | 335 | 31 26.1 | 194 | 146

Precipitacion (mm) 11 9 7 4 7 16 41 51 34 24 11 17

Cuadro 7.5.B. Datos climaticos histdricos de El Paso (TX, EEUU).
Fuente: https://es.climate-data.org/

Ene | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct | Nov | Dic

Temperatura media (°C) 65 |91 | 125|176 | 221 | 268 | 27.9 | 26.9 | 236 | 18 111 | 7.3

Temperatura minima media -13 |07 |38 |87 |13 178 | 20.2 | 194 | 159 | 95 | 26 | -0.7

Temperatura maxima media | 14.4 | 17.6 | 21.2 | 26.6 | 31.3 | 358 | 35.7 | 345 | 314 | 26,5 | 19.6 | 15.3

Precipitacion (mm) 10 11 8 5 6 16 41 41 34 20 10 15

Cuadro 7.5.C. Datos climaticos histéricos de Bowie (AZ, EEUU).
Fuente: https://www.usclimatedata.com/climate/bowie/arizona/united-states/usaz0021

Ene | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct | Nov | Dic

Temperatura media (°C) 79 1103|132 | 169|215 | 26.6 | 281 | 268 | 241 | 181 | 11.7 | 7.8

Temperatura minima media 01 |17 |41 |71 |117 | 168 | 20 189 | 157 {95 |31 | -0.2

Temperatura maxima media | 15.8 | 18.8 | 22.2 | 26.6 | 31.2 | 36.3 | 36.2 | 346 | 324 | 26.7 | 20.3 | 15.7

Precipitacion (mm) 26 21 17 7 10 12 51 56 26 34 19 32



https://es.climate-data.org/
https://es.climate-data.org/
https://www.usclimatedata.com/climate/bowie/arizona/united-states/usaz0021
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Cuadro 7.5.D. Datos climaticos histéricos de San Fernando del Valle de Catamarca (Argentina).
Fuente: https://es.climate-data.org/

Ene | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct | Nov | Dic
Temperatura media (°C) 274 | 257 | 238 | 195 | 157 | 116 | 11.6 | 14.6 | 182 | 21.9 | 246 | 27.1
Temperatura minima media 208 | 194 | 175 | 128 | 8.9 48 |37 |66 |109| 148|178 | 20.3
Temperatura maxima media | 34 32.1|30.1| 262|226 | 184 | 195 | 226 | 25.6 | 29 314 | 34
Precipitacion (mm) 79 74 56 19 10 6 5 6 9 27 47 53
Cuadro 7.5.E. Datos climaticos histéricos de La Rioja (Argentina).
Fuente: https://es.climate-data.org/

Ene | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct | Nov | Dic
Temperatura media (°C) 28 26.6 | 24 19 148 | 114 | 109 | 13.8 | 175 | 21.3 | 25 27.3
Temperatura minima media 206 | 194 | 174 | 12 8 48 |29 |53 |94 | 138|176 | 199
Temperatura maxima media | 35.5 | 33.9 | 30.7 | 26.1 | 21.7 | 18.1 | 19 224 | 25,7 | 289 | 325 | 347
Precipitacién (mm) 71 58 54 18 10 3 4 5 6 20 30 |51
Cuadro 7.5.F. Datos climaticos histéricos de San Rafael (Mendoza, Argentina).
Fuente: https://es.climate-data.org/

Ene | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct | Nov | Dic
Temperatura media (°C) 23 2251193 | 137|101 |7 73 |88 | 119|153 | 194 | 216
Temperatura minima media | 15 141|116 |53 |25 |-05|-04 |05 |39 |75 |114 | 134
Temperatura maxima media | 31.1 | 31 271|222 | 178 | 146 | 15 171 | 20 231|275 | 2938
Precipitacion (mm) 49 40 36 23 11 9 11 13 24 29 38 45
Cuadro 7.5.G. Datos climaticos historicos de Dean Funes (Cérdoba, Argentina).
Fuente: https://es.climate-data.org/

Ene | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct | Nov | Dic
Temperatura media (°C) 227 | 216|189 | 16.1 | 13.3 | 10.7 | 10.2 | 119 | 147 | 17.3 | 195 | 22.3
Temperatura minima media | 15.6 | 147 | 124 |94 |67 |43 |29 |39 |7 10.2 | 12.2 | 151
Temperatura maxima media | 29.8 | 28.6 | 25.4 | 22.9 | 20 171 | 175 | 199 | 224 | 245 | 26.9 | 29.5
Precipitacion (mm) 100 | 97 84 42 27 9 10 7 20 54 81 97



https://es.climate-data.org/
https://es.climate-data.org/
https://es.climate-data.org/
https://es.climate-data.org/
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Cuadro 7.6. Cantidad de individuos analizados por poblacién segln la técnica y tipo de marcador
molecular.

ITS1-
Subcontinente Poblacion 5.85- rpl32-trnL  Mss8  Mssll  Mss93  ADN-ploidia
ITS2
SA Amblayo 0 1 2 2 2 2
SA Chamical 1 1 5 5 5 2
SA Colpes 1 1 4 5 5 2
SA El Tipan 1 1 5 5 4 2
SA HC 1 0 5 1 5 2
SA HL 1 1 0 0 0 2
SA RCH Ancha 0 1 0 0 0 2
SA RCH Fina 1 1 5 1 5 3
SA Recreo 1 1 0 4 4 2
SA Recreo Salinas 1 1 5 4 5 2
SA Salinas Grandes 1 1 5 5 5 3
SA San Martin 0 1 5 1 5 2
SA SC 1 1 0 0 0 2
SA SL 1 0 5 5 5 2
SA Tilimuqui 1 1 5 3 5 2
NA Bowie 0 1 5 5 5 2
NA Kinney 1 1 0 5 4 2
NA Knox 1 1 0 4 4 2
NA Lucero 1 1 4 3 5 3
NA San Simon 1 1 5 5 5 2
NA Tornillo 1 1 5 4 5 2
NA White Sands 0 1 5 5 5 2
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Protocolo 7.1 (Paula Mathiasen y Paula Quiroga, comunicacion personal)

Extraccion de ADN (adaptado de Doyle y Doyle 1990)

TA: temperatura ambiente; H: heladera; F: freezer.

1. Agregar 7.5 mg de DTT (H) y 0.01 g de PVP 40000 (TA) por cada 1 ml de buffer de
extraccion. Calentar el buffer de extraccion a 55°C.

2. Colocar 40 mg de material seco (0 100 mg de material fresco) en un tubo Eppendorf de
1.5 ml y sumergir el tubo en nitrégeno liquido y moler hasta obtener un polvo fino.

3. Agregar 1 ml de buffer de extraccién en cada tubo y mezclar bien.

4. Incubar en bafio a 55° C durante 1 hora. Homogeneizar por inversion del tubo cada 15
min.

5. Sacar los tubos del bafio y dejarlos 10 min para que se enfrien.

6. Agregar 400 pl de diclorometano (TA) y mezclar suavemente hasta obtener una
emulsion.

7. Centrifugar 10 min a 13000 rpm. Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo cuidando de no
pipetear la interfase.

8. Repetir pasos 6y 7.

9. Agregar 400 pl (2/3 del volumen) de isopropanol (F) y mezclar suavemente. Si el pellet
de ADN no aparece, colocar los tubos en freezer a -20°C durante 30 min (se puede dejar
toda la noche).

10. Centrifugar 15 min a 13000 rpm. Remover el isopropanol cuidando de no perder el

pellet y secar los tubos durante 1 hora sobre papel de filtro a TA.
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11. Agregar 300 ul de TE o Ae (con ARNasa, 0.2 pl/ml) y 200 ul (2/3 vol.) de NaCl 5 M.
Mezclar bien suavemente hasta que el pellet se disuelva.

12. Agregar 1 ml (2 vol.) de etanol 100% (H), mezclar suavemente. Colocar a -20° C al
menos 1 hora (se puede dejar toda la noche o varios dias).

13. Centrifugar 15 min a 13000 rpm. Remover el sobrenadante cuidadosamente y secar los
tubos durante 1 hora sobre papel de filtro.

14. Agregar 50-100 pl de buffer TE 1X (TA) o buffer Ae (TA) con ARNasa (0.2 pl/ml de

solucion stock: 100 mg/ml). Colocar en bafio a 55° C durante 10 min.
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Buffer de extraccion de ADN
ATMAB (Alkyltrimethyl Ammonium Bromide) — Sigma M7635 20 g
*EDTA 0.5 M pH 8 40 ml
*Tris HCI 1 M pH 8 100 ml
*NaCl 5 M 280 ml
H20 destilada llevar a 1000 ml
* Autoclavar antes de preparar el buffer. Disolver el ATMAB en bafio a 55°C. Autoclavar

el buffer de extraccion una vez preparado.

Buffer TE 10X (Solucidn stock)
Tris 100 mM 12.11 g
EDTA10mM 3.72 ¢
H20 destilada 1000 ml

Agregar 20 mg/ml de ARNasa

Solucion NaCl 5 M (para preparar 1000 ml)
NaCl 292.2 ¢

H20 destilada 1000 ml



Condiciones de PCR de las secuencias de ADN

Mezcla de PCR
H20 13.72 ul
Buffer 10X 2 ul
DNTPs 0.4 ul (2.5 mM de cada uno)
Magnesio 1.6 ul (50 mg)
Primer F 0.6 uL (5 uM)
Primer R 0.6 uL (5 uM)
TAQ (Genbiotech)  0.08 uL (5 U/uL)
ADN 0.8 uL (30 ng/uL)

Volumen total 20 uL

Condiciones de PCR
Desnaturalizacién inicial 94°C

30 ciclos de: Desnaturalizacion 94°C

Temperatura de anclaje (varia segn primer)

Extension

Extension final

45s

30s

1:30 min

10 min
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Condiciones de PCR de los microsatélites

Mezcla de PCR
H20 6.3 ul
Buffer 10X 1 ul
DNTPs 0.8 ul (2.5 mM de cada uno)
Primer F 0.25 pl (5 uM)
Primer R 0.25 pl (5 uM)
TAQ (Genbiotech)  0.15 ul (5 U/ul)
ADN 1.25 uL (30 ng/pl)

Volumen total 10 ul

Condiciones de PCR

Desnaturalizacion inicial 94°C 30s
40 ciclos de: Desnaturalizacion 94°C 45s
Temperatura de anclaje 30s
Extension 72°C 1:30 min
Extension final 72°C 10 min
Microsatélite Temperatura de anclaje Tamario esperado Fluorocromo
Mss8 50°C 130 pb NED
Mss11 54°C 150 pb VIC
Mss93 54°C 180 pb PET
Mss72 57°C 400 pb VIC
Mss77 59°C 650 pb NED
Mss90 57°C 200 pb 6-FAM

165



166

Cuadro 7.7. Escenarios seleccionados en DIYABC, y valores de la mediana estimada para los
distintos pardmetros. Entre paréntesis se muestra el valor de RMAE (mediana relativa del error
absoluto) de cada estimacion, como indicador de su precision.

Escenario SA NA tl useq | klseq | PA | Aumic | pmic | snimic
mas
probable
[probabilidad
aproximacion
logistica]
rpl32- 4 37500 | 52700 | 3330 4.1x 7.9 - - - -
trnL [0.25,0.23- | (0.24)* | (0.26) | (0.22) | 10® | (0.05)
0.28] (0.20)
ITS1- 1 7930 4000 | 2040 6.9 X 5.4 - - - -
5.85- [0.67,057- | (0.24) | (0.30) | (0.21) | 10% | (0.14)
ITS2 0.77] (0.32)
Microsa 6 48700 | 36800 | 462 - - 986 1.8x 24x | 64X
télites [0.38,0.36- | (0.24) | (0.25) | (0.27) (0.12) | 10* 101 108
0.39] (0.22) | (0.06) | (0.61)
SA y NA son los tamafios efectivos poblacionales para Sudamérica y Norteamérica,

respectivamente.
t1 es el tiempo desde la divergencia o separacion de las poblaciones de Sudamérica y Norteamérica,
definido en cantidad de generaciones. Para Trichloris crinita se estima un tiempo entre
generaciones de 6 afios.

PA es el tamafio efectivo de la poblacion ancestral.

useq es la tasa de mutacion de la secuencia.

klseq es el nimero de haplotipos.
pmic es la tasa de mutacion de microsatélite.
pmic es la proporcion de mutaciones mayor que a one step.

snimc es la tasa de mutacion no estandar.

Cuadro 7.8. Valores medios (+ desvio estandar) para las variables climaticas temperatura media
anual (TMA) vy precipitacion anual (PA) obtenidas para los sitios actualmente habitados por
Trichloris crinita en Sudamérica y Norteamérica en los tiempos: presente, Holoceno Medio (-6000
afios) y Ultimo Méximo Glacial (-21000 afios). Datos obtenidos de la base datos Worldclim 1.4
(www.worldclim.com) para los sitios con presencia actual de la especie (coordenadas obtenidas de

www.gbif.org, empleadas antes en el Capitulo 2).

Subcontinente Presente Holoceno Medio Ultimo Maximo Glacial
TMA (°C) PA (mm) TMA (°C) PA (mm) TMA (°C) PA (mm)
Sudamérica 18.4 558 17.9 510 15.1 481
(3.3) (307) (3.3) (286) (3.3) (322)
Norteamérica 19.9 321 18.8 347 13.9 341
(2.6) (136) (2.6) (139) (3.4) (108)



http://www.worldclim.com/
http://www.gbif.org/
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Figura 7.7. Peso (arriba) y poder germinativo (%, centro) de la semilla de Catamarca; poder

germinativo de la semilla de La Rioja (abajo).

JH
uedi] |3

|edtweyd

o o o o
0 W <

100 ~

(%) oAneuiwias sapod

0 -

N

N

ujle|n ues

sopueuy seuljes

03129y

seul|es 02409y

sad|jo)

TH

JH

uedi] |3

|edrweyd



168

Cuadro 7.9. Coeficientes de correlacion de Pearson y significancia estadistica (*, P<0.05; n.s., no
significativa) entre variables mencionadas en el Cuadro 6.2 y variables climaticas de los sitios de
origen de las poblaciones (TMA, temperatura media anual, TMaxMC, temperatura maxima del mes
mas célido; TMinMF, temperatura minima del mes més frio; PMA, precipitacion media anual; 1A,
indice de aridez).

TMA  TMaxMC TMminMF PMA 1A
Dif. P1000 sem. (2012-2018; SA 11) -0.17ns -0.42 ns 0.45ns 0.21ns 0.17ns
Dif. poder germin. (LR-Cat; SA11) -0.49ns -042ns -053ns -0.02ns 0.05ns
Ancho I&mina foliar (NA 7) -0.62ns -040ns -063ns -0.38ns -0.34ns
Ancho Iamina foliar (SA 15) -058* -0.63* -0.54 * -0.66* -0.65*
Poder germinativo (a 30°C; NA7) -0.17ns -0.24ns -0.17ns -0.30ns -0.33ns
Poder germinativo (a 30°C; SA15) 054* 0.65* 0.44 ns 0.57* 0.55*
Temp. Optima germinacion (NA7)  -0.13ns 0.31ns -0.25ns -0.38ns -0.43ns
Temp. éptima germinaciéon (SA15) 0.47ns 047ns  0.44ns 045ns  0.41ns
Diversidad genética (indice I; NA7) 0.28ns 0.11ns  0.29ns 0.37ns  0.39ns
Diversidad genética (indice I; SA 12) -0.31ns -0.24ns -0.41ns -068*  -0.75*
Nota: Las correlaciones significativas del ancho de Id&mina foliar y poder germinativo a 30°C para
las poblaciones de Sudamérica dejaron de ser significativas al remover la poblacion <Amblayo’
(proveniente de un sitio notoriamente mas alto y frio que el resto, 2500 m.s.n.m. y TMA=12.6°C)
del andlisis, no sucedi6 lo mismo con correlaciones significativas observadas para diversidad
genética que se mantuvieron como estadisticamente significativas.
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