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RESUMEN

RESUMEN

Los actuales patrones de biodiversidad y distriiugeografica de las especies
son el producto de historias evolutivas complegacionadas, al menos en parte, a
cambios geoldgicos y eventos histéricos. En pddicuas fluctuaciones en el clima
global ocurridas durante el Cuaternario han temidportantes consecuencias para la
mayoria de los seres vivos, influyendo tanto edid&ibucion de las especies como en
la diversidad y en la estructura genética de suslapmnes. Los cambios en la
distribucion geografica ofrecieron oportunidadesapéa especiacion a través del

aislamiento y la hibridacion luego de un contaetousdario

El Hemisferio Sur, aunque no estuvo sujeto a eatemgaciaciones como el
Hemisferio Norte, sufri6 considerables cambios gaedohdgicos y climaticos
historicos. En el Dominio Fitogeografico Chaquelis, eventos mas importantes que
dieron lugar al escenario geomorfologico actualarestrelacionados con el
emplazamiento de los cratones o escudos Brasilefindino, la orogenia andina, el
relleno de la cuenca intracratonica, el redirecoiento de los grandes rios de la
region y la formacion de una gran llanura aluviica a partir de los antiguos abanicos
aluviales de los rios. Ademas, en este periodseoaencia de climas secos y humedos
ocurrié entre los 22°S y 39°S, en correspondermial@s ciclos de glaciacion en los
Andes. Estos cambios pudieron ser criticos entieridnacion de los actuales patrones
de distribucion de las especies. Los escasos getie®palinoldgicos asi como los
estudios geomorfologicos y estratigraficos sugiegere, durante el Pleistoceno y
Holoceno, la vegetacion xerofitica y los tipos degetacion tropical y subtropical
habrian sufrido, alternativamente, desplazamierttosuna direccion NE-SW.

Las modificaciones en la vegetacion, debido a esto®ios geomorfologicos y
climaticos histoéricos, pudieron interrumpir el adm las especies, causar la extincion
local de poblaciones y cambiar las presiones aea&én, produciendo una considerable
reorganizacion genética la cual puede reflejarsi®mcervos génicos de las especies
modernas. Sin embargo, los datos disponibles pafzap las hipotesis planteadas en
relacion con la respuesta de los organismos adowios climaticos ocurridos en el
Dominio Chaquefio son todavia escasos. Los estfiltigeograficos (i.e. el analisis de
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la distribucion espacial de los linajes geneal@&)icp evolutivos en especies clave
pueden, por lo tanto, ser muy informativos y cdmii a la interpretacion de los
cambios en la biota del Dominio Fitogeografico Gleftp en respuesta a los procesos

histéricos.

Algunas de la hipdtesis propuestas para el Domidimqueiio han sido
analizadas utilizando al complejurnera sidoides L., ya que constituye un modelo
biogeografico muy informativo y su distribucion goide en casi toda su extensién con
la de este Dominio. Este complejo de hierbas peemmesenta una gran diversidad
morfologica y ecoldgica y, ademas, posee una iatidencia de la poliploidia partir
de las investigaciones llevadas a cabo hasta elemimnse ha propuesto que la
diferenciacion morfolégica dd. sidoides, asi como la distribucién actual de los
citotipos, habrian estado influenciadas por praedsstoricos. Los diploides habrian
tenido una distribucion ancestral continua a lgdade los cordones montafiosos que
limitan la llanura Chaco-Pampeana. Los procesosngdologicos y los ciclos de
sequia/lhumedad ocurridos en la region, habrianmdigtado la fragmentacion del area
de los diploides, interrumpiendo el flujo génicoonduciendo a la diferenciacién de los
mismos en alopatria. Los valles y las laderas dentantafias habrian mantenido
condiciones ambientales mas estables, ofrecierfdgios para la supervivencia de los
diploides. Los tetraploides se habrian originado seniltiples eventos de
poliploidizacién, ocupando los ambientes resulmntele los pulsos de
expansion/contraccion de la vegetacion en la lrCinaco-Pampeana, estableciendo

contactos secundarios entre morfotipos y subespecie

A fin de probar estas hipotesis, el objetivo gelndeaesta tesis es analizar los
patrones filogeograficos del complejaurnera sidoides en relacion a los procesos
geomorfolégicos y climaticos historicos ocurridoa el Dominio Fitogeografico
Chaquefio. A tal fin, se analiz6 la variabilidad éf@a intraespecifica en dos regiones
no codificantes de ADNcp en 160 individuos de 9Bblaciones representativas de la
variabilidad morfolégica y la distribucidon geogcii de T. sidoides. Se analizo la
variabilidad genética y la historia demograficala® poblaciones y, se analizaron las
relaciones evolutivas entre haplotipos mediantddhoracién de una red de haplotipos
y la realizacién de inferencias bayesianas. Laietstracion de la variabilidad genética

y la correlacion entre las distancias genéticasas distancias geograficas de las

2
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poblaciones fueron analizadas mediante un AMOVA § test de Mantel,
respectivamente. Ademas, se caracteriz0 la vadalilgenética intraespecifica del
complejo a escala regional mediante el empleo deadares de ADNn. Finalmente se

analizo la distribucidn geogréfica de las variageséticas detectadas.

Los andlisis llevados a cabo en esta tesis coyefittel primer estudio
filogeografico del complejdurnera sidoides y es también el primero realizado en una

especie ampliamente distribuida en el Dominio Ftggéafico Chaquenio.

Los valores de diversidad haplotipica y nucleotidietectados en el complejo
Turnera sidoides sugieren que, durante su historia evolutiva, laabcurrido un rapido
crecimiento poblacional a partir de una poblacidteatral con pequefio tamafio
poblacional efectivo, donde el tiempo fue sufickergara recuperar la variacion
haplotipica pero muy corto como para una gran atacin de diferencias en las

secuencias.

El hallazgo de haplotipos exclusivos en poblaciatiptides de las diferentes
subespecies y morfotipos sustenta la hipétesipogu@one que la diferenciacion de las
subespecies / morfotipos dernera sidoides habria ocurrido a nivel diploide. Por otra
parte, la discordancia parcial entre los haplotgw#DNcp y los limites subespecificos
observada en el complejo seria el resultado deoum@s procesos diferentes como el

polimorfismo ancestral, la introgresion y la captde cloroplastos.

Los andlisis de la red de haplotipos y bayesiaaeslaron una clara division de
los haplotipos en cuatro haplogrupos o cladosclmdes representan cuatro unidades
evolutivas que habrian permanecido estables artgp ldel tiempo, sugiriendo la
ocurrencia de extensos periodos de aislamiente ditihos haplogrupos dn sidoides.
Estos resultados fueron sustentados por los olutewnie los analisis demogréficos y los
valores de distancia genética entre los haplogrupssmismo, los resultados del
AMOVA demostraron que tanto las subespecies comoelgiones geograficas difieren
en los niveles de variabilidad genética detectaddota partir del analisis de las
secuencias de ADNcp como por RAPDs. Finalmentdalta de correlacion entre la
divergencia genética y la distancia geograficaadeploblacioned. sidoides revelada

por el test de Mantel, sugiere que la variacionégea en este complejo no esta
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distribuida clinalmente, por lo que la diferenciaci genética actual entre las
poblaciones dd. sidoides no puede ser explicada bajo un modelo de flujacgéde

aislamiento por distancia.

A partir de los resultados obtenidos, se proponesibfes centros de
diversificacion y fijacion de los haplotipos paftacemplejoTurnera sidoides asociados
con los mayores sistemas orograficos en la regMalies interandinos; Chaco
Boliviano y saltefio, Sierras de Cérdoba, Mesopaar@uchilla de Haedo, Serranias
del Este y Rio Grande do Sul. El hallazgo del hgpdoancestral en poblaciones
diploides y poliploides d&. sidoides distribuidas en las regiones mas elevadas del area
del complejo, sustenta la hipotesis que sugierelgsialiploides habrian ocupado un
area mas continua que la actual a lo largo del ageripampasico, el que habria
constituido una via de migracién de las poblacioresmismo, el hallazgo de este
haplotipo y de haplotipos de punta en poblaciortsaloides de los morfotipos
chaquefo (tanto del Chaco Oriental como del Octadlery pampeano sustenta la
hipotesis que propone que los tetraploides, qumalstribuidos a lo largo de la llanura
Chaco-Pampeana, habrian expandido su distribucipartx de las areas de refugio

hasta alcanzar los limites actuales.

Las areas de mayor diversidad especifica y genétactadas effurnera
sidoides representarian reservorios de la variabilidad tisméle ésta como de otras
especies; mientras que el arco serrano constitwinaimportante corredor que
mantendria la conectividad biolégica entre dicheservorios. El andlisis de la
congruencia de los patrones filogeograficos y dediktribucion de las variantes
genéticas ddurnera sidoides y de otros taxones codistribuidos en relaciénteopas
de variacion ambiental y uso de la tierra a esegjenal podria, por lo tanto, contribuir
a la identificacion de areas prioritarias paradaservacion de la diversidad vegetal de la

region y a realizar predicciones para el estudiotdes especies.
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Current patterns of biodiversity and species distion are the results of
complex evolutionary histories related, at leastpart, to geological changes and
historical events. Particularly, Quaternary flu¢cioias of global climate had important
consequences for most organisms, influencing ndy dodiversity and species
distribution but the genetic structure of populatias well. Such changes would offer

opportunities for speciation by isolation and hgiration after secondary contact.

The Southern Hemisphere, although was not subge&xtensive glaciations,
suffered considerable geomorphologic and climaienges. The most important events
that gave rise the currents landscapes are relatdte emplacement of the Brazilian
and Andean cratons, the Andes orogeny, the mobdizaand deposition of sediments
transported by northerly winds, the intensive ntigraof the fluvial belts of the main
rivers and the formation of a great xeric alluviop&in. Moreover, in this period a
sequence of dry and wet climates occurs betweeB2f& and 39°S, in correspondence
with the glaciations cycles in the Andes. Thesengea would be critical in the
determination of the currents patterns of specigstrilobution. The scarce
paleopalinological data as well as the geomorphol@nd stratigraphical studies
suggest that, during Pleistocene and Holocene,x#drephytic vegetations and the
tropical and subtropical vegetation types would ehauffered, alternatively, NE-SW

displacements.

Vegetation changes resulted of such geomorphokbngicclimatic changes must
have disrupted species ranges, caused the extinatitocal populations, and changed
selective pressures, producing a considerable igemebrganization that may be
reflected in the gene pools of the modern spediegwithstanding, the information
available to test hypotheses related to the biokgiesponse to the historical changes
occurred in the Chaquenio Phytogeographical Domainstill scarce. Therefore,
phylogeographic (i.e. the analysis of spatial thstion of genealogical lineages) and
evolutionary studies in key species would be infatiie and may contribute to the
interpretation of biota changes in response tohiséorical events of the Chaquefio
Phytogeographical Domain.
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Some hypotheses proposed for the Chaquefio Domeenldeen analyzed using
Turnera sidoides L., since it constitute an informative biogeogragathimodel and its
distribution almost coincides with the area of tBiemain. This complex of perennial
herbs presents a great morphologic and ecologivalrsity and, it also has a high
incidence of polyploidy. From the investigationsfapperformed, it has been proposed
that the morphological differentiation @t sidoides, as well as the current patterns of
cytotypes distribution, would have been influendsd historical processes. Diploids
should have a continuous distribution along thealens that limit the Chaco-Papean
plain. The geomorphologic and climatic changes oecu in the region, should
fragment the diploids area, interrupting gene flamd determining their differentiation
in allopatry. The valleys and ravines should havaintained stable environmental
conditions, offering refugia to diploids survivdletraploids should have originated in
multiple polyploidization events, occupying the ®gomments resulted from the
expansion/contraction pulses of vegetation in th@dd-Pampean plain, establishing

secondary contacts among subspecies and morphotypes

To test these hypotheses, the objective of thisishés to analyze the
phylogeographic patterns offurnera sidoides complex in relation to the
geomorphologic and climatic events occurred in @laquefio Phytogeographical
Domain. To do this, intraspecific variability of tmnon-coding regions of cpDNA was
analyzed in 160 individual from 97 populations es@ntative of the morphologic and
geographical variability of. sidoides. Genetic variability and demographical history of
populations were analyzed. Evolutionary relatiopslkamong haplotypes were analyzed
by the construction of a network and a Bayesiarlyaisa The structuring of genetic
variability and the correlation between genetic agebgraphical distances were
analyzed by AMOVA and Mantel tests, respectivety.atdition, intraspecific genetic
variability was analyzed at a geographical scalegusnolecular markers of nDNA.

Finally, the geographic distribution of the genefaciants detected was also analyzed.

The analyses performed in this thesis constitugefitist phylogeographic study
in Turnera sidoides complex and in a widely distributed species in Qleaquefio

Phytogeographical Domain.
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The values of haplotypic and nucleotidic diversiigices detected iffurnera
sidoides complex suggest that, during its evolutionary drgt would occur a fast
population grow from an ancestral population withow effective population size,
being the time sufficient to recover haplotypiciggon but not to accumulate great

differences among sequences.

The finding of private haplotypes in diploid popidas of the different
subspecies / morphotypes supports the hypothesisulo$pecies / morphotypes of
Turnera sidoides differentiation at diploid level. Moreover, therpal disagreement
among the cpDNA haplotypes and subspecific limitsuMd result from different

processes such as ancestral polymorphisms, infsigreand chloroplast capture.

The network and the Bayesian analysis showed a loégdotype division in four
haplogroups or clades, which would represent faalwgionary units that may have
remained stable for a long time, suggesting theiwence of extensive isolation periods
among such haplogroups Bfsidoides. These results were supported by those obtained
from demographic analyses and the genetic distammng haplogroups. Moreover, the
results of AMOVA showed that both subspecies anagggphical regions differed in
the levels of genetic variability detected from #@alyses of cpDNA sequences and
RAPD markers. Finally, the results of Mantel tasggest that the genetic variation is
not clinally distributed and, thus, the genetidaléntiations among populations ©f

sidoides cannot be explained under an isolation by distamodel.

From the results here obtained, putative centedivafrsification and haplotype
fixation were proposed forurnera sidoides complex associated to the main orographic
systems of the region: Interandean Valleys; Chacbividano and saltefio, Sierras de
Cordoba, Mesopotamia, Cuchilla de Haedo, Serratgh&ste and Rio Grande do Sul.
The finding of the ancestral haplotype in diploiddapolyploidy populations off.
sidoides distributed along the higher regions in the comphlyea, supports the
hypothesis that diploids would have occupied a noorginuous area than today along
the peripampasic arc, which would have constitat@ath for populations migration. In
addition, the finding of the ancestral and derihaglotypes in tetraploid populations of
the chaqueiio (from both Western and Eastern Chacd) pampeano morphotypes

support the hypothesis that tetraploids, that areeatly distributed along the Chaco-
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Pampean plain, would have expanded their distobufrom such refuges to their

current limits.

The areas with a major specific and genetic diterdetected inTurnera
sidoides would represent reservoirs of genetic variabifity this and other species;
while the peripampasic arc would constitute andartgnt corridor that would maintain
the biological connectivity among such reservoifbierefore, the analysis of the
congruence of the phylogeographic and genetic npattef Turnera sidoides and other
co-distributed taxa in relation to the patternsiemmental change and management at
a regional scale, would contribute to the iderdiflcn of priority areas for conservation
of the flora biodiversity of the region and to mabeedictions for the study of other

species.
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“Los seres vivos llevan su historia en Si mismos... Se mueven

en el tiempo seguidos de sus sombras.”

J. V. Crisci



INTRODUCCION

INTRODUCCION

Los actuales patrones de biodiversidad y de digtidim geogréafica de las
especies son el producto de historias evolutivagpbejas, las cuales incluyen procesos
de diversificacion de los organismos en el tiemgb gspacio relacionados, al menos en
parte, a cambios geoldgicos y eventos historicgs €pisodios climaticos del
Cuaternario) ocurridos en el area de distribuciémag especies (Avise 1994; Comes &
Kadereit 1998; Hewitt 2000; Vargas 2003; Pielou&00

Asimismo, la estructuracion genética de una espexie resultado de procesos
microevolutivos y demograficos que actian entrentie de las poblaciones, asi como
de la historia biogeografica de los linajes geéti@Veninket al 1996). Estos procesos
influyen en el flujo génico, la recombinacion gecedtla seleccion natural y la deriva
génica, impactando en la estructura genética @spacie (Avise 1998). La estructura
social, el sistema de apareamiento, la capacidadigfeersion, la cohesion de los
parentales con su descendencia y la fragmentaebhaditat son otras causas por las
cuales las poblaciones de una especie que difeeresu distribucion geografica pueden

exhibir algan grado de diferenciacion genéticaeesir(Avise 1994).

Los cambios ambientales en gran escala han temdmpacto fundamental en
los patrones de distribucion de las especies asiocen la composicion de las
comunidades y los ecosistemas (ej. Hewitt 1999w8ieret al. 2009). En particular,
las fluctuaciones en el clima global ocurridas dtedas eras de hielo del Cuaternario
han tenido importantes consecuencias para la naagerilos seres vivos, influyendo
tanto en la distribucion de las especies como élivirsidad y en la estructura genética
de sus poblaciones (Hewitt 1996). Los estudiosogéifeaticos y paleoecologicos del
Hemisferio Norte han revelado una serie de contraes de las areas geograficas de
los organismos durante el dltimo periodo glaciejusdo por una rapida expansion de
dichas areas luego de la retirada de los glaci&stms cambios en la distribucién
geografica ofrecieron oportunidades para la espiéciaa través del aislamiento y la

hibridacion luego de un contacto secundario (Helg86).
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El Hemisferio Sur, aunque no estuvo sujeto a eaterggaciaciones, sufrid
considerables cambios climaticos (Damuth & Faideid970; Ab Saber 1977, 1982;
Markgraf & Bradbury 1982; Clapperton 1993; Irion@®99). Los diferentes tipos de
vegetacion fueron intercalandose durante los pesidoterglaciales y glaciales, entre
aquellos asociados a condiciones humedas y calidagjellos asociados a condiciones
mas secas Y relativamente frias, respectivamenteigimo tiempo que la glaciacion
Wisconsin-Wirm en el Hemisferio Norte, en Sudanaérios periodos glaciales y las
corrientes frias del este provocaron la expanséheal de condiciones secas y frias, lo
cual llevé a una predominancia de formaciones tsate diferentes tipos por sobre las
grandes masas boscosas que se conocen en la daduéhb Saber 1977). Las
consecuencias de estos cambios climaticos sobietiahan sido discutidas en relacion
con la retraccion y expansion de la flora andinenSon & Todzia 1990; Pastorino &
Gallo 2002; Premoliet al. 2000; Pastorincet al. 2004; Bull-Herefiuet al. 2005;
Muellneret al. 2005; Quiroga & Premoli 2007), la contraccion deélva Amazodnica a
“islas” o “refugios” (Ab'Saber 1977; Ledru 1993;rnvaer Hammen & Absy 1994;
Colinvauxet al. 1996 a, b; Prance 1996; Penningtdral. 2000), la expansion de las
sabanas tropicales y subtropicales (Markgraft 1$ilibieset al. 1991; Behling 1995,
1997, 2002) y la expansion de los bosques secasi@sales (Prado & Gibbs 1993;
Penningtoret al. 2000).

Los andlisis filogeograficos, i.e. el analisis @edistribucion espacial de los
linajes genealdgicos (Avise 1998), han realizadgairtantes contribuciones para
interpretar las respuestas bidticas a los camipidsemtales del pasado. Dichos estudios
han permitido, mediante el empleo de marcadoreseculares, inferir eventos
historicos a traves de la identificacion de patsogeograficos de variacion genética, la
localizacion de refugios glaciales, la reconstrdiccde rutas de colonizacion post
glacial, la comparacion de resultados de taxone®lacionados y la evaluacion de las
consecuencias genéticas de la dispersiéon posablasus la supervivencia en refugios
durante largos periodos (Hewitt 1996; Avise 199@n€s & Kadereit 1998).

Los primeros estudios filogeograficos fueron realizs principalmente en
especies de animales a partir del analisis deraocidn de las regiones de evolucion
rapida del genoma mitocondrial. Los estudios fitmgaficos en plantas fueron

realizados con posterioridad, debido a las difadés para encontrar un marcador que
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detecte la suficiente variacion intraespecificatrauwequerida para la construccion de
los arboles génicos (Schaal & Olsen 2000). A pesaesta dificultad, los estudios
filogeograficos en plantas han aportado abundamfigrnnacion sobre los cambios
histéricos de los patrones de la vegetacion (egix8l & Rossetti 2007; Beheregaray
2008; Antonelliet al 2010; Sérsiet al. 2011; Fregonezt al. 2012; Turchetto-Zolet
al. 2012; Turchettet al. 2014). A su vez, los estudios de filogeografia caraga han
constituido la base para la comprensién de la ei@iude biomas complejos y
permitieron ponderar la influencia de la dispersjola vicarianza en la evolucién de
especies codistribuidas (Birminghanhal. 1977; Soltiset al. 1997; Avise 1998, 2000;
Comes & Kadereith 1998; Cunningham & Collins 1998haalet al. 1998; Brunsfeld
et al 2001; Hewitt 2001; Knowles & Maddison 2002; Petial 2002).

Por otra parte, desde la popularizacion del cooceje filogeografia, este
enfoque ha sido aplicado con éxito en el Hemisfbliote, abarcando casi todos los
grupos de plantas y animales. De acuerdo con wisidne bibliografica realizada por
Beheregaray (2008), solo el 15 % de las publicasian filogeografia se centraba en
especies del Hemisferio Sur y, de éstas, solo @l %, involucraba a especies
sudamericanas. Con respecto a los estudios filogkoos en plantas, el 88 % de los
mismos se realizaron en especies del HemisferiageNdto obstante, el nimero de
estudios filogeogréaficos en Sudamérica ha ido mergandose desde los ultimos afios
(Turchetto-Zolett al 2012).

La interpretacion de los cambios en la biota sudaarea en respuesta a los
procesos geomorfoldgicos y climaticos histéricos dmmenzado a ser abordada
recientemente desde una perspectiva filogeogrédicaodo de ejemplo, se pueden citar
los trabajos realizados en especies de los bosgpuwes estacionales (Grazzioginal
2006), de la cuenca del rio de la Plata (Maretesd. 2006; Poljaclet al. 2010), de las
Pampas (Fregoneat al 2012; Turchettcet al. 2014), de Argentina central (Ojeda
2010; Werneclet al 2012); de los bosques andino-patagénicos (Mdratiehl 1998;
Palmaet al 2005; Aranaet al 2010; Quiroga & Premoli 2010; Premeti al. 2012;
Soliani et al. 2012), de la Patagonia (Johnsenal 1999; Tremetsberget al. 2009;
Cosacovet al 2010, 2012; Fontanellet al 2011; Ruzzantet al 2011; Sérsiet al
2011), del Amazonas (Elmet al 2007; Walker & Ribero 2011), del nordeste de Bras
(Novaeset al 2010), de la cuenca del Rio Doce en Brasil (Darghal 2002), de las

12



INTRODUCCION

tierras altas en el sudeste de Brasil (Lorenz-Lestkal 2010), de la Mata Atlantica
(Lorenz-Lemkeet al. 2005; Palma-Silvat al 2009; Ribeircet al 2011), del Cerrado
brasilero (Collevattet al 2009) y de la llanura costera del Atlantico Suéaderet al
2013).

El Dominio Fitogeografico Chaquefio (Cabrera 197dbi€ra & Willink 1973)
también estuvo sujeto a una sucesion de periodms se himedos (Iriondo 1992;
Iriondo & Garcia 1993). Estos cambios pudieroncsiicos en la determinacion de los
actuales patrones de distribucion de las espesieSéaber 1977; Burnham & Graham
1999). Los datos paleopalinoldgicos de esta regdm escasos, y la informacion
disponible sobre los cambios ambientales del Blsio y Holoceno proviene
principalmente de estudios geomorfologicos y dgnaicos incluyendo maderas
fosiles, fitolitos y vertebrados fosiles (Tonni &dglgo 1978; Iriondo 1981, 1991, 1992;
Iriondo & Garcia 1993; Zarate & Blasi 1993; Priet®96; Zucolet al. 2005; Iriarte
2006). Estos estudios sugieren que, durante digchidedos, la vegetacion xerofitica y
los tipos de vegetacion tropical y subtropical Feabrsufrido, alternativamente,
desplazamientos con una direccion NE-SW (Popoligit0, 1982, 2003; Iriondo 1992).
Las modificaciones en la vegetacion, debido a lambios geomorfologicos vy
climaticos transcurridos desde el inicio del Cus€ep, pudieron interrumpir el area de
las especies, causar la extincion local de pobiasioy cambiar las presiones de
seleccion, produciendo una considerable reorgadizagenética la cual puede
reflejarse en los acervos génicos de las especieemmas. Sin embargo, los datos
disponibles para probar las hipétesis planteadasekacion con la respuesta de los
organismos a los cambios climaticos ocurridos eBahinio Chaquefio son todavia
escasos. Los estudios filogeograficos y evolutignsespecies clave pueden, por lo
tanto, ser muy informativos y contribuir a la reatiion de inferencias sobre las
consecuencias biogeograficas de los cambios ctiogtn esta region de Sudameérica.
En particular, las especies herbaceas ofrecen exesl modelos para interpretar el
papel de los cambios del pasado en la diversificacy especiacion, ya que
experimentan un mayor numero de ciclos de vida erperiodo dado de tiempo,
responden mas rapidamente a los cambios ambierdalda escala de tiempo del
Cuaternario, ademas de predominar en ellas losmsegas de evolucion reticulada y
poliploidia (Comes & Kadereit 1998).
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Algunas de la hipétesis propuestas para la regodmpeendida en el Dominio
Fitogeografico Chaqueiio (Rambo 1954; De la Sota/;1@8isci et al. 2001; Grela
2004) han sido analizadas utilizando al complajmera sidoides.., ya que constituye
un modelo biogeografico muy informativo (Solis Nef000, 2010; Solis Neffa &
Fernandez 2001; Solis Neféd al. 2004; Speranzat al. 2007). La distribucion de este
complejo de hierbas perennes coincide en casi sod&xtension con el Dominio
Fitogeogréfico Chaquefio propuesto por Cabrera (199d extiende desde el sur de
Bolivia, Paraguay y Brasil hasta Uruguay y Argeatidonde alcanza los 39°S (Arbo
1985; Solis Neffa 2000).

En este complejo se analiz6 la variacién de ladregitergénicarnL-trnF del
ADN cloroplastico (ADNcp) y se investigaron las ilcpncias biogeograficas de la
estructuracion geografica detectada en los haptiSperanzaet al 2007). Se
identificaron 3 haplotipos que luego fueron detéasapor PCR-RFLP en individuos de
75 poblaciones representativas de las 5 subespeqies cubren el area de distribucion
del complejo en Argentina y Uruguay. Dicho estudiostrd que erT. sidoideslos
cloroplastos se heredan por via materna; no sengncweariabilidad dentro de las
poblaciones, solo tres subespeciegmfea, holoserice integrifolia) presentaron mas
de un haplotipo y, en la subespec@nea,no existi6 una correspondencia entre los
haplotipos cloroplasticos y los distintos citotipg@peranzeaet al. 2007). Como este
patron podria ser el resultado de la introgresg&inADNcp entre subespecies, se analizo
una zona de contacto entre dos subespecies quesnpdaditerentes haplotipos
cloroplasticos y se diferencian facilmente por surfotogia. Los resultados del analisis
de la variacién de caracteres morfoldgicos y geogtobtenidos hasta el momento son
consistentes con la hibridacion natural entre dickabespecies. Sin embargo, los
genotipos y morfologia de los individuos intermadsoigieren que se trataria de hibridos
recientes (Solis Neffa & Speranza 2006; Solis Neffal. 2008; Morencet al inéd.).
Asimismo, el analisis conjunto de los haplotiposapado el complejo revel6 una clara

estructuracion geografica.

A partir de estos resultados se ha sugerido quispendientemente de su
distribucion entre y dentro de las subespeciesgstaucturaciéon geografica de los
haplotipos seria el resultado de procesos his®ri retraccion y expansion de las

poblaciones. La estructuraciéon geografica que maredbs datos obtenidos hasta el
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momento, sugiere quE. sidoideses un modelo apropiado para inferir el papel de los
posibles refugios, vicarianza y rutas de migraaonel area (Speranz al. 2007).
Dicho estudio constituyé uno de los primeros apopara tratar de interpretar la
influencia de los eventos historicos en la flordatellanuras subtropicales y templadas
de América del Sur empleando ADNcp. Sin embargm sé requieren estudios
adicionales que incluyan el analisis de la variacle otras regiones del ADN
cloroplastico y nuclear, asi como material repreges de toda el &rea de sidoides

El analisis filogeografico intraespecifico en ehuqmejo T. sidoidespermitira, por lo
tanto, realizar interpretaciones claras acercabggatrones biogeograficos y proveera
informacion acerca de las relaciones filogenétiesstre grupos de poblaciones

estrechamente relacionadas.

En el marco de los antecedentes citados, en estade plantea la siguiente

hipotesis y los correspondientes objetivos:

HIPOTESIS

La estructura filogeografica déurnera sidoideses el resultado de procesos
historicos de deriva genética y migracion, que iaabdado lugar a la fijacion de los
haplotipos de ADN cloroplastico y ADN nuclear emites asociados a los sistemas
orograficos de la regién (Sierras Subandinas y lRamgs, Sistemas de Tandilia y
Ventana, Cuchillas de Haedo y Grande asi comotedrar sur del Macizo brasilero) y
a la Mesopotamia, a partir de los cuales los iddies portadores de diferentes

haplotipos habrian recolonizado el &rea actuabkstindo contactos secundarios.
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OBJETIVOS

GENERAL

Analizar los patrones filogeograficos del compl€jarnera sidoiden relacion
a los procesos geomorfolégicos y climaticos hist&i ocurridos en el Dominio
Fitogeogréfico Chaquenio.

ESPECIFICOS

Caracterizar la variacién genética intraespecified urnera sidoidesnediante
la utilizacibn de marcadores genéticos cloroplasti¢fragmentos amplificados de

secuencias no codificantes de ADN de cloroplastos).

Analizar las relaciones filogenéticas y la distaidim geografica de los

haplotipos de ADNcp d&urnera sidoides escala regional.

Caracterizar la variabilidad genética intraespeaitieTurnera sidoides escala

regional mediante el empleo de marcadores de ADQdeau

16



INTRODUCCION

FILOGEOGRAFIA

MARCO TEORICO

La filogeografia es el campo de estudio conceraiant distribucion geografica
de los linajes genealdgicos. El analisis de laidistion espacial de dichos linajes es
realizado en un contexto causal, buscando idestifas patrones y procesos historicos
(ej. vicarianza y dispersion) y demograficos (gtrpnes de flujo génico y cuellos de
botella poblacionales) responsables de la distidoucle la variabilidad genética
observada en la actualidad (Avise 2000). Esta mlisei permite probar hipotesis
biogeograficas, describir la evolucidn del aislamoe reproductivo de unidades
poblacionales, inferir los procesos que subyacemnigén, distribucion y mantenimiento
de la biodiversidad y realizar inferencias acereal@s cambios temporales en el
ambiente fisico y bidtico de una poblacién empleatas datos genéticos actuales
(Avise 2000; Schaal & Olsen 2000).

La teoria de la coalescencia es el marco tedribgamente de la filogeografia
(Kingman 1982; Hudson 1990). De acuerdo con estdetop en una poblacion de
tamano constante, nuevos alelos aparecen contimiamer medio de mutacion y otros
se extinguen a lo largo de sucesivas generaciasesifendo neutralidad). Por lo tanto,
los alelos actuales de un gen presentes en unagi@blson todos derivados de (o
coalescen a) un unico alelo ancestral comun qu&i@xn algun punto en el pasado. La
teoria de la coalescencia provee un marco parstuedie de los efectos de los procesos
a nivel poblacional, como ser las fluctuacioneseknamafio poblacional y el flujo
génico. La aplicacion de esta teoria a datos deese@s de ADN hace posible trazar la
historia compartida por los genes en el pasadigerapo en que dichos genes se uneny
alcanzan un ancestro comun (Emersbal 2001). La teoria de la coalescencia permite
realizar diferentes predicciones, las cuales pue@somirse en cinco (Posada &
Crandall 2001):

 Los alelos mas antiguos (aquellos con elevada dresa en la
poblacién) tienen una mayor probabilidad de serddtigos internos
(aquellos haplotipos que tienen mas de una conexidtacional), que

los alelos mas jévenes.
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En general, los alelos mas antiguos tendran uriebdision geogréfica

mas amplia.

Los haplotipos con mayor frecuencia tenderan arteré&s conexiones

mutacionales.

Las mutaciones presentes en un solo individiieg(eton$ tienen una
mayor probabilidad de conectarse a mutaciones messen mas de un

individuo, que a otras mutaciones presentes ewlonrdividuo.

Las mutaciones presentes en un solo individuo rtienea mayor
probabilidad de estar conectados a haplotipos duigaa poblacion

gue a haplotipos de poblaciones diferentes.

M ARCADORES MOLECULARES EMPLEADOS EN LOS ESTUDIOS FILOGEOGRAFICOS EN

PLANTAS

Las regiones de ADN no codificante pueden acunadarbios mutacionales de
manera neutral de modo tal que Unicamente la dgéwéca influye en los niveles de
polimorfismo en una poblacion (Parketrral 1998), motivo por el cual se las prefiere

para llevar a cabo estudios filogeograficos.

Mientras que el empleo de la variacion en el ADNogondrial (ADNmt) ha
sido exitoso en estudios filogeograficos en anigja@ las plantas el ADNmt no es lo
suficientemente variable como para llevar a calddisis intraespecificos. Actualmente,
el marcador molecular mas empleado en plantas &OKRcp. En la mayoria de las
angiospermas el ADNcp es heredado por via mateste,hecho puede limitar el flujo
génico interpoblacional, contribuyendo a mantemeedtructura genética establecida
durante la supervivencia en refugios y/o la colacian de nuevos habitats. Por lo tanto,
junto con su baja tasa mutacional, es probable ejuADNcp retenga estructuras
histéricas, como rutas de migraciéon pasadas o diaa&ntde colonizacién, por largos
periodos de tiempo, a diferencia de los marcadwekeares los cuales son heredados
biparentalmente (Pett al 1993; Comes & Kadereit 1998).

Por otra parte, los marcadores basados en ADN aru@ddNn) han permitido

detectar elevados niveles de variabilidad genélicapal permite reflejar una historia
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mas reciente (ej. Magat al 2006; Eidesert al 2007). Por lo tanto, para una mejor
comprension de la historia poblacional de un osgani es necesario llevar a cabo
andlisis conjuntos con marcadores genéticos indigetes (Ballard & Whitlock 2004).

La combinacion de secuencias de ADNcp con marcaduueleares, permite analizar
procesos demograficos en diferentes escalas dedietebido a los diferentes modos

de herencia, el tamafio poblacional efectivo ydaas de mutacion (Hewitt 2001).

19



INTRODUCCION

EL COMPLEJO TURNERA SIDOIDES(PASSIFLORACEAE)

La familia Turneraceae (Urban 1883) comprende apradamente 200 especies
distribuidas en diez géneros (Arbo 2007; Arbo & &s[@R009) entre los cuales se
encuentra el génerdurnera L. con cerca de 140 especies, distribuidas en ismér
tropical y Africa. En un estudio molecular basadp secuenciasbcL (Chaseet al
2002) Turneraresultd grupo hermano déalesherbiaRuiz & Pavon, quedando ambos
géneros incluidos en un mismo clado junto a treeigs de Passifloraceae, formando
asi el “Clado Passifloraceae”. Basados en estofades y en otros estudios (Davis &
Chase 2004; Korotkovaet al. 2009; Wurdack & Davis 2009), se propuso una
circunscripcion mas amplia de Passifloraceae, @orintlusion de Turneraceae y
Malesherbiaceae (APG Il 2009).

El géneroTurnera es el mas numeroso y el mas avanzado de la familia
Turneraceaeen muchos aspectos. En América se distribuyeredgsslir de los Estados
Unidos hasta el centro - sur de la Argentina, adguespecies se han extendido como
plantas ruderales a Asia y Oceania. Las especiestdagénero se agrupan en 9 series:
Annulares, Anomalae, Capitatae, Leiocarpae, Mickdiale, Papilliferae, Salicifoliae,
Stenodictyag Turnera(= Canaligerag. Las mismas se diferencian por caracteres bien
marcados como la estructura floral, el desarroligrgdo de adnacion del peddnculo
floral, el epicarpo y varios rasgos de la semithano la forma, la ornamentacion, la
pubescencia y el desarrollo de la chalaza (Urb&3)18

Turnera sidoidespertenece a la serikeiocarpae, aunque presenta algunos
caracteres diferentes de los que distinguen aria tedes como las hojas sin nectarios,
el fruto rugoso, las semillas crestadas y el pedldnfioral generalmente libre en las
flores basales (Arbo 2008). La semilla crestadangsa en la familia, desde un punto de
vista morfologico y ontogenético (Gonzalez 20003.I& Unica especie del género que
alcanza los 39°S y es la Unica de la serie condistabucion tan amplia. Se extiende
desde el sur de Bolivia, Paraguay y Brasil, pootbduguay hasta el sur de la region
Pampeana en Argentina (Fig. 1). Los limites coraxcide su distribucion son: al NW,
el Cerro Punata, situado al N de Cochabamba, 13%3°50'W; al NE, Paraguay, Alto
Parand, Reserva Tati Yupi, 24°22'S 54°35'W; al IECerro da Gloria, Porto Alegre
(Brasil), 30°04’S 51°12'W; al W, Divisadero, Sani4,u32°24’S 67°15'W; al S, 50 km
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al S de Rio Colorado, provincia de Rio Negro, ap@8°23’'S 64°11'W. Por su vasta
distribucion, que abarca varias provincias fitogatigas, crece en una variedad de
ambientes y climas, desde la alta montafia, hastavel del mar, tanto en bosques
abiertos como en pastizales (Arbo 1985, 2008; Jdffa 2000, 2010; Solis Nefiet

al. 2004).

.

\ - ’ .‘ l
J 70° 65°" 60° 55° 50°

Figura 1. Mapa de distribucion del complejournera sidoidegmodificado de Arbo
2008).
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Turnera sidoides(Fig. 2) es un complejo de hierbas rizomatozaserpes.
Crece en poblaciones discretas, constituidas poendes hasta centenas de individuos,
gue pueden estar separadas por pocos o cientogodetkos (Solis Neffa 2000). Es
una especie aldbgama ya que es distila (Arbo 198&)lgmas, posee un sistema de
autoincompatibilidad que actuaria previniendo ladinEaciones ilegitimas. La
polinizacion es llevada a cabo por mariposas, pepiavispas y abejas. Las semillas
no presentan adaptaciones para la dispersion degalistancias y son diseminadas por
gravedad y mirmecocoria (Fig. 2 C). Este tipo dspelisién tiende a concentrar las
semillas en areas localizadas favoreciendo el lesiatiento de colonias de plantas
(Solis Neffa 2000).

Figura 2. Turnera sidoidesA. Flor longistila.B. Flores brevistilas y fruto abiert@.
Semillas.D. Planta donde es posible observar el rizoma.
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Arbo (1985) reconocié cinco subespecies morfolGgiea T. sidoides las
mismas se distinguen por el grado de incision dantana foliar, el indumento foliar y
el color de las flores. Las poblaciones con femosimilar tienden a estar codistribuidas
y han sido agrupadas en morfotipos (Solis NeffalDRQlas subespecies difieren en su
distribucion geografica, aunque en determinadagsomeg las areas se superponen
parcialmente (Solis Neffa 2000). En algunas deztasas de contacto se encontraron
poblaciones simpéatricas que coexisten sin perd@entidad, mientras que en otras se
observaron poblaciones cuyos individuos presentaacteres intermedios entre las
subespecies (Solis Neffa 2000; Solis Neffal 2008).

Estudios citogenéticos han demostrado la ocurreteiaiferentes niveles de
ploidia en todas las subespecies, con un nimercobds x = 7, encontrandose desde
diploides (2n= 2x= 14) hasta octoploides (2n= 88F -ernandez 1987; Solis Neffa &
Fernandez 2001; Solis Neffa & Seijo 2003; Solisf&let al 2004; Roggero Luque
2010; Eliaset al. 2011; Kovalsky & Solis Neffa 2012). Los estudiatogenéticos
aportaron evidencias del origen autopoliploideasedoliploides (Fernandez 1987; Solis
Neffa 2000), las que fueron sustentadas por ladteeis del analisis del efecto de la
poliploidia en algunos caracteres morfolégicos,olégicos, isoenzimaticos vy
bioquimicos (Solis Neffa 2000; Solis Neffa & Ferdén 2002; Solis Neffat al. 2003).

Considerando al complejo como un todo, los citatipiiploide y hexaploide

(2n= 6x= 42) poseen actualmente areas geografesasngidas y disyuntas de modo
qgue no existe flujo génico entre las poblacionas ebomismo nivel de ploidia. Los
tetraploides (2n= 4x= 28) poseen una amplia distidn, mientras que los octoploides
(2n= 8x= 56) y los citotipos impares son raros i{Séleffa & Fernandez 2001; Solis
Neffa et al. 2004; Roggero Luque 2010; Elias al. 2011). Teniendo en cuenta esta
distribucion de los citotipos y considerando eltecid de Stebbins (1971) se ha
propuesto que la especie constituiria un complejplpide maduro (Solis Neffa &
Fernandez 2001). En un andlisis de hibridos adifis se demostré que las barreras
reproductivas se encuentran mejor establecidase diploide que a nivel poliploide
(Solis Neffa 2000).
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Turnera sidoidesubsp.carnea(Cambess.) Arbo(Fig. 3)

Esta subespecie se caracteriza por presentar pehpdes curvado-antrorsos
gruesos y pelos simples cortos, e indumento laxse® hojas herbaceas y es muy

variable morfologicamente.

Ocurre principalmente en el noreste de Argentindryguay, con algunas
poblaciones en el sur de Paraguay y Brasil. EngRasacrece en campos y lomadas de
suelo arenoso-gredoso, hasta los 265 m de alt8adadapta a lugares modificados
como bordes de caminos. Florece y fructifica deéiseybre a febrero (Arbo 2008).

A partir del analisis de la variacion morfolégic® detectaron dos morfotipos
diferenciados por el color de las flores y su whsgion geografica (Fig. 3). El
morfotipo grandense posee flores de color rosadorosy hojas membranosas. Se
extiende al norte en los campos, en Uruguay y sBrdsil, y crece en rocas lateriticas.
El morfotipo mercedefio posee flores de color rosddm y hojas mas coriaceas y se
encuentra en las provincias de Corrientes y Misipe® la Mesopotamia argentina
(Mola Moringaet al 2011).

Presentan citotipos diploide, tetraploide y hexmgo(Fernandez 1987; Solis
Neffa & Fernandez 2001; Speraretaal 2007; Roggero Luque 2010; Kovalsky & Solis
Neffa 2012). En el morfotipo mercedefio también eteataron triploides (2n= 3x= 21,
Kovalsky & Solis Neffa 2012).

Turnera sidoidessubsp holosericegUrb.) Arbo (Fig. 4)

Posee pelos simples y crespos muy abundantes. Rogee lanoso-sericeas,
indumento amarillo-rojizo, a veces glauco. Coradéoc rosado intenso o rojiza, base
vellosa con macula purpurea, a veces con venasigag Ocupa un area restringida en
el sur de Rio Grande do Sul, en Brasil, y noregtdJduguay. Vive en serranias, en

terreno pedregoso, la elevacion maxima registraade62 m (Arbo 2008).

Presenta citotipos diploide, tetraploide, pentaj@oi2n= 5x= 35) yhexaploide
(Fernandez 1987; Solis Neffa & Fernandez 2001;&yzeet al. 2007; Roggero Luque
2010; Kovalsky & Solis Neffa 2012).
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Altitud &
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Figura 3. Area de distribucion d&urnera sidoidesubsp.carnea La linea de puntos
indica el rango de distribucion del complejo. Ldsisolos de color rosado claro
representan al morfotipo mercedefio y los de cotwado oscuro al morfotipo

grandense.
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Figura 4. Area de distribucién d&@urnera sidoidessubsp.holosericea La linea de
puntos indica el rango de distribucion del compldjos simbolos de color violeta

representan la distribucion geogréfica de las pidahes de esta subespecie.
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Turnera sidoides subsp. integrifoliéGriseb.) Arbo (Fig. 5)

Se caracteriza por presentar hojas obovadas cogenes serrados, envés
arenaceo, a veces casi glabro, con pelos largosciabpente sobre las venas, e
indumento hirsuto. Flores rosadas, salmén, lilaigsia. Presenta una serie poliploide
desde diploide hasta octoploide (2n= 8x= 56). Haéit el sur de Paraguay, Brasil (Rio
Grande do Sul), Argentina (Corrientes y Entre Rio§)ruguay. Vegeta en praderas y
campos altos coButia yatayo isletas de bosque higrofilo, en tierra coloraglelo
arenoso o pedregoso. La altitud maxima registraddee217 m. Se adapta a lugares
modificados como bordes de caminos y céspedes asb&iorece desde septiembre a
mayo. Nombre vulgar: «lamacelitabBgdersen 1)7(Arbo 2008).

Altitud ¢
poe
0-100 Bolivia

100 - 500

0]
0]
. 500 - 1000

. 1000 - 3000
.3000 - >6000

Figura 5. Area de distribucion d@urnera sidoidessubsp.integrifolia. La linea de
puntos indica el rango de distribucién del compléjos simbolos de color amarillo
representan la distribucion geogréfica de las pidnhes de esta subespecie.
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Turnera sidoidessubsp pinnatifida (Juss. ex Poir.) Arbo(Fig. 6)

Se distingue del resto de las subespecies por ptsdémina pinnatifida a
pinnatisecta; la corola amarilla, rosa palido, ssiprosado-lila o anaranjado-rojiza. Es
la subespecie mas variable en cuanto a morfologiecalogia, con una amplia
distribucion geografica, extendiéndose desde eldsuBolivia (Cochabamba), Chaco
paraguayo, Argentina (hasta el norte de la PatayjonlUruguay, desde 15 m.s.m. a
2800 m.s.m. de altitud. Crece en el chaco serme| bosque chaquefio, en laderas y
en campos, en suelos arcillosos, arenosos o pesregde adapta a lugares
modificados. Nombres vulgares: Argentina: «amagslikyerba del ciervosHunziker
20784 Schikendantz 14p«malvita crespa»Bprdon s.r); Bolivia: «verbenita» eran
BM109 (Arbo 2008).

A partir de la evaluacidon detallada de la variaawaorfologica deT. sidoides
subsppinnatifida se describieron cinco morfotipos que se dife@mein el color de las
flores, el grado de incision de la lamina foliaswy distribucion geografica (Solis Neffa
2010):

Morfotipo andina Posee flores amarillas y hojas pinnatifidas angoSa encuentra en
el sur de Bolivia y noroeste de Argentina. Se itigtre en el bosque pedemontano
subandino, en los valles y quebradas limitadosl@dCordillera Oriental y las
Sierras Subandinas, y en los pastizales de alfesale los 591 m.s.m. hasta los
2.638 m.s.m.

Morfotipo chaquefo crece en bosques de quebracho de la Planicie Efagiosee
hojas pinnatifidas anchas vy flores de color salriimorte del rio Pilcomayo se
encontré una gran diversidad de colores de flonediferentes poblaciones. Estas
poblaciones ocurren en parches del bosque Chaqgseflaradas por pequefias
sierras que cubren las areas mas altas y medidssdpaleocauces del rio
Pilcomayo. A pesar de la variacion en el colorateflores, todas las poblaciones
tienen similar grado de incisién de la lamina folyapreferencias ecologicas lo

que justifica su tratamiento como el mismo morffiSolis Neffa com. pers.).

Morfotipo mesopotamico sélo conocido en el limite noreste de la subespesg

caracteriza por poseer hojas pinnatipartidas g$loosado claras.
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Morfotipo pampeano restringido a la planicie Pampeana. Tiene hojasgtifidas y

flores salmon-anaranjado.

Morfotipo serrana comun en sitios rocosos de las Sierras Pampeadoassistemas de
Ventania y Tandilia. Es facilmente reconocible pas hojas pinnatisectas y flores

de color salmon.

En T. sidoidessubsp.pinnatifida se detectaron citotipos diploide, tetraploide,
triploide y hexaploide (Fernandez 1987; Solis Né&ff&ernandez 2001; Solis Neféd
al. 2004, Eliast al.2011).
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Figura 6. Area de distribucion d&urnera sidoidessubsp.pinnatifida La linea de
puntos indica el rango de distribucion del compléjos simbolos de distintos tonos de
color verde representan la distribucién geogréfiealos distintos morfotipos de esta

subespecie.
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Turnera sidoided.. subsp.sidoidesFig. 7)

Presenta pelos estrellados y flores de color salmséuaro o rosadas. Crece en un

estrecho rango de habitats. Se encuentra prinogpdénen las colinas rocosas del sur de

la Cuchilla Grande, y algunas poblaciones en etsterde la Cuchilla de Haedo, al sur
y centro de Uruguay. Es exclusiva de Uruguay y®&iande do Sul (Brasil), donde vive
en campos y laderas de cerros, entre 54 y 225ntiel §Arbo 2008).

Todas las poblaciones analizadas hasta el momenttesaploides, excepto un
posible pentaploide (2n= 5x= 35) encontrado emuebe Brasil (Fernandez 1987; Solis
Neffa & Fernandez 2001; Speraretaal. 2007).

Altitud
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Figura 7. Area de distribucion d&urnera sidoidesubsp sidoides La linea de puntos
indica el rango de distribucion del complejo. Lawtslos de color azul representan la

distribucién geogréfica de las poblaciones de sgt@specie.
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DESCRIPCION DEL AREA GEOGRAFICA DEL COMPLEJO TURNERA SIDOIDES

El area de distribucion d&urnera sidoidesabarca las siguientes provincias
fitogeograficas pertenecientes al Dominio Chaquefittaquefia, del Espinal y
Pampeana, asi como parte de la provincia Paranpedeneciente al Dominio
Amazonico propuesto por Cabrera (1971) y Cabrer®Viflink (1973). Su area de
distribucion comprende la llanura Chaco-Pampeana spi encuentra rodeada por
cadenas montafiosas conocidas localmente comossiemachillas. Al oeste su limite
es un arco formado, de norte a sur, por el Piedemamdino y las Sierras Subandinas,
las Sierras Pampeanas y el Sistema de MahuidasurAd| area alcanza las Sierras de
Ventania y Tandilia, aproximadamente hasta los S9A1 este limita con la Cuchilla
Grande y el Planalto al sur de Brasil. El limitetadncluye, hacia el este, la porcion
occidental del Planalto a los 30 °S y, hacia eteped area se extiende hacia el sur de

Paraguay y Bolivia, hasta los 20 °S.

La llanura Chaco-Pampeana es una cuenca sedineentallenada por
sedimentos Cuaternarios, aunque hacia el estdalélruguay los sedimentos son de
origen desde Devonicos hasta Holocénicos, y espasitados entre y sobre el Escudo
Brasilero. El paisaje resultante es conocido eiBydJruguay como Campos. La parte
austral del Escudo Brasilero se hunde hacia eédxgb las planicies de Argentina, las

cuales son conocidas como Pampa y Chaco.

La planicie Chaco-Pampeana, presenta en la aadalid clima subtropical, el
cual varia de humedo en el este a arido en el gesteoeste; condiciones humedas
subtropicales prevalecen en el extremo noresteadedion. Los patrones climaticos
resultan principalmente de la influencia del océdfloAnticiclon del Atlantico Sur
introduce vientos célidos y hiumedos desde el ngrid noreste, mientras que el
Anticiclon del Pacifico Sur introduce masas de fiigs y secas desde el sur (Iriondo &
Garcia 1993).

Dentro del Dominio Amazonico, la Provincia Parameabarca el sur de Brasil,
al oeste de la Serra do Mar, hasta el centro de@QRamde do Sul, la provincia de
Misiones y el nordeste de Corrientes en Argentingse continla por el este de

Paraguay. Al sudoeste limita con el Dominio Chaguifimando un amplio ecotono
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donde se mezclan y alternan selvas higrofilas, umsgerofilos, sabanas, esteros,
lagunas, etc. Las selvas marginales se extiendsa élasur formando angostas galerias
a lo largo de los rios Parana y Uruguay. Tambiéuesi los cursos de los rios de
Formosa, Chaco, Santa Fe, Corrientes y Entre Hibserreno es montafioso, con
serranias de poca altura que van elevandose haegtee Los suelos son lateriticos,
rojos, acidos, formados por particulas finas. BEmal es calido y hamedo, con
precipitaciones durante todo el afio. La temperahedia anual varia entre los 20 y 21
°C, siendo los inviernos suaves y los veranos reesxamente calidos debido a las
frecuentes lluvias. En general las laderas dedans suelen estar libres de heladas, que
son mas frecuentes en el fondo de los vallespBlde vegetacion predominante es la
selva subtropical, sobre el Planalto se hallan iesgleAraucariay sabanas serranas;
en las zonas mas bajas también hay sabanas, algddfsas y otras inducidas por el
hombre. En esta Provincia es posible diferences Distritos, dentro de los cuales se
encuentra el Distrito de los Campos, el cual fopage del area de distribucion de
Turnera sidoidesEste Distrito se extiende por el sur de Misiogesl nordeste de
Corrientes. Esta caracterizado por sabanas de mgamialternando con matorrales o
bosquecillos. Estas sabanas se hacen mas extansdsegtremo sur, formando un
ecotono con el Dominio Chaquefio. La vegetacionsti@ Brovincia se encuentra muy

alterada por la accion del hombre (Cabrera & VKIL973).

El Dominio Chaquefio ocupa un area disyunta, laiRc@v de la Caatinga se
extiende por el nordeste de Brasil, mientras qgerdéstantes Provincias ocupan la
mayor parte de Argentina al este de los Andesuelds Bolivia, oeste y centro de
Paraguay y una estrecha faja del Estado de MatesGren Brasil y todo Uruguay. El
clima es variado, con predominancia del tipo camtial, con lluvias entre moderadas y
escasas, inviernos suaves y veranos calidos. Emralepredomina la vegetacion
xerdéfila. Sélo junto a los rios o lagunas apareleanformas higrofilas (Cabrera &
Willink 1973). Desde un punto de vista evolutivd,Diominio Chaqueiio puede ser
considerado como un ambiente secundario, evoludemaapartir de la interaccion de
los dos polos neotropicales: Patagonia y Amazo@@siderando que los patrones
climaticos y genealdgicos actuales de Sudaméricastblecieron en el Mioceno (y
consecuentemente los Dominios Patagonico y Amaajjrée puede postular una edad

pliocena para la identidad biogeografica del Ch#omndo 1992).
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La Provincia Chaquefa abarca el sur de Bolivimeste de Paraguay y el norte
de Argentina, desde Formosa, Chaco, este de S#talujuy, de Tucuman, de
Catamarca y de La Rioja, todo Santiago del Estarde de San Luis, de Cérdoba y de
Santa Fe, y noroeste de Corrientes. Al sur limiila k& provincia Pampeana, al norte
con la Planicie Amazonica, al oeste con las SieBabandinas, y al este con la
Mesopotamia argentina y el Planalto brasilefio. Gemge llanuras y serranias de poca
elevacion. El clima varia de tropical semiaridoetmeste (Chaco Seco u Occidental) a
tropical himedo en el este (Chaco Hiumedo u Origngsitd caracterizado por un
intercambio permanente de masas de aire tropi@alsyral. Las lluvias son intensas,
existe una estacion humeda que comienza en ocguiraliza en marzo; los inviernos
son secos. Las amplitudes diurnas son grandes ees##; las condiciones son mas
suaves en el este, debido a la mayor humedadveeldél aire. El tipo de vegetacion
predominante es el bosque xerofilo caducifolio, oorestrato herbaceo de gramineas y
numerosas cactaceas y bromeliaceas; también hawaes, sabanas y estepas haldfilas.
El Chaco Occidental estda dominado por la dinamieagchndes rios aléctonos que
poseen una fuerte tendencia a la divagacion latesalegetacion esta representada por
algunas especies de arboles xerdfilos, cactus grmals. EI Chaco Oriental comprende
las regiones distales de los abanicos aluvialdesigrandes rios y esta compuesto por
areas pantanosas atravesadas por las antiguafidgjakes de dichos rios. En el Chaco
Oriental los bosques tienen mayor diversidad efipacLos desbordes de los cauces de
los principales rios aloctonos provocan la formacde pantanos permanentes y
temporarios, densamente cubiertos por vegetacidistpay flotante (Iriondo 1992). La
Provincia Chaquefia se encuentra muy alterada pplatacion forestal, la ganaderia
y la agricultura. En muchas zonas han desaparegidhmsque primitivo y el estrato
herbaceo, quedando solo los arbustos espinosodyrdeselidceas y las cactaceas
(Cabrera & Willink 1973; Iriondo 1992).

La Provincia del Espinal se extiende por Argengndorma de un arco irregular
alrededor de la Provincia Pampeana, desde el cdetrGorrientes y norte de Entre
Rios, por el centro de Santa Fe y de Cordoba, gaaie de San Luis, centro de La
Pampa, hasta el sur de Buenos Aires. Esta cubpertdlanuras, serranias bajas y
medanales. Su clima es calido y himedo en la pomddte, y templado y seco en la

parte oeste. Domina el tipo de vegetacion de bogquiilo, parecido a la Provincia
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Chaquefia, pero mas bajo. Ademas hay palmares,asabangramineas, estepas, etc.
(Cabrera & Willink 1973).

La Provincia Pampeana ocupa las llanuras del estagentina entre los 31 ° y
39 °S, cubriendo el sur de Entre Rios, Santa Férgdba, casi toda Buenos Aires y el
este de La Pampa, todo Uruguay y la mitad auser&id Grande do Sul, en Brasil. Al
norte, oeste y sur limita con la Provincia del Bahiy al este y sudeste con el Océano
Atlantico. Comprende llanuras horizontales o muyg@nduladas, con algunas
serranias de poca altura. El clima es templadaaaton lluvias todo el afio, que
disminuyen de norte a sur, y de este a oeste. gataeion dominante es la estepa de
gramineas, existiendo también praderas, estepan&das, estepas haldfilas, bosques
marginales y diversos tipos de vegetacion hidréfila mayoria de los elementos
floristicos de la Provincia Pampeana pertenec®valinio Chaquefio y son frecuentes
en los campos del Chaco y del Espinal, pero haypitamespecies procedentes del
Dominio Andino-Patagonico o de las sabanas del DmmAmazoénico. La Provincia
Pampeana constituye el territorio mas adecuado lpaagricultura y la ganaderia de
Argentina, los cultivos y los campos dedicados aciéa de vacunos cubren
practicamente toda la superficie de esta Provimganodo que la vegetacion primitiva
ha sido destruida o alterada casi en su totali@atirera & Willink 1973).

CAMBIOS CLIMATICOS Y GEOLOGICOS OCURRIDOS EN EL DoMINIO

FITOGEOGRAFICO CHAQUERO DURANTE EL CUATERNARIO

En todo el Chaco existen evidencias geomorfologicaedimentolégicas de
épocas mas secas que la actual, durante las daaesion del viento fue dominante.
De acuerdo con los datos estratigraficos obtenideshan podido identificar dos
periodos secos, en los ultimos miles de afios, unceltbs ocurrido durante el
Pleistoceno final, seguramente vinculado con eimditMéaximo Glacial (UMG), y el
otro durante el Holoceno Superior, mas corto y me&avero. En cada uno de ellos se
formaron dos sistemas de circulacion de vientos, alnsur y el otro al noroeste,

paralelo a las Sierras Subandinas. Los vientosefsigrsecos de este ultimo movilizaron
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la arena y el limo proveniente del interior de langie amazonica (lriondo 1992,
1995).

El cambio climéatico fue el resultado principalmerte los cambios en la
influencia de los dos anticiclones oceanicos semmpeentes, y de la ocurrencia de
anticiclones de bloque de segundo orden sobreldaécies. Dichos cambios habrian
producido modificaciones en los limites de las proas climaticas en la planicie
Chaco-Pampeana (Iriondo & Garcia 1993). El anali@slos depdsitos eodlicos y
sedimentarios, de los suelos fosiles y de los enoté$ geograficos, asi como la
informacion biogeografica y las fuentes arqueoldgjicpermitieron llevar a cabo la

reconstruccién del paleoclima de esta region (thio& Garcia 1993).

Las fases mas secas y frias del Cuaternario paopitiuna predominancia de
paisajes de “monte”, con cactaceas, y de esteplama la del norte patagénico, en
detrimento de los paisajes de las praderas hiumgebtpaisaje de “monte” estuvo en Rio
Grande do Sul, mientras que la estepa patagoniediinlas areas pampeanas humedas
(Ab’'Saber 1970).

Periodo Seco Pleistoceno (18.000 a. A. P. haste08.5. A. P.)

Sistema PampeanoEl campo de hielo localizado en los Andes Patagdn
durante el UMG gener6 un centro anticiclénico emaloeste de la Patagonia. Este
fendmeno dirigié los vientos hacia la Pampa, gemkraun clima seco y frio en la
planicie Chaco-Pampeana. Grandes masas de limena dina de origen periglacial
fueron deflactadas y reposicionadas por causa t@eaesividad edlica. En la mitad
suroeste de la Pampa se formé un mar de arenalayneitad superior hacia el norte se
formé una faja de loess de 300 km de ancho, alcalozal sur del Chaco en las
provincias de Santa Fe y Santiago del Estero, & $® puede evidenciar en las dunas
longitudinales, ademas de la presencia de restosad&feros y asociaciones polinicas
de tipo Patagonico encontradas en los sedimentsslitnites de la provincia climatica
Patagonica se movieron hacia el NE, cubriendo pompteto la planicie pampeana. Al
mismo tiempo, en el noreste de Argentina, en Misorse encontraba una vegetacion
de tipo sabana (Iriondo 1992; Iriondo & Garcia 1993
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Sistema NoroesteEn el oeste del Chaco un clima seco ocurrio taméigante
este periodo, con movilizacion y deposicion de arenlica y loess. En amplias
superficies del Chaco boliviano y paraguayo aparesnpos de dunas disipadas. El
campo de loess se extiende a las provincias da $althaco. Esta fase climatica
termind en el Holoceno Inferior, como lo indicars lavidencias faunisticas de la
provincia de Buenos Aires y estudios sedimentotigji€&l final de esta fase estuvo
caracterizado por extinciones en masa de la meggfdel Pleistoceno, la interrupcion
de la sedimentacion loéssica y la ocupacion hurdar@eas antiguamente inhabitadas
(Iriondo 1992; Iriondo & Garcia 1993). Probablensertturante este periodo el modelo
de circulacion sufrio una considerable reduccionladénfluencia del Anticiclon del
Atlantico Sur y un correspondiente aumento enflaéncia del Anticiclén del Pacifico
Sur (Iriondo & Garcia 1993).

Holoceno Medio (8.500 a. A. P. hasta 3.500 a. A) P.

Hace aproximadamente 8.000 afios se inici6 la @fnade las corrientes frias a
su posicion actual, hecho que habria sido acompafiai aumento de la humedad
ambiente, la densificacion de los bosques de anascda expansion de los prados de
altitud en sitios donde antiguamente se encontrastapas y la tropicalizacion de los
planaltos interiores de Sdo Pablo y norte del estdel Parana. Fendmenos que
caracterizan a éste como un periodo en el que miadoon condiciones climaticas
hamedas, subtropicales y tropicales, con la forémade suelos y el desarrollo de los
cinturones fluviales. La evidencia de pedogénewitca un cambio hacia condiciones
tropicales en el suroeste durante el Holoceno Mddig evidencias biogeograficas
indican la presencia de una estepa muy humedaleoreetos de bosque lluvioso en
Buenos Aires (Ab’Saber 1970; Iriondo & Garcia 1993)

Un movimiento hacia el sur en la circulacién zodel los vientos del oeste
sumado a una intensa circulacién anticiclénicacelo tel centro del Atlantico sur, la
cual distribuyé la humedad, explicarian las comdlies antes mencionadas. En el
noreste las precipitaciones incrementaron en un %00mientras que la Provincia

Climatica del Noroeste se expandié hacia el surogste (Iriondo & Garcia 1993).
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Periodo Seco del Holoceno Superior (3.500 a. A.lrasta 1.000 a. A. P.)

Sistema Pampeano:Durante el Holoceno Superior un clima seco seduari
reemplazé a las condiciones humedas y calidasmiesséEste cambio esta relacionado
con un anticiclon estacionario sobre la planicigeatina y regiones vecinas de
Paraguay y Uruguay. Los vientos generados poraggieiclon provocaron la deflacion
de los suelos del Holoceno, depositando una fipa ck limo y arena la cual cubrid
toda la regién y form6é campos de dunas. Dichas sluafiejan una direccion del

paleoviento en sentido contrario a las agujasedej.r

Sistema del Noroeste:La arena pleistocena edafizada fue erodada vy
removilizada en varias regiones del noroeste deetadn chaquefa, en territorio

boliviano, formando dunas parabdlicas.

La hip6tesis mas probable es que durante el Hoto&irperior el anticiclon
Boliviano fue mas fuerte que en la actualidad, pigndo que el aire calido descienda

a la superficie de la planicie Chaco-Pampeanandoc® Garcia 1993).

MODELO EVOLUTIVO PROPUESTO PARA TURNERA SIDOIDES

A partir de las investigaciones llevadas a cabdaha@lsmomento eil. sidoides
(Solis Neffa 2000, 2007, 2010; Solis Neffa & Fedwm2001; Speranzzt al 2007,
Eliaset al. 2011), se ha propuesto que la diferenciacion magfoh del complejo, asi
como la distribucion actual de los citotipos, habréstado influenciadas por los eventos
geomorfoldgicos y climaticos del Pleistoceno-Holmz®curridos en Sudamérica en la

region comprendida entre los 15°S y 39°S.

Los diploides habrian tenido una distribucién atreésontinua a lo largo de los
cordones montafiosos que limitan la cuenca sedineen@haco-Pampeana. Los
procesos geomorfolégicos y los ciclos de sequiadaath ocurridos en la region,
habrian determinado la fragmentacion del area si€lifdoides, interrumpiendo el flujo
génico y conduciendo a la diferenciacion de losmos en alopatria. Los valles y las
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laderas de las montafias habrian mantenido condgi@mbientales mas estables,

ofreciendo refugios para la supervivencia de Iptodies.

Los tetraploides se habrian originado en multiglesntos de poliploidizacion,
ocupando los ambientes resultantes de los pulsogxgansion/contraccion de la
vegetacion en la llanura Chaco-Pampeana, estahdiecieontactos secundarios entre
morfotipos y subespecies. La condicién perenne sie especie y su capacidad de
propagarse vegetativamente habrian favorecidotablesimiento de las poblaciones
poliploides.
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“Las cosas son semejantes: esto hace a la ciencia posible; las

cosas son diferentes: esto hace a la ciencia necesaria.”

Levins & Lewontin



MATERIAL de ESTUDIO

MATERIAL DE ESTUDIO

Se contd con material obtenido en colecciones aseviealizadas por Solis
Neffa et al., durante el periodo 1995-2008 y en nuevas coleesigealizadas en el
transcurso de esta tesis, asi como con materiahiolot de individuos cultivados bajo
condiciones homogéneas en el invernaculo del ihgtite Botanica del Nordeste (Tabla
1). Los ejemplares testigo del material analizaderscuentran incorporados al Herbario
del Instituto de Botanica del Nordeste (CTES).

Se realizaron viajes de coleccion a las siguidontedidades:
Argentina, Corrientes, Dptos. Mercedes y Concepcion
Argentina, Cordoba, Dpto. Punilla, Capilla del Ment

Uruguay, Dptos. Cerro Largo, Florida, Lavalleja,|taado y Treinta y Tres.
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Tabla 1. Informacién de las poblaciones dernera sidoides analizadas.Ncp =
NUumero de individuos analizados con marcadoresoglasticos;Nn = namero de
individuos analizados con marcadores nucleares.ecCionistas: E, Elias; H,

Hosjsgaard; M, Moreno; P, Panseri; S, Seijo; SNisteffa.

Coleccionista .
Nivel

N° de y namero de Localidad de Coordenadas  Altitud de Ncp /
Poblacion coleccion procedencia geogréficas (msm) s Nn
0 ploidia
(cédigo)
T. sidoides subsp carnea (Cambess.) Arbo
Morfotipo mercedefio
Argentina, Corrientes, oA~ -
1 Ss/n R147 entre colonia 25%00523;48%0 OS ) ) 1/0
(P14) Garabi y Gobernador '
Virasoro
. . 27°3344°S
5 SNetal. s/n Argentina, .Cor,rlentes, 56001°40,68™°0 ) 6x 1/0
(S209 ltuzaingé
. . 29°33°44°S
SN & S 960 Argentina, Corrientes, 0 A A
3 (Sord) Mercedes 57°30°40°0 66 2X 3/5
. . 29°33'0,00"S
4 SNetal. 2222  Argentina, Corrientes, 57°32'15,50"0 69 ax 15
(S430 Mercedes
SNetal. 2223  Argentina, Corrientes, 29°33'45,70"S
5 (Sus) Mercedes 57°317,10'0 2/ 3x 15
01 A A
6 Petal. 17 Argentina, Corrientes, ggogggjcs) ) ax 1/0
(Tur 1) San Martin
S s/n Argentina, Misiones,  27°41°56,01°°S
7 R105 entre Posadasy 55°48°0,80°0 - - 1/0
(P11) .
San José
. . 27°33°00°°S
SNet al. 986 Argentina, Misiones, 042 A
8 (Swod) Profundidad 55°43°00"°0 - 6X 2/0
. - 27°27°33,80°°S
Ss/n Argentina, Misiones, 041G 1A
9 (3.5) Profundidad 55°49718,10°0 - - 1/0
Morfotipo grandense
ICN 158608 Brasil, RS, Cachoeira do 30°17°46,90°"S
10 (610 P1) sul 52057°56,70°0 0O ax 215
. . 31°44°7,50°S
11 ICN 158569 Brasil, RS, Encruzilhada 52032°44.3"0 58 ax /5

(3_10 P10) do Sul
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Tabla 1 (continuacion).

Coleccionista

Nivel

N° de y ndmero de Localidad de Coordenadas  Altitud de Ncp /
Poblacion coleccion procedencia geograficas (msm) . Nn
L ploidia
(codigo)
32023°00°°'S
SNetal. 271 Uruguay, Cerro Largo, 091 (A )
12 (Sa9) Bafiado de Medina 54°2100°0 ax 1/0
32023°08'S
SNetal. 278 Uruguay, Cerro Largo, 055 Qs )
13 (Sto 20 km al N de Melo 54022°080 4x 1/0
32022°56°S
SNetal. 395  Uruguay, Cerro Largo, 54920220 )
14 (Soe) Bafiado de Medina ax 1/0
34°20'0,00"S
SN & S 2109  Uruguay, San José, R 23 cxo/o1 ,00"0 i
15 (Sse0) km 129 ) 179 2/0
32°45°9°S
SN 551 Uruguay, Tacuarembo, 56°30°57°0
16 (Sted R 5 km 257 101 2x 2/0
M et al s/n 33°9739,20°°S
. . 09 -
17 (P4uru) Uruguay, Treintay Tres 54°23°6,80 O - - 1/5
T. sidoides subsp.holosericea (Urb.) Arbo
Brasil, RS, RS 473,  30°39°40,50°°S
18 ICN 158603 desde Lavras do Sul a 54°05'44,20°0 315 4x 1/5
(5_10 P11) .
Sao Gabiriel
SN s/n 30°07°17°'S
i 51°51°340 -
19 (610 P4) Brasil, RS, BR 290 4x 1/5
31°18°24™'S
ICN 158579 . . o1~ NS
20 (410 P5) Brasil, RS, Bagé 54°01°52,60°0 254 6X 1/5
30°40°30,40°°S
ICN 158594  Brasil, RS, Cacapava do 53037\0’7\«0
21 (5.10 P6) Sul 339 6x 2/5
30°51°36,70°°S
ICN 1585555 . . A 1A
51°51°01,10°0
22 (210 P1) Brasil, RS, Camaqua ) 51 4x 2/0
30032°22,30°°S
ICN 158556 Brasil, RS, Encruzilhada cooanca ans
23 (310 P1) 4o Sul 52°30°56,90°0 390 4x 2/5
31°41°39,90°°S
ICN 158568 . o A
52°25°30,80°0
24 (310 P9) Brasil, RS, Pelotas 35 4x 1/5
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Tabla 1 (continuacion).

Coleccionista

Nivel

N° de y ndmero de Localidad de Coordenadas  Altitud de Ncp /
Poblacion coleccion procedencia geograficas (msm) loidi
(c6digo) ploidia
30°59'56,70°°S
SN & S 2025 Uruguay, Artigas, R 30 56°07°0 éZ“O )
25 (Ssed km 2075 ) 316 1/5
M etal. sin 33°13'50,70°°S
. . oo ~
26 (P10uru) Uruguay, Florida 55°8°25,107°0 - - 1/5
. o 31°31°45"'S
27 SN & S 2051 Uruguay, R|yera, Cuna 55035°08"°0 1321 6x 1/5
(Ss72) Pird
SN & S 2052 Uruguay, Rivera, Cerro 31°32°15,50°°S
28 (Swrd) Mirifiaque ss3g170 80 Ax 20
Uruguay, Tacuarembd, 32°05°34"°S
29 SN&S2073  pg y Arroyo Quebrada  56°06°137°0 145 2x 2/0
(Ss79) Grande
M etal sin 32°56°8,40"°S
. . oo -
30 (POurL) Uruguay, Treintay Tres 54°58°1,10°0 - - 1/5
T. sidoides subsp.integrifolia (Griseb.) Arbo
SN s/n Argentina, Corrientes, 28°16°47,40™°S
31 (P5) Santa Rosa, R 118 km 58°12°52,40°0 69 4x 1/0
54
SN s/n Argentina, Corrientes, 28°1\4‘8,40::S
32 (P2) Santa Rosa, R 118 km 58°2°49,40 0 72 2X 3/5
72
SN s/n Argentina, Corrientes, 28°54°26,60°°'S
33 (P8) camino de Chavarriaa 58°31°05°0 65 2x 1/0
Concepcion
. . 30°14°57,20°°S
SN & S 961 Argentina, Corrientes, 07 R
34 57°37°2570 - 4x 1/0
(S220 Monte Caseros
SN s/n Argentina, Corrientes, 28°16°39,1°°'S
35 (P4) Santa Rosa, R 118 km 58°8'21,17°0 69 2x 4/5
61
. . 28°19°4,20"'S
36 SN s/n Argentina, Corrientes, 58°16'59,50"0 75 ox 1/0
(Tabay) Tabay
30°56°56,50°°S
ICN 158583 Brasil, RS, Rochas de 9 AA
P 53°38°9,40°0
37 (4_10 P9) Bagé 197 4x 1/5
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Tabla 1 (continuacion).

Coleccionista

Nivel

N° de y ndmero de Localidad de Coordenadas  Altitud de Ncp /
Poblacion coleccion procedencia geograficas (msm) o Nn
L ploidia
(codigo)
SN & S 2016 Uruguay, Artigas, R 30  30°28°24™'S
38 (Swe) Kkm 6 57035490 90 6x 1/0
SN & S 2141 Uruguay, Paysandu, R 3 31°41°35,40™°S
39 (Siod km 449 57953'23.40°0 20 bx 1o
31°14°48™'S
SN & S 2040 Uruguay, Rivera, R 30y 020 AL "
40 55°39°457°0 - - 1/5
(Sae9) R5
31°02°44'S
SN & S 2043  Uruguay, Rivera, R27  grosg50 i
41 (S0 km 14 6x 1/0
M et al. s/n 32°41°3,50°°S
: 54°12°35,10°0 - -
42 (P6urU) Uruguay, Cerro Largo ) 1/5
Uruguay, Cerro Largo, . -
M etal.s/n o ; 32°42°51,10°°'S
43 (P8urU) A° Sarandi del 54037°19.30"°0 - - 2/5
Quebracho
M etal.s/n . 32°45°22,30°°S
44 (P5uru) Uruguay, Treinta y Tres 54013'37.30°°0 - - 2/0
T. sidoides subsp pinnatifida (Jus. Ex Poir.) Arbo
Morfotipo andino
24°15°18°'S
SNet al. 959 Argentina, Jujuy, 65°12°280
45 (So1) Capital, Palpala 1104 2x 10
SNetal. 827 : . 24°07°31°°S
46 (Swe) Argentina, Jujuy, Yala 65023500 1467 2X 1/5
Argentina, Salta, 24°43°12°S
47 SN ?‘Sla")%g Capital, Barrio EI  65024'33°0 1246 ox 205
87 Milagro
: 25°20°29,5°S
SNetal. 924 Argentina, Salta, 0O PO
48 (Sw00) Metan 64°28°28°0 523 4x 2/0
Bolivia, Cochabamba, 17°54°01™'S
49 SN ?8?151378 camino de Arani a 65°20°58"0 2124 2x 1/5
6

Mizque
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Tabla 1 (continuacién).

Coleccionista

N° de y nimero de Localidad de Coordenadas  (msm) Né\;el N‘;
Poblacion coleccion procedencia geogréficas L P
(codigo) ploidia Nn
Morfotipo chaquefio
. 27°51'40,09"S
50 S(gj)ln Argentxr?],b(;gamarca, 65°56'44,84”0 i ax 1/0
SN 306 Argentina, Chaco, 1°  27°20°00"°S
51 (S de Mayo, Colonia 58°56°00°°0 52 4x 6/5
Benitez
. 27°05°11°°S
52 8?15313)94 Argenhgfr;lér%hsaco, Las  g1005'09™s 103 4x o/5
1
SN 496 Argentina, Corrientes, 27°19°00°°S
53 (Sse) San Cosme 5803500°0 0 ax. A
23022°21°°S
SNetal. 1986 Argentina, Salta, 63°05'53"°0
54 (Ss10) Pluma de Pato 237 2x /5
23°28°23°S
SNetal. 1988 Argentina, Salta oo
2 g L 62053290
2> (Sa12) Estacion Murillo (Sol4) 222 2X 415
27°38°00°°S
SNetal. 316 Argentina, Santiago 62925000 i
56 (Ss9) del Estero, Moreno 4x 1/0
27°59°53,13°S
SNetal. 332  Argentina, Santiago 042 20 ON
>7 (Sro) del Estero, Guasayan 64°48'39,90°0 . 4x 1/0
- . 21°17°32°S
58 SN ?8310)1025 BoI|V|a,CI]22]Oa, Gran 63°20°55"°0 374 o 45
5
. . 21°17°35°S
59 SN e(tsasl .1)1505 BoI|V|a,CI]2210a, Gran 63°18'37"°0 385 ox 4/0
0.
- . 21°27°337°S
60 SN e(tsasl .2)1508 BoI|V|a,CIIZL|joa, Gran 63°06°44"0 337 ox 1/5
0.
- . 20°45°46°°S
61 SN eitSaS\I.)1971 BoI|V|a,CI]22]Oa, Gran 63°07°55"°0 675 x 210
09,
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Tabla 1 (continuacién).

Coleccionista

N° de y ndmero de Localidad de Coordenadas  Altitud N(|jveel Ncp /
Poblacion coleccion procedencia geograficas (msm) . Nn
L ploidia
(codigo)
Morfotipo mesopotamico
Argentina, Corrientes . -
SNetal. 2140 T o ' 29°39°53,40°°S
62 (Su pasando A Bat_ellto 59021°40.40"0 44 - 1/0
rumbo a Esquina
. . 29°14°7,4°S
63 SNetal. 2141  Argentina, Corrientes, 58007°28.60 80 6x 35
(S229 Mercedes
. . 29°01°37°°S
64 SNetal. 2138 Argentina, Corrientes, 58029°150 i Ax 2/0
(S314) Mercedes
30°13°45,9°S
SNetal. s/n Argentina, Corrientes AR
' ' 59°19°20,7°0
65 (Ss19 rumbo a Sauce 38 2x 2/0
Argentina, Corrientes 30°19°0,05 'S
) ' ' 59021°48,50°0
66 (Sa19 rumbo a Sauce ' 32 2x 1o
o=or -
67 SN & S 2140 Uruguay, Paysandi, R 3 ?éj%o%ijéa%oos 48 i 1/0
(Ss02) y A° Quebrada Grande '
Morfotipo pampeano
SN & S 2138 Uruguay, Rio Negro, R 32°50°38,20°°S i
68 (Siod) 24 km 44,5 57957°19.20°0 43 X 1/0
38°20°00°°'S
H 378 Argentina, Buenos s
. ' 59°37°00°0
69 (Sz39) Aires, San Cayetano 98 2x 215
S s/n Argentina, Buenos 38°03°00°°S
70 (So) Aires, Tornquinst, El 62°02°00°0 - 2x 1/0
4 Pantanoso
Morfotipo serrano
S 2915 Argentina, Buenos . “
. - ; 38°08°21,89°°S
71 (S249) Aires, Tornquinst, Villa 61047°38.61"0 234 4x 1/0
Arcadia
E 11 Argentina, Cérdoba, La 30°59°°10,60™'S
2 (Sw) Cumbre 640302200 183 4100
Argentina, Cérdoba, 30°51°45™°S
73 SN(88‘254)966 Punilla, Capilla del ~ 64°30°40,7°0 1007  4x  4/0
3

Monte
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Tabla 1 (continuacion).

Coleccionista

Nivel

N° de y ndmero de Localidad de Coordenadas  Altitud de Ncp /
Poblacion coleccion procedencia geograficas (msm) .
L ploidia
(codigo)
Argentina, Cérdoba, 30°51'57,50°°S
74 SN(&SLZSE)%? Punilla, Capilla del ~ 64°29'30°0 1615  2x  4/5
3 Monte, C° Uritorco
Argentina, Cérdoba,
E s/n Punilla, Capilla del 30°51°45,10°°S
7 (Ss19 Monte, base del C°  64°29'42,71°0 1168 X 35
Uritorco
Argentina, Cdrdoba,
E6 Punilla, Capilla del 30°53°12,30°°S
76 (Sx20 Monte, C° Las 64929'5210°0 1249 X 1o
Gemelas
SN 486 Argentina, Cérdoba, 31°24°01,93°°S
v (Sud Carlos Paz 6431011470 061 A 10
30°50°39"'S
SN & S 969 Argentina, Cérdoba RN
nna, ' 64°28'3470
8 (S237) Capilla del Monte 979 ax 1/0
30°44°00°'S
E s/n Argentina, Cdrdoba GO
! ! 64°48°00 O
79 (Sord Cruz del Eje 449 6x 1/0
E2 Argentina, Cérdoba, 31°00°44,80°°S
80 (Sea) La Higuera 65°0,60'20,50°0 012 ax 1o
E 4 Argentina, Cérdoba 31°44°0,40°°S
81 (Soed Mina Clavero 65000261000 ©0 A 25
. , 31°47°49™'S
82 ES5 Argentina, Cérdoba, 65°00°23°0 861 ax 1/0
(Saa9) Nono
E1l Argentina, Cdrdoba, 30°47°0,35°S
83 (Ssad San Marcos Sierra 64°38'34,20°0  03° ax 2/0
SN & S 2097 . 34°06°14,70°°S
84 (Swe) Uruguay, Colonia 57906°31.50"°0 - - 1/0
SN & S2117 Uruguay, Colonia, 34°10°03,70°°S
85 (Ssed Conchillas 580021332070 2/ ax. 200
34°30°46,70°°S
SN 2000 Uruguay, Lavalleja, 55020\553“0 i
86 (Ss39) Aguas Blancas 2x 3/5
33954°42™'S
87 SN 22‘8356)2133 Uruguay, Punta Gorda ~ 58°25°04™°0 2 ax 1/0
9

48



MATERIAL de ESTUDIO

Tabla 1 (continuacion).

Coleccionista

N° de y namero de Localidad de Coordenadas  Altitud Né\;el Ncp /
Poblacion coleccion procedencia geogréficas (msm) s Nn
1 ploidia
(cédigo)
31°04°07°°S
88 SN & S 2009 Uruguay, Salto 57°50'19°°0 34 - 1/0
(Sss9)
T. sidoides subsp sidoides
34°38°21°°S
89 SN 2147 Uruguay, Canelones  55°32°107°0 57 - 1/0
(Sa00)
. 34°30°46™°S
90 SN 1999 Uruguay, Lavalleja, 55021°150 ) ax 35
(Ss37) Aguas Blancas
SN 2148 , 34°30°7"°S
91 (Sio) Uruguay, Lavalleja 55026'58"0 76 - 1/0
M etal.s/n , 33°32°55,20°°S
92 (P3uru) Uruguay, Lavalleja 54934°58.60"°0 - - 1/0
34°52°52,53™°S
93 SNetal. 51 Uruguay, Maldonado  54°58°25,89°0 - 4x 1/0
(Si01)
M etal. s/n 34°32°44,20™°S
94 (P2uru) Uruguay, Maldonado 55015'17.70"°0 - - 1/5
SN 2175 34°27°19,40°°S
95 (Si) Uruguay, Rocha 54010°58.60"°0 59 - 1/0
SN 2175 34°03°17,70°°S
96 (Si) Uruguay, Rocha 53053'26.70"0 28 4x 2/0
31°31°08°S
97 8?1832363 Uruguay, Tacuarembo  56°2°1370 206 4x 3/5
7,
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ADN CLOROPLASTICO

Para estudiar la variabilidad genética a nivel @NAcloroplastico (ADNcp) se
analizaron un total de 160 individuos, provenientiess 97 poblaciones naturales
representativas de la variabilidad morfologica stribucion geografica del complejo
sidoides (Fig. 8, Tabla 1). Se emplearon muestras de mahfefiar, el cual, cuando fue
posible, se empled fresco, caso contrario se dedbidn silica-gel y se conservo a -80

°C hasta su uso.

El tipo de dispersion seminal que preseftasidoides, por gravedad y
mirmecocoria, tiende a concentrar las semillas reasalocalizadas favoreciendo el
establecimiento de colonias de plantas, lo cualittata delimitacion de poblaciones a
la hora del muestreo (Solis Neffa 2000). Generalendos genomas organelares
presentan un elevado nivel de fijacién de divesida cual los hace adecuados para
estudios filogeograficos, por lo tanto, el esfued® muestreo debe centrarse en
coleccionar mas poblaciones con menor nimero deidiids por poblacion (Pons &
Petit 1995). Con muchos puntos muestreados ado k@&l rango de distribucion de la
especie en estudio, se reconstruiria mejor laillistion espacial de los haplotipos,
permitiendo una mejor reconstruccion de expansigasadas (Petit & Grivet 2002).
Por estos motivos en esta tesis se analizo, emajgnpara los estudios de variabilidad
genética del ADNcp, un individuo por poblacion muesda. No obstante, con el fin de
descartar variabilidad genética intrapoblacionkiniaiar el estudio se tomé al azar 37
poblaciones representativas de las cinco subespeeiecomplejo, y se llevaron a cabo

analisis de variabilidad genética en 2 a 6 indie&lpor poblacién.

ADN NUCLEAR

Para estudiar la variabilidad genética a nivel d@NAnuclear (ADNn), se
analizaron un total de 205 individuos perteneceatdl poblaciones (cinco individuos

por poblacion), representando las cinco subespdelesomplejo (Fig. 8, Tabla 1).
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Q sidoides
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Fig. 8. Distribucidon de las poblaciones del compl@éjrnera sidoides analizadas. Los
circulos representan las poblaciones estudiadascalores de los circulos representan
las distintas subespecies. En los circulos mayseeimdican el numero y el nivel de
ploidia de cada poblacién. Los circulos delineaswsrojo identifican a las poblaciones
con las cuales también se analiz6 la variabilida@leADNnN. La linea de puntos rojos
indica el area de distribucion de la especie derdocua Arbo (2008). Con letras se
encuentran identificados los principales sisteneasasos del area de distribucion e
sidoides. A = Cordillera Oriental; B = Sierras Subandin@ss Sierras Pampeanas; D =
Sierras
Cuchilla

Mahuidas; E = Sierras Australes de Buenos Airesniaea); F

Septentrionales de Buenos Aires (Tandilia); G =Hilec de Haedo; H

Grande; | = Planalto Superior.
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Para llevar a cabo los analisis de relaciones ditétjcas entre haplotipos, se
emplearon como grupo externo dos especies ceradnagloides, las mismas fueron:

Turnera fernandezii Arbo (G 2908). Perteneciente a la Serie Turnelzseie
Turnera. Especie aparentemente endémica del lenite Mato Grosso do Sul (Brasil)
y noreste de Paraguay (Amambay y Concepcion). deget'cerrados” de suelos rojos,
se adapta a lugares alterados como bordes de crkincece vy fructifica desde agosto
a marzo (Arbo 2005).

Turnera melochioides Cambess (Quiroz 13612). Perteneciente a la Serie
Leiocarpae al igual que la especie que se estutiasta tesis. Especie de amplia
distribucion en el centro y este de Brasil (Alago&napa, Amazonas, Bahia, Ceara,
Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Suha#!Gerais, Para, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Rondofiiacantins) norte y este de Bolivia
y noreste de Paraguay. Vive en «cerrado», campaemery «campo rupestre»,
ocasionalmente en «caatinga», también en lugaee®sws inundables a orillas de rios,
en lugares rocosos y en dunas maritimas. Prosparab la vegetacion secundaria y en

lugares alterados como los bordes de caminos (2008).
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“La vida solo puede ser vivida hacia adelante, pero debe ser

entendida hacia atras.”

S. Kierkegaard
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METODOS

EXTRACCION DE ADN GENOMICO

La extraccion de ADN gendmico, tanto de las musstia hojas secas como
frescas, se llevé a cabo empleando el protocolextiaccion con CTAB de Doyle &
Doyle (1987) y Cullings (1992) con algunas modiicaes. A continuacion se detalla

el protocolo utilizado.

1. Aproximadamente 20 mg del material foliar frescd,Comg del material foliar
seco fueron pulverizados de manera mecénica cadgeito liquido y un pilén
de plastico en un tubo de polipropileno de 1,5 ml.

2. Se agregaron 600 ul de buffer CTAB (Tris-HCI pH 8,0 M, NaCl 1,4 M,
EDTA 0,02 M, CTAB 2 %"/,) al material triturado y se suspendi6 la muestra
girando el pilon con movimientos rapidos.

3. Las muestras fueron incubadas en bafio maria a @bradte 2 h, mezclandolas
cada media hora.

4. A continuacion, se llevé a cabo una extraccion gngon 600 pl de 24: 1
cloroformo: alcohol isoamilicd/k).

5. Las muestras fueron luego centrifugadas durantaifh(x temperatura ambiente
a 12.500 r.p.m.

6. La centrifugacion gener¢ tres fases: en la panpersar una fase acuosa, en la
parte media proteinas y en el fondo, cloroformofdse acuosa fue transferida a
un nuevo tubo de 1,5 ml al cual se agregaron Ogdd8menes de acetato de
amonio 7,5 M frio. Al volumen combinado de fasemsauy acetato de amonio
se agregaron 0,54 volumenes de isopropanol frionl@stra fue luego invertida
varias veces para mezclarla.

7. Las muestras fueron puestas a enfriar a -20 °@uaximadamente 20 min.

8. A continuacion se centrifugaron las muestras derd® min a 4 °C a 14.000
r.p.m. con el fin de que el ADN precipite en el dondel tubo formando un
pellet.

9. El sobrenadante fue volcado en un vaso de predgptniendo especial cuidado
de no despegar ekllet, las gotas restantes fueron secadas sobre unbesarv
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Luego se agregaron 600 pl de etanol 70 % friorggiti6 la centrifugacion bajo
similares condiciones al paso anterior.

10. Finalizada la centrifugaciéon con etanol 70 % sdticegl paso anterior pero
empleando etanol 95 %. El etanol 95 % fue luegedwesdo, dejando secar el
pellet a temperatura ambiente durante toda una noche.

11. El pellet seco fue resuspendido en 100 ul de agua deionsmeadelavada.

La presencia y calidad del ADN extraido se verifiteédiante geles horizontales

de agarosa al 0,8 % en buffer TAK 1eflidos en bromuro de etidio.

La concentracion de las extracciones se midié ppecrofotometria y luego se
realizaron diluciones en agua deionizada autockd®l aproximadamente 100 ng/ul
para emplearlas como ADN molde en las reaccionesamglificacion. Dichas

diluciones se conservaron a -20 °C hasta su uso.

ADN CLOROPLASTICO

AMPLIFICACION DE REGIONES NO CODIFICANTES DE ADN

CLOROPLASTICO

Ademas de la expansion poblacional, otros procesmap el aumento de la
frecuencia de un alelo en virtud de estar ligado gen que es seleccionado de manera
positiva @rrastre o hitchhiking genético: Maynard & Haigh 1974), pueden producir
genealogias similares (es decir, desvios de loestadisticos en la misma direccion).
Por ejemplo, debido a que alrastre genético en regiones bajo recombinacién puede
afectar una fraccion relativamente pequefia del mandcercana a la mutacion
ventajosa), emplear distintas regiones del genameae contribuir a discriminar entre
éste fenbmeno y un fendmeno de expansién pobldc{®a@mnos-Onsins & Rozas
2002). Ademas, cuanto mayor sea el niumero de niddsd@ue se incorporen al estudio
menor sera el error de muestreo asociado con elfi@rfinito de las secuencias (Nei
1986). Es decir, cuanto mayor sea la secuenciapmsara la probabilidad de que la

filogenia esté siendo determinada por sustitucidreas”, que no reflejan la historia
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filogenética de los organismos en cuestion. Pasasbtivos, en esta tesis se analizaron
dos regiones no codificantes del ADNcp.

Con el fin de poner a punto condiciones de amplifitn e identificar las
regiones de ADNCcp variables, se llevaron a cabemxgntos de amplificacion por
medio de la reaccion en cadena de la polimeras®R)P@obando 25 pares de
cebadores universales (Tabla 2). Para este paselsecionaron al azar un grupo
pequefo de individuos de diferentes poblacionesatipos/subespecies. Del total de
regiones probadas cuatro fueron enviadas a seeamefMf@bAB {rnT-trnL), TabEF
(trnL-trnF), TabCD f{rnL-trnL) y matK5’' - matK6. Los espaciadores intergénicos
secuenciados TabEE LY —trnF***) y matk5’ - matkK6 resultaron polimérficos por

lo que se utilizaron para realizar los analisis.
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Tabla 2. Regiones de ADNcp analizadas, temperatura de telmgeobada para cada
region, tamafio del producto amplificado y fuentdibgrafica donde se encuentran los
cebadores.

Grado de
variacion

Fuente del
cebador

Tamarfio
aproximado del
producto de

Region
cloroplastica

Temperatura de
templado

PCR
TabAB {rnT-trnL)  touch down 58 °C-52 °C 500 pb muy poco Taberletet al.
polimorfismo 1991
TabEF {rnL-trnF)  touch down 58 °C-52 °C 300 pb polimoérfico Taberkttal.
1991
TabCD (rnL-trnL)  touch down 58 °C-52 °C 500 pb muy poco Taberletet al.

polimorfismo 1991

trnH - psbA 50 °C multiples bandas - Sasgal. 1997
psaA - trnS - no amplificé - Demesuset al.
1995
psbC -trnS - no amplificd - Demesuset al.
1995
trnS -trnT - no amplificé - Demesuret al.
1995
trnC -trnD touch down 58 °C-52 °C 3000 pb producto muy Demesuret al.
grande 1995
trnH - trnK - no amplificé - Demesuret al.
1995
trnD - trnT 50 °C 1400 pb - Demesuekal.
1995
trnS -trnfM - no amplificé - Demesuret al.
1995
trnS -trnG touch down 58 °C-52 °C dos bandas - Shaval.
2005
trnG - no amplificd - Shawet al.
2005
matK5’ - matK6 50,2 °C 900 pb polimérfico Shaetal.
2005
rpS16 - no amplificé - Shaet al.
2005
trnC - ycf6 50 °Cyb55°C 450 pb amplific6 s6lo Shawet al.
en algunos 2005
individuos
ycf6 - psbM 50°Cy55°C 1600 pb amplifico s6lo Shawet al.
en algunos 2005
individuos
psbM - trnD - no amplificé - Shavet al.
2005
rpS16x2 -trnK 50 °C multiples bandas  amplific6 s6loShawet al.
en algunos 2007
individuos
rpL32 -trnL 50 °C 700 pb amplific6 s6lo Shawet al.
en un individuo 2007
psbJ - petA 45 °C 1300 pb producto muy Shawet al.
grande 2007
ndhF - rpL32 - no amplificé - Shawet al.
2007
psbD - trnT 54 °C 1600 pb producto muy Shawet al.
grande 2007
atpl - atpH 52 °C 2060 pb producto muy Shawet al.
grande 2007
petL - psbE - no amplificé - Shawt al.
2007
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Las amplificaciones fueron llevadas a cabo en umdeiclador Eppendorf
Mastercycler Gradient para un volumen final de 25 pl. A continuaciéndstalla el

protocolo adaptadpara cada region (Tablas 3y 4).

Tabla 3. Protocolo de amplificacién para el espaciador géeico cloroplasticarnL -

trnF.

tabEF (trnL GGTTCAAGTCCCTCTATCCC)
(trnF ATTTGAACTGGTGACACGAG)

Reactivo Concentracion Programa
final
(para 25 pl)
Tampédn 1x 1)95 °C 5 min
MgCl 1,5mM 2)94 °C 1 min
dNTPs 100 pM 3)58 °C 1 min
-1°C
trnL 0,8 uM 4)72 °C 2 min 30 seg
trnF 0,8 uM 5) Ir a2) repetir 6 veces
Taq 1U 6)94 °C 1 min
polimerasa
ADN 100 ng 7)56 °C 1 min
8) 72 °C 2 min 30 seg
9) Ir a6) repetir 36 veces
10)72 °C 5 min
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Tabla 4. Protocolo de amplificacion para el espaciador g#émico cloroplastico

matkK5’ - matKe.

matK5'-matK6 (matK5'R GCATAAATATAYTCC
YGAAARATAAGTGG)

nfatk6 GGGTTGCTACTCAATGG)

Reactivo Concentracién Programa
final
(para 25 pl)

Tampon 1x 1)95°C 5 min
MgCl 3 mM 2)95 °C 1 min
dNTPs 200 uM 3)50,2 °C 1 min

matK5'R 0,1 uM 4)72 °C 1 min
matK6 0,1 uM 5)Ira2) rep 30 veces

Taq 2U 6) 72 °C 4 min
polimerasa
ADN 150 ng

Las amplificaciones fueron confirmadas por eleciedis en geles de agarosa
1,4% en tampon TAE X, tefiidos en bromuro de etidio. Los productos de la

amplificaciones fueron enviados a secuenciar a dper © en Seul, Corea del Sur.

ALINEAMIENTO Y EDICION DE LAS SECUENCIAS

Se secuencio la region direcfar(vard) y la reversar@verse) para cada uno de
los dos espaciadores intergénicos seleccionadodiasamegiones fueron luego
ensambladas para cada espaciador. Debido a quen@ing cloroplastico es heredado
como una unidad y no se encuentra sujeto a recaweibm las secuencias de ADNcp
pueden ser combinadas (Soltis & Soltis 1998). Botahto, ambos espaciadores se
concatenaron en una secuencia y a partir de la ansanllevaron a cabo todos los
analisis. Tanto el ensamblado de las regionestdigereversa, como el concatenado de
ambos espaciadores se llevaron a cabo empleandarogtama Chromas 2.33
(http://www.technelysium.com.au), con este mismogpima las secuencias fueron
leidas y editadas manualmente, cuando fue necesasosecuencias fueron alineadas
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de manera automatica por el método de ClustalW eangb el programa MEGA 5
(Tamuraet al. 2011). Para alineamientos multiples, ClustalW lempmétodos de
alineamiento progresivo en los cuales las secugemois similares, es decir aquellas
con el mejor alineamiento, son alineadas primergegb, progresivamente grupos de
secuencias mas distantes son alineados hasta cqueessdo un alineamiento global
(Higgins et al. 1994). Dicho alineamiento fue luego -codificado wprregido
manualmente con el mismo programa. Las posicioragbles en la matriz del
alineamiento fueron chequeadas con los cromatogramginales para asegurarse de
gue dichas bases constituyan realmente posicicarésbles. Los eventos contiguos de
insercidon/ delecionifdels) fueron tratados como eventos de mutacion uniSovdns

& Ochoterena 2000) y las polyT/ A fueron eliminadiéslchner 2000).

Las secuencias de ADNcp obtenidas seran envia@enBank una vez que el
manuscrito resultante de esta tesis sea aceptaagypaublicacion formal.

CARACTERIZACION DE LAS SECUENCIAS DE ADN CLOROPLASTICO Y DE

LA VARIABILIDAD GENETICA INTRAESPECIFICA

Una vez codificado, el alineamiento fue exportat@ragrama DnaSP v.5.0
(Librado & Rozas 2009) en el cual se verificarontahafio del alineamiento, se
generaron haplotipos (combinacién Unica de alelose determindé el nimero de
individuos por haplotipo. Cada haplotipo fue nondloraon la letra H seguida de un

ndamero.

Con el fin de cuantificar la variabilidad genétingaespecifica dé&. sidoides se
calcularon los siguientes estadisticos con el pragrArlequin v. 3.5.1.2 (Excoffier &
Lischer 2010):

Numero de sitios segregantes ($)idica el numero déoci que presentan mas de un

alelo porlocus

indice de diversidad nucleotidicar): indica la probabilidad de que dos nucleétidos
homologos tomados al azar sean diferentes dentta aeiestra (Tajima 1983,

Nei 1987). Se calcul6 de acuerdo con la siguieinadla:
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pi.pj.mij
T = ZT

Donde,pi es la frecuencia de la secuengigj es la frecuencia de la secuerjcia
mij es la proporcion de nucledtidos distintos entrselauencia y la secuencig

y L es el nimero deci.

indice de diversidad haplotipica (h)indica la probabilidad de que dos haplotipos
tomados al azar sean diferentes dentro de la nau@é#i 1987). Se calcula de

acuerdo a la siguiente férmula:

h=——(@1-ypi?
=——7 (1 —-Xpi)

Donden es el numero de copias génicas en la mugstes la frecuencia del

haplotipoi en la muestra.

Una poblacion con baja diversidad haplotipica y lentédica pudo haber
experimentado un prolongado o severo cuello dellaotemografico en tiempos
recientes. Contrariamente, altos valores de didadsihaplotipica y nucleotidica se
esperan en aquellas poblaciones que han permarestaldles con un tamarfo efectivo
grande por un largo tiempo; o en poblaciones migtas individuos provenientes de

poblaciones historicamente separadas.

Altos niveles de diversidad haplotipica y bajos dleersidad nucleotidica
sugieren un rapido crecimiento poblacional a patéruna poblacién ancestral con
pequeiio tamafo efectivo, donde el tiempo fue sufiei para generar variacion
haplotipica por mutacién pero muy corto para acamgtandes diferencias entre las
secuencias. Contrariamente, bajos valores de diagrshaplotipica y altos de
diversidad nucleotidica podrian resultar de unsitario cuello de botella en una gran
poblacion ancestral; también podrian reflejar uracata de individuos provenientes de

poblaciones pequefias, subdivididas geograficantamtee 2000).
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RELACIONES EVOLUTIVAS ENTRE HAPLOTIPOS

Para realizar inferencias acerca de las relaciemelitivas entre individuos de
distintas especies, es preciso que los linajesisgmomgan de manera jerarquica y no
reticulada (filogeniaensu stricto). Sin embargo, las relaciones entre genes mudeBea
en individuos de una misma especie generalmentaimplen estos supuestos, ya que
son el resultado de flujo génico, mutaciones ngatiente recientes y recombinacion.
Por lo tanto, los métodos tradicionales desarroflagpara estimar relaciones
interespecificas no son adecuados para analizarrdiaEiones evolutivas entre
individuos o poblaciones dentro de una misma espé&cds métodos filogenéticos que
permiten la persistencia de nodos ancestralesnugigfurcaciones y las reticulaciones,
tales como las redes de haplotipos, son preferibles arboles estrictamente
dicotomicos para estimar relaciones cuando la deraia entre los linajes es pequeiia
(Schaalet al. 1998; Posada & Crandall 2001). Es por esto queesta tesis, las
relaciones evolutivas entre los haplotiposTdsidoides fueron inferidas a través de la
creacion de una red de haplotipogtfork) con el métodamedian-joining (¢ = O,
Bandeltet al. 1999) empleando el programa NETWORK 4.5atp(//www.fluxus-

engineering.com Una red de haplotipos consiste de nodos y conesique los unen,

los nodos representan los haplotipos y el tamafdice nodo es proporcional a su
frecuencia en las poblaciones. Ademas, el progradiciona vértices, denominados
median vectors, que representarian haplotipos extintos o no mesdds en la poblacion
(Bandeltet al. 1999).

Para cada haplogrupo (conjunto de haplotipos miasioeados entre si que con
los demas haplotipos) derivado de la red se detérrai nUmero de haplotipos que
conforman el haplogrupo, el nimero de poblaciondsfiduos presentes en cada
haplogrupo y el porcentaje de individuos pertengee a cada una de las cinco
subespecies del complejo. También fueron calculaiogdmero de sitios polimérficos,

el indice de diversidad nucleotidica y el indicedtkersidad haplotipica.
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FILOGENIA INTRAESPECIFICA

Se analiz6 la filogenia entre haplotipos empleandétodos Bayesianos
implementados en el programa BEAST v .1.0.8 (Drummired al. 2012). Se corrieron
dos cadenas independientes de un largo 8ectf muestreo cada 5.000 generaciones.
Se usaron los siguientes parametros: arbol de ¥ulaodelo de sustitucion HKY con

cuatro categorias gamma, y un reloj molecularastri

Debido a que no existen registros fosiles paranalfa Turneraceae, ni tasas de
sustitucion disponibles a partir de las cualescaliun reloj molecular, se empled una
tasa de sustitucion estandar de 1.0 / sustituciérsso / Ma. El mejor modelo de
evolucion de las secuencias fue identificado usasldprograma jModeltest 2.1.4
(Guindon & Gascuel 2003; Darritmhal. 2012) empleando el criterio de informacion de
Akaike (Kelchner & Thomas 2007). El programa Tracet.5 (Rambaut & Drummond
2009) fue empleado para chequear la convergenciasdeadenas de Markov y los
tamafios muestrales efectivos adecuados (ESS >860)btuvo un arbol de maxima
verosimilitud empleando el programa TreeAnnotagbrcual pertenece al paquete de
BEAST. Se determind el soporte estadistico paralémos mediante las probabilidades

posteriores (PP) Bayesianas (Rannala & Yang 1996).

ANALISIS DEMOGRAFICOS

Para estudiar la historia demogréfica recientecdeiplejoTurnera sidoides se
realizaron pruebas que detectan, en la diversidadtiga observada, huellas de posibles
eventos demograficos pasados. Emplear la variadilicholecular para responder a
cuestiones de historia demografica requiere la Sajdm de que dicha variacion se
encuentra evolucionando de manera neutral, es, @lmcus en si mismo no debe estar
bajo presion de seleccion, ni genéticamente ligadsitios bajo selecciongénetic
swamping) (Wayne & Simonsen 1998). En base al calculo delpais de neutralidad, es
posible estimar cambios en el tamafio poblaciorstibfico, evaluando si los datos
empiricos se ajustan a un modelo de tamafio pobkcioonstante o no. Los
estadisticos calculados en esta tesis se encuettiditos en tres clases de acuerdo a
Ramos-Onsins & Rozas (2002):
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Estadisticos Clase | emplean informacion de la frecuencia de las muteso

(sitios segregantes). Estos estadisticos son agl@pipara distinguir el crecimiento
poblacional del tamafio poblacional constante, y&a @&uprimero genera un exceso de
mutaciones en las ramas externas de la genealagian(itaciones recientes) y por lo
tanto un exceso de sustituciones presentes emsalmuestra secuencia@angletons).
Dentro de esta clase se calcul6 el siguiente asitzmli

D de Tajima

Compara dos estimadores @léheta es una medida que cuantifica la diversidad
genética de una poblacion dada; esta basada é@meka de alelos o nucleotidos
diferentes en una muestra.), uno de ellos estadbasia el nimero de sitios
segreganted$) y el otro en el nUmero medio de diferencias ratalicas entre
los haplotipos comparados de a pafes)( Excluye del andlisis a los sitios con
gaps (espacios insertados por un programa al leeeabo el alineamiento con el
fin de lograr la homologia entre las bases) (Taji®#89). Se calcula de acuerdo

a la siguiente férmula:

\/Var (6rn —065)

D = 0: no se tiene evidencia de cambios en el tamabtacional o para ningun

patrén en particular de seleccion.

D < 0: el tamafio poblacional podria estar increnmelige o podria ser

evidencia de seleccién purificadora.

D > 0: la poblacion podria haber sufrido un cuekohebtella reciente (o estar

decreciendo) o podria tenerse evidencia de selesoidredominante.

Estadisticos Clase I emplean la informacion de la distribucion hapla#pi

Dentro de esta clase se calculd el siguiente asitzmli
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Fs de Fu

Basado en la probabilidad de observar un ciertoemarde haplotipos dado un
valor particular ded (Fu 1997), a dicha probabilidad se la denonSnd&ste

estadistico muestra valores bajos ante un excesutieiones presentes en solo
una muestras(ngleton) causadas por la expansion poblacional. Se catela

acuerdo a la siguiente férmula:

Un valor negativo dé&s es evidencia de un exceso de alelos, como seaesper

de una reciente expansion poblacional o de arrgstrético.

Un valor positivo deFs es evidencia de una deficiencia de alelos, como se
esperaria de un reciente cuello de botella pobiatioo de seleccidn

sobredominante.

Estadisticos clase lli emplean informacion de la distribucion de lasréifeias

de a pares entre secuencias. Dentro de esta aadans calculado los siguientes

estadisticos:
Distribucién de diferencias de a pares (Mismatclstlibution)

Se basa en la distribucion de la frecuencia dedatiféas observadas entre los
haplotipos tomados de a pares (Slatkin & Hudsorl18®&gers & Harpending

1992). Estas distribuciones se calcularon contatdaimero de diferencias en
sitios nucleotidicos entre cada par de individucampleando un diagrama de
barra para mostrar las frecuencias relativas despgue difieren por cero sitios,

por un sitio, etc.

Este analisis permite inferir si las poblacionesida especie o la especie en su
conjunto han experimentado una expansién de raegente o si se han
mantenido estables. Se asume como hipotesis nutegimiento poblacional

constante bajo el modelo neutral. Cuando una pidinldta sufrido una rapida
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expansion poblacional, se espera observar en disianana distribucion
unimodal, mientras que cuando una poblacion estidiwdida o ha
permanecido en equilibrio demografico se esperaeyina una distribucion

multimodal (Rogers & Harpending 1992).

indice de Raggednegsg) de Harpending

Mide la uniformidad de la distribucion de a pares lds diferencias entre
secuencias. Las poblaciones que han sufrido grapaneion poblacional se
espera que exhiban una distribucion suave, unimpbajo valor de rg, mientras
gue las poblaciones que se han mantenido establespgra que exhiban una
distribucion mas erratica y multimodal, y valoré®sde rg (Harpendingt al.
1993; Harpending 1994). En este trabajo se caloulks diferencias por pares
utilizando 10.000 simulaciones coalescentes panam prueba la significancia
del estadistico rg.

Los estadisticod de Tajima yFs de Fu fueron calculados empleando el
programa Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier & Lischer 2Ql@nientras que para calcular la
distribucion de diferencias por pares y el indigese empled el programa DnaSP v.5.0
(Librado & Rozas 2009).

Una vez calculados los indices se realizaron intéas acerca de la historia
demografica de las poblaciones de sidoides a partir de las pruebas estadisticas
descritas anteriormente y la relacibn observadaeelds indices de diversidad

nucleotidica y haplotipica.

Perfil demografico bayesiano Bayesian Skyline PIoBSP)

El perfil demogréfico bayesiano (BSP) (Drummadal. 2005), implementado
en BEAST v.1.0.8 (Drummone al. 2012), fue empleado para estimar la dinamica de
los cambios en el tamafio poblacional a lo largdidelpo, en el conjunto de secuencias
de T. sidoides, sin una especificacion priori de algin modelo particular. EI BSP
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emplea datos de secuencias y un muestreo a pauinal Cadena de Markov de Monte
Carlo (MCMC) para generar una distribucion postede un tamafo poblacional

efectivo a través del tiempo (Drummoetchl. 2005). Los parametros para el modelo de
sustitucion y la tasa de sustitucion fueron losmois que los empleados para el andlisis

filogenético, con una cadena d€ 4@ largo y muestreo cada 1.000 generaciones.

ANALISIS DE LA ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL

Analisis de la varianza molecular (AMOVA)

El andlisis de la varianza molecular (AMOVA, Exéeffet al. 1992) es un
método que permite estimar la diferenciacion pabied y probar hipétesis de
estructuracion a partir de datos moleculares. Esttodo esta basado en el calculo de
una matriz de distancia genética y evalla la vaaatentro y entre grupos predefinidos.
Produce estimaciones de los componentes de lanzariaanalogos del estadisticer,F
designados como estadistiabst, reflejando la correlacion entre la diversidad
haplotipica y los diferentes niveles de subdiviggmarquica (Excoffieet al. 1992). El
estadisticabst expresa la correlacion de un par de haplotiposatim® al azar de un
subgrupo particular del conjunto de datos, en i@aa la correlaciébn de un par de
haplotipos tomados de un agrupamiento mayor, indizda particion relativa de la
diversidad entre los niveles jerarquicos que estando analizados (Excoffiegt al.
1992; Loweet al. 2004).

Con el fin de investigar los niveles jerarquicosedé&ructuracion poblacional, se
llevaron a cabo dos AMOVA, empleando el programéeduin 3.5.1.2 (Excoffier &
Lischer 2010). En el primer andlisis, las poblaesrse agruparon por subespecie:
carnea, holosericea, integrifolia, pinnatifida y sidoides. En el segundo analisis, las
poblaciones fueron agrupadas en los haplogrupodtartes del andlisis de relaciones
evolutivas entre haplotipos. Los niveles de sigaificia de los componentes de la
varianza fueron computados empleando un test nanpdrico con 10.000

permutaciones, segun Excoffigral. (1992).
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Test de Mantel

El limite en la dispersion de los organismos gen@rgatron geografico. El patron
denominado “aislamiento por distancia” (IBD por siglas en inglés) resulta de una
habilidad de dispersion y flujo génico limitadosey un fendmeno comun de observar
en las poblaciones naturales de una especie colaaigiribucién geografica (Wright
1943). El modelo de IBD asume que la distancia gdmg y la distancia genética estan
correlacionadas. Cuando existe IBD la distancigtiem entre las poblaciones aumenta
a medida que aumenta la distancia geografica. Con de determinar si la distancia
genética se encuentra correlacionada con la diatggografica se llevd a cabo una
prueba de Mantel (Mantel 1967). A tal fin se empaados matrices, una de distancia
genética (basada d@psy) y la otra de distancia geografica entre poblaesorl calculo
de la distancia geografica entre poblaciones saonmidmo la distancia lineal en
kilbmetros entre cada par de poblaciones El va®radeficiente de correlacion de
Pearson (R) se obtuvo a partir de la comparacidme éa correlacién observada y la
esperada por el azar para 10.000 permutaciondgsridsa Los datos fueron procesados

con el programa Alleles in Space v 1.0 (AIS; Milk&O05).

DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA VARIABILIDAD GENETICA

A fin de analizar la distribucién espacial de lesplotipos encontrados, se
generaron mapas de distribucion geografica corptogramas GPS Trackmaker ver.
13.3.349 littp://www.gpstm.com y DIVA GIS 7.5.0 {(ttp://www.DIVA _GIS.org
(Hijmanset al. 2011).
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ADN NUCLEAR

POLIMORFISMO EN EL ADN AMPLIFICADO AL AZAR (RAPD)

Con el fin de analizar la variabilidad genéticaieehdel ADN nuclear (ADNN)
se emplearon marcadores RAPD (de la sigla en ifglédom Amplified Polymor phism
DNA). Para las amplificaciones se emplearon las misexgacciones de ADN
genomico utilizadas para la amplificacion de secizende ADNcp, y se extrajeron los

individuos faltantes con el mismo protocolo de &xtién detallado anteriormente.

Se emplearon cuatro cebadores arbitrarios (OP@@H-10, OPO-15, OPO-
20) deOperon Technologies (Alameda, CA, USA) (Tabla 5). Estos cebadoresduer
escogidos por haber resultado polimoérficos en josbgrevios realizados en el
complejo (Mola Moringaet al. 2011; Morencet al. 2011; Panseri 2011; Morembal.
2013). Las amplificaciones fueron llevadas a caboue termocicladorEppendorf
Mastercycler Gradient para un volumen final de 8 ul (Tabla 6). En caagldicacion
se incluyé un control negativo (una muestra commsdds reactivos necesarios para la
amplificacion pero sin ADN molde) para confirmareqlos fragmentos obtenidos
(bandas) no fueran artefactos de la técnica. Ademés el fin de probar la
reproducibilidad de las bandas, las reaccionesofueealizadas por duplicado en
algunos individuos tomados al azar de cada polilatids productos de amplificaciéon
fueron identificados visualmente en geles de aga®¥ tefiidos en una solucion de

bromuro de etidio y fotografiados bajo luz UV.

Tabla 5. Cebadores RAPD empleados en este estudio. Cédlgmedador y secuencia

de bases.
Cddigo del cebador Secuencia de bases (5" a 3")
OPO-04 AAGTCCGCTC
OPO-10 TCAGAGCGCC
OPO-15 TGGCGTCCTT
OPO-20 ACACACGCTG
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Tabla 6. Protocolo de amplificacion para los marcadores RAPD

Concentracion

Reactivo final Programa
(para 8 pl)
Tampon  1x 1) 94 °C 2 min
2)94 °C 30 seg
MgCl 0,75 mM 3)37 °C 1 min
4)72 °C 2 min
5) Ir a2) repetir 35
dNTPs 100 uM
veces
cebador 0,20 uM 6) 72°C 5 min
Ta
_ a 25U
polimerasa
ADN 300 ng

CARACTERIZACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA

Las bandas con la misma distancia de migracioniiwagas con el mismo

cebador fueron consideradas homodlogas. Cada baedeohsiderada como un Unico

locus bialélico, uno amplificable y el otro nulo. Los tda fueron registrados

manualmente como presencia de la banda (0) o aas#mdta banda (1). Con los datos

obtenidos se construyeron matrices de individuoaracteres.

La caracterizacion de la variabilidad genéticaleadla cabo a nivel especifico,
subespecifico y geografico. Este ultimo nivel dmparacién fue adoptado con el fin de
analizar si las regiones geograficas en donde senadb una mayor variabilidad genética
con los marcadores cloroplasticos se corresponderuca mayor variabilidad a nivel

de ADN nuclear. Para tal fin, las poblaciones foeemrupadas de acuerdo con la

estructura geografica de los haplotipos de ADNcp.

Para cada uno de los niveles de comparacion, & pErtlas matrices de

individuosx caracteres, se calcularon los siguientes estamisdiescriptivos:

- Nimero total de banda@\NTB)
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- Nimero de bandas exclusiv¢sIBE)

- Porcentaje de loci polimorfico§PLP)

- Heterocigosis esperadéHe) con el factor de correccion para muestrasigias y
siguiendo el método de correccion de Lynch & Mdlg (1994) para marcadores

dominantes.

Ademas, se calculé dhdice de diversidad de Shannon (SK{Bhannon &
Weaver 1949) para proporcionar una estimacionivalaiel grado de variacion genética

dentro de las poblaciones empleando la férmula:
Sh = —1.2 pi.Ln (pi) + qi.Ln (qi)

Donde pi es la frecuencia de la presenciagiyla ausencia de cada banda RAPD
(Legendre & Legendre 1998).

ESTRUCTURACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA

Analisis de la varianza molecular (AMOVA)

El andlisis de la varianza molecular, originalmedasarrollado para datos
haplotipicos (Excoffieret al. 1992), actualmente se aplica en los datos basadlos
RAPD para estimar la variabilidad interpoblaciomagdiantedST que es analogo a los
estadisticos jerarquicdsde Wright (Nybom & Bartish 2000; Nybom 2004). Mauwlie
el AMOVA se estimé el grado de diferenciacion gar@ééntre los agrupamientos.

Analisis de Coordenadas Principales (PCoA)

Se calcularon logdices de distancia y de identidad genética de (N&di 1973)
entre las poblaciones. A partir de los valores ideadcia genética obtenidos se realizé
un PCoA.

Todos los andlisis fueron realizados empleando oftware GenAlEx 6.3
(Peakall & Smouse 2006).
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Test de Mantel

A fin de probar la hipotesis de aislamiento pottatisia se realizé un test de
Mantel (Mantel 1967) entre las matrices de distageinética y de distancia geogréfica
con 10.000 permutaciones al azar, empleando efgraAlleles in Space v 1.0 (AIS;
Miller 2005).

Turnera sidoides subspcarnea

Asimismo, a fin de evaluar si las diferencias middgacas observadas entre los
morfotipos deT. sidoides subsp.carnea difieren genéticamente entre si, se llevo a cabo
el AMOVA y el PCoA para esta subespecie Unicameatapleando el software
GenAlEx 6.3 (Peakall & Smouse 2006).
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“Con el conocimiento se acrecientan las dudas”’.

Goethe
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RESULTADOS

ADN CLOROPLASTICO

CARACTERIZACION DE LAS SECUENCIAS DE ADN CLOROPLASTICO Y DE

LA VARIABILIDAD GENETICA INTRAESPECIFICA

El alineamiento de las regiones de ADNopL"** — trnF** y matk5 -matk6
concatenadas, para los 160 individuos proveniedee®7 poblaciones analizados,
resultdé en una secuencia de 1.008 pares de balgsinpluyendo los eventos de

insercion / delecionirfdels.

De los 1.008 pb, 40 resultaron polimoérfic@. (Todos los sitios polimérficos
fueron localizados y confirmados en los cromatoganieniendo en cuenta a los 160
individuos analizados, se observaron valores elevatke diversidad haplotipica (
0,920) y valores mas bajos de diversidad nuclamtid 0,00569) (Tabla 7). En las
subespecies, la diversidad haplotipica resultd magola subespeciginnatifida (h =
0,858) y menor en la subespeaigloides (h = 0,473), mientras que la diversidad
nucleotidica fue mayor en la subespa@enea(r = 0,00508) y menor en la subespecie
pinnatifida(x = 0,00214) (Tabla 8).

Tabla 7. Caracteristicas de las regiones de ADNcp analizagasadisticos de resumen
calculados para cada region de ADNcp analizada setaiencia concatenada €n
sidoides Ts = transicionesTv = transversionesS =sitios polimérficosz = diversidad

nucleotidicah = diversidad haplotipic& E = desvio estandar.

Region pb Ts Tv Indels S n (DE) h (DE) Nuumero de
Haplotipos

trnL-trnF 259 0 1 8 9 0,00076 0,191 9
(0,00015) (0,038)

matK5’- 749 20 9 2 31 0,00738 0,906 25

matK6 (0,00027)  (0,010)

Secuencia 1008 20 10 10 40 0,00569 0,920 34

concatenada (0,00019) (0,00008)
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Tabla 8. Estadisticos de resumen calculados para las sudespe morfotipos de
Turnera sidoidesS =sitios polimérficos;xr = diversidad nucleotidicdy = diversidad

haplotipica,DE = desvio estandar.

T. sidoides S n (DE) h (DE) Haplotipos
subsp.carmea 20 0,00508 0,725 15-20 - 21 -
P- (0,00055) (0,065) 22-23-24
Morfotipo 0,00423 0,691 o
grandense 11 (0,00075) (0,0086) 22-21-23
Morfotipo 15 0,00514 0,621 24 - 20 - 23 -
mercedefio (0,00061) (0,087) 15
subsp. " 0,00292 0,739 L0 o3 a
holosericea (0,00056) (0,098) 36
subsp. 19 0,00453 0,719 oo a
integrifolia (0,00058) (0,069) 34 -35
3-4-5-6-7
subsp. - 0,00214 0,858 RSt
pinnatifida (0,00022) (0,022) 15 - 16 - 17 -
18-19
Morfotipo 2 0,00095 0,762 3.8
andino (0,00021) (0,115)
Morfotipo 12 0,00168 0,654 3-4-5-6-12
chaquefio (0,00034) (0,076) -13
Morfotipo 0,00020 0,200 aa
mesopotamico  ° (0,00015) (0.154) 9-14-15
Morfotipo 0,00183 0,833 P
pampeano 3 (0,00053) (0.222) 3-11-15-19
Morfotipo 12 0,00172 0,731 DT
serrano (0,00026) (0,0070) 17 - 18
0,00303 0,473

subsp.sidoides 10 21-25-26

(0,00103) (0,136)
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Se obtuvieron 36 haplotipos, de los cuales los dtigyls 1 y 2 fueron
encontrados Unicamente en las especies empleadas goupo externo,Turnera
fernandezii y T. melochioides En el Anexo 1 se muestran las secuencias
correspondientes a cada haplotipo indicando Unintamies sitios polimorficos. Los
haplotipos 3 y 23 fueron los mas frecuentes y ssemiaron en un 13,54 % de las
poblaciones. El haplotipo 20 también fue muy freteecobservandose en el 10,41 % de
las poblaciones. Los 31 haplotipos restantes fuebservados entre el 1,42 % y el 7,29
% de las poblaciones (Tabla 9). La mayoria de [@sdagiones presentdé un unico
haplotipo. Del total de poblaciones, 19 (18,75 ¥&spntaron un haplotipo exclusivo, es
decir, presente solo en esa poblacion. Las polesi®2 (haplotipos 23 y 32), 44
(haplotipos 23 y 34), 51 (haplotipos 3 y 4), 55plb&pos 3 y 13), 61 (haplotipos 3 y
12), 74 (haplotipos 7 y 10), 75 (haplotipos 7 y, 3081 (haplotipos 3 y 17), fueron las
Unicas en las que se detectaron dos haplotipos.

Muchos haplotipos fueron exclusivos de una uniteespecie (Tablas 8 y 9, Fig.
10). Del total de haplotipos hallados @n sidoides 16 fueron exclusivos de la
subespecig@innatifida (H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13,4/H16,
H17, 18 y H19), 5 de la subespeméegrifolia (H28, 29, 34 y 35), 4 de la subespecie
holosericea(H31, 32, 33, y 36) y 2 de las subespedamea (H22 detectado en el
morfotipo grandense y H24 en el morfotipo mercedlgfimidoides(H25 y 36). Dentro
de la subespeciginnatifida los morfotipos andino, mesopotamico y pampeano
presentaron un haplotipo exclusivo (H8, H9 y HE&pectivamente), mientras que los
morfotipos chaquefio (H4, H5, H6, H12 y H13) y seoréH7, H10, H16 y H17) los que

presentaron el mayor nimero de haplotipos exclgsivo

Asimismo, algunos haplotipos fueron compartidosyp@ 0 mas subespecies. El
haplotipo H15 fue compartido por las subespecasea(morfotipo mercedefio) y la
subespeciginnatifida (morfotipos mesopotamico, pampeano y serrano)hdgdotipos
H20 y H23 fueron compartidos por las subespdundssericeajntegrifoliay carneg el
haplotipo H21 por las subespeciesmnea (morfotipo grandense) gidoidesmientras
que el haplotipo H27 es compartido por las subéspholosericeae integrifolia. Las
subespecies$olosericeae integrifolia son las subespecies que comparten un mayor
namero de haplotipos (H20, 23 y 27). Contrariamelate subespecigginnatifida y

sidoidescomparte un solo haplotipo (H15 y H21, respecteai®) con la subespecie
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carnea
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Tabla 9. Constitucion haplotipica de los haplogrupds. = haplogrupo (porcentaje de

poblaciones que se incluyen en dicho haplogrupb)s haplotipo (porcentaje de

poblaciones en las que se observo dicho haplothigdy nimero de poblaciol, =

total de poblacioneslN; = total de individuos,car = subsp.carneg hol = subsp.

holosericeaint = subspintegrifolia; pin = subsppinnatifida sid = subspsidoides

N° Porcentaje Porcentaje Ubicacion
Ha H haplotipo / haplogrupo / Ce
(N, /' Ny) : ; geografica
subespecie subespecies
car (100 %)
hol (0 %)
H22 15 int (0 %) )
(1.42 %) (1/2) oin (0 %) Uruguay (San José)
sid (0 %)
car (0 %)
hol (0 %)
H25 93 int (0 %) Uruguay
(1,42 %) (1/12) pin (0 %) (Maldonado)

89
90
91
A H26 92
(12,37 %) (7,29 %) 94
95
96

(7110)

28
34
213)

H27
(2,08 %)

H35 43
1,42%) (172)

sid (100 %)

car (8,33 %)

car (0 %)
hol (8,33 %
hol (0 %) ( )
int (0 %) int (16,67 %) Uruguay (Ca}nelones,
pin (0 %) pin (0,00 %) Lavalleja,

' Maldonado y Rocha)
sid(100 %) iq (66,67 %)

car (0 %)

hol (50 %) .
(306 Ui (s
pin (0 %) (Corrientes)

sid (0 %)

car (0 %)

hol (0 %)
int (100 %) Uruguay (Cerro
pin (0 %) Largo)

sid (0 %)
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Tabla 9 (continuacion).

Porcentaje

Porcentaje

N° . Ubicacion
Ha H Ny / N) haplotlpo_/ haplogrupp/ geografica
subespecie subespecies
12 car (80 %)
H21 14 int (0 %) Uruguay (Cerro
(5,21 %) 16 pin (0 %) argoy
i Tacuarembo)
97 sid (20 %)
(5/8)
car (100 %)
hol (0 %)
H24 1 int (0 %) Argentina
(1,42 %) (1/12) pin (0 %) (Corrientes)
sid (0 %)
car (0 %)
32 . hol (0 0/())
H28 33 int (100 %) car (38,46 %) Argentina
(3,13 %) 36 pin (0 %) hol (23,08 %) (Corrientes)
(375) sid (0 %)
B int (30,77 %)
(13,40 %) car (0 %) pin (0,00 %)
hol (0 %) sid (7,69 %)
H29 35 int (100 %) Argentina
(1,42 %) ar4) pin (0 %) (Corrientes)
sid (0 %)
car (0 %)
hol (100 %)
H31 29 int (0 %) Uruguay
(1,42 %) ar72) pin (0 %) (Tacuarembo)
sid (0 %)
car (0 %)
hol (100 %)
H36 gg int (0 %) Uruguay
(2,08 %) (2—/2) pin (0 %) (Florida)
sid (0 %)
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Tabla 9 (continuacion).

NP Porcentaje Porcentaje Ubicacion
Ha H haplotipo / haplogrupo / e
(Np /' Ny) . ; geografica
subespecie subespecies
2
7
8
9 car (40 %) _
25 hol (20 %) Argentina
H20 27 int (30 %) (Corrientes y
(1042%) 38 pin (10 %) Misiones)
39 sid (0 %) U_ruguay (Artigas,
Rivera y
40 Paisandu)
41
(10/11)
6
10
11 Argentina
17 (Corrientes),
18 car (30,77 %) Brasil (RS,
19 hol (46,15 %) Cachoeira do Sul,
H23 20 int (23,08 %) Encruzilhada dp
(1354%) 22 pin(0%)  car(3333%) >Su. - Bage,
23 . Camaqua, Pelotas
24 sid (0 %) hol (37,50 %) y Rochas de Bagé)
c 37 int (25,00 %) Y Uruguay (_Cerro
42 Largo y Treinta y
(24,74 %) 44 pin (4,17 %)  Tres)
(13/16) sid (0,00 %)
car (0 %)
hol (100 %)
H32 22 int (0 %) Brasil (RS,
(1,42 %) 1/71) pin (0 %) Camaqua)
sid (0 %)
car (0 %)
hol (100 %)
H33 21 int (0 %) Brasil (RS,
(1,42 %) 1/2) pin (0 %) Cacapava do Sul)
sid (0 %)
car (0 %)
hol (0 %)
H34 44 int (100 %) Uruguay (Treinta
(1,42 %) (1/1) pin (0 %) y Tres)
sid (0 %)
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Tabla 9 (continuacion).

N° Porcentaje Porcentaje Ubicacion
Ha H haplotipo / haplogrupo / e
(Np /' N) subespecie subespecies geografica
45
46
49
51
54 car (0 %) Argentina
55 hol (0 %) (Buenos  Aires,
H3 58 int (0 %) Chaco, Cérdoba,
(13,54 %) 59 pin (100 %) Jujuy y Salta) y
60 sid (0 %) Bolivia
61 (Cochabamba vy
70 Tarija)
81
82
(137/23)
car (0 %)
hol (0 %)
H4 gé int (0 %) Argentina (Chaco
(2,08 %) (2—/7) pin (100 %) y Corrientes)
sid (0 %)
car (0 %) car (6,25 %)
0,
HS 52 ?:tl ((g 0//:)) hol (0,00 %) Argentina (Chaco
D (2,08 %) (25—/63) pin (100%)  Int(208%) Y jg;‘“ago del
(50,51 %) sid (0 %) pin (91,67 %)
sid (0,00 %)
car (0 %)
48 hol (0 %) Argentina
H6 50 int (0 %) (Catamarca, Salta,
(3,13 %) 57 pin (100 %) y Santiago del
(3/4) sid (0 %) Estero)
72 car (0 %)
73 hol (0 %) .
H7 74 int (0 %) Argentlna
(7,29 %) " pin (100 %) (Cordoba)
77 sid (0 %)
78
(7113)
car (0 %)
hol (0 %)
H8 47 int (0 %) .
(1,42 %) (1—/2) bin (100 %) Argentina (Salta)
sid (0 %)
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Tabla 9 (continuacion).

Porcentaje

N° . Ubicacion
Ha H (N, / Ny haplotlpo_/ haplogrupc_)/ geografica
subespecie subespecies
car (0 %)
hol (0 %)
H9 63 ; .
= int (0 %) Argentina
(1,42.%) (173) pin (100 %) (Corrientes)
sid (0 %)
car (0 %)
H10 75 int (0 %) Argentina
(2,08 %) (212) pin (100 %) (Cérdoba)
sid (0 %)
car (0 %)
?2 h°| (0 %) Argentina (Buenos
H11 86 int (0 %) Aires) y Uruguay
(4,17 %) 87 pin (100 %) (Lavalleja y Punta
@17 sid (0 %) Gorda)
car (0 %)
hol (0 %)
H12 61 int (0 %) . -
5 (L42%)  (L/1)  pin (100 %) Bolivia (Tarija)
sid (0 %)
car (0 %)
hol (0 %)
H13 55 int (0 %) _
(1.42 %) (1/1) pin (100 %) Argentina (Salta)
sid (0 %)
64 car (0 %)
gg hol (0 %) Argentina
H14 o7 int (0 %) (Corrientes) y
5,21 % pin (100 % Uruguay (Paisandu
88
5/7) sid (0 %) y Salto)
3
4 car (42,86 %)
5 hol (0 %) Argentina
H15 gg int (0 %) (CCorQOtt)a y
(7,29 %) 2 pin (57,14 %) Uf&gﬁgyes) (Rig
80 sid (0 %) Negro)
(719)
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Tabla 9 (continuacion).

Ha H N°
(N, / N)

Porcentaje
haplotipo /
subespecie

Porcentaje
haplogrupo /
subespecies

Ubicacion
geografica

H16 83
142%) (1/2)

H17 81
142%) (1/1)

H18 84
142%) (1/1)

H19 85
1,42%) (172

H30 31
1,42%)  (171)

car (0 %)
hol (0 %)
int (O %)
pin (100 %)
sid (0 %)

car (0 %)
hol (0 %)
int (O %)
pin (100 %)
sid (0 %)

car (0 %)
hol (0 %)
int (0 %)
pin (100 %)
sid (0 %)

car (0 %)
hol (0 %)
int (0 %)
pin (100 %)
sid (0 %)

car (0 %)
hol (0 %)
int (100 %)
pin (0 %)
sid (0 %)

Argentina (Cérdoba)

Argentina

(Cordoba)

Uruguay (Colonia)

Uruguay (Colonia)

Argentina
(Corrientes)
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RELACIONES EVOLUTIVAS ENTRE HAPLOTIPOS

El andlisis de la red de haplotipos (Figs. 9 y h@stré la presencia de varios
haplotipos mas frecuentes (de centro) a partirodecliales derivan otros haplotipos
menos frecuentes (de punta). Estos ultimos se etremeseparados, en su mayoria, por
una sola mutacion del haplotipo central del cualvda. En las Figuras 9 y 10 se
observa que los diferentes haplotipos se agruparamkente en cuatro grupos de
haplotipos mas relacionados entre si que con dtapgotipos (haplogrupos). Estos
haplogrupos estan conformados por entre 5 a 1®&tia@d separados por varios pasos

mutacionales.

El haplogrupo A presentd una forma lineal, con wapldtipo central mas
frecuente (el haplotipo 26), un haplotipo derivdldaplotipo 25), y tres haplotipos mas

basales de poca frecuencia (haplotipos 22, 27.y 35)

El haplogrupo B esta constituido por 2 subgrupo®ias con 3 haplotipos. Uno
de los subgrupos incluyé al haplotipo 21, el haptotméas frecuente en todo el
haplogrupo y presente en 5 poblaciones. Del hauoBl1l deriva el haplotipo 28
(presente en tres poblaciones), el cual da origehaplotipo 29 que se observd
exclusivamente en la poblacion 35. El otro subgrmotuyo6 al haplotipo 36, presente
en dos poblaciones y del cual derivan los haplsty 31, cada uno exclusivo de una

poblacién particular.

El haplogrupo C present6 una clara configuracioresrella, con un haplotipo
central (haplotipo 23) del cual derivan los restarttaplotipos de punta, los cuales se
separan del haplotipo central por un sélo paso cmrtal. En este haplogrupo se
encontraron dos de los haplotipos mas frecuentebam@otipo 23 presente en 13
poblaciones, y el haplotipo 20 presente en 10 palias. Los tres haplotipos restantes

(haplotipos 32, 33 y 34) fueron exclusivos cadadeaoina poblacion en particular.

El haplogrupo D fue el mas numeroso, conformadoljohaplotipos, 9 de los
cuales son exclusivos y los otros 9 estan presame3 a 13 poblaciones. Posee un
haplotipo central (haplotipo 3) presente en 13 acdbhes a partir del cual derivan,
directa o indirectamente, haplotipos también cédrgpero de menor frecuencia, como
ser los haplotipos 7 y 15, presentes en 7 poblasion el haplotipo 14, presente en 5
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poblaciones. Se observa también, en este haploglapoesencia de varios haplotipos
de punta, presentes en 1 a 4 poblaciones, y desvdel los haplotipos centrales antes

mencionados.

Algunas de las subespeciesTdesidoidegpresentaron haplotipos pertenecientes
a diferentes haplogrupos (Fig. 10, Tabla 9). Simango ninguno de los haplogrupos
quedo constituido por haplotipos presentes en EsBspecies ni fue exclusivo de una
Gnica subespecie. La subespec@&nea presentd haplotipos pertenecientes a los 4
haplogrupos, principalmente a los haplogrupos B3@36) y C (33,33 %), con una
poblacion en donde se observéd un haplotipo exaysarteneciente al haplogrupo A, y
tres poblaciones en las cuales se observé un h@pfmrteneciente al haplogrupo D. La
subespecidolosericeapresentd en su mayoria haplotipos perteneciehtespéogrupo
C (57,14 %), aunque también se encontraron hapktipertenecientes a los
haplogrupos A (14,29 %) y B (28,57 %). La subespetegrifolia también presento
haplotipos correspondientes a los 4 haplogrupas,nesayor porcentaje de haplotipos
pertenecientes al haplogrupo C (37,5 %), y corstda una poblacion presentando un
haplotipo exclusivo de la misma y pertenecient@aglogrupo D. Con respecto a la
subespeci@innatifida la misma presentd exclusivamente haplotipos pecientes al
haplogrupo D. Por ultimo en la subespesigoidesla mayor parte de los haplotipos
pertenecian al haplogrupo A (66,67 %), excepto w@pldiipo perteneciente al
haplogrupo B.

Al analizar los niveles de ploidia de las distinpadblaciones en relacion a la
presencia de haplotipos en cada una, se observérgakhaplogrupo A y C todos los
haplotipos se encontraron en poblaciones poliptoi@® cambio para los haplogrupos
B y D muchos de los haplotipos centrales se enabair en poblaciones diploides,

mientras que los haplotipos derivados eran en swri@apoliploides.
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Figura 9. Red de haplotipos que muestra las relaciones evadutentre los 36
haplotipos hallados efiurnera sidoidesy las dos especies empleadas como grupo
externo (combinacion de las secuendiad — trnF y matks'-matK6). Cada circulo
representa un haplotipo, el tamafio de los mismge@mrcional a su frecuencia. Las
lineas que unen a los circulos representan lasioe&s entre los haplotipos y los
nameros sobre éstas representan la posicion nigiteoten donde se presenta una
mutacion. Los circulos rojos pequefios represemmndctores medios y se encuentran
denotados con las letras mv. Las lineas de purgbmithn al grupo externo. Los

haplogrupos se representan con colores y letrasediies.
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@ subsp. carnea
morfotipo
@ orandense

@ mercedefio
@ subsp. holosericea
Osubsp. integrifolia
Osubsp. pinnatifida
morfotipo
@andino
Qchaquefio
& mesopotamico
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@ serrano
@subsp. sidoides
.Grupo externo

Figura 10. Red de haplotipos que muestra las relaciones evatutentre los 36
haplotipos hallados effurnera sidoidesy las dos especies empleadas como grupo
externo (combinaciéon de las secuenciasL — trnF y matks™-matk6) y su
representaciéon en las cinco subespecies. Las lideapuntos delimitan al grupo

externo. Los haplogrupos se representan con cojdetgas diferentes.
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Los mismos indices de diversidad calculados pacamaplejo como un todo
fueron calculados para cada haplogrupo (TablaEl@)aplogrupo D mostroé los valores
mas elevados de diversidad, mientras que el hapodC fue el que presento los
valores mas bajos. En todos los casos la diversidel@otidica presento valores bajos,

mientras que para la diversidad haplotipica serehsm valores altos.

Tabla 10. Estadisticos de resumen para cada haplogtiponimero de haplotipo$
= total de poblaciones (total de individuo$);= sitios polimorficos;x = diversidad

nucleotidicah = diversidad haplotipicd)E = desvio estandar.

HAPLOGRUPO H N S 7 (DE) h (DE)
A 5 12 (18) 5 0,00146 0,634
(0,00025) (0,093)

B 6 13 (22) 6 0,00113 0,714
(0,00020) (0,062)

C 5 24 (31) 4 0,00025 0,234
(0,00011) (0,099)

D 18 48 (89) 22 0,00189 0,861

(0,00015) (0,019)

FILOGENIA INTRAESPECIFICA

El arbol filogenético bayesiano obtenido a paréirsgcuencias de ADNcp (Fig.
11) mostrd cuatro clados principales, cada unocodeciales comprendié a uno de los
cuatro haplogrupos identificados en la red de hggals, motivo por el cual se los ha
identificado con las mismas letras. El haplotippdr@sente en un Unico individuo de la
poblacion 55, se ubicé en el arbol dentro del ckadouando en la red de haplotipos fue
incluido en el haplogrupo D. Los haplotipos corgegpentes al grupo externo quedaron
claramente diferenciados del grupo interno. Losresl de soporte para los clados B, C
y D fueron elevados. Se puede observar que el digdel cual presenta casi en su
mayoria poblaciones pertenecientes a la subespi@ciatifida, se separa primero de los
demas clados, diferenciandose de los mismos p6E36sustituciones por sitio. Los

clados A, By C se agrupan en un clado monofilétied mismo se separa el clado A de
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los clados B y C por 0,55E-3 sustituciones pobsitiientras que los clados B y C se

encuentran mas relacionados entre si que con o&aslelados.
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Figura 11. Arbol filogenético bayesiano mostrando las relae®filogenéticas entre los
haplotipos deTurnera sidoidesy el grupo externo obtenido a partir de secuend&as
ADNcp. Los numeros en color rojo representan lokrea de las probabilidades
posteriores [ 0,7), obtenidas mediante inferencia Bayesiana. nBimero de
sustituciones / sitio / Ma se indica en cada bdar@n. Los colores representan los

haplogrupos detectados en la red de haplotipos.

ANALISIS DEMOGRAFICOS

La mayoria de los estadisticos de neutralidad [zlos fueron no significativos,
tanto en el complejd. sidoidescomo en los haplogrupos, con la excepcién de los
estadisticos D de Tajima y rg de Harpending losesuaesultaron significativos para el

haplogrupo C (Tabla 11).

Tabla 11. Estadisticos de neutralidad calculados para el Bmpurnera sidoidesy
para cada uno de los haplogrupos encontradosred lde haplotipodD = D de Tajima;

Fs = Fs de Furg = indice raggedness de Harpending.

T. sidoides Haplogrupo A Haplogrupo B Haplogrupo C Haplogrupo D

0,203 0,777 0,106 -1,544* -0,880
P=0,648 P=0,785 P =0,585 P =0,025 P=0,217

Fs -3,803 0,047 -0,374 -1,437 -4,510
P=0,215 P=10,518 P=0,420 P=0,118 P =0,067

rg 0,011 0,095 0,024 0,199* 0,014
P=0,570 P=0,641 P =0,964 P=0,021 P=0,913

*significativo P < 0,05.

La distribucion de diferencias pareadas observadavel del complejo fue

multimodal (Fig. 12). Al analizar la distribuciéne ddiferencias pareadas en cada
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haplogrupo (Fig. 13), se observé que uUnicamentéagllogrupo C presentd una

distribucion unimodal con ajuste significativo abdelo de expansion poblacional (Fig.

13 C).

Frecuencia de las diferencias de a pares

0,12 4

0,08 e’

0.04 -

) —
0-9-6-6-G-6-G-G-6-6-0

10 15 20
Diferencia de a pares

—— Esperado

---o-- Observado

P=10,34

Figura 12.Distribucion de diferencias de a pargggmatch distributionobservadas en

el complejoTurnera sidoidesEl eje horizontal indica las diferencias de aepamntre las

secuencias y el eje vertical su frecuencia. Laalimga sefiala la distribucion esperada

bajo un modelo de expansion poblacional subitadwkgun cuello de botella. La linea

azul senala

la distribucion

observada en el

coajunde los

datos.
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Figura 13. Distribucion de diferencias de a pargmigmatch distribution en cada
haplogrupo. El eje horizontal indica las diferesaile a pares entre las secuencias y el
eje vertical su frecuencia. La linea roja represdat distribucion esperada bajo un
modelo de expansién poblacional subita luego deugllo de botella. La linea azul

sefala la distribucion observada en el conjuntdates.

El analisis de los perfiles bayesianos realizado®lecomplejo como un todo
mostré0 un rapido crecimiento poblacional a parér wha poblacion ancestral de
pequefio tamafio efectivo. En cada haplogrupo esitiisianno mostré evidencias de
cambios en el tamafio poblacional efectivo, a exéapdel haplogrupo C en donde se

evidencio una ligera disminucién en el tamafio pobfel (Figs. 14 y 15).
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Figura 14. Perfil demografico obtenido a partir del analisesydsiano del ADNcp,
donde se muestra la fluctuacion en el tamafio gte@tie) de Turnera sidoidesEl eje x
representa las sustituciones por sitio. La linegganeepresenta la media estimada vy el

area celeste representa el 95 % de intervalo deoaa.
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Figura 15. Perfil demografico obtenido a partir del andlibesyesiano del ADNcp,
donde se muestra las fluctuaciones del tamario gohkl efectivo e) de cada uno de
los haplogrupos d&urnera sidoidesEl eje x representa las sustituciones por dit#o.
linea negra representa la media estimada y el ébsste representa el 95 % de
intervalo de confianza.

ANALISIS DE LA ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL

Analisis de la Varianza Molecular (AMOVA)

Los analisis de la varianza molecular (AMOVA) réardn estadisticamente
significativos. Tanto las subespecies taxonémiecaacclos haplogrupos identificados
en la red de haplotipos, fueron genéticamenteatites entre si (Tablas 12, 13 y 14).
Los resultados indicaron que el porcentaje de sidragenética es mayor entre las
subespecies (58,53%) y entre los haplogrupos (86),20e dentro de los mismos. En la
matriz de distancias genéticas entre subespecigssseva que la mayor distancia se da
entre la subespecipginnatifida y la subespecisidoides mientras que las menores
distancias se dan entre la subespetiegrifolia y la subespeciearneg y entre esta
altima y la subespecibolosericea Todas las distancias genéticas entre haplogrupos
fueron elevadas, las mismas variaron desde 0,7&898 los haplogrupos A y D, hasta

0,88582 entre los haplogrupos Ay C.
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Tabla 12.Resultados del andlisis de la varianza moleculM@&A) basado en datos
de secuencias de ADNcp @arnera sidoidesg.l. = grados de libertad.

Componente Porcentaje

. Fuente de Suma de
Agrupamiento L A de la de
variacion cuadrados ) L
varianza variacion
Subespecies
ubespect Entre 4 319,842 2924 58,53 %
subespecies
Dentro de 155 321,770 2,072 41,47 %
subespecies
Total 154 641,019 4,996 100,00 %
indice de fijaciondst = 0,585*
Haplogrupos  Entre
3 463,027 4,622 80,20 %
haplogrupos
Dentro de 153 177,992 1,141 19,80 %
haplogrupos
Total 159 641,019 5,763 100 %

indice de fijaciénbst = 0,802*

*significativo P < 0,05
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Tabla 13.Matriz de distancias genéticas entre las subespdeiturnera sidoides

T. sidoides  Subsp. subsp. subsp. subsp. subsp.
carnea holosericea integrifolia  pinnatifida  sidoides

subsp. 0,0000

carnea

subsp. 0,05853*  0,0000

holosericea

subsp.  o5g37+ 012696 0,000

integrifolia

subsp. 0,55119*  0,71363* 0,66126* 0,0000

pinnatifida

subsp. 0,40713* 0,58519* 0,46566* 0,71984*  0,0000

sidoides

*significativo P < 0,05

Tabla 14. Matriz de distancias genéticas entre los haplogrupallados emurnera

sidoides

Haplogrupo Haplogrupo Haplogrupo Haplogrupo
A B C D

Haplogrupo
A
Haplogrupo
B
Haplogrupo
C
Haplogrupo

0,0000

0,79926* 0,0000

0,88582* 0,80267* 0,0000

0,75893* 0,77280* 0,81590* 0,0000

*significativo P < 0,05
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Test de Mantel

El test de Mantel reveld que la divergencia geaétiatre las poblaciones no esta
correlacionada con la distancia geografica (r 49,8 = 0,806) por lo que la variacién

genética no esta estructurada clinalmente (Fig. 16)
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Figura 16. Relacion entre la distancia genética obtenida &rpbr las secuencias de
ADNCcp vy la distancia geografica (Km) entre las poidnes analizadas deurnera

sidoides
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DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA VARIABILIDAD GENETICA

La distribucién geografica de los haplotipos y o haplogrupos se muestra en
la Figura 17, en la misma se observa una claraiatgtacion geogréafica de la

variabilidad genética, tanto a nivel de haplotipmsno de haplogrupos.

Las regiones geogréficas con mayor numero de hppsofueron Uruguay vy el
noreste de Argentina. En Uruguay se encontraronapfotipos (haplotipos 11, 14, 15,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 26, 27, 31, 34, 35)y 8z de los cuales fueron exclusivos
(haplotipos 18, 19, 21, 22, 25, 26, 31, 34, 35 y\36de éstos, cuatro se hallaron de
manera exclusiva al este de Uruguay (haplotipos331,35 y 36). En el noreste de
Argentina (este de la provincia del Chaco, todgrlavincia de Corrientes y sur de
Misiones) se encontraron 12 haplotipos (haplotos 9, 14, 15, 20, 23, 24, 27, 28, 29
y 30). Del total de haplotipos encontrados en ejgn 7 fueron exclusivos (haplotipos
4,9, 24, 27, 28, 29 y 30).

En las Sierras de Cordoba (Argentina) se encomtr@twaplotipos (haplotipos 3,

7,10, 15, 16 y 17), de los cuales 4 fueron exetissde la regiéon (haplotipos 7, 10, 16 y
17). De éstos, el haplotipo 7 fue el mas frecuesdtando presente en 7 poblaciones,
mientras que los demas haplotipos se observardnaef poblaciones. En el noroeste
del area de distribucion de la especie (sur devBoliujuy, Salta, oeste de Catamarca y
Santiago del Estero) fueron hallados 6 haplotipaplotipos 3, 5, 6, 8, 12 y 13), todos
exclusivos de dicha region excepto el haplotiper8el S de Rio Grande do S@irasil)

se hall6 de manera casi exclusiva el haplotipcaRBgue también se encontraron otros
dos haplotipos (haplotipos 32 y 33), cada uno ewatude una Unica poblacion.
Finalmente, el sur del area de distribucién desfzeeie (sur de la provincia de Buenos
Aires, Argentina) fue el area en la que se detiechdenor diversidad de haplotipos, con

s6lo 2 haplotipos (haplotipos 3 y 11), ninguno asiio de la region.

Si bien se aprecia la estructuracion geograficasleaplotipos, algunos de ellos
fueron encontrados en distintas regiones, com@gbtipo 11, el cual se encontré en
las poblaciones del limite sur del area de distithu de la especie, en Sierra de la
Ventana y en San Cayetano (Pcia. de Buenos Airggenfina), y en el suroeste de
Uruguay, en Punta Gorda. El haplotipo 15 se enéarirvarias poblaciones del sur de
la provincia de Corrientes, en una poblacion atroen oeste de Uruguay, en Rio Negro
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y, en las Sierras de Cordoba. El haplotipo 27 serdnd al sureste de la provincia de

Corrientes, en Monte Caseros, y al noreste de W@gygen el Cerro Mirifague en
Rivera.

En relacion a la distribucion geografica de loslbgqupos, el haplogrupo A se
encontrd principalmente en el este y sur de Urudgpgos. Canelones, Cerro Largo,
Lavalleja, Maldonado, Rocha y San Jose€), aunqubiémse hallaron dos poblaciones,
ambas con el haplotipo 27, una de ellas en el teodks Uruguay (Dpto. Rivera) y la
otra en el sureste de la provincia de Corrientegd@tina). El haplogrupo B fue hallado
en el centro — norte de Uruguay (Dptos. Cerro LaFdorida y Tacuarembod) y en el
centro de la provincia de Corrientes en Argentitlghaplogrupo C fue el Unico hallado
en Brasil y también fue detectado en el norte deguky (Dptos. Artigas, Cerro Largo,
Rivera, Paysandu y Treinta y Tres) y el noresteAdgentina (este y noreste de la
provincia de Corrientes y sur de la provincia dsibhes). Finalmente, el haplogrupo D
fue el de mayor extension geografica, coincidiesd@rea de distribucion con la de la
subespeci@innatifida es decir desde el sur de Bolivia, Argentina (pi@®| nordeste
de Corrientes y el sur de Misiones) hasta el limitede la distribucién de la especie y
el oeste y parte del sur de Uruguay (desde Sattia havalleja). En este haplogrupo se
encuentra el haplotipo 3, el cual es el mas freeugrel que presenta la distribucion

mas amplia de todos los haplotipos encontrados.
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Figura 17. Distribucion geogréfica de los haplotipos hallagosTurnera sidoides
Los circulos en el mapa representan las poblacianalizadas. Los haplotipos estan
representados con diferentes colores. La lineaudop roja delimita el area de
distribucion deT. sidoides Los haplogrupos se encuentran sombreados delanism
color que en la red de haplotipos (derecha): asléstplogrupo A; rojo, haplogrupo B;
violeta, haplogrupo C y verde, haplogrupo D.

En base a la distribucion geogréafica de los hambstiy de los haplogrupos, fue
posible dividir al area de estudio en 9 regioneskRégion Noroeste (sur de Bolivia,
Jujuy, Salta, Catamarca, Santiago del Estero ydilméste del Chaco, Argentina), 2-
Region Sierras de Cordoba, 3- Region Sur (sur dprdaincia de Buenos Aires,
Argentina), 4- Region NEA (este de la provincia @#laco, Corrientes y el sur de
Misiones, Argentina), 5- Region Rio Grande do ®uhéil), 6- Region Uruguay Norte
(Dptos. de Artigas y Rivera, y norte de TacuaremBéRegion Uruguay Oeste (limite
oeste de los Dptos. Artigas, Salto, Paysandu, RégrdN Soriano, Punta Gorda y
Colonia), 8- Region Uruguay Sur (Dptos. San Joseldnes, Maldonado y sur de
Lavalleja), 9- Region Uruguay Centro y Este (Dptdacuarembd, Durazno, Cerro
Largo, Treinta y Tres y Rocha). Los indices de mikad también fueron calculados
para cada una de estas regiones (Tabla 15). Lasnesgcon mayor variabilidad
haplotipica fueron la region Uruguay Centro y Hbte 871), la region Uruguay Oeste
(h =0,857) y la region NEAN= 0,854), mientras que la region Rio Grande dofisul
la que presentd los valores mas bajos de divers$idplbtipica lf = 0,362)
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Tabla 15. Estadisticos de resumen calculados en base adasrgias de ADNcp para
cada una de las regiones geogréficas identificadas. haplotipos encontrados en la
region; N = numero de poblacion presente en la regi®nz numero de sitios

polimérficos; # = indice de diversidad nucleotidicé; = indice de diversidad
haplotipicaDS = desvio estandar.
Regiones H N S n (DS) h (DS)

45 - 46 - 47 -48 -
3-5-6-8-49-50--52-54-

Noroeste 11 0,00125 0,590
12-13 55 - 56- 57 - 58 - (0,00039)  (0,101)
59-60-61
_ 72-73-74-75-76
Sle,rras de 3-7-10-15- 77 -78-79-80- 9 0,00079 0,524
Coérdoba 16 -17 81-82-83 (0,00020) (0,116)
Sur 3-11 69 - 70 -71 2 0,00100 0,500

(0,00053)  (0,265)

1-2-3-45-6-7

i;éog__zlgz -8-9-31-32-
NEA o4 - 27 - 28 33-34-35-36- 24 0,00550 0,854
% 51-53-62-63- (0,00041)  (0,00042)
) 64 - 65 - 66
Rio Grande 10-11-18-19 -
do Sul 23-32-33 20-21-22-23- 2 0,00038 0,362
o-u 24 - 37 (0,00016)  (0,145)

Uruguay 20 -21 - 27 25 -27 -28 - 38 - 10 0,00365 0,689

Norte 40-41-97 (0,00056)  (0,104)
Uruguay 11-14-15-39-67-68 -84 - 18 0,00354 0,857
Oeste 18-19-20 85-87 -88 (0,00145) (0,108)
Uruguay 11 -22-25-15-86-89 - 90 - 12 0,00315 0,702
Sur 26 91-93-94 (0,00083)  (0,105)

12-13-14-16 -
Uruguay 21_23_26-17-26-29-30-
Centroy 31-34-35 - 15 0,00469 0,871

42 - 43 - 44 - 92 -
0,00050 0,042
Este 36 95 - 96 ( ) ( )
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ADN NUCLEAR

CARACTERIZACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA

En la Tabla 16 se resumen los estadisticos dasodgptalculados para las 41
poblaciones analizadas y las cinco subespeciedetgetaron un total de 179 bandas
RAPD, el porcentaje promedio deci polimérficos fue de 9,47 % (DE = 0,49), el
indice de diversidad de Shannon promedio fue d&2Q(DE = 0,002) y la heterocigosis
esperada promedio fue de 0,035 (DE = 0,001). Elomaglor para los tres indices se
observé en la poblacién 90 de la subespsidieidesproveniente de Lavalleja, Uruguay
(PLP = 16,76 %, He = 0,069 y Sh = 0,101), mientfas en la poblacion 49 de la
subespeci@innatifida proveniente de Cochabamba, Bolivia, se observim®walores
mas bajos (PLP = 3,41 %, He = 0,016 y Sh = 0,02%.patrones de bandas variaron
tanto entre poblaciones como entre subespeciepohkacién con mayor nimero de
bandas exclusivas fue la poblacién 90, con 10 mmd&lusivas, mientras que en
17,07% de las poblaciones se observo el valor noigienbandas exclusivas (NBE = 1),

y 31,71% de poblaciones no presentaron ningunasbaxclusiva.

El analisis de los patrones de bandas por subespexnield un elevado nimero
de bandas exclusivas. La subespecie con mayor nltkeebandas exclusivas y mayor
porcentaje déoci polimérficos fue la subespegnnatifida (NBE = 29 y PLP = 53,07
%), mientras que, tanto la heterocigosis esperad# cel indice de Shannon fueron
mayores en la subespesidoides(He =0,083 y Sh = 0,136). La subespex@eneafue
la que presentd los menores valores para todogntbses de diversidad calculados
(Tabla 16).
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Tabla 16. Resumen de la diversidad genética basado enldci9RAPD para 41
poblaciones ddurnera sidoidesNTB = Numero total de bandallBE = niamero de
bandas exclusiva®LP = porcentaje dci polimorficos;He = heterocigosis esperada;

Sh = indice de diversidad de Shannbi = desvio estandar.

He Sh Ubicacién
NTB NBE PLP (DE) (DE) geogréfica
0,035 0,052
T. sidoides 179 9,47 % (0,001) (0,002)
0,062 0,107
0 1 1
subsp.carnea 64 12 35,20 % (0.009) (0.013)
0,033 0,050 Argentina
3 25 0 10,06 % (0,008) (0,012) (Corrientes)
0,047 0,068 Argentina
4 26 3 11,17 % (0,010) (0,014) (Corrientes)
0,025 0,037 Argentina
5 21 1 6,15 % (0,007) (0,011) (Corrientes)
0,026 0,039 Brasil (RS,
10 19 2 11,17 % (0,007) (0,011) Cachoeira do
Sul)
0,030 0,045 Brasil (RS,
11 24 4 10,06 % (0,008) (0,012) Encruzilhada
do Sul)
0,045 0,068 Uruaua
17 28 1 12,85 % (0,009) (0,014) (Treintzgy %/res)
Subs 0,077 0,131
P- 88 27  49,16%  (0,010)  (0,015)
holosericea
18 33 3 14,53 % 0,053 0,079 Brasil (RS,)
(0,010) (0,015)
19 26 0 7,26 % 0,028 0,041 Brasil (RS,)
(0,008) (0,011)
0,029 0,043 .
20 26 2 7.82%  (0,008)  (0,011) Brgsggges,
0,025 0,037 Brasil (RS,
21 28 2 6,70 % (0,007) (0,011) Cacapava do
Sul)
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Tabla 16 (continuacion).

subsp. He Sh Ubicacion
holosericea NTB NBE PLP (DE) (DE) geografica
0,042 0,066 Brasil (RS,
23 30 1 14,53 % (0,009) (0,013) Encruzilhada
do Sul)
0,032 0,046 .
’ ’ Brasil (RS
(o) L)
24 23 0 7,82 % (0,009) (0,012) Pelotas)
0,037 0,056 Uruguay
0,
25 29 0 10,61 % (0,009) (0,013) (Artigas)
26 26 3 12,29 % 0,045 0,067 Uruguay (Florida)
(0,009) (0,014)
27 35 6 14,53 % 0,051 0,076  Uruguay (Rivera)
(0,010) (0,014)
30 23 3 8,94% 0,030 0,046  Uruguay (Treinta
(0,008) (0,0112) y Tres)
subs 0,073 0,122
integrifgllia 68 13 37,43 % (0,010) (0,015)
32 29 2 11,73 % 0,047 0,068 Argentina
(0,010) (0,014) (Corrientes)
35 18 1 5,03 % 0,021 0,031 Argentina
(0,007) (0,010) (Corrientes)
37 23 2 7,82 % 0,031 0,046 Brasil (RS,
(0,008) (0,012) Rochas de Bagé)
40 27 5 8,38 % 0,036 0,052 Uruguay (Rivera)
(0,009) (0,013)
42 28 1 10,06 % 0,030 0,047  Uruguay (Cerro
(0,007) (0,0112) Largo)
43 26 1 12,29 % 0,043 0,065  Uruguay (Cerro
(0,009) (0,013) Largo)
subs 0,075 0,132
pinnathfi)da 58 29 53,07 % (0,009) (0,013)
46 30 0 11,73 % 0,049 0,071 Argentina (Jujuy)
(0,010) (0,015)
47 35 2 15,64 % 0,047 0,073  Argentina (Salta)
(0,009) (0,013)
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Tabla 16 (continuacion).

subsp. He Sh Ubicacion
pinnatifida 1o NBE  PLP (DE) (DE)  geogréfica
0,016 0,023 Bolivia
49 17 391%  (0,006)  (0.009)  cochabamba)
0,018 0,027 Argentina
51 17 447%  (0006)  (0,009) " ~poco)
0,034 0,050 Argentina
- 29 4 838% (0009) (0013) " 5o
0,046 0,068 Argentina
53 27 1229% (0010)  (0014)  (irientes)
0,038 i
' 0,057 Argentina
54 28 10,61% (0,009)  (o'15 (Salta)
0,020 0,031 Argentina
55 26 6,70%  (0,006)  (0,009) (Salta)
0,038 0,056
56 23 9,50 % (0,009) (0,013) Bolivia (Tarija)
0,025 0,037
60 24 6,70%  (0,007)  (0,011) Bolivia (Tarija)
0,035 -
' 0,053 Argentina
0 )
63 25 10,06 %  (0.008)  h'012)  (Corrientes)
0,030 0,045 Argentina
69 29 3 838% (0008 (0.012) g onicAires)
0,040 0,062 Argentina
74 30 2 1229% (0,009  (0.013)  (groha)
0,032 0,047 Argentina
75 20 0 782% (0008 (0.012)  (gr0pa)
0,030 0,046 Argentina
81 24 2 894% (0007  (0.011)  (Ggropa)
86 24 0 559%  (0,007) (0,011) (Lavgnejg)
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Tabla 16 (continuacion).

He Sh Ubicacion
NTB NBE PLP (DE) (DE) geografica
subsp 0,083 0,136
) 0,
oS 62 20 34,08% (0,010)  (0,016)
0,069 0,101 Urugua
90 34 10 16,76 % (0,012)  (0,017) (Lavgllej)a/l)
0,021 0,030 Urudua
94 21 3 503% (0,007  (0010) dgnaﬁo)
0,037 0,054 Urudua
97 27 6 9,50 %  (0,009)  (0,013) (Tacugren{bé)

El andlisis de la variabilidad genética en lasorgs geograficas mostré que, en
general, todos los indices de diversidad resultai@vados en la mayoria de las
regiones, a excepcion de la region Sur, la cuéhyeca una Unica poblacion (poblacion
69), lo cual podria ser el motivo por el cual totxsvalores de diversidad para dicha
region resultaron bajos. En todas las regionesbserearon bandas exclusivas, las
regiones con mayor NBE fueron Rio Grande do Sulryguay Norte, con 19 bandas
exclusivas. El porcentaje deci polimérficos vario de 8,38 % (region Sur) a 42%6
(regidbn Rio Grande do Sul). Tanto la heterocigossperada como el indice de
diversidad de Shannon resultaron mayores en ladmegiruguay Sur. La region
Uruguay Oeste no fue incluida en los analisis deNApor no contar con suficientes

individuos de la region (Tabla 17).

110



RESULTADOS

Tabla 17. Resumen de la diversidad genética basado enldci9RAPD para las
regiones geograficas deirnera sidoideslefinidas en base a la variabilidad del ADNcp.
NTB = Numero total de banda®yBE = numero de bandas exclusiva#l P =
porcentaje déoci polimérficos,He = heterocigosis esperadat) = indice de diversidad
de ShannorDE = desvio estandar.

Region Poblaciones ~ NTB NBE  PLP (SE) (SE)
Noroeste 2254-1 VesTsse 76 14 a190% (8:%;) (8:5421)
%%?Lafbie 4-75-81 51 4 27137% (8:833) (81323)
sur 69 29 3 838% (8:88% (8:8112)
NEA e e 8  3631% (8:888) (8131471)
Ri%c? rsir;de _igfg)l; 2-11-825 77 19 42,46 % (8’8591)) (gjéﬂ)
Urr\ﬁjc?rttlg Y 25-27-40-97 72 19 39,11% (8:8%) (81841%)
Uruguay Sur 86 - 90 - 94 60 13 3352 % (8;8?2) (8:3‘112)
CeLerﬁjg L;/agste 1 Z13 205042 60 12 33,52 % (8882) (83(1)2)
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ESTRUCTURACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA

Andlisis de la varianza molecular (AMOVA)

Los andlisis de la varianza molecular (AMOVA) réatdn estadisticamente
significativos (Tabla 18). Tanto las poblacionesnoolas subespecies y las regiones
geogréficas resultaron genéticamente diferenta® et El andlisis de estructuracion
genética mostré que el mayor grado de divisibnaserdre poblacionesbét = 0,606),
siendo menor entre subespeciést(= 0,182). El mayor porcentaje de variacion se
observé dentro de las subespecies (82 %). En laznmid distancias genéticas entre
subespecies (Tabla 19) se observa que las subesipelcisericeae integrifolia (0,122)
son las menos distantes, mientras que las masitéistiueron las subespecsdoidese
integrifolia (0,238). La subespecj@nnatifida presentd valores relativamente altos de
distancia con todas las subespecies, no obstanteblespeciesidoidesfue la mas
distante. Cuando se analizaron las distancias igasétntre regiones geograficas los
valores resultaron mas altos en comparaciéon condlsgncias obtenidas entre
subespecies (Tabla 20), desde 0,128 entre lasnegBur y Uruguay Sur, hasta 0,524
entre las regiones Noroeste y Sierras de Cordabaske analisis también se observa

gue la region Noroeste es la que se presenta stasidi con todas las demas regiones.
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Tabla 18. Resultados del analisis de la varianza moleculM@&A) basado en datos
de ADNn deTurnera sidoidesg.l. = grados de libertad.

Fuente de Suma de Componente Porcentaje

Agrupamiento variacion 9.l cuadrados d_e la _de_,
varianza variacion
Poblaciones — Entre 40 1558,293 6,896 61 %
poblaciones
Dentro de 164 734,400 4,478 39 %
poblaciones
Total 204 2292,693 11,374 100 %

indice de fijaciénbst = 0,606*

Subespecies  Entre

. 4 363,560 2,142 18 %
subespecies
Dentro de 200 1929,133 9,646 82 %
subespecies
Total 204 2292,693 11,788 100 %

indice de fijaciondst = 0,182*

Grupos Entre

geograficos  grupos 7 496,615 2,513 22 %
Dentro de 197 1796,077 9,117 78 %
grupos
Total 204 2292693 11,631 100 %

indice de fijacionbst = 0,216 *

*significativo P < 0,05
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Tabla 19.Matriz de distancias genéticas entre las subespdeiburnera sidoides
obtenida a partir de RAPD. *significatiw< 0,05

subsp. subsp. subsp. subsp. subsp.

T. sidoides carnea holosericea integrifolia pinnatifida sidoides

subsp.carnea 0,000

subsp. 0,144* 0,000
holosericea
~ subsp. 0,165* 0,122* 0,000
integrifolia
_subsp. 0,158* 0,210* 0,166* 0,000
pinnatifida
subsp.sidoides 0,233* 0,211* 0,238* 0,212* 0,000

Tabla 20. Matriz de distancias genéticas entre regiones géogs obtenida a partir de
RAPD. *significativoP < 0,05

Sierras Rio Uruguavy  Uruaua: Uruguay
Regiones Noroeste de Sur NEA Grande guay guay Centroy
. Norte Sur
Coérdoba do Sul Este

Noroeste 0 0000

Sierras

de 0,524* 0,000
Cérdoba

Sur 0,495  0,247* 0,000

NEA 0,320~  0,254* 0,212* 0,000
Rio

Grande  ( 419* 0,170* 0,253* 0,156* 0,000
do Sul

Uruguay
Norte 0,443* 0,274* 0,181* 0,222* 0,247* 0,000

Uruguay
Sur 0,428* 0,163* 0,128* 0,189* 0,151* 0,153* 0,000

Uruguay

CeEnt':Oy 0,496* 0,127* 0213* 0,201* 0,181* 0,230 0.161* 000
ste
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Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA)

El andlisis de Coordenadas Principales (PCoA), dmasen las distancias
genéticas entre los individuos de las poblaciosasd&adas, revel6 que las dos primeras
coordenadas explican un 49,43 % de la variacid@l {dtbla 21). El grafico resultante
del analisis se muestra en la Figura 18, en el misenobserva que la coordenada 1
separa principalmente a los individuos perteneegemat la subespecm@nnatifida del
resto de las subespecies. Asimismo, es posibletifidan algunas poblaciones
agrupadas de acuerdo a las regiones geograficasddsfanteriormente como ser Rio

Grande do Sul, Sierras de Cordoba, Sur y Noroeste.

Tabla 21. Resultados del analisis de coordenadas principaleado en los patrones de
bandas RAPD de 205 individuos de 41 poblacionebudeera sidoides

Coordenadas principales

1 2
Valor Eigen 16,071 11,976
Porcentaje 28,32 % 21,10 %
Porcentaje acumulado 28,32 % 49,43 %
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Coordenadas principales
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Figura 18. Gréafico resultante del Analisis de Coordenadascirates (PCoA) obtenido

a partir de los patrones de marcadores RAPD dmdldpaduos deTurnera sidoidesLa
linea verde encierra a los individuos pertenectemtda subespeciginnatifida Las

lineas de puntos delimitan las regiones geograficas
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Test de Mantel

El test de Mantel reveldé que la divergencia geaééintre las poblaciones de
Turnera sidoidesnediante marcadores RAPD no esta correlacionaddacdistancia
geogréfica (r =0,0763P =0,964) por lo que la variacion genética no seuentra

estructurada clinalmente (Fig. 19).
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Figura 19. Relacién entre la distancia genética obtenida &rpde los marcadores
RAPD vy la distancia geogréfica (Km) entre las poiolaes delurnera sidoides.

Con respecto a los analisis llevados a cabo epoblaciones pertenecientes a la
subespeciearneg el AMOVA revelo que el mayor porcentaje de laia@bdn se da
dentro de los morfotipos (70%), mientras que el eangyado de division se da entre
poblaciones (0,471) (Tabla 22). Asimismo, los reslds del andlisis de coordenadas
principales (Fig. 20; Tabla 23) mostraron una clsgparacion entre las poblaciones
pertenecientes al morfotipo grandense y aquelladerpientes al morfotipo

mercedefo.
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Tabla 22. Analisis de la varianza molecular (AMOVA) para iadividuos deTurnera

sidoidessubspcarnea g.l. = grados de libertad.

Fuente de Suma de Componente Porcentaje

Agrupamiento variacion 9.l cuadrados d_e la 'de.,
varianza variacion
Poblaci
oblaciones  Entre 5 123,900 4,0,46 47 %
poblaciones
Dentro de 24 109,200 4,550 53 %
poblaciones
Total 29 223,100 8,596 100 %
indice de fijaciénbst = 0,471*
Morfoti
orfotipos — Entre 1 48,967 2,826 30 %
morfotipos
Dentro de 28 184,133 6,576 70 %
morfotipos
Total 29 233,100 9,402 100 %

indice de fijaciénbst = 0,301*

*significativo P < 0,05
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Tabla 23. Analisis de coordenadas principales basado empat®nes RAPD de 30
individuos de 6 poblaciones dernera sidoidesubspcarnea

Coordenadas principales

1 2
Valor Eigen 9,569 6,951
Porcentaje 22,11 16,06
Porcentaje acumulado 21,11 38,16

Coordenadas principales

Eje 2

® 0 Morfotipo mercedefio

Eje 1

Figura 20. Gréfico resultante del Analisis de Coordenadascirates (PCoA) obtenido
a partir de los patrones de marcadores RAPD dadipaduos pertenecientesTairnera
sidoidessubspcarnea
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“Aprende de ayer, vive para hoy, espera para manana. Lo

importante es no parar de hacerse preguntas.”

A. Einstein



DISCUSION

DISCUSION

ADN CLOROPLASTICO

CARACTERIZACION DE LAS SECUENCIAS DE ADN CLOROPLASTICO Y DE LA

VARIABILIDAD GENETICA INTRAESPECIFICA

Los valores de diversidad haplotipica y nucleotiddetectados tanto en el
complejo Turnera sidoidesen su conjunto como en cada una de las subespecies
sugieren que, durante la historia evolutiva de estsecie, habria ocurrido un rapido
crecimiento poblacional a partir de una poblacidteatral con pequefio tamafio
poblacional efectivo, donde el tiempo fue sufiokergara recuperar la variacion
haplotipica pero muy corto como para una gran ataci@n de diferencias en las

secuencias (Avise 2000).

Variabilidad intrapoblacional

La escasa o nula diversidad haplotipica intrapatntat detectada en esta tesis
concuerda con los estudios previosTesidoidesdonde se comprobé que la mayoria de
las poblaciones del complejo presentaba un Uniptotipo (Speranza&t al 2007). Se
ha sugerido que la baja variabilidad intrapoblagioseria el resultado de una
colonizacion reciente a partir de un Unico haptfipndador (Ferrigt al. 1999; Avise
2000). EnT. sidoidesla propagacion ocurre de manera vegetativa p@m@s o
sexualmente por semillas, a su vez, las semillasumstran ninguna adaptacion para la
dispersién a larga distancia (Solis Neffa 2000}, Ipccual es probable que la mayoria
de las poblaciones se originen a partir de unosgowlividuos fundadores, lo cual es

consistente con la falta de variabilidad intrapoiadaal aqui encontrada.

Las Unicas excepciones fueron ocho poblacioneasdsubespecidwlosericea
integrifolia y pinnatifida en cada una de las cuales se detectaron dos ipaplot
diferentes. En todos los casos, uno era un haplotpntral del haplogrupo

correspondiente, mientras que el otro era un haplalerivado de dicho haplotipo
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central y, en la mayoria de los casos, exclusiveséepoblacién. Se ha sugerido que,
dado que es poco probable que todas las copiabagédtipo ancestral muten o se
extingan rapidamente, se espera que los hapladiposstrales persistan en la poblacion
junto con los haplotipos derivados (Posada & Crthng@01). Por lo tanto, el

polimorfismo ancestral podria explicar la variacidtrapoblacional detectada en las

poblaciones polimorficas de sidoides

Variacion del ADNcp entre las subespecies

La comparacion de los valores de diversidad hagpéatiy nucleotidica dentro
del complejoT. sidoidesmostro diferencias entre las subespecies. Lasspabies
pinnatifida y sidoides que poseen caracteristicas contrastantes enoreladas otras
subespecies del complejo, fueron las que presentas valores mas extremos de
ambos indices. En numerosas especies se ha deshoostra correlacion positiva entre
la amplitud del area de distribucion geografica ydiversidad genética de la especies
(Hamrick & Godt 1989; Hamriclet al 1992; Templeton 1998; Byrret al 2002). En
T. sidoides los valores de diversidad haplotipica observadnslas subespecies
pinnatifida y sidoidesestan relacionados con el grado de variacion riwifa y el
tamano del area geografica de las mismas. En spebiginnatifida, de acuerdo a lo
esperado por ser la subespecie mas diversa mddaidgnte y la de mayor area
geografica (Arbo 1985; Solis Neffa 2000, 2010; Sobléeffaet al. 2004), se detectaron
los mayores niveles de diversidad haplotipica, aentps valores de diversidad
nucleotidica fueron los mas bajos en el complefmr. &ra parte, en la subespecie
sidoides que es la Unica subespecie que posee el induroentpelos estrellados y la
distribucion mas restringida, se observo el valésimajo de diversidad haplotipica. Las
otras tres subespeciesmfneg holosericeae integrifolia), que son morfolégicamente y
geograficamente similares (Solis Neffa 2000) presen valores intermedios en ambos

indices.

Ademas, a partir de los resultados aqui obtenidosvglencia que, aunque la
mayoria de las subespecies presenta haplotiposisexas, algunos haplotipos son

compartidos por diferentes subespecies, siendgubsspeciesarneg holosericeae
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integrifolia las que comparten mas haplotipos. Este hecho eohewcon la mayor
similitud morfolégica y geogréafica de estas subegse En este sentido, a nivel
infraespecifico, Arbo (1985) consider6 a la subeigpearnea como el nucleo del
complejo T. sidoidesteniendo en cuenta que ocupa la banda centrafréel de la
especie y que ciertos especimenes presentan canc@s con las otras subespecies.
Los resultados obtenidos en este trabajo muestranagsubespeciearneaes la Unica
que presenta haplotipos compartidos con las otrara subespecies de sidoides
sustentando lo propuesto por dicha autora. Asimigtaotro de las subespectsnea

y pinnatifida, los diferentes morfotipos también presentaronmahos un haplotipo

exclusivo.

La discordancia parcial entre los haplotipos de APNy los limites
subespecificos observada Earnera sidoidesha sido observada previamente en este
(Speranzaet al. 2007) y en otros complejos de especies (Turchedti@. 2014). Este
hecho podria ser el resultado de uno o mas prockfswsentes como el polimorfismo
ancestral, la introgresiéon y la captura de clorstpks (Pattersoet al. 1993; Kadereit
1994; Dumolin-Lape guet al 1999; Lorenz-Lemket al. 2010). Dado qué&. sidoides
es, desde un punto de vista evolutivo, una espatiipica que se halla en proceso de
diversificacion (Solis Neffa 2000) y que la var@atimorfoldgica que exhibe podria ser
el resultado de pocas mutaciones en genes, cusas eaolutivas pueden diferir de las
del genoma cloroplastico, es posible que la difgemidn morfolégica de las
subespecies haya sido posterior a la fijacion de Haplotipos. Por lo tanto, el
polimorfismo ancestral debido a una divergenciaerge del complejol. sidoides
podria explicar, por ejemplo, que poblaciones dista geograficamente de las
subespeciesarnea(morfotipo mercedefio) pinnatifida (morfotipo serrano) presenten
el haplotipo H15 o de las subespedietosericeae integrifolia presenten el haplotipo
H27.

Por otra parte, como resultado de una falta deredidacion genética y un
subsecuente potencial para la hibridacion intedBpa, el intercambio genético puede
ocurrir entre linajes independientes (ej. RiesebryVendell 1993). Dado que los
taxones que componen el compl&josidoidesson entidades en proceso de adquisicion
de aislamiento reproductivo, habiéndose demostnaeftiante la obtencién y el analisis

citogenético de algunos hibridos artificiales, da® barreras reproductivas entre las
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subespecies/morfotipos son incompletas (Solis N2€f@0), se ha sugerido que la
introgresion de haplotipos de ADNcp podria ocuerr las zonas de contacto entre
subespecies (Speranggal. 2007). El andlisis morfologico y genético reali@ah una
zona de contacto entre las subespepiasatifida (2x) y sidoides(4x) en Uruguay
reveld que el haplotipo de ADNcp diagnéstico deacada de las subespecies no fue
encontrado en la otra, el flujo asimétrico desdpagéntal paterno diploide al parental
materno tetraploide aporto evidencias que sugiguena hibridacion intersubespecifica
puede favorecer la introgresion de haplotipos tapaticos entre las subespecies
(Morenoet al inéd.) En consecuencia, éste proceso podriacexm hallazgo de los
haplotipos H20 y H23 en algunas poblaciones progirgaograficamente, de las
subespeciesarneg holosericeae integrifolia que coexisten en el norte de Uruguay o en

el estado de Rio Grande do Sul en Brasil.

Variacién del ADNcp dentro de las subespecies

Los resultados obtenidos en esta tesis mostraren equ general, tanto en las
poblaciones diploides como en las poliploides aedé& cada subespecie / morfotipo, se
detectaron haplotipos exclusivos y compartidos.

El hallazgo de haplotipos exclusivos en poblaciatiptides de las diferentes
subespecies y morfotipos sustenta la hipotesisutival del complejoT. sidoides la
cual propone que la divergencia de los mismos aaimirrido a nivel diploide (Solis
Neffa 2007). Ademas, sobre la base de los resudtald analisis morfoldgico, el
comportamiento meidtico de los cromosomas, lasctenigticas de los cariotipos asi
como de la caracterizacién genética preliminar al@igziones diploides y poliploides
deT. sidoidesse ha sugerido que los diferentes citotipos hadlagh las subespecies y
morfotipos habrian surgido por autopoliploidia {SoNeffa 2000; Solis Neffa &
Fernandez 2002; Panseri 2011). En consecuencespgea que los poliploides de cada
subespecie / morfotipo d&. sidoidesse hayan originado a partir de poblaciones
diploides que presenten los mismos haplotipos déN&d) como lo observado en
poblaciones tetraploides de los morfotipos mercedgfgrandense de la subespecie

carneay de los morfotipos andino / chaquefio, mesopo@mgerrano de la subespecie
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pinnatifida que presentan los haplotipos H15, H21, H3, H147yrdspectivamente, los
que también fueron hallados en las poblacionesoidgg de cada uno de dichos

morfotipos.

Sin embargo, teniendo en cuenta que 1) la distidbuactual de los citotipos
sugiere que los diploides serian poblaciones uvalies, mientras que la distribucién de
los tetraploides seria el resultado de la expand@rarea de los mismos a partir de
diferentes eventos de poliplopidizacion seguidosat#acto secundario (Solis Neffa &
Fernandez 2001; Solis Neffa & Seijo 2003; Solidef al. 2004); 2) en algunas zonas
de contacto se ha detectado hibridacion naturet sabespecies (Moremo al inéd.) y
3) el estudio de los hibridos artificiales demosfu@ el aislamiento reproductivo entre
las subespecies es incompleto, especialmente bpoigloide (Arbo 1985; Solis Neffa
2000), el origen multiple de los poliploides seguitk hibridacion pudo haber estado
involucrado en el proceso evolutivo del complejon® resultado de estos procesos, se
esperaria que los poliploides presenten haplotgg@sADNcp diferentes que los

diploides de la misma subespecie o morfotipo.

Se ha demostrado que en muchos casos los evenpmdigleidizacion pueden
ocurrir multiples veces dentro de un linaje (Softisal 1992; Soltis & Soltis 1993).
Asimismo, se ha sugerido que las estimaciones dalfrecuencia de la ocurrencia del
origen multiple de los poliploides son bajas sieetiorigen multiple la regla tanto en
auto como en alopoliploides (Soltis & Soltis 1998 formacion recurrente de
poliploides dentro de una especie puede crear waicwde poblaciones diploides pre-
existente y poblaciones poliploides nuevas estalde@ lo largo del area de la especie.
Los resultados obtenidos en esta tesis mostrareralgunos poliploides dE. sidoides
poseen haplotipos diferentes a los hallados edipdsides, sustentando la hipétesis que
la poliploidizacién habria ocurrido de manera irelapiente erl. sidoides Tal es el
caso de las poblaciones tetraploides del morfadgroano de la subespegmnatifida
gue ocurren al oeste de las Sierras Chicas (pobkesi79, 80, 81, 82 y 83) que
presentan haplotipos (H3, H15, H16 y H17) difererde los haplotipos (H7 y H10)
detectados en las poblaciones diploides y tetrdgsodel Valle de Punilla (poblaciones
72, 73, 74, 75, 76, 77 y 78). Estos resultadoseseqique los poliploides del oeste
pudieron originarse de poblaciones diploides queestnguieron y/o no fueron

detectadas en este estudio.
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La incongruencia entre los haplotipos de ADNcp g hliveles de ploidia
también podria resultar de la hibridacion y la gegpde cloroplastos entre citotipos de
diferentes subespecie®icha introgresion pudo involucrar el pasaje dehama
cloroplastico desde los diploides a los tetraploideentre diferentes poblaciones con el
mismo nivel de ploidia. En el primer caso, el flgjénico entre citotipos pudo haber
ocurrido través de la hibridacion por medio de nterimediario triploide. Ademas,
teniendo en cuenta que se detectaron plantas piovdsicle gametos no reducidos, tanto
masculinos como femeninos, en las poblaciones idgdo (Panseriet al 2008;
Kovalsky 2012; Kovalsky & Solis Neffa 2012), dichgametos habrian ofrecido la
posibilidad de transferir el genoma cloroplasticesde poblaciones diploides a las
tetraploides. Este proceso podria explicar la eowwia de una poblacion tetraploide de
la subespecisidoidesque comparte el haplotipo H21 con una poblacigpiie de la
subespeciecarnea que co-ocurren en la misma regién. Sin embarge, blarreras
reproductivas incompletas entre subespecies, edmetite a nivel tetraploide, la
ocurrencia de hibridos naturales, asi como el zgdlade haplotipos compartidos en
zonas de contacto entre poblaciones poliploiddasisubespeciesarneg holosericea
e integrifolia del norte de Uruguay, sugiere que puede ocurrirciento grado de
introgresion local de ADNcp desde poblaciones cbrmesmo nivel de ploidia.
Considerando que se ha sugerido que los diploidek. gidoidesserian poblaciones
relictuales, los poliploides pudieron haber surgigediante episodios de introgresion y
poliploidizacién ancestrales entre dos poblacialipides con genomas cloroplasticos

divergentes.

RELACIONES EVOLUTIVAS ENTRE HAPLOTIPOS Y FILOGENIA INTRAESPECIFICA

El analisis de la red de haplotipos reveld unaactiivision de los mismos en
cuatro haplogrupos, los cuales representan cuatn@ades evolutivas que
permanecieron estables a lo largo del tiempo. Estdtados sugieren la ocurrencia de

extensos periodos de aislamiento entre dichos ¢paos er. sidoides

Los valores de diversidad haplotipica y nucleotidicbservados en los

haplogrupos A, B y D, sugieren que las poblacidre®ian permanecido estables con
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un tamafio efectivo grande por un largo tiempo (AA600). Por otra parte, el patrén
en estrella observado en el haplogrupo C, sugiereescenario de expansion
poblacional, aparentemente reciente, luego de ralfgdo un cuello de botella. Esta
hipétesis es sustentada por los altos niveles dergidlad haplotipica y bajos de
diversidad nucleotidica encontrados en este hagbogros cuales sugieren un rapido
crecimiento poblacional a partir de una poblacidgteatral con pequefio tamafio
efectivo, donde el tiempo fue suficiente para recap la variacion haplotipica por
medio de mutacion pero muy corto para generar unanalacion de grandes

diferencias entre las secuencias.

El haplogrupo D, cuyos haplotipos estan presensss en su totalidad en
poblaciones de la subespeqgunnatifida es el que presenta mayor cantidad de
haplotipos y mayores valores de diversidad, taajgdtipica como nucleotidica. Este
hecho sumado al patrén observado en la red padaptogrupo, sugieren una historia
demografica de poblaciones menos afectadas pedlecion del tamafio poblacional.
Sin embargo, las caracteristicas de los subgrupmsrad del haplogrupo, son
consistentes con un modelo de expansion repengniasdpoblaciones luego de una
reduccion en el tamafio poblacional o bien, de #éstath de poblaciones que han
permanecido pequefias y aisladas por muchas gemeac{Barrett & Khon 1991,
Young et al 1996; Avise 2000). El primero de los casos empi& los patrones de
variabilidad y estructura genética de las poblazsathe las Sierras de Cordoba, mientras
que el segundo explicaria los patrones observaddasepoblaciones del noroeste del

area de la especie.

Asimismo, de acuerdo a la teoria de la coalesceatiaaplotipo interno en la
red, con elevada frecuencia y una amplia distrioucgeografica deberia ser el
haplotipo mas ancestral (Neigel & Avise 1993; Stleaal. 1998; Posada & Crandall
2001). De acuerdo con lo antes expuestd,.esidoidesel haplotipo H3 del haplogrupo
D seria el haplotipo ancestral. La presencia ea kaplogrupo de otros haplotipos
centrales derivados del haplotipo H3, sugiere lareacia de poblaciones relativamente
mas antiguas dentro del haplogrupo D (Avise 200@niendo en cuenta el mismo
criterio, los haplotipos H26, H21 y H23 serian loaplotipos ancestrales de los
haplogrupos A, B y C, respectivamente. El hechogde en estos haplogrupos se

observe un sélo haplotipo ancestral podria indicamenor tiempo de diferenciacion de
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los haplotipos que los constituyen o que sufriar@yores alteraciones en el tamafio

poblacional, lo cual redundé en la pérdida de didad genética.

Estos resultados estan sustentados por los obsenidb analisis del arbol
filogenético bayesiano a partir de secuencias dé&léd) el cual mostré cuatro clados
principales, cada uno de los cuales comprendiéo @ de los cuatro haplogrupos
identificados en la red de haplotipos como grupamafiléticos. El andlisis de la
topologia del &rbol y de las tasas de sustituctirspio sugiere que el clado D se habria
diferenciado en primer término; mientras que loades B y C serian los mas

relacionados.

ANALISIS DEMOGRAFICOS

Los resultados del andlisis de la historia demagdanto en la especie como
un todo, como en los haplogrupos A, B y D, sugiegaa el tamafio efectivo de las
poblaciones / grupos de poblaciones se habria meotestable a lo largo del tiempo.
Ademas, los andlisis demogréficos realizados airpdd las distribuciones de
diferencias pareadas, revelaron curvas multimogtif#sas de poblaciones estables. No
obstante, las escasas diferencias nucleotidicas évd haplotipos dentro de cada

haplogrupo, sugiere una la diversificacion recielgdéos mismos.

En el haplogrupo C, en cambio, los valores negatide los indices de
neutralidad, sugieren que las poblaciones habdt@ue sujetas a procesos de cuellos de
botella y/o expansiones poblacionales repentinas. Lalores del estadistico rg de
Harpending y la distribucion unimodal resultanté atglisis de diferencias de a pares,
sumados al patron en estrella observado en laegdthplotipos, sustentan la hipotesis

de expansion poblacional de este haplogrupo.

Por otra parte, los resultados obtenidos a padirngétodo de Skyline Plot,
sugieren un repentino aumento del tamafio efectitapional para el complejo como
un todo, mientras que para los haplogrupos sugjaee los tamafos poblacionales
efectivos se habrian mantenido estables, a excep@bhaplogrupo C en el cual se

evidencia una ligera disminucion poblacional.
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ANALISIS DE LA ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL

Los resultados del AMOVA demostraron que tanto dabespecies como los
haplogrupos estan diferenciados genéticamente emtr&n concordancia con los
resultados de los otros analisis realizados entesta y de los obtenidos por otros
autores (Solis Neffa 2000; Solis Neffa & Fernange@2; Solis Neffet al. 2003), el
AMOVA entre subespecies reveld que las subespeonmtifida y sidoides que son
las subespecies mas diferenciadas tanto morfoldogmograficamente asi como en las
caracteristicas cariotipicas y en la capacidadbdear acido cianhidrico, son también
las mas diferenciadas genéticamente dentro del leporip sidoidessiendo la primera
la que mayor distancia genética presentd respeeolad otras subespecies.
Contrariamente, las subespectzsnea, integrifoliay holosericea que son las mas
afines entre si en los aspectos antes citadosjé@amlesentaron los menores valores de

distancia genética entre si.

Los valores de distancia genética entre los happmy, sustentan la hipotesis
que propone que los mismos serian linajes indepetedi que habrian permanecido
aislados durante extensos periodos de tiempo.

La falta de correlacion entre la divergencia geaéyi la distancia geografica de
las poblacioned. sidoidesrevelada por el test de Mantel, sugiere que |#aeid@n
genética en este complejo no esta distribuida loli@ate, por lo que la diferenciacién
genética actual entre las poblacionesTdesidoidesno puede ser explicada bajo un
modelo de flujo génico de aislamiento por distansi@ndo el resultado de otros
procesos como la deriva génica. En este sentidbassugerido que las frecuencias
alélicas pueden ser afectadas severamente porrilea dgenica, particularmente en
especies que estuvieron sujetas a cambios drasticestamafno poblacional (Rausher
et al 2008). Ademas, la falta de correlacion entrediagancias geograficas y genéticas
podria ser el resultado de una reciente expangbarda de una especie, debido a que
las poblaciones provenientes de la misma fuente geméticamente mas similares,

reflejando una historia evolutiva reciente (Hutsloin & Templeton 1999).
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DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA VARIABILIDAD GENETICA

En concordancia con los resultados encontradosigonente en el complejo
(Speranzaet al. 2007), el analisis de la distribucion geografica lde haplotipos
cloroplasticos ddurnera sidoideslemostré que existe una asociacién no al azassle |
haplotipos en el espacio. La estructuracion gemgraetectada no es sorprendente
teniendo en cuenta la biologia de la especie yaetalor molecular empleado (Comes
& Kadereit 1998), ya que los cloroplastos son heled por via materna d@n sidoides
(Speranzat al 2007) y, ademas, esta especie no presenta maosnie dispersion de
las semillas a la larga distancia (Solis Neffa 2000n lo cual se reduce el flujo génico
entre poblaciones. En consecuencia, diferentesnmegidentro del area geografica del

complejoT. sidoidesambién difieren en la variabilidad de haplotipesADNcp.

A partir del analisis de la distribucién geografitealas subespecies / morfotipos,
citotipos y haplotipos, Solis Neffa (2007) propug® existirian dos grandes centros de
variacion enfurnera sidoidesen uno de ellos, ubicado en el este del areaaieplejo
(Mesopotamia, Uruguay y sur de Brasil), la distribn de las subespecies y morfotipos
se superpone parcialmente, se hallaron citotipgsledéliploide hasta octoploide y se
detecto la mayor diversidad de haplotipos. En 8d oentro, localizado en el limite
noroeste del area del complegunque todas las poblaciones estudiadas presentaro
solo haplotipo, se encontré la mayor variacion derfotipos y citotipos de la
subespeciginnatifiday es también el mayor relicto de diploides hastaakletectado.
En cada centro, los diploides de las subespeciasriotipos ocupan areas disyuntas y
habitan sitios con diferentes condiciones ecol@giaanque generalmente asociados a los
sistemas serranos. Los tetraploides estan ampliandgiribuidos y habrian expandido
las areas de las subespecies y morfotipos hastblex#tr eventuales contactos
secundarios. Los hexaploides y octoploides posaeasarestringidas en zonas
marginales del complejo (Solis Neffa & Fernande@12(Bolis Neffeet al. 2004; Solis
Neffa 2007; Speranzzt al.2007).

Los resultados obtenidos en esta tesis revelarerguguay y la Mesopotamia

Argentina también son las regiones dentro del geegrafica dédurnera sidoideson
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mayor variabilidad de haplotipos de ADNcp, aungeeseden distinguir subregiones
de acuerdo con los haplotipos y haplogrupos absgmtes. En el centro y este de
Uruguay se encontraron haplotipos pertenecienté®sa(A, B y C) de los cuatro
haplogrupos identificados en la red de haplotip@n el arbol bayesiano. El oeste de
Uruguay también presenta una elevada diversidatiyaipa, aunque la mayoria de los
haplotipos hallados pertenecen al haplogrupo BuEde Uruguay se caracteriza por la
presencia exclusivamente de haplotipos del hapbagAi(a excepcion de la poblacion
86 que posee el H11 del haplogrupo D), siendo plotipo H26 el mas frecuente y
abundante dentro de esta subregion. Finalmente, Mesopotamia Argentina, también
se identificaron haplotipos pertenecientes a |l@rothaplogrupos, con predominio del

haplogrupo D y menor representacion del haplogAipo

En el centro noroeste de variacion propuesto ptis S&effa (2007), si bien se
encontré una menor variabilidad haplotipica, sentiflearon haplotipos exclusivos y

una elevada frecuencia del haplotipo H3 considecadw el haplotipo ancestral.

Los resultados aqui obtenidos también evidencigen aunque en las Sierras
de Cordoba ocurre exclusivamente el morfotipo serrde la subespecgnnatifida
(Solis Neffa 2010), el hallazgo de varios haplatigxclusivos (siendo el H7 el mas
frecuente), junto con haplotipos ancestrales (H31%) en menor frecuencia, sugiere
gue esta region constituirian un importante cetidrgariacion del complejo.

Contrariamente, el sur del areaTesidoidesy el sur de Brasil, son las regiones
con menor variabilidad haplotipica. En el sur deb&e distribucion de la especie (sur
de la provincia de Buenos Aires, Argentina) se aaten sélo 2 haplotipos
pertenecientes al haplogrupo D, ninguno excluserdadregion; mientras que en el sur
de Brasil se encontraron tres haplotipos pertentseal haplogrupo C, de los cuales,
dos son exclusivos cada uno de una Unica poblagi@ntras que el tercer haplotipo,
H23, se encuentra ampliamente distribuido en drelggdn. Se ha sugerido que este
patron de distribucion geografica de los haplotigosdonde algunas regiones presentan
escasa 0 nhinguna variacion genética (con un uraptotipo ampliamente distribuido)
en comparacion al resto del area de una especiegresstente con un modelo de
expansion rapida (Schaetl al. 1998; Grazziotiret al 2006; Bennet & Provan 2008). El

patréon de distribucion de haplotipos en el sur dasiB concuerda con este modelo de
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expansion rapida luego de un cuello de botellagthigs sustentada por los resultados
de los andlisis de variabilidad genética, filogéfigns y demograficos realizados en

esta tesis.
ADN NUCLEAR

El analisis de la variabilidad genética deurnera sidoidesempleando
marcadores nucleares mostré que tanto las subespeciorfotipos como las regiones

geograficas difieren en los niveles de variabiligadética.

De acuerdo a lo esperado por tratarse de una espelifipica en proceso de
diferenciacion (Solis Neffa 2000), los resultadqsiabtenidos revelaron que el mayor
porcentaje de variabilidad genéticalarnera sidoidese da dentro de las subespecies.
Sin embargo, el elevado niumero de bandas exclusietectado en las subespecies
permite caracterizarlas genéticamente. De acuenddocesperado por ser la subespecie
con la mayor variabilidad morfologica, geograficahgplotipica del complejo, la
subespeciginnatifida fue la que presenté el mayor nimero de bandasisxak.
Contrariamente, aunque la subespec@nea también varia morfolégicamente y
presenta niveles intermedios de variabilidad hapts, fue la subespecie que presentd
los menores valores para todos los indices dedidaat calculados. En esta subespecie,
los analisis llevados a cabo demostraron que, asléimdas diferencias morfoldgicas y
geograficas, los morfotipos mercedefio y grandelifsereth genéticamente entre si,
habiéndose detectado haplotipos exclusivos para sad de dichos morfotipos. Los
resultados aqui obtenidos estan de acuerdo carbtesidos del analisis de ADNcp asi
como con los del analisis biosistematico realizadoel complejo (Solis Neffa 2000;
Solis Neffa & Fernandez 2002; Solis Neéfaal 2003) y sugieren que las subespecies
holosericeae integrifolia son las mas afines genéticamente; mientras qumaks

distante es la subespesidoides

La variacidon genética en las poblacionesTdenera sidoidesexhibe un patron
geografico que se corresponde con los patroneffaterttiacion genética revelados en
el analisis de estructuracion geografica del ADNXeglizados en esta tesis, siendo la
region Noroeste la mas distante genéticamente. i&ia) el analisis de coordenadas

principales mostré que las poblaciones de las negidNoroeste, Cordoba, Sur y Rio
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Grande do Sul, definidas previamente, se agrupebta si distinguiéndose claramente
de las restantes regiones. Contrariamente a lonauke en el analisis de ADNcp, la
region de Rio Grande do Sul fue la que presentdalgor variabilidad genética respecto
de las otras regiones. En este sentido, se haidogpre las poblaciones que presentan
un Unico o unos pocos haplotipos organelares fjado necesariamente muestran bajos
niveles de variabilidad a nivel de marcadores rarele (Heuertzt al. 2004; Magriet

al. 2006). Los altos niveles de diversidad nucleaeden explicarse por repetidos

eventos de dispersion (Netial 1975).

Los resultados del test de Mantel evidenciaron lgisedistancias genéticas
obtenidas a partir de marcadores RAPD no estarelacionada con las distancias
geograficas, sustentando que la diversidad gendtidas poblaciones én sidoidesno

esta estructurada clinalmente.

En general, la estructuracion genética detectadadiame el empleo de
marcadores nucleares fue mucho menor que la eadantpara marcadores
cloroplasticos. Esta incongruencia puede resukadifbrencias en los mecanismos de
dispersion de las semillas y el polen (Caetetnal. 2008; Collevattet al. 2009; Palma-
Silvaet al 2009; Tremetsberget al. 2009; Pinheireet al 2011); de diferencias en los
tiempos de coalescencia de marcadores citoplagmagyicnucleares (Cabanmed al
2008; Tellieret al 2009) asi como de la introgresion por hibridadibick & Heuertz
2008; Acosta & Premoli 2010; Palma-Sileaal 2011). Asimismo, se ha estimado que
la divergencia entre las poblaciones como resultldia deriva génica es cuatro veces
mas lenta en lo®ci nucleares, por lo tanto es de esperar que lacastaugenética sea
menor que la detectada con marcadores organeMoesd 1995).

| MPLICANCIAS BIOGEOGRAFICAS Y EVOLUTIVAS

Diversos autores han propuesto que los patrondssttdbucion geografica de la
variabilidad genética observados en diferentescgspelel Hemisferio Norte serian el
resultado de procesos histéricos (Whittemore & Bh@81; Ferriset al 1993; Petitet
al. 1993, 2002; Avise 1994; Soltist al. 1997; Taberletet al. 1998). Los patrones
actuales de distribucion de los haplotipos redaltade la supervivencia en refugios

periféricos y la subsecuente reinmigracion a laasdisponibles luego de la retirada de
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los glaciares (hip6tesis de la tabula rasa) orratazamente, de la supervivenaiasitu
por largos periodos de tiempo en regiones aislddpétesis de los nunataks) libres de
hielo (Brochmannet al. 2003; Stehlik 2003). La ocurrencia de sitios coaevatia
diversidad genética, la presencia de varios hgqustexclusivos en una misma region y
los altos niveles de diversidad haplotipica y nofitBca constituyen evidencias de un
refugio (Eidesenet al 2007; Provaret al 2005; Bennet & Provan 2008). Como
consecuencia de un aislamiento prolongado, lasapaivles actuales situadas cerca de
los refugios deberian ser altamente divergentpgceamente si no fueron la fuente de
expansion. Se espera que la diversidad intraegedciécline al alejarse del refugio,
como consecuencia de sucesivos efectos fundadoraste la colonizacion post-glacial
(Hewitt 1996, 2000). La disminucion de la variadald genética a medida que las
poblaciones se alejan de un refugio constituye auidencia de la existencia de rutas
migratorias (Hewitt 1996; Soltest al 1997; Cruzan & Templeton 2000).

En relacién aTurnera sidoidesse propuso que los patrones biogeograficos
actuales del complejo serian el resultado de posce®rfogenéticos y climaticos (Solis
Neffa 2000, 2010; Solis Neffa & Fernandez 2001jsSHkffaet al 2004; Speranzet
al. 2007; Eliaset al. 2011). Si bien no se cuenta con registros fqd#éssevidencias que
nos permiten inferir la edad de sidoides son indirectas. En este sentido, Stebbins
(1971) ha sugerido que los complejos poliploideslunas, como el aqui estudiado, se
habrian originado durante el Plioceno — Pleistoc&samismo, a partir del andlisis de
las secuencias de trexti (dos cloroplasticogpcL y atpB, y uno nuclear, 18S rADN)
se ha estimado que la edad del géffenmeraes de aproximadamente 28-82 m.a.
(Wikstromet al. 2001), es decir que su origen se remontaria fiaalkes del Oligoceno
y su diversificacion pudo haber ocurrido a partal #ioceno. Ademas, como la
distribucion deT. sidoidescoincide en gran parte con el Dominio Fitogeogufi
Chaquefio, cuya identidad biogeografica se habtéblesido en el Plioceno (Iriondo
1992), la diversificacion dd. sidoidestambién habria estado influenciada por los

cambios histéricos acontecidos en esta region darSérica a partir del Plioceno.

Los eventos histéricos mas importantes que dierogarl al escenario
geomorfoldgico actual del area desidoidesestan relacionados con el emplazamiento
de los cratones o escudos Brasilefio y Andino, tggeia andina, el relleno de la

cuenca intracraténica, el redireccionamiento deglasdes rios de la regién (Grande,

133



DISCUSION

Parapeti, Pilcomayo, Teuco-Bermejo, Paraguay ynaana la formacion de una gran
llanura aluvial xérica a partir de los antiguosrabas aluviales de los rios. Ademas, en
este periodo una secuencia de climas secos y hgmoedaio entre los 22°S y 39°S, en
correspondencia con los ciclos de glaciacion enAlodes (Groeber 1936; Ab’'Saber
1990; Iriondo 1992, 1995; Iriondo & Garcia 1993jeRr 1996). Un periodo seco
ocurrio al final del Pleistoceno, junto con el UM{Gotro mas breve y menos severo en
el Holoceno Superior (Iriondo & Garcia 1993). Duearios periodos secos, una
pronunciada actividad edlica deflaciond y reposiéigrandes masas de arcilla y arena
fina en gran parte del &rea (Popolizio 1982, 20€6i8ndo 1992; Iriondo & Garcia
1993). Asimismo, el deshielo en las areas adyaseatéos Andes dio lugar a la
formacion de enormes lagos de agua dulce en depessia lo largo de los rios
Paraguay y Parana, alcanzando el sur de Paraguglyngrte de la provincia de
Corrientes (Tapia 1935). En el norte de la pro@rd® Buenos Aires otro gran lago se

extendid hacia el oeste.

La diferenciacion de la vegetaciéon que pudo habdodugar a la flora actual del
area geografica deurnera sidoidedabria comenzado durante el Oligoceno (Spichiger
et al. 1995). Las evidencias, paleontolégicas, paleocbiagicas y geoldgicas sugieren
que durante el Terciario prevalecio un clima tempgpermitiendo que los bosques
himedos se extendieran de manera continua muchalrsés que en la actualidad. El
enfriamiento y la aridificacién habrian comenzadoetOligoceno, y simultdneamente
con los cambios climaticos inducidos por el levanéato de la cordillera de los Andes
durante el Mioceno, el bosque se fragmentd (Mor20@l, 2006). En el Cuaternario,
las oscilaciones climaticas causaron el avancergtedceso de los glaciares a mayores
latitudes, los cambios altitudinales asi como lalescencia y la separacion ciclica de
los pisos de vegetacion en las montafias y unadeiperiodos humedos y secos en las

tierras bajas (Iriondo & Garcia 1993).

La cobertura vegetal de la region no fue estabkdeleel UMG debido a las
oscilaciones de la vegetacion xerofitica y tropicéds tipos de vegetacion subtropical.
La primera avanzo6 repetidamente hacia el NE durastgeriodos secos vy frios y se
retrajo hacia el SW durante los periodos humedaaligos (Popolizio 1970, 2003;
Iriondo 1992). Durante las fases frias y secasy#dies de los rios y las laderas en las

areas montafosas de Argentina, Uruguay y Rio Grdnd8ul (“arco peripampasico”,
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i.e. Sierras Pampeanas, Sierras de Tandil y Venteaaciones del ndcleo uruguayo-
surriograndense del Escudo Brasilero), asi comonalg zonas bajas, pudieron haber
servido de refugio para la flora adaptada a climés humedos (Vuilleumier 1971;
Ab’Saber 1977). Tales eventos geomorfoldgicos maticos pudieron tener un impacto
significativo en la distribucion y abundancia des lpoblaciones del. sidoides
interrumpiendo el area de las subespecies y mpo®itonfinando algunas poblaciones
a determinadas regiones aisladas con presionesldeci®n particulares. En este
escenario, las subespecies y morfotipod dsidoidespudieron haberse originado por
evolucion divergente a nivel diploide a partir deauforma ancestral en aquellos
refugios y, luego del mejoramiento del clima, poliaes poliploides de cada
subespecie / morfotipo pudieron haber recolonizeldarea desde los refugios hasta
alcanzar sus limites actuales (Solis Neffa 201@®). elstructura geografica de los
haplotipos de ADNcp dé&. sidoidesobservada en esta tegisl hecho que los diploides
de las subespecies y morfotipos presentan difexéwiglotipos sustentan la hipotesis de

la diversificacién del complejo en alopatria a hidiploide.

Para organismos sin registro fosil, el analisidimEges genealbdgicos de taxones
actuales provee el Unico método para la reconstmictke la historia biogeografica de la
especie (Provaat al. 2005). En este sentido, se ha sugerido que laesaia de grupos
genéticamente distintos probablemente represeintajes descendientes de diferentes
poblaciones ancestrales sugiriendo la supervivartidiferentes regiones (Avise 2000;
Ehrich et al 2008). Ademas, una alta diversidad haplotipicaina distribucion
restringida de los haplotipos son signos de unarsiyencia prolongada en un sitio
(Eideseret al 2007; Bennet & Provan 2008).

Estudios previos en el compl€Jarnera sidoidesambién evidenciaron una clara
estructuracion geografica de los haplotipos de ARMNgiriendo la existencia de al
menos tres posibles centros de fijacion de haplstipn el pasado asociados a los
principales sistemas orograficos en la regionslegemas montafiosos al oeste del area
deT. sidoideqy en particular el noroeste del area del complégoCuchilla de Haedo
en el Norte de Uruguay y las Serranias del Estelesudeste de Uruguay, los que
representarian areas de refugio o corredores dansiim y retraccion de la flora
(Speranzaet al 2007). Los resultados del andlisis de la distifiu de las variantes

genéticas de ADNcp y ADNn obtenidos en esta tasseatan lo propuesto por estos
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autores y sugieren la ocurrencia de otros centeosnslarios (posibles refugios) de
fijacion de haplotipos, asi como de numerosas zaeasontacto secundario en la

provincia de Corrientes (Argentina) y en Uruguay.

En los sistemas serranos del oeste del arebudeera sidoidesy en la meseta
mercedefia habrian existido al menos cuatro ced&dgacion de los haplotipos del
haplogrupo D, cuya distribucion coincide completataecon el area geografica de la
subespeciginnatifida y fue encontrado casi exclusivamente en poblasiate esta
subespecie. Dos de los centros antes mencionadwsamaestado ubicados en el
noroeste del area de distribucion de la especidaelpredomina el haplotipo ancestral
H3; mientras que los otros dos centros habriamlestamo en las Sierras de Cordoba vy,

el otro, en la meseta mercedefnia.

En relacion a los centros del noroeste, uno des d¢lfibria estado en los valles
interandinos donde se habrian fijado el haplotigohidllado en una poblacion diploide
del morfotipo andino. El otro centro habria estadceel Chaco de Bolivia y el oeste de
la provincia de Salta (Argentina), donde ademas limblotipo H3 presente en
poblaciones diploides del morfotipo chaquefio, t&mise encontraron los haplotipos
exclusivos H12 y H13 en poblaciones tetraploiddsmdemo morfotipo. El hallazgo de
estos dos centros donde se habrian fijado, adeshaaplotipo ancestral, los haplotipos
exclusivos de los morfotipos andino y chaquefioesuatla hipétesis de Solis Nefa
al. (2004) y de Solis Neffa (2010) que propone queckmbios altitudinales de los
pisos de vegetacion como consecuencia del levaatdémde los Andes (Simpson 1975)
pudieron haber restringido a algunas poblaciories galles interandinos limitados por
la Cordillera Oriental y las Sierras Subandinasnd#go se habria diferenciado el
morfotipo andino. Dicho morfotipo pudo, posteriontee haber expandido su area de
distribucion desde estos valles hacia los vallégrepicales y los pastizales de altura.
Dos barreras fisicas habrian limitado la expand&m®ste morfotipo hacia el este en la
llanura Chaquefia: el establecimiento de condicianas xéricas y la deposicion de
suelo arcilloso. Por otra parte, se ha sugeridolgugstoria evolutiva del morfotipo
chaquefio habria estado asociada directamente andanida de los bosques de
guebracho donde crece (Solis Neffa 2010) la quie estu vez, relacionada con la
dindmica aluvional del Pleisto-Holoceno de las gias y de la migracion de los
principales rios de la region (Iriondo 1995; Mavefl Mateucci 1999). El hallazgo de
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poblaciones diploides y de haplotipos exclusivasnderfotipo chaquefio en el limite
oeste de la llanura Chaquefia aporta evidenciasaljumas regiones bajas también
habrian ofrecido refugios para la flora. Las llasuraluviales a lo largo de los
paleocauces de los principales rios de la llandrac@Pampeana habrian servido de
rutas de dispersion para las poblaciones, coma fsiggerido por Popolizio (1970) y

Spichigeret al. (2004) para otros elementos de la flora chaqueiia.

En el tercer centro, ubicado en las Sierras de dbérdse habrian fijado los
haplotipos exclusivos H7, H10, H16 y H17, halladas poblaciones diploides y
tetraploides del morfotipo serrano de la subespprieatifida Las citadas sierras
corresponden a la entidad orografica mas orien¢allag Sierras Pampeanas. Son
bloques de una antigua penillanura fracturadoparselos por la tecténica del Terciario
en varios cordones con orientacion Norte-Sur (CGatgt al. 2003). La ubicacién
geograéfica, los movimientos orogénicos y los prosagomorfologicos que modelaron
su relieve, junto a las variaciones climaticas ndas, han determinado la presencia de
una vegetacion integrada por elementos provenieletesferentes corrientes floristicas.
La historia geoldgica permite imaginar una vasganigie antigua, ligeramente ondulada
y con elevaciones de poca magnitud, ocupada ptiparde vegetacion probablemente
bastante uniforme, extendido en todas direcciomleanzando hasta regiones alejadas
por el sur y a Paraguay y Brasil por el norte. Ligration de especies en tales
condiciones, se verificaba libremente. Pero el deaiento de la cordillera de los
Andes, con la consiguiente repercusion en lasasiede Coérdoba, se tradujo en
modificaciones climaticas que determinaron gradeaben la formacion de ambientes
muy variados y bien definidos. El pasado paleogiotdy geolégico permite suponer
en Cordoba, como en la mayor parte de Argentinaxistencia de una vegetacion de
tipo tropical o subtropical en aquellas épocas. &nbargo, los cambios producidos
llevaron a una desecacion ambiental general, govopd la evolucion paulatina de la
vegetacion hacia tipos mas xeréfilos y una adagaai biétopos de altitudes mayores
en las sierras (Lutet al. 1979). Se ha sugerido que estos cambios habréin si
suficientes para actuar como barreras significatidaterminando la adaptacion local y
la subsecuente diferenciacion del morfotipo serrdeada subespeciginnatifida que
presenta citotipos desde diploide hasta hexapltias et al. 2011). Este morfotipo
pudo haberse originado en la parte central de ikasaS Pampeanas, seguido por la
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dispersion a través de esas sierras hacia losgistde Ventanig Tandilia a través del
corredor de las Mahuidas (Solis Neffa 2010). Ellaagl de los haplotipos H3
(compartido con las regiones noroeste, nordester)y ys H15 (compartido con las
regiones nordeste y Uruguay) sustenta la hipotpsissugiere que, como resultado de
tales procesos evolutivos, el complejo de espegies hoy puebla las Sierras de
Cordoba, tiene vinculaciones filogenéticas con Bmiones vegetales geograficamente
apartadas (Kurtz 1904; Hicken 1918-1919; Frengd&50; Morello 1958; de la Sota
1967). A mayor altitud se destaca la riqueza dee@ep andinas y de elementos
distribuidos en regiones montafiosas del noroestaArdentina. Por debajo de 1800
m.s.n.m. la proporcion de esas especies dismirsigado reemplazadas por otras
netamente chaquefas de amplia distribucion eretasotios mas bajos de Argentina e
incluso de Brasil, Paraguay y Uruguay (Leti al. 1979). Las comunidades que se
presentan por debajo de 1800 m.s.n.m., compartenenmsas especies con las
descriptas por Frangi (1975) para las sierras dalilTg Ventana en la provincia de
Buenos Aires. La presencia en las Sierras de Céardebhaplotipos compartidos con
otras regiones geograficas del ared dsidoidegpodria explicarse, por lo tanto, por las
conexiones orogréficas representadas poaelo‘ serrano peripampasitdde la Sota
1967).

El hallazgo del haplotipo ancestral H3 en poblaesodiploides y poliploides de
T. sidoideddistribuidas en las regiones mas elevadas deldaleeomplejo, sustenta la
hipotesis que sugiere que los diploides habriampamw un area mas continua que la
actual a lo largo del arco formado por la Cordill€@riental y las sierras Subandinas,
Pampeanas y de la Ventana, asi como y la mesekdedmdes en la Mesopotamia
(Argentina), las que habrian sido vias de migraciénas poblaciones. Asimismo, el
hallazgo de este haplotipo en poblaciones tetrdgdoide los morfotipos chaquefio
(tanto del Chaco Oriental como del Occidental) gnpaano sustenta la hipotesis que
propone que los tetraploides, que estan distribaido largo de la llanura Chaco-
Pampeana, habrian expandido su distribucion ar paatilas areas de refugio hasta
alcanzar los limites actuales (Solis Neffa & Fede2001; Speranz al.2007).

El dltimo centro de fijacion de haplotipos del laplipo D habria estado en el
noreste del &area de distribucion dernera sidoides mas especificamente en la

provincia de Corrientes, donde también se habrigdof haplotipos de otros
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haplogrupos. La historia geomorfologica de estaregs compleja (Popolizio 1970).
Esta cubierta con sedimentos de origen tanto tezreesmo marino del Cretacico y del
Terciario y, posteriormente, rellenada por la forida pampeana del Cuaternario. La
mayor parte esta constituida por llanuras de agréda caracterizadas por su
hundimiento relativo con respecto a las areas w@scin en las que se produce una
sedimentacion generalizada. El otro segmento qmree a una planicie estructurada
que tiene tendencia a levantamientos epirogénicodolyde han prevalecido la
meteorizacion y los fendmenos erosivos. La géramisnodelado actual se remonta a
fines del Terciario. Con el plegamiento de los Amdal comienzo del Plioceno, el
macizo de Brasilia recibio el impacto de las fusrearrespondientes desde el oeste, y
no pudiendo plegarse a su vez debido a su estauctistalina, fue quebrado a lo largo
de grandes fallas como las que han constituidadtisales cauces de los rios Parana y
Uruguay, y levantando o hundiendo zonas mas prefummdmo sucede en la region
Chaquefia. Los sedimentos depositados posteriornrefiemaron y nivelaron este
relieve durante el Cuaternario. Predomina entresed¢positos el loess, sedimento con
abundante carbonato de calcio y escasa cantidadcdla, acumulado por el viento en
periodos secos, alternando con limos, sedimentogalds depositados durante las
épocas lluviosas luego de ser arrastrado por laasagn los extensos llanos (Popolizio
1970; Erizeet al 1993). En la Mesopotamia, las formaciones geo&&mas antiguas
consisten de rocas volcanicas del Tridsico y arasisilicificadas. Estas rocas forman
un basamento complejo en la mayor parte de la megiGse encuentran a gran
profundidad. Las areniscas forman el material agartir del cual se formaron los
suelos lateriticos del nordeste de la region. Estasiscas y el basalto afloran en la
meseta de Mercedes. Los movimientos tectdnicos yadtivos procesos de fallas, que
continuaron durante el Cuaternario, han delinedgaisaje actual. Durante el Plioceno,
las ingresiones marinas cubrieron gran parte del d® la Mesopotamia v,
posteriormente al movimiento tectonico de levanéntu de la meseta de Mercedes, los
rios Uruguay y Parana adquirieron sus cursos as{Rlopolizio 2003). El noroeste de
la Mesopotamia, que representa el antiguo delt®aelna, esta cubierto principalmente
por sedimentos arenosos y arcillosos de edad Hwodel area incluye innumerables
lagunas y cuerpos de agua que son en su mayoniapentes, entre ellos el sistema de
Ibera. Hacia el noreste, se encuentran sedimerdtmcéhos a lo largo del valle del rio

Aguapey, a través del cual el Parand fluia hacidoeJruguay. Hacia el este, hay
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depdésitos arcillosos-arenosos de origen fluviostreu del Plioceno. Depdésitos
Pleistocénicos cubren la mayor parte del sur dédsopotamia (Popolizio 1970). En el
NEA confluyen las Provincias Fitogeograficas Chéagd=spinal (Dominio Chaquefo)
y Paranaense (Dominio Amazonico, Cabrera 1971; etab& Willink 1973), con
caracteres propios que dan lugar a amplios ecotorzosias de transicion en sus areas
de contacto, resultando en patrones muy diversosdabilidad floristica (Carnevalli
1994).

En este escenario, grupos de poblacione§ waera sidoidespudieron haber
quedado confinadas en los diferentes ambientedtas®s de los procesos antes
mencionados, donde se habrian fijado los haplotgatusivos alli encontrados. En
este sentido, considerando la distribucion de l#sespecies /morfotipos y de los
citotipos se ha sugerido que los morfotipos merndedg mesopotamico de las
subespeciesarneay pinnatifida, respectivamente, asi como la subespetegyrifolia
se habrian originado probablemente en esta re§idins(Neffa 2007, 2010; Solis Neffa
& Seijo com. pers.). Debido a que al suroeste ideCorriente se hallaron poblaciones
diploides del morfotipo mesopotamico, es probahle ¢p diferenciaciéon de dicho
morfotipo asi como la fijacion del haplotipo H9 ¢kisivo de este morfotipo) hubiera
ocurrido en dicha regidon. Asimismo, la distribucigestringida de los diploides del
morfotipo mercedefio de la subespeti@neaen la meseta de Mercedes sugiere que
dicho morfotipo pudo haberse originado en dich#@reglonde también se habria fijado
el haplotipo H15. El levantamiento de la mesetacet®fia y el establecimiento de los
cursos de los rios Parana y Uruguay habrian rg&tdralgunas poblaciones diploides a
los suelos arenosos del antiguo delta del rio Rattando lugar a la diferenciacion de la
subespecimtegrifoliay a la fijacion de los haplotipos H28 y H29 (hajgos derivados
del haplogrupo B), al norte de los esteros deldbEinalmente, en el noroeste de la
provincia de Corrientes y este de la provincia @ehco (Chaco Oriental) se habria
fijado el haplotipo H4 del haplogrupo D, excluside poblaciones tetraploides del
morfotipo chaquefio de la subespegienatifida El analisis de la distribucién de los
haplogrupos también revelo la existencia de una gencontacto entre los haplogrupos
D y B al noroeste del Iber4, mientras que hacisuetste del Ibera se encuentra una

zona de contacto entre los haplogrupos A, Cy D.
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En concordancia con los propuesto por Speratzal. (2007), en Uruguay
habrian existido dos importantes centros de fijadé haplotipos: la Cuchilla de Haedo
y las Serranias del Este. En la Cuchilla de Haeduwabria fijado el haplotipo ancestral
del haplogrupo B (H21). Sobre la base de la distiin de las subespecies /morfotipos
y de los citotipos, se sugirid que en dicha rega@mbién se habrian diferenciado la
subespecidolosericeay el morfotipograndensede la subespeciearnea(Solis Neffa
& Seijo com pers.). Por otra parte, en el refugeolas Serranias del Este se habrian
fijado los haplotipos del haplogrupo A hallado prpalmente en poblaciones de la
subespeciesidoides La distribucidon restringida de esta subespeciedieha region
sumado al hecho que dichas formaciones metamornfiges elevadas habrian estado
aisladas temporariamente en el pasado por lassioges marinas (Rambo 1954)
sugieren la diferenciacion en alopatria tanto deulaespecie (Solis Neffa & Seijo com
pers.) como del haplogrupo A en esa area. En Uguambién se detectaron zonas de
contacto entre haplogrupos: al sur una zona deactnentre los haplogrupos A 'y D

(Morenoet al inéd.) y al norte una zona de contacto entrédgdogrupos A, By C.

En el denominado bioma Pampa al norte de Uruguay yle Brasil (Rio Grande
do Sul), habria existido otro centro donde se habfijado los haplotipos del
haplogrupo C. El bioma Pampa es complejo y est&titoio por areas extensas de
campos, con inclusiones de bosques en las margenks rios. Los campos cubren
grandes extensiones, en un relieve suavementeamtwleh la porcion central de Rio
Grande do Sul y fuertemente ondulado en la Serr§udteste. Segun Rambo (1954)
esta area habria quedado aislada temporalmentlasamngresiones marinas. Especies
de origen andino, procedentes de la pampa uruguagegentina, penetran en Rio
Grande do Sul y alcanzan su limite mas septentrienaesta regién. La menor
variabilidad haplotipica detectada en esta regiéspecto del resto del area de
distribucion deT. sidoideses consistente con una rapida expansion del &ela d
especie en dicha region a partir de un refugio.oDgde no se han encontrado
poblaciones diploides en el haplogrupo C y queddas poblaciones de sidoideqjue
ocurren en esta region son poliploides (Solis N&ffeernandez 2001; Roggero Luque
2010) la expansion del area geogréfica de los hppkH20 y H23 hacia el norte de

Uruguay y el sur de Brasil, respectivamente, haledtado asociada a la mayor
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capacidad competitiva y/o la mayor tolerancia egickb de los poliploides respecto de

los progenitores diploides.

| MPLICANCIAS EN LA CONSERVACION DE LA BIODIVERSIDAD

La regidon comprendida en el Dominio Fitogeografi@ivaquefio es considerada
uno de los espacios silvestres mas importantes udan$erica. Asimismo, la gran
biodiversidad que presenta hace de ésta una dedgiames de mayor importancia socio
- ambiental de Sudamérica. En la actualidad, l@negs el escenario de un proceso de
fragmentacion de los habitats, de sobreexplotacidgaemplazo de ecosistemas naturales
por el avance de la frontera agricola, de desard®lredes viales, asi como del cambio
en el uso de las tierras destinadas a las tareageagarias (desmontes y conversion de
tierras de pastizales a forestales, o ganaderagieolas). Todos estos cambios y la
velocidad con que ocurren, producen una pérdidaitapte de la biodiversidad de la
region y ponen en riesgo la continuidad de los gsos que la generan y mantienen
(Brownet al.2006).

El conocimiento de la biologia evolutiva de losamgmos paso, recientemente, a
ser valorizado para la identificaciébn de areasripgidas para la conservacion que
contemplen el mantenimiento de la variabilidad tjeaéy los procesos evolutivos
(Mace & Purvis 2008). Asimismo, a través de lanntetacion de las respuestas bioticas
a los cambios paleoclimaticos y paleoecoldgicosn{€o & Kadereit 1998; Hewitt
1996, 1999), los estudios evolutivos y filogeogrddi han realizado importantes
contribuciones para identificar poblaciones con onasariabilidad genética y constatar
la existencia de unidades intraespecificas (ESOs)stificiente divergencia evolutiva
como para requerir una conservacion independiardequez & Gittleman 1998). En
este sentido, se ha sugerido que los refugios Gaies representarian reservorios de
largo plazo de la variabilidad genética de una @spe&onde la evolucion ha
desarrollado genotipos Unicos y elevados nivelesad@bilidad (Willis & Whittaker
2000).
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Por otra parte, la comprensién de la importanciative de los procesos que
estructuran la diversidad genética dentro y entoblgziones (especificamente
endogamia, flujo génico, deriva genética y seleyciasi como el andlisis de la
distribucion de las variantes genéticas en relacamel uso de la tierra y el grado en el
qgue dichas variantes ocurren en areas protegidasiep contribuir a la deteccion de
riesgos de erosion de la diversidad genética deedpecies asi como al disefio de

estrategias de conservacion efectivas (Ji & LeBeap).

En este marco, las areas de mayor diversidad éispegigenética detectadas en
esta tesis podrian representar reservorios deibiladad genética d€urnera sidoides
como de otras especies; mientras que el arco secmarstituiria un importante corredor
gue mantendria la conectividad biologica entre alicheservorios. El analisis de la
congruencia de los patrones filogeograficos y dediktribucion de las variantes
genéticas ddurnera sidoides/ de otros taxones codistribuidos en relacionteopas
de variacion ambiental y uso de la tierra a esegjenal podria, por lo tanto, contribuir
a la identificacion de areas prioritarias paradaservacion de la diversidad vegetal de la
region y realizar predicciones para el estudiotdes@species.

CONCLUSIONES GENERALES

Este trabajo constituye el primer estudio filogéfigo del complejoTurnera
sidoidesy es también el primer estudio realizado en unpge@e ampliamente

distribuida en el Dominio Fitogeografico Chaquerio.

Los valores de diversidad haplotipica y nucleotidietectados en el complejo
Turnera sidoidesugieren que, durante su historia evolutiva, laabcurrido un rapido
crecimiento poblacional a partir de una poblacidteatral con pequefio tamafio
poblacional efectivo, donde el tiempo fue sufiokergara recuperar la variacion
haplotipica pero muy corto como para una gran ataciun de diferencias en las

secuencias.
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La discordancia parcial entre los haplotipos de APNy los limites
subespecificos observada Bmrnera sidoideseria el resultado de uno o0 mas procesos

diferentes como el polimorfismo ancestral, la igtesion y la captura de cloroplastos.

El hallazgo de haplotipos exclusivos en poblaciatipides de las diferentes
subespecies y morfotipos sustenta la hipétesipoueone que la diferenciacion de las

subespecies / morfotipos del compl&jcsidoideshabria ocurrido a nivel diploide.

Los analisis de la red de haplotipos y el arbolinkerencias bayesianas
revelaron una clara division de los haplotipos @sitro haplogrupos o clados, los cuales
representan cuatro unidades evolutivas que hapdananecido estables a lo largo del
tiempo, sugiriendo la ocurrencia de extensos pesiode aislamiento entre dichos
haplogrupos eifl. sidoidesEstos resultados fueron sustentados por los idotede los

analisis demograficos.

Los resultados del AMOVA revelaron que tanto labespecies como las
regiones geograficas difieren en los niveles déabdidad genética detectada tanto a

partir del analisis de las secuencias de ADNcp cpandRAPDs.

Los valores de distancia genética entre los happmgr sustentan la hipotesis
que propone que los mismos serian linajes indepetedi que habrian permanecido

aislados durante extensos periodos de tiempo.

La falta de correlacion entre la divergencia geaéyi la distancia geografica de
las poblacioned. sidoidesrevelada por el test de Mantel, sugiere que |&aeid@n
genética en este complejo no esta distribuida loli@ate, por lo que la diferenciacion
genética actual entre las poblacionesTdesidoidesno puede ser explicada bajo un
modelo de flujo génico de aislamiento por distancia

El andlisis llevado a cabo en los morfotipos desubespeciearneaconfirmo
que los mismos difieren no sélo morfolégicament® syenéticamente entre si. El
hecho de haber encontrado haplotipos perteneciantegintos haplogrupos en ambos

morfotipos, indicaria que se trata de morfotipolfifgiicos.
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En base a la distribucién geografica de los hambsti haplogrupos y de la
variabilidad genética detectada por RAPDs se djstaron nueve regiones dentro del
area deT. sidoides Noroeste, Sierras de Cordoba, Sur, NEA, Regidn ®iande do

Sul, Uruguay Norte, Uruguay Oeste, Uruguay Sur yguay Centro y Este.

El analisis de la distribucion de las varianteségieas del complejo en relacion
a la informacion paleoambiental y biogeografica lderegion ha contribuido a la
comprension de los patrones y procesos relacionados la diversificacion del
complejo Turnera sidoidesen respuesta a los cambios climéticos del pasadia e

region.

Se proponen posibles centros de diversificacidiagion de los haplotipos para
el complejo Turnera sidoidesasociados los mismos con los mayores sistemas
orograficos en la region: Valles interandinos, Ch&woliviano y saltefio, Sierras de

Cordoba, Mesopotamia, Cuchilla de Haedo, SerratgbEste y Rio Grande do Sul.

El hallazgo del haplotipo ancestral en poblaciatipiides y poliploides d&.
sidoidesdistribuidas en las regiones mas elevadas del debaomplejo, sustenta la
hipotesis que sugiere que los diploides habriampamo un drea mas continua que la
actual a lo largo del arco formado por la Corddl€@riental y las sierras Subandinas,
Pampeanas y de la Ventana, asi como y la mesekdetedes en la Mesopotamia
(Argentina), las que habrian sido vias de migraciérias poblaciones. Asimismo, el
hallazgo de este haplotipo en poblaciones tetrdgdoide los morfotipos chaqueiio
(tanto del Chaco Oriental como del Occidental) ynpeano sustenta la hipétesis que
propone que los tetraploides, que estan distribualdo largo de la llanura Chaco-
Pampeana, habrian expandido su distribucion ar pagtilas areas de refugio hasta

alcanzar los limites actuales.

Las areas de mayor diversidad especifica y genétactadas e urnera
sidoidesrepresentarian reservorios de la variabilidad tysméle ésta como de otras
especies; mientras que el arco serrano constitwinaimportante corredor que
mantendria la conectividad bioldgica entre dicheservorios. El andlisis de la
congruencia de los patrones filogeograficos y dedikribucion de las variantes

genéticas ddurnera sidoides/ de otros taxones codistribuidos en relacionteopas
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de variacion ambiental y uso de la tierra a eseaenal podria, por lo tanto, contribuir
a la identificacion de areas prioritarias paradaservacion de la diversidad vegetal de la

region y realizar predicciones para el estudiottesaspecies.
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Anexo 1. Secuencias nucleotidicas de los 36 haplotipos ércws. Los haplotipos H1 y H2 se corresponderaaminte a
las especies empleadas como grupo extduroera fernandezii y T. melochioides respectivamente. Para informacion sobre
los demas haplotipos referirse a la tabla 9. Unaramse indican los sitios nucleotidicos polima@sicEl — indica uindel, el
punto indica una base igual a la del H1, las distitetras indican sustituciones. Hap. = haplotipo
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Anexo 1 Continuacion.

Sitios nucleotidicos
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Anexo 1 Continuacion.
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Sitios nucleotidicos
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Anexo 1 Continuacion
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Anexo 1 Continuacion.

Sitios nucleotidicos
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Anexol Continuacion
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Sitios nucleotidicos
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Anexo 1 Continuacion
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