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RESUMEN

Los ambientes heterogéneos presentan caracteristicas climaticas, topogréficas y
edaficas que varian en tiempo y espacio favoreciendo la formacion de gradientes clinales.
Estos generan presiones de seleccion diferenciales sobre las poblaciones de las especies
que los habitan. De esta forma se promueven adaptaciones locales y variacion genética
clinal. Una de las regiones que presenta una gran heterogeneidad ambiental, con
variaciones latitudinales, altitudinales y un marcado gradiente de precipitacion es la
Patagonia Argentina. Especificamente en Patagonia Norte se conjugan una gran
heterogeneidad ambiental, signada por eventos paleogeograficos y paleoclimaticos del
pasado, con una alta presion de pastoreo histérica que imponen fuertes presiones de
seleccidn sobre las especies de los pastizales. La mayor superficie de esta region esta
ocupada por pastizales naturales, que son el principal recurso forrajero para el ganado
domeéstico y estan en gran parte dominados por poaceas. Una especie forrajera clave es
Festuca pallescens (St. Yves) Parodi, que se destaca por su amplia distribucion e
importancia forrajera. La desertificacion es un proceso de deterioro de estos pastizales,
que ha afectado su capacidad productiva, situacion agravada por la vulnerabilidad frente
a los nuevos escenarios de cambio climatico. La domesticacion para el cultivo de especies
forrajeras nativas permitiria la mejora de la productividad y la recuperacion de pastizales
con ciertos niveles de degradacion, para lo cual se requiere conocimiento de su variacion
genética y eco-fisioldgica. En esta Tesis Doctoral, mediante un abordaje interdisciplinario
se evalué la variacion genética y eco-fisioldgica de poblaciones de F. pallescens
distribuidas a lo largo de un gradiente de precipitacion y a dos altitudes, con el fin de
conocer su potencial adaptativo y generar conocimientos basicos para su domesticacion.

Por un lado, (i) se evalud la variacion genética neutral y su estructuracion espacial
entre poblaciones de F. pallescens distribuidas a lo largo del gradiente pluviométrico, y
contemplando diferentes ambientes, mediante la utilizacion de marcadores moleculares
microsatélites. Se encontraron niveles altos de diversidad genética y flujo génico entre la
mayoria de las poblaciones. Tres de las poblaciones fueron genéticamente muy distintas
al resto, por lo que se profundizé su estudio mediante analisis filogenéticos moleculares,
identificandose un ecotipo de Festuca sp similar a F. argentina en la Meseta de
Somuncura producto de una posible hibridacion ancestral. Por otro lado, (ii) se analizé la
variacion intra-especifica en los requerimientos para la germinacién de las poblaciones
de la especie bajo estudio a través de modelos umbrales de tiempo térmico y de tiempo
hidrico. Se estimaron los parametros fisiolégicos que determinan la germinacion de
semillas de diferentes poblaciones de F. pallescens encontrandose que los requerimientos
de tiempos térmicos e hidricos para la germinacion varian a lo largo del gradiente
pluviométrico. Esta variacion sugiere que las poblaciones presentan adaptaciones locales
a los lugares en donde se desarrollan, necesitando acumular mas temperatura (°/dias) y
méas humedad (MPa/dia) las poblaciones ubicadas en el sector este. El Gltimo enfoque (iii)
fue la deteccion de diferencias genéticas entre poblaciones de la especie en caracteres
morfo-fisiologicos de importancia adaptativa en ensayos de ambiente comun.
Conjuntamente, se evalud la respuesta de poblaciones de F. pallescens provenientes de
ambientes con precipitaciones medias anuales contrastantes frente a diferentes niveles de
disponibilidad de agua. Se encontrd0 que las poblaciones provenientes de distintos
ambientes (del gradiente a diferentes altitudes), presentaron diferencias significativas en
algunos de los caracteres morfoldgicos analizados (produccion de macollos, produccién
de hojas y elongacién foliar), por lo que se asume que esas diferencias son genéticas y
existirian adaptaciones locales. Algunas de estas diferencias genéticas se asociarian a la
capacidad de respuesta de las poblaciones frente al déficit hidrico. La distribucion de la
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biomasa (biomasa aérea/biomasa radicular) no presentd diferencias significativas entre
las poblaciones, pudiendo ser un caracter plastico. Se diferenciaron dos estrategias entre
las poblaciones analizadas: las poblaciones de ambientes himedos tendrian menor
produccién de macollos y hojas y mayor elongacion foliar; mientras que lo opuesto se
observa entre las poblaciones de los ambientes mas secos de este estudio. Ademas, el
ecotipo de Somuncura resulté mas conservador y mostré mejor eficiencia en el uso del
agua.

Los conocimientos generados en esta Tesis Doctoral, permitieron identificar
adaptaciones locales asociadas a variaciones ambientales tanto a gran escala (i.e. Areas
ecologicas) como a escalas espaciales menores (micro-ambiente). Se genero
conocimiento de base para delinear programas de domesticacion y mejoramiento de esta
especie, asi como disparadores de nuevas inquietudes sobre la existencia de ecotipos en
Patagonia Norte. Algunas de estas poblaciones fueron seleccionadas para continuar
estudios relacionados con la domesticacion a futuro de la especie.

14



ABSTRACT

Environmental heterogeneity due to temporal and spatial variation in climatic,
topographic and edaphic features, favours the settlement of gradients. Along these
gradients, natural selection exerts strong and differential pressures on populations leading
to local adaptations and clinal genetic variation. The highly heterogeneous environment
that characterize North Patagonia in adittion to paleogeographic and paleoclimatic events,
and more than a century of overgrazing, impose strong selection pressures on grass
species of natural rangelands. North Patagonian region is characterized by natural
rangelands, which constitute the main forage resource for domestic livestock and are
largely dominated by poaceae. A key species of these ecosystems is Festuca pallescens
(St. Yves) Parodi, which has a wide distribution and forage importance. Desertification
Is a process of deterioration of these rangelands, which has affected their productive
capacity, increasing its vulnerability to new scenarios of climate change. The
domestication of this native forage species would allow the improvement of productivity
and the recovery of degraded rangelands. For this, genetic and eco-physiological
knowledge is needed. In this Doctoral Thesis, through an interdisciplinary approach, the
genetic and eco-physiological variation of populations of F. pallescens was evaluated.
Populations were distributed along the precipitation gradient and at two altitudes, in order
to study their adaptive potential.

First, (i) the neutral genetic variation and its spatial structure were evaluated in F.
pallescens populations distributed along different environments of the rainfall gradient
using microsatellite molecular markers. High levels of genetic diversity and gene flow
were found among populations. Outstanding differences were detected in hree
populations, so their study was deepened by molecular phylogenetic analyses. In two of
these populations located at the Somuncura plateau, an ecotype of Festuca sp similar to
F. argentina was identified probably originated by an ancestral hybridization. Secondly,
(ii) the intra-specific variation in germination using thermal time and hydro-time models
was evaluated. The physiological parameters for seed germination in the different
populations of F. pallescens were estimated. Thermal time and hydro-time varied
between populations along the rainfall gradient. This variation suggests the existence of
local adaptations, with populations at eastern and driest conditions requiring the
accumulation of more temperature (° / days) and more water (MPa / day) to germinate.
Finally, (iii) genetic differences among populations in morpho-physiological characters
of adaptive importance were tested in a common garden. The response of F. pallescens
populations from contrasting annual mean rainfall environments was evaluated under
different levels of water availability. Significant differences in some of the morphological
characters (such as bunch and leaf production, leaf elongation) were observed. These
differences can be assumed as having a genetic base suggesting the existence of local
adaptations. Some of these traits would be associated with responses to water deficit. The
distribution of biomass (aerial biomass / root biomass) did not show significant
differences between populations and could be plastic. Two strategies were observed
among the analysed populations: populations from the west (Cordillera and Pre-
cordillera) would have lower bunch and leaf production than those from the east (Sierras
and Mesetas Occidentales). Besides, the ecotype was more conservative and showed a
higher water use efficiency.

The knowledge generated in this Doctoral Thesis allowed the identification of
local adaptations associated with environmental variation both on large (i.e. Ecological
Areas) and smaller (micro-environments) spatial scales. Basic knowledge was generated

15



for the delineation of domestication and breeding programs of this species, as well as new
questions about the existence of ecotypes in North Patagonia. Selected populations are
currently under study to pursue the domestication program.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

1. PLANTEO DEL PROBLEMA

Los ambientes heterogéneos presentan caracteristicas climaticas, topogréficas y
edéficas que varian en tiempo y espacio generando distintos efectos en las poblaciones
naturales que los habitan. La variabilidad temporal, interaccionando con las diversas
escalas espaciales, ha modulado la dinamica de la vegetacion, determinando las
caracteristicas ecofisiologicas de las poblaciones vegetales de diferentes ecosistemas
(Whitford 2002; Schwinning & Sala 2004). A escala regional, esta heterogeneidad
ambiental favorece la formacién de gradientes clinales (Woods et al. 2012) asociados
principalmente a factores como la precipitacion y la temperatura (Chapin et al. 1993;
Jump et al. 2009). De esta forma, se generan presiones de seleccién diferenciales sobre
las poblaciones de las especies que se distribuyen a lo largo de dichos gradientes
geogréficos (Woods et al. 2012), promoviendo adaptaciones locales y variacion genética
clinal (Whitford 2002; Tyukmaeva et al. 2011). Sin embargo, la plasticidad fenotipica
también puede generar una variacion clinal en ambientes heterogéneos que cambian

gradualmente, enmascarando la variacion con base genética (Wood et al. 2012).

En la region patagdnica, los ambientes heterogéneos se asocian principalmente a
variables geomorfoldgicas, edafoldgicas y climaticas (Jobbagy et al. 1996; Collantes et
al. 1999; Godagnone & Bran 2009). Especificamente, en Patagonia Norte se distinguen
dos gradientes ambientales principales: el pluviométrico generado por la sombra de
[luvias que impone la Cordillera de los Andes, v el altitudinal asociado a las formas del
relieve (Oesterheld et al. 1998). En el primero, la disminucion de precipitaciones es
extremadamente marcada, variando en solo 200 km desde mas de 3000 mm en el oeste
en el limite con Chile a menos de 250 mm en la estepa patagonica, con la consecuente
influencia sobre la vegetacion acompafante (Leon et al. 1998; Godagnone & Bran 2009).
A lo largo de estos gradientes, la dinamica poblacional de las especies es modelada por
cambios ambientales y antropogénicos, tanto actuales como historicos, por su historia

demografica y por procesos microevolutivos (Reid et al. 2005; Jump et al. 2005, 2009;
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Holderegger et al. 2012; Iglesias et al. 2013, 2014; Reynolds et al. 2016). Las oscilaciones
climéticas del Pleistoceno y los eventos orogénicos del Plioceno/Mioceno han dado forma
a la diversidad y distribucion actual de las especies en América del Sur (Turcheto-Zolet
etal. 2013), modelando gran parte del rango de distribucion y composicién de las especies
vegetales en Patagonia (lglesias et al. 2013, 2014). La gran heterogeneidad ambiental
bidtica y abiotica que caracteriza a esta region, sumado a una alta presion de pastoreo
historica (Oesterheld et al. 1998) imponen fuertes presiones de seleccion sobre las
especies que habitan en estos ecosistemas. En un contexto en el cual el cambio climétio
profundizaria las presiones de seleccion, las poblaciones podran adaptarse a los cambios
ambientales (e.g. temperatura y precipitaciones) y antropogénicos (e.g. sobrepastoreo del
ganado) si poseen suficiente diversidad genética y tamafio efectivo (Reed & Frankam
2002; Jump et al. 2008).

Los pastizales naturales de Patagonia Norte son el principal recurso forrajero para
el ganado domeéstico, principal actividad agropecuaria de la region (Ledn & Aguilar 1985;
AEFP 2004) y sustento de una gran parte de la poblacion rural (Easdale 2015). La
ganaderia extensiva (bovina, ovina, caprina y de camélidos) es una de las actividades mas
importantes en esta regidn. Para su desarrollo, se requiere cada vez con mas frecuencia la
suplementacion con forraje a los animales al finalizar el invierno. Esto se debe a la falta
de forraje en el periodo invernal y coincide a su vez, con el aumento de los requerimientos
en el ultimo tercio de gestacion de los animales. La desertificacion afecta a méas de un
tercio del territorio patagonico, lo cual sumado a suelos con poca estructura y suceptibles
aerosion, ha ido deteriorando los pastizales naturales y su capacidad productiva (del Valle
et al. 1998). Esta situacion se ve ain méas agravada por la vulnerabilidad de estos sistemas
frente a cambios en precipitacion y temperatura (Barros & Camilloni 2016). El potencial
adaptativo de los organismos a estos nuevos ambientes o contextos futuros dependera
tanto de factores ecoldgicos como de atributos genéticos intrinsecos (Woods et al. 2012).
Detectar la variacion genética adaptativa en respuesta a gradientes ambientales permite
comprender la potencialidad evolutiva de los organismos ante perturbaciones climaticas

puntuales y/o cambios acelerados en el paisaje (Hoffman & Willi 2008).

El manejo sustentable de los pastizales naturales aridos, semiaridos y sub-
himedos tiene como principal objetivo prevenir el avance de la desertificacion (informe
COP de desertificacion 2009). Para esto es necesario generar conocimiento y tecnologias

que permitan recuperar los ecosistemas degradados, como asi también aumentar su
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productividad forrajera. En este contexto es fundamental realizar estudios que integren
aspectos genéticos, ecoldgicos y fisioldgicos permitiendo caracterizar el potencial
adaptativo de las especies nativas capaces de sobrevivir y prosperar en diversas
condiciones ambientales. La domesticacion para el cultivo de especies forrajeras nativas
permitiria la mejora de la productividad y la recuperacion de pastizales con ciertos niveles
de degradacion. Llegar a domesticar una especia forrajera nativa requiere conocimiento

de su variacion genética y ecofisioldgica.

Festuca pallescens (St. Yves) Parodi es una especie forrajera de importancia para
la produccion ganadera en regiones aridas y semi-aridas de Patagonia, que se distrubuye
en una gran diversidad de ambientes a lo largo de los principales gradientes ambientales
de la Patagonia. Sus pastizales se ubican en areas topogréaficas que por su exposicion o
altura poseen balances hidricos favorables para su desarrollo (Bertiller 1990; Bertiller et
al. 1990; Leon et al. 1998). En Patagonia Norte, la abundancia de estos pastizales
disminuye considerablemente desde la Cordillera de los Andes hacia el este de la
provincia de Rio Negro, haciéndose nuevamente abundantes en las zonas mas elevadas
de la Meseta de Somuncura, donde las condiciones ambientales vuelven a ser favorables
para la especie (Leon et al. 1998; Godagnone & Bran 2009). La especie posee un alto
grado de plasticidad que le permite colonizar diversos ambientes (Oliva et al. 2011),
aungue se desconoce si es solo plasticidad fenotipica o existe también adaptacion local.

En esta Tesis Doctoral se evaluara la variacion genética y ecofisiolégica de
poblaciones de F. pallescens distribuidas a lo largo de un gradiente de precipitacion y a
dos altitudes, con el fin de conocer su potencial adaptativo y generar conocimientos
basicos para su domesticacion. Se aportan los primeros estudios de (i) diversidad genética
de la especie abordados con marcadores moleculares neutros, (ii) variaciones en las
respuestas a cambios en la temperatura y disponibilidad hidrica en la germinacion
mediante modelos umbrales y (iii) desempefio frente al déficit hidrico de poblaciones de

diferentes procedencias en ensayos de ambiente comun.

2. MARCO CONCEPTUAL

2.1. Ambientes heterogéneos y su impacto sobre la vegetacion:

La heterogeneidad ambiental resulta de la variacion espacial y temporal de

factores abioticos teniendo una fuerte incidencia en el patron de distribucién y abundancia
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de las especies (Stewart et al. 2000). La variabilidad espacio-temporal de la temperatura,
precipitacion, disponibilidad de agua en suelo y/o evapotranspiracion, favorecen la
formacion de gradientes clinales (Chapin et al. 1993; Garreaud et al. 2009; Jump et al.
2009). La interaccion entre la heterogeneidad y los gradientes ambientales modula los
patrones de distribucion y abundancia de las especies vegetales (Pumilo 1988; Leon et al.
1998; Oesterheld et al. 1998) e influye en su establecimiento, desarrollo, reproduccion y
sobrevivencia (Santibafiez-Andrade et al. 2009). Las poblaciones de especies que se
distribuyen a lo largo de estos gradientes pueden experimentar presiones de seleccién
diferenciales (Woods et al. 2012), promoviéndose adaptaciones locales y variacion
genética clinal (Whitford 2002; Tyukmaeva et al. 2011; Maluleke et al. 2017).

En especies con amplios rangos de distribucion, la diferenciacion genética entre
poblaciones en general aumenta desde el centro del area de distribucion geogréfica de la
especie hacia la periferia (Eckert et al. 2008). En los limites de su distribucién geogréfica,
las poblaciones suelen ser mas pequefias y mas fragmentadas (Brown et al. 1995; Thomas
& Kunin 1999; Bridle & Vines 2007), acentuandose los efectos de la deriva genética y la
endogamia. En general, estos limites se establecen por la incapacidad de las poblaciones
periféricas para adaptarse a ambientes mas alla del su rango actual (Pfennig et al. 2016),
donde las condiciones ya no son adecuadas para su desarrollo (Hold 2000). Estas
poblaciones pueden (i) quedar aisladas de las poblaciones centrales o seguir conectadas
mediante flujo génico (Bridle & Vines 2007), (ii) experimentar procesos de hibridacion
y especiacion (Thompson et al. 2010) los cuales generen mayor variabilidad genética
mediante la creacion de nuevas combinaciones génicas mejor adaptadas al ambiente
(Johansen-Morris & Latta 2008); o (iii) promover la expresion de variabilidad fenotipica

debido a la constante exposicidn a condiciones estresantes (Hoffmann & Hercus 2000).

La existencia de variacion genética es un factor determinante en el rango de
distribucion geogréfico y ecoldgico de las especies vegetales (Huennenke 1991). El
mantenimiento de niveles altos de variacion genética le proporciona a las poblaciones la
potencialidad de adaptacion ante modificaciones en su ambiente (Jump et al. 2008). Por
el contrario, la pérdida de diversidad genética, ya sea neutral o adaptativa, esta
relacionada con el aumento del riesgo de extincion en las poblaciones naturales
(Kahilainen et al. 2015). Las especies vegetales con amplios rangos de distribucion se
enfrentan a cambios geograficos y ecoldgicos que influyen en la distribucion de la

diversidad genetica de sus poblaciones. Asociado a ésto las poblaciones de estas especies
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presentan gran variacion fenotipica que puede atribuirse a (i) plasticidad fenotipica; (ii)
cambios genéticos a lo largo del rango de distribucién y/o a diferentes altitudes; o (iii)
ambas (Jain 1979).

2.2.Respuesta de las especies vegetales a los cambios en el ambiente

Los organismos sésiles, como las plantas, pueden responder a cambios climaticos
0 variaciones ambientales in situ, principalmente mediante dos mecanismos: la
plasticidad fenotipica y las adaptaciones genéticas locales, aunque también puede darse
una combinacion de ambos (Jump et al. 2005; Charmantier et al. 2008; Woods et al. 2009,
2012). La plasticidad fenotipica es la expresion diferencial de un mismo genotipo en
respuesta al ambiente (Scheiner et al. 1993; Zhivotovsky et al. 1996), mientras que la
adaptacion es un proceso lento que involucra la acumulacion de cambios genéticos en
una poblacién producto de la presion que el ambiente ejerce sobre la misma (Price et al.
2003). La plasticidad fenotipica puede involucrar cambios a nivel morfoldgico,
fisioldgico, e incluso comportamental (Piuglici 2001; Aubin-Horth & Renn 2009). Sin
embargo, estos cambios son reversibles y no se asocian a modificaciones a nivel genético
(Scheiner et al. 1993; Zhivotovsky et al. 1996).

Cada mecanismo actla a diferentes escalas, la plasticidad fenotipica permite
responder a cambios ambientales a corto plazo, mientras que los cambios genéticos estan
asociados a la adaptacion de las especies frente a modificaciones en el ambiente a través
de varias generaciones (Gienapp et al. 2008; Hendry et al. 2008; Hansen et al. 2012).
Tradicionalmente, la plasticidad fenotipica se relacion6 con la capacidad de
sobrevivencia de una poblacién (Via & Lande 1985; Via & Conner 1995), dado que puede
presentarse como un mecanismo rapido de respuesta inicial frente a un cambio ambiental
en una generacion (Falluor-Rubio et al. 2009), facilitando una subsecuente adaptacién
genética local (Hansen et al. 2012). Sin embargo, algunos trabajos han planteado la
existencia de variacion genética asociada a la plasticidad fenotipica, la cual es heredable
y puede estar sujeta a seleccion (Nussey et al. 2005). Incluso un atributo de caracter
plastico puede convertirse en un atributo adaptativo (Pigliucci 2001; Price et al. 2003;
Aubin-Horth & Renn 2009), por lo que, la plasticidad fenotipica puede en ciertas
circunstancias, ser adaptativa (Falluor-Rubio et al. 2009). Una de las formas de discernir

entre una adaptacion local y una respuesta pléstica, es la utilizacion de ensayos de
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ambiente comun en laboratorio (o invernaculos). De esta forma, si la divergencia
fenotipica se mantiene en las poblaciones experimentales (poblaciones de individuos
tomadas de diferentes ambientes) en condiciones ambientales comunes, se puede
corroborar que la plasticidad tiene bases genéticas (White et al. 2007; Ballentine &
Greenberg 2010).

La adaptacion de las plantas a cambios drésticos depende de varios factores. Si
bien la regeneracion vegetativa es el principal mecanismo de reproduccidn en poéceas, la
reproduccion sexual juega un rol fundamental en la restauracion luego de disturbios
ambientales (Romo et al. 1991), siendo esencial como fuente de variabilidad genética.
Especificamente, la germinacion es una de las etapas critica en el ciclo de vida que afecta
al establecimiento de nuevos individuos (Pendleton & Meyer 2004; Donahue et al. 2005).
La germinacion es modulada tanto por factores genéticos como ambientales siendo
temperatura y disponibilidad hidrica dos factores ambientales clave (Lacey 1996; Murray
et al. 2004). La variacion en la germinacién de numerosas especies estd asociada al
habitat, reflejando la existencia de adaptaciones locales (Basking & Baskin, 1998). La
germinacion bajo situaciones de estrés hidrico y térmico puede evaluarse mediante
modelos de tiempo térmico (Garcia-Huidobro et al. 1982) y de hidrotiempo (Bradford
1995), los cuales permiten obtener coeficientes asociados a las respuestas germinativas
de las plantas en condiciones de campo potenciales (Herdegree et al. 2003).

Por otro lado, cambios drasticos en el ambiente pueden promover diferencias
fenoldgicas y, en ultima instancia, aislamiento genético por limitaciones al flujo génico.
El flujo génico es un componente principal de la estructura poblacional dado que
determina hasta qué punto cada poblacién local de una especie es una unidad evolutiva
independiente (Slatkin 1994). Asimismo, mantiene la variabilidad genética de
poblaciones pequefas a largo plazo (Hanski 1994; Etienne & Heesterbeek 2000; Mora et
al. 2010) y disminuye el grado de aislamiento genético entre poblaciones semi-aisladas
(Peacock et al. 1997). El flujo génico puede favorecer la adaptacion local mediante la
incorporacion de alelos beneficiosos (“migracion adaptativa”) (Holderegget et al. 2012)
0 desfavorecerla debido a su efecto homogeneizador (Kawecki & Ebert 2004). Sin
embargo, el aislamiento genético puede persistir incluso en presencia de flujo génico,
conduciendo hacia un proceso de especiacion ecologica, ademas de promover la
diferenciacion genética tanto en caracteres adaptativos (ej. morfologicos y fisioldgicos),

como en marcadores moleculares selectivamente neutros (Andrew et al. 2012). En este
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caso, los marcadores microsatélites permiten evaluar la variabilidad genética neutral y
abordar los procesos evolutivos que ocurren dentro del paisaje (Holderegger et al. 2006),
mientras que la capacidad adaptativa de las poblaciones puede evaluarse a partir de la

diferenciacion genética en caracteres adaptativos.

2.3.Efecto de la heterogeneidad ambiental sobre la vegetacion de la Patagonia

La interaccion de los procesos microevolutivos con las caracteristicas del paisaje
definen en gran medida la distribucién de la diversidad genética de las poblaciones de
especies vegetales a diferentes escalas espaciales y temporales (Sork & Smouse 2005;
Odduo-Muratorio et al. 2010). En consecuencia, los ambientes con gran heterogeneidad
ambiental, promueven cambios genéticos a diferentes escalas espacio-temporales
(Anderson et al. 2010). Una de las regiones geograficas que presenta una gran
heterogeneidad ambiental es la Patagonia Argentina (Schlesinger et al. 1990; Godagnone
& Bran 2009). Especificamente, en Patagonia Norte existe un marcado gradiente de
precipitaciones generado por lluvias orograficas desde la Cordillera de los Andes (desde
el oeste hacia el este), como asi también, presenta una geomorfologia y relieve muy
heterogéneo, con una organizacion jerarquica desde grandes paisajes (ej. Sierras y
Mesetas) hasta unidades de paisaje (ej. mallines) (Godagnone & Bran 2009). Todo esto
genera una distribucion espacial muy heterogénea de los recursos del suelo (agua y
nutrientes) y por ende del recurso forrajero (Ledn et al. 1998; Godagnone & Bran 2009).
Asimsimo, la regidn se caracteriza por la ocurrencia de eventos climéticos estocasticos
cada vez mas frecuentes (Barros & Camillioni 2016) que se expresan como periodos
himedos y secos (L6pez 2011). Este tipo de variabilidad temporal, interaccionando con
las diversas escalas espaciales, modulan la dinamica de la vegetacion, determinando las
caracteristicas ecofisioldgicas de las poblaciones vegetales de los diferentes ecosistemas
(Whitford 2002; Schwinning & Sala 2004).

En un contexto de cambio climatico, las regiones aridas y semiaridas afectadas
por el avance de la desertificacion, son los sistemas mas susceptibles al efecto de un
aumento de fluctuaciones climaticas (Zarate & Tripaldi 2012). El 70% de las tierras aridas
y semidridas en Argentina se localizan en Patagonia (LUDEPA-SME 1995), cuya aridez
se ve profundizada por un gran avance de la desertificacion (35% de la superficie con un
grado medio a grave y 32% con grado grave a muy grave) (del Valle et al. 1998). La
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mayoria de los modelos de cambio climatico predicen que para los préximos afios, habra
un incremento en la temperatura media, alteraciones en las precipitaciones y un aumento
en la frecuencia de eventos extremos, tales como sequias y afios hiumedos (Schwinning
& Sala 2004; IPCC 2014). Estos cambios podrian alterar el gradiente pluviométrico que
caracteriza a la Patagonia profundizando adn mas el déficit hidrico, afectando

significativamente a la biota de sus ecosistemas.

En regiones con gran heterogeneidad espacio-temporal, como Patagonia Norte, en
interaccion con el cambio climatico y la desertificacion, las especies nativas de los
pastizales podran presentar respuestas plasticas, migrar a sitios mas favorables, adaptarse
in situ en las sucesivas generaciones o extinguirse localmente (Fallour-Rubio et al. 2008).
Las especies perennes y longevas, como muchas poaceas, presentan mayor dificultad para
ajustarse a los cambios ambientales rapidos (Chapin 1993). Morelo (2012) planted que
en poaceas perennes provenientes de ambientes secos, como por ejemplo Poa ligularis y
F. pallescens en Patagonia, la plasticidad fenotipica se asocia a atributos relacionados con
el crecimiento vegetativo; mientras que otros atributos funcionales relacionados con
estrés hidrico y defensa contra herbivoros estarian asociados a caracteres adaptativos.
Gonzalo-Turpin & Hazard (2009) reportaron para Festuca eskia que la mayoria de los
atributos funcionales y reproductivos encontrados en poblaciones ubicadas a lo largo de
un gradiente altitudinal eran caracteres adaptativos. Por lo tanto, demostraron la
existencia de adaptacion local, a pesar de existir flujo génico entre las poblaciones de la

especie.

Los pastizales de Patagonia Norte estan en gran parte dominados por poaceas, que
constituyen una familia muy importante por el valor forrajero en la produccién pecuaria
(Correa 1978). Por ello resulta de suma importancia para la produccién regional iniciar
estudios que aporten conocimientos genético-ecofisioldgicos necesarios para el uso y
conservaciéon de dichas especies. Este conocimiento permitira disefiar programas de
domesticacion y mejoramiento que promuevan la adaptacion de especies forrajeras
nativas, capaces de sobrevivir y prosperar en diversas condiciones climaticas. De esta
forma se proveeran herramientas cientifico-tecnoldgicas para la conservacion de
pastizales naturales y/o para restaurar ecosistemas degradados, mejorando la capacidad
de los mismos para responder y adaptarse frente a futuros cambios, y para mantener la
capacidad de proveer bienes y servicios (AEFP, 2011; Convention on Biological

Diversity, 2008; Drylandscience for Development Consortium, 2009).
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3. LA REGION DE ESTUDIO Y SUS CARACTERISTICAS

La Patagonia es una extensa region ubicada al sur de la Republica Argentina, con
una superficie estimada en 700.000 km2, se extiende aproximadamente desde los 36° a
los 55° S, incluyendo la Cordillera de los Andes, las mesetas, planicies y serranias
comprendidas entre los Andes y el Océano Pacifico (Leon et al. 1998). El clima de la
region estd determinado por las masas de aire provenientes del Océano Pacifico, que
producen los fuertes vientos de direccion O-E y modulan el régimen de precipitaciones
durante el periodo estival, condicionado a su vez, por la sombra de lluvias orograficas
impuesta por la Cordillera de los Andes (Paruelo et al. 1998). Los suelos de la estepa
patagénica presentan caracteristicas asociadas a la condiciones de aridez donde se
desarrollaron, presentando notables diferencias en los niveles de salinidad y humedad en
los horizontes mas superficiales (del Valle et al. 1998). En sintesis, la gran variabilidad
climatica espacio-temporal que caracateriza a la Patagonia se materializa en dos
gradientes principales: uno oeste-este de precipitaciones decrecientes, particularmente
muy humedo en el sector de la cordillera; y otro noreste-sudoeste de temperatura

decreciente, fundamentalmente ligado a la latitud y altitud.

Los patrones climaticos generales mencionados condicionan fuertemente el
desarrollo de la vegetacion, generando una variedad muy grande de biomas y ecosistemas
asociados (Oesterheld et al. 1998). En este sentido, tres provincias fitogeograficas definen
a la region: la Subantartica, la Patagénica y el Monte, cada una de ellas asociada a una
gran diversidad fisonémica (Oesterheld et al. 1998, Ledn et al. 1998). El &rea de estudio
de esta tesis se encuentra dentro de las dos primeras provincias fitogeogréaficas. La Region
Subantartica ocupa una franja relativamente angosta y comprende selvas, bosques
caducifolios, y matorrales con estepas en mosaico (Ledn et al. 1998). La Provincia
Patagonica abarca la parte occidental de Neuquén y Rio Negro, gran parte de Chubut, casi
toda Santa Cruz y el N. de Tierra del Fuego. Se caracteriza por su vegetacion desértica y
semidesértica y la principal actividad es la ganaderia ovina. La fisonomia predominante
es la estepa arbustiva-graminosa, con un gran nimero de endemismos y especies con

adaptaciones a ambientes aridos (Soriano et al. 1983; Correa 1998; Le0n et al. 1998).

Asociada geograficamente tanto a la region Patagonica como al Monte, se

encuentra la Meseta de Somuncura de 1200 m s.n.m. en la altiplanicie (Le6n et al. 1998),
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que ha sido ampliamente reconocida como una isla biogeograifca con presencia de
endemismos, e.g. Somuncuria Lynch y Atelognathus reberverii Cei (Telmatobiinae,
Amphibia), Gymnocharacinus Steindachner (Characidae, Pisces) (Cei 1969; Lynch 1978;
Menni & Gomez 1995; Muzon 1997; Muzon & Ellenrieder 1999; Spinelli & Muzon
2000), Conyza magnimontana Cabrera, Grindelia pygmaea Cabrera, Grindelia
coronensis, Senecio megaoreinus Zardini, Senecio mustersii Speg. var. dentatus Cabrera
(Asteraceae), Adesmia serrana M. N. Correa (Fabaceae) y Lecanophora ruiz-leali
Krapov. (Malvaceae) (Bartoli & Torrosa 2003). A pesar de situarse en un area arida o
semi-arida de escasas precipitaciones, presenta algunas caracteristicas similares al distrito
subandino de la Provincia Patagonica, como la presencia de estepas graminosas de F.
pallescens (Leon et al. 1998). Ademas, conforma una unidad geomorfoldgica de
naturaleza volcéanica con geoformas como las mesetas y las sierras volcanicas que se

desarrollan en las provincias de Rio Negro y Chubut (Muzon et al. 2005).

La geomorfologia de la region fue modelada fuertemente por actividad volcénica,
glaciaciones, levantamiento de cordones montafiosos y modificaciones en los sistemas de
drenaje en Sudamérica (revision Turchetto-Zoler et al. 2013) y en la region Patagonica
(Ruzzante et al. 2006; Marchelli & Gallo 2006, Morando et al. 2007; Azpilicueta et al.
2009; Jackob et al. 2009; Mathiasen & Premoli 2010; Cosacov et at. 2010; Breitman et
al. 2011; Sersic et al. 2011). Se destacan eventos como los movimientos tectonicos que
generaron el levantamiento de la Cordillera de los Andes durante el Mioceno (15-10 Ma)
(Uliana & Biddle 1988; Corbella & Lara 2008; Ramos & Ghiglione 2008) y la formacion
de la Meseta Patagonica durante el Paleozoico inferior en el ciclo Famatiniano (Ramos et
al. 1999), los paisajes glaciarios producto de la “Gran Glaciacion Patagénica” que
comenz6 en el Mioceno Tardio, el Plioceno hasta el Pleistoceno donde los glaciares
cubrieron gran parte de la Patagonia (Flint & Fidalgo 1969; Rabassa et al. 2005), y los
materiales parentales mas importantes de los suelos patagénicos, detritos glaciarios y
materiales volcéanicos (Paruelo et al. 1998). Ademas, los cambios en los regimenes de las
precipitaciones del Pleistoceno modularon la dindmica poblacional y la diversidad
genética de especies vegetales en la estepa patagénica (Cosavov et al. 2010, 2012). Entre
los 39°y 43° S (Flint & Fidalgo 1964; 1969) los glaciares pleistocénicos de tipo “valle”
avanzaron en forma irregular desplazando la vegetacion a zonas libres de hielo (Refugios
glaciarios) (Markgraf et al. 1995; Villagran et al. 1991). Por otra parte, durante el

Oligoceno y el Mioceno, las zonas meridionales (38°- 43° S) fueron invadidas por
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transgresiones marinas del Océano Atlantico (Ramos 1982; Premoli et al. 2011) y del
Pacifico, estas Ultimas continuaron desde el Oligoceno hasta el Mioceno (Bechis et al.
2011).

4. LA ESPECIE OBJETO DE ESTUDIO

La familia Poaceae comprende 206 géneros y 1523 especies distribuidas en 10
subfamilias diferentes en América del Sur austral (Biganzoli & Zuloaga 2015) con una
amplia distribucion geografica en Patagonia. Muchas de estas poaceas son cespitosas y
forman matas, que se conocen también con el nombre local de coirones (Correa, 1978).
En general, en los suelos arenosos poco profundos, predominan estepas de coiron duro
(Pappostipa speciosa var. speciosa), mientras que en suelos méas profundos, prevalecen
estepas de coiron blanco o coirdn dulce (F. pallescens), acompafiada por la cebadilla
patagonica (Bromus setifolius) y la cebada patagdnica (Hordeun comosum), entre otras.
Por otro lado, es habitual encontrar en lugares himedos y salitrosos, un dominio de
mallines con pastos salados (Distichlis scoparia, D. spicata y D. australis) (Correa,
1978).

Festuca pallescens es una especie nativa de gran valor forrajero que presenta
crecimiento primavero—estival, de fecundacién cruzada, con gran produccion de cafas
florales, asi como de semillas con elevado valor cultural y sin dormicién (Soriano 1960;
Coronato & Bertiller 1997; Defossé et al. 1997). Cabe destacar que en gramineas el fruto
es una cariopsis, es decir, la semilla se suelda intimamente al pericarpo (Nicora 1978). La
cariopsis se encuentra protegida por dos glumelas, la lema y la palea, constituyendo el
antecio. Por lo tanto, se utilizara el termino “semilla” haciendo referencia al antecio.
Asimismo, F. pallescens es una especie con participacion destacada (superior al 20%) en
la dieta de ovinos, bovinos y caprinos dado que es altamente palatable y con relativamente
elevada productividad (Pelliza Sbriller et al. 1984, Bonvissuto et al. 2008). Si bien posee
valores proteicos de sus hojas son bajos (entre 4 y 6%), la digestibilidad de la materia
seca supera el 60% en la época primavero-estival y permanece el resto del afio por encima
del 50% (Somlo et al. 1985). Se distribuye en una gran diversidad de ambientes y crece
en diferentes tipos de suelos y en diferentes areas ecologicas de Patagonia (Bertiller et al.
1990).
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Figura 1.1:a) Foto de una pradera en uno de los sitios de muestreo. Las matas de Festuca
pallescens presentan una gran proporcion de cafias florales (foto tomada en diciembre de
2014).b) Mata encafiada de F. pallescens. c) “Semilla” (lema, palea y cariopsis) de F.
pallescens; el fruto esta disociado de la lemay la palea.

4.1.Distribucién de la especie de estudio en Patagonia Norte

Los pastizales de F. pallescens se ubican en areas topograficas que por su
exposicion, profundidad de suelo y/o altura poseen balances hidricos favorables para su
desarrollo (Figura 1.1a) (Bertiller 1990; Bertiller et al. 1995; Ledn et al. 1998). Este
patrén de distribucion se observa desde el Norte de Neuquén hasta las nacientes del Coyle
en Santa Cruz (Figura 1.2) (Ledn et al. 1998). Especificamente, segln la descripcion de
Areas Ecoldgicas de Godagnone & Bran (2009), en el 4rea ecoldgica de Precordillera de
Patagonia Norte, las poblaciones de F. pallescens se presentan como ingresiones en el
bosque en forma de isletas, en los bordes de numerosos mallines (5% a 10% de la
superficie) y en mesetas altas (mas de 900 m.s.n.m., asociadas a una disminucién en la
temperatura, con un balance hidrico mas favorable), formando la llamada “meseta del

coirén blanco” (Figura 1.2) (Bertiller & Defossé 1990; Bonvissuto et al. 2008). Luego,
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hacia el area ecoldgica de las Sierras y Mesetas Occidentales, con menores
precipitaciones y mayor evapotraspiracion, se encuentran estepas graminosas de F.
pallescens en sectores por encima de los 1200 m s.n.m. como la Meseta de Somuncura y
en bordes de mallines, aunque en menor proporcion ya que hay una gran disminucién de
mallines (humedales) (Lopez et al. 2005; Bran et al. 1998). Por lo tanto, la distribucion
de F. pallescens abarca un amplio gradiente pluviométrico, desarrollandose en ambientes
desde 2000 mm de precipitacion media anual hasta 200 mm, tanto en mallines sub-
humedos y peri-mallines (ubicados a diferentes alturas), como en estepas graminosas
ubicadas a mas de 900 m s.n.m.

Figura 1.2: Foto de un pastizal de Festuca pallescens (coirén blanco o coiron dulce) en
Pilcaniyeu, Patagonia Norte. En la parte superior de la foto se muestra un mapa de la
distribucion de la especie en Argentina.

4.2. Caracteristicas morfolégicas

Las plantas de F. pallescens (coirén dulce) forman matas de hasta 60 cm de altura
(Figur 1.1b), aunque suelen observarse a campo con menor porte como consecuencia del

pastoreo intensivo. Las matas presentan una tonalidad blanco azulada y sus hojas son
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finas (Bran 1995). En la zona de contacto entre la base de las hojas y la vaina, la lamina
presenta un pequefio hombro, el cual resulta un caracter morfoldgico relevante para su
identificacion a campo (Bonvissuto et al. 2008). Las semillas son pequefias (6-8 mm de
largo por 1-1,5 mm de ancho) y en el pice de la lema del antecio poseen una arista de

aproximadamente 3mm (Figura 1.1c).

En algunas estepas, co-existe con Festuca argentina (Bran et al. 2000), por
ejemplo suelen encontrarse juntas en estepas arbutivo-graminosas en zonas altas del
distrito occidental de la Provincia Fitogeografica Patagonica (e.g. Meseta de Somuncura)
(Leon et al. 1998). Ambas especies se diferencian por el color de la hoja, la morfologia
del cariopsis, el tamafio de las matas, entre otras caracteristicas (Correa 1978; Nicora
1978; Catalan & Muler 2012).

4.3.Caracteristicas genéticas, fisioldgicas y ecoldgicas

Festuca pallescens es una especie alohexaploide (2n=6x=42) con un cariotipo
uniforme y con escasa o0 nula formacién de multivalentes durante la meiosis (Ducovsky
& Martinez 1987, 1991). Se desconoce cudles serian los posibles genomas que dieron
origen a la especie dado que se tiene escaso conocimiento sobre la relaciones filogenéticas
entre esta especie y otras festucas patagdnicas (Ducovsky & Martinez 1991, 1992; Oliva
et al. 2011). La uniformidad del genoma y la segregacion de los cromosomas durante la
division meidtica indicarian que la especie utilizaria un mecanismo de diploidizacion
durante la meiosis, comportandose como un diploide normal y formando nx/2 bivalentes
(es decir, 14 bivalentes). Por lo tanto, a pesar de no tener certeza sobre el tipo de
segregacion cromosémica de la especie (disomica o polisémica), segin los trabajos de

Ducovsky & Martinez (1987; 1988) podria presentar herencia disémica.

La germinacién se produce inmediatamente luego de la dispersion en primavera y
otofio (Bertiller & Coronato 1994), sin embargo la mayor parte ocurre en otofio (Defosse
etal. 1995). Luego, el crecimiento es minimo durante el invierno y su pico de produccién
ocurre en noviembre y diciembre, cuando comienza el periodo de floracién (Bonvissuto
et al. 2008). Durante el otofio crecen a menor ritmo y, al comenzar las heladas, numerosas
plantas se descalzan y mueren mientras que aquellas que sobreviven afrontan la primavera

con escasas lluvias y fuertes vientos (Bran 1995).
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Por otro lado, el amplio rango de distribucion de la especie esta asociado en parte
a la tolerancia a la salinidad y a la sequia, alcanzando ambientes con niveles medios de
salinidad en mallines dominados por Distichlis sp (Bertiller 1992; Bran 1995). Asimismo,
constituye sistemas silvopastoriles junto a Pinus ponderosa Doug. ex Laws ya que se
adaptaria al crecimiento bajo cobertura arbérea (Fernandez et al., 2004, 2006a, 2007;
Caballe et al. 2011). El crecimiento en sistemas silvopastoriles le proporcionaria un
microhabitat con menor déficit hidrico, indicando asi que F. pallescens presentaria cierto
grado de tolerancia a la sombra (Fernandez et al. 2007). La especie presenta diferencias
fenoldgicas asociadas a la variacion de la temperatura del aire en distintas posiciones
topogréficas (Bertiller et al. 1990) y aprovecha en forma oportunista los pulsos de agua y
nutrientes (Coronato & Bertiller 1997; Morelo 2012), los cuales son mas erraticos en

ecosistemas aridos y semiaridos (Noy Meir 1973) como la estepa patagénica.

4.4. \Ventajas vy desventajas de ser un poliploide en los estudios genéticos

La poliploidia es una caracteristica muy comun en especies vegetales (Tate et al.
2005) y juega un rol muy importante en su evolucion. Se define como el producto de la
fusién de gametos no reducidos de una misma especie (e.g. por la duplicacién del mismo
genoma) lo cual origina un organismo autopoliploide, o diferentes especies (e.g. una
hibridacion interespecifica), produciendo alopoliploides (Trapnell et al. 2011). La
poliploidia es el inico mecanismo que permite la especiacién instantanea (Futuyma 2005;
Ramsey & Ramsey, 2014), por lo tanto, tiene un papel importante en la especiacion
simpatrica (que ocurre dentro de la misma region geogréafica) (Beest et al. 2012). Estas
nuevas especies presentaran niveles de diversidad genética asociados al nimero de los
genomas involucrados en su formacién y al nivel del flujo génico que haya habido entre
ellos (Meimberg et al. 2009). Un ejemplo de esto es la especie alopoliploide Salsola
ryanii, un nueva especie producto de al menos tres eventos de alopoliploidizacion
seguidos por flujo génico entre descendientes de los parentales originales (Welles &
Ellstrand 2016).

Los alopoliploides son generalmente considerados mucho méas comunes que los
autopoliploides (Ramsey & Schemske, 1998), ya que en la mayoria de los casos los
descendientes de un evento de hibridacion interespecifica exhiben apareamiento bivalente
de cromosomas y patrones de herencia disomica (Thorpe et al. 2007). Estos organismos
presentan suficiente variacion genética en sus poblaciones (Soltis & Soltis, 2000;
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Vrijenhoek 2007) aportada por los genes duplicados, lo cual resulta de gran utilidad para
reducir los efectos de la deriva genética cuando colonizan nuevos ambientes. Otro de los
beneficios, es el incremento de los eventos de recombinacion genética durante la meiosis,
lo cual incrementa la diversidad genética en el genoma, permitiendo la plasticidad
adaptativa y reduciendo los costos de endogamia (Lopez-Vinyallonga et al. 2015). Por lo
tanto, es esperable que los niveles de polimorfismo de organismos poliploides sea mayor
al de sus parientes diploides (Pfeiffer et al. 2011).

A pesar del avance en los estudios en organismos poliploides, su complejidad
impone varias limitaciones en los analisis genéticos de estos organismos. Las limitaciones
se asocia a la dificultad de la determinacion del dosaje alélico, frecuencias alélicas,
presencia de alelos nulos y patrones de herencia mixtos (Dufresne et al. 2014). En
particular, cuando se trabaja con marcadores moleculares del tipo microsatélites, la
determinacion del dosaje alélico es dificultosa (Esselink et al. 2004; Catalan et al. 2004;
Trapnell et al. 2011). Sin embargo, a pesar de las limitaciones en los analisis geneticos,
los microsatélites se utilizan con mas frecuencias que otros marcadores (e.g AFLP,
Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados) en el analisis de poliploides
(Lopez-Vinyallonga et al. 2015; Kaur et al. 2016; Balao et al. 2016; Welles & Ellstrand
2016).

5. CONTEXTO DE LA HIPOTESIS DE TRABAJO

La dindmica lenta de los ecosistemas aridos y semiaridos de Patagonia (Cingolani
et al. 2005; Lépez 2011) implica que los trabajos de ecologia de comunidades insuman
mucho tiempo. Un abordaje desde la genética-ecoldgicay la ecofisiologia permite generar
conocimientos en forma integral y a corto plazo, complementando los estudios ecolégicos
de comunidades vegetales. El empleo de marcadores moleculares selectivamente neutros
provee informacion sobre la distribucién de la variacion genética y la existencia de flujo
génico entre poblaciones. Por otra parte, los ensayos de ambiente comun permiten
identificar qué proporcion de la variacion total corresponde a la variacion genética. La
combinacion de esta informacion con la respuesta fisioldgica de las plantas en ensayos
controlados de estrés hidrico permite profundizar sobre las bases genéticas de dicha

respuesta.
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Festuca pallescens, forrajera nativa de gran interés ecolégico y productivo, cuya
distribucion cubre un amplio y variable gradiente pluviométrico, se desarrolla en una gran
diversidad de ambientes. Asimismo, las poblaciones de esta especie aumentan de nivel
de fragmentacion (i.e. mayor aislamiento geografico por menor densidad de poblaciones,
mas alejadas entre si) hacia el este de su distribucion en Patagonia Norte, asociado con la
disminucidn en el relieve topografico y de mallines. (Bran et al. 2000; L6pez et al. 2005;
Godagnone & Bran 2009). Se desconoce si esta capacidad de la especie de tolerar
condiciones tan diversas se debe a una respuesta exclusivamente plastica o a un proceso
adaptativo. Por otra parte, si bien existe evidencia de que algunas areas de esta region
sufrieron cierto grado de aislamiento genético (e.g. endemismos en diferentes érdenes en
la Meseta de Somuncura), se desconoce si existe conexion genética entre las poblaciones
de F. pallescens. Estudiar la variacién genética y las respuestas fisioldgicas de las
distintas poblaciones en un ambiente comun y controlado permitira responder estos

interrogantes. En este contexto, se plantea la siguiente hipotesis general de esta tesis:

5.1.Hipébtesis y predicciones:

Hipotesis:

La heterogeneidad ambiental, producto de la variacion espacio-temporal de los
factores ambientales, que caracterizan Patagonia Norte han moldeado la diversidad
genética, neutral y adaptativa, de las poblaciones de Festuca pallescens que se distribuyen
en esta region. Asimismo, las poblaciones de la especie ubicadas en los limites del
gradiente de precipitacion, ocurren en ambientes donde los factores ambientales (e.g.
precipitacién y temperatura) son mas diferenciados promoviéndose la existencia de
adaptaciones locales.

Prediccion:

Las poblaciones de F. pallescens, provenientes de diferentes ambientes del gradiente
de precipitacion bajo estudio, exhibiran diferencias geneticas tanto en caracteres
moleculares neutros como en caracteres adaptativos (ecofisiologicos) medidos en ensayos

de ambiente comun.
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6. OBJETIVO GENERAL:

Generar conocimientos sobre aspectos genéticos y eco-fisioldgicos relacionados
con el potencial adaptativo de la especie forrajera nativa Festuca pallescens de manera
de contribuir al inicio de delineamientos para el desarrollo de programas de
domesticacion y mejoramiento genético con fines productivos y de restauracion de

ecosistemas.

7. ESTRUCTURA DE LA TESIS:

Para abordar el objetivo general, en la tesis se plantean cuatro capitulos, de los
cuales tres poseen estudios observacionales y experimentales y un capitulo final de
integracion de la informacion y conclusiones generales de la tesis. En este sentido, el
Capitulo 2 tiene por objetivo particular analizar la variacion genética y el grado de
estructuracion genética de F. pallescens con marcadores moleculares selectivamente
neutros en poblaciones de la especie ubicadas a diferente altitud y en diferentes ambientes
del gradiente pluviométrico. Por su parte, el Capitulo 3 tiene como objetivo especifico
evaluar si las poblaciones de F. pallescens provenientes de diferentes ambientes tienen
distinta capacidad de germinacion de semillas, empleando modelos umbrales que evallen
el comportamiento de la germinacion bajo diferentes regimenes de temperatura y
potencial hidrico. Complementariamente, los objetivos especificos del Capitulo 4 apuntan
aexaminar la respuesta fisiologica-vegetativa de las poblaciones de F. pallescens al estrés
hidrico en ensayos de ambiente comun. Finalmente, el Capitulo 5 aborda la relacion entre
la variacion genética y ecofisioldgica con el fin de identificar adaptaciones locales o
respuestas plasticas que sirvan de informacién de base para futuros delineamientos de
programas de mejoramiento genético de la especie. De esta forma, se pretende
sistematizar la informacidn obtenida de manera de establecer y brindar recomendaciones

introductorias para el manejo y domesticacion de la especie.

8. AREA DE ESTUDIO Y SITIOS DE MUESTREOQS

El muestreo se realizd sobre una transecta en sentido oeste—este en la provincia de

Rio Negro, en cinco sitios que se corresponden a distintas areas ecoldgicas: Peninsula
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Huemul (Cordillera), Estancia San Ramon (Pre-cordillera), Pilcaniyeu, Ing. Jacobacci y
Meseta de Somuncura (Sierras y Mesetas Occidentales) (Figura 1.3 y 1.4). En cada sitio
se muestrearon dos poblaciones con una diferencia de altitud de al menos 200 m entre
ellas. La caracterizacion térmica, hidrologica y topografica de los sitios de muestreo se
realizd en base al inventario integrado de la Provincia de Rio Negro (Godagnone & Bran
2009). Las caracteristicas generales de cada sitio y la descripcion de cada ambiente se
resumen en la Tabla 1.1.

8.1 Caracteristicas geograficas y climaticas

Peninsula Huemul se sitta en la region Patagdnica Andina, donde el clima es
hdmedo, el relieve caracteristico corresponde a Montafias y Valles, los suelos son
criandes, udandes, vitriandes, umbreptes, crieptes y ustoles (Godagnone & Bran 2009).
El tipo fisondmico caracteristico es de bosque, acompafiado de pastizales de pradera
(mallines) y de matorrales en cumbres y laderas expuestas. Los vientos del Oeste se
caracterizan por su persistencia durante todo el afio con una velocidad de 20-30 Km /h a
10 mts de altura. La temperatura media anual del sitio es 8,4°C (3,7°C y 13,5°C, la
minimay maxima respectivamente) y la amplitud térmica de 9,8 °. La evapotranspiracion
real es 617 mm y el promedio de precipitaciones anual es de 1096 mm. La vegetacion se
caracteriza por la presencia de bosques del género Nothofagus con ingresiones de la
estepa patagonica, principalmente de estepas graminosas o subarbustivo graminosas de

F. pallescens.

Los sitios restantes estan ubicados en la Region Patagénica Extra Andina
Occidental; caracterizada por un gradiente Oeste-Este de variacién climética, donde el
clima es semiérido en el Oeste a arido hacia el Este. Las geoformas mas destacadas son
de baja altitud, sierras, mesetas lavicas y bajos endorreicos. Los suelos son
mayoritariamente Arigides y Ortentes, y en menor cantidad, Xeroles y Ustoles
(Godagnone & Bran 2009). La fisonomia predominante en esta region son las estepas
arbustivo graminosas. El régimen de precipitacion disminuye gradualmente con direccién
Oeste-Este desde 1000 mm anuales en Bariloche hasta 250 mm en Pilcaniyeu, luego
pasando los 68° O, el registro es de 150 mm. La temperatura media anual se incrementa
de 8° a 12 °C del Sudeste al Noroeste con un promedio de la velocidad de los vientos
entre 10-15 km/h con direccion O-E (Godagnone & Bran 2009). Por otra parte, dentro del
Macizo Nord-Patagonico, la Ea. San Ramon y la Ea. Pilcaniyeu forman parte de la Region

Geomorfoldgica de Sierras Rocosas mientras que Ing. Jacobacci y la Meseta de
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Somuncura pertenecen a la Regién geomorfoldgica de las Mesetas Basalticas. En la
Regidn Patagonica Extra Andina Occidental, la fisonomia dominante es de estepa, cuya
cobertura vegetal y composicion floristica estan determinadas por (i) el gradiente de
precipitacion; (ii) la altitud (relacion entre la temperatura y el balance hidrico); (iii) los
suelos (textura'y profundidad); y (iv) la exposicién (irradiacion y vientos). Los principales
tipos de estepa que se presentan en estos ambientes son a) graminosas, b) arbustivo
graminosas, ¢) sub-arbustivo graminosas. Asimismo, en toda la region se desarrollan
“mallines”, un tipo de vegetacion azonal, que se encuentran en relieves bajos con
abundante disponibilidad hidrica (Godagnone & Bran 2009).

Las poblaciones de F. pallescens pueden formar praderas o estepas. En el primer
caso, la cobertura de la especie es de 60 hasta mas de un 80%, y en estepas, los porcentajes
de cobertura son del 40 al 60% (Siffredi et al. 2005). En los valles, donde la condicién de
humedad es mayor que la de la estepa, se desarrollan praderas himedas de herbaceas y
subhimedas de F. pallescens (Lopez et al. 2005). Asimismo, se encuentran poblaciones
de la especie en planicies suavemente onduladas con altitudes superiores a los 1100 m
s.n.m. Este tipo de estepas se extienden a lo largo de las sierras y mesetas, aunque hacia
el oriente solo se desarrollan en niveles altitudinales elevados, siendo su ubicacion mas
oriental en la Alta Sierra de Somuncura, en las proximidades del Cerro Corona. Cabe
destacar que desde Pilcaniyeu hasta Ingeniero Jacobacci, y borde de la Meseta de
Sumuncura, las poblaciones de F. pallescens son menos frecuentes y se encuentran mas

distanciadas entre si (Godagnone & Bran 2009).

En esta Tesis se abordaran los andlisis genéticos para todas las poblaciones,
aunque para los objetivos especificos 2 y 3 se utilizaran solo dos poblaciones de San
Ramon (SRA-3 y SRB) e Ing. Jacobacci (JA y JB). Esta seleccion de poblaciones
respondio principalmente a la disponibilidad de semillas y plantulas, pero se tuvo en
cuenta la representacion de poblaciones provenientes de ambientes de F. pallescens de
todo el gradiente de precipitaciones.
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Figura 1.3: Mapa de los sitios de muestreo que se corresponden a la Tabla 1.1.
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Figural.4: Fotos de la poblacién de Festuca pallescens en cada sitio de muestreo. a) PHA;
estepa arbustivo-graminosa de altura. b) PHB, estepa arbustivo-graminosa. ¢) SRA (1), estepa
expuesta arbustivo-graminosa, d) SRA (2), mallin de altura
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Figural.4 (cont): Fotos de la poblacién de Festuca pallescens en cada sitio de muestreo. e)
SRB, mallin f) SRA (3), estepa graminosa, g) PA, Estepa arbustivo-graminosa, h) PB, Mallin
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Figura 1.4 (cont): Fotos de la poblacion de Festuca pallescens en cada sitio de muestreo.

i) JA, Estepa graminosa j) JM, Mallin salino k) JB, Mallin salino
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Figural.4 (cont): Fotos de la poblacion de Festuca pallescens en cada sitio de muestreo. 1)
SA_1, estepa arbustivo-graminosa m) SB, Estepa arbustivo-graminosa y 0) SA_2, Mallin
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Tabla 1.1: Caracteristicas de las poblaciones de Festuca pallescens. El tipo fisonémico floristico se caracteriz6 siguiendo a Bran et al. (2002). Pob: poblacion; Pp.: precipitacion(mm); Lat:
latitud; Long: longitud; Alt: altitud(m s.n.m.). Las letras en negrita debajo de cada poblacion corresponden a las fotos de las paginas anteriores.

Sitio de

Tipo fisonémico-

Cobertura

Elemento del

Po Pp Lon Alt - Especies dominantes Paisaje S Suelo Ambiente
b muestreo P 9 floristico vegetal P d J Paisaje
20-30% Festuca pallescens; Pappostipa Frio, con nieve en invierno. Exposicion
PHA 71'25 1220 Estepa_arbustlvo- gramineas sp.; Poz_i Ilgu.larls; AQesm.la Loma alta Ladera Moderadameqte profur]d(_), Norte. déficit hidrico en verano. Abras
a . graminosa alta 40-50% boroniodes; Berberis sp; derivado de cenizas volcanicas o
Peninsula - - en bosque de Nothofagus pumilio.
arbustos Mulinum spinosum
------------------- Huemul, 831 304007
Neuquén o . 27 F. pallescens; P. speciosa vr.
PHB 71°20 Estepa arbustivo- gramineas I - . . . P
, 845 - - major; Mulinum spinosum; Valle bajo Plano Arenoso profundo Déficit hidrico en el verano.
b graminosa media 20-30% .
Berberis sp.
arbustos
SRA1 70°59 Estepa expuesta 5-10% F. pallescens; Pappostipa sp.; conti’;sctgnrigoi‘?’gg& féwggo en Frio, con nieve en invierno, deficit
, 1140 arbustivo- gramineas 10- Acaena splendens; Mulinum Loma alta Ladera media VSN - hidrico en verano, expuesto al viento del
c - 1 . superficie y franco arcilloso en
graminosa 20% arbustos spinosum - Oeste.
___________________ profundidad.
SRA2 70°57 . > 60% F. pallescenes; Juncus sp.; Plano suvemente Profundo, textura} franca arenoso Frio, con nieve en invierno, deficit
. 1100 Mallin p - Plano alto y sustrato de arcilloso de origen P .
d gramineas Carex subantarctica ondulado P - hidrico al final del verano.
Ea. San glacial, bien provisto de MO.
------------------- Ramoén Rio 584 5%
SRB Negro . ) gramineas F. pallescens; _Ppa prgtensw, ) Profungo, de textura franca a Bien provisto de humedad, sin déficit
71°1 902 Mallin Taraxacum officinale; Juncus Valle Plano bajo franco limoso y con abundante P .
e <20% . - . hidrico al final del verano.
herbaceas sp.; Carex subantarctica contenido de MO
------------------- 50-60% F. pallescens; F. argentina;
SRA3 op . gramineas : - P, . - . Moderadamente profundo, Frio, exposiciéon Norte, moderado deficit
f 71°4° 1139 Estepa graminosa 5-10% Pappos_tlpa spgcmsa,_ Mulinum Colinado Ladera media franco arenoso. hidrico en verano.
spinosum; Senecio sp.
arbustos
30-40% . . . . L
o . . F. pallescens; F. argentina; Moderadamente profundo, Frio, con nieve en el invierno, expuesto
PA 70°34 Estepa arbustivo gramineas - . - Lomas altas - - . PN
- . 1260 - Pappostipa sp.; Mulinum Ladera media textura franca y arcilloso en al viento del Oeste, déficit hidrico en
g Pilcaniyeu, 264 graminosa 30-40% spinosum; Senecio $| redondeadas rofundidad verano
___________________ Rio Negro arbustos P ' P- P )
PB 70°30 . 80% F.pallescens; Juncus sp.; Profundo, arenoso franco, Frio en invierno, deficit hidrico a fines
. 970 Mallin . Valle Plano - - -
h gramineas Hordeum sp. alcalino, bien provisto de MO. del verano
. >60% . .
JA 69,12 1400  Estepa graminosa gramineas F. pallesce_ns, Poa} pratensis; Loma Ladera media Moderadamente profundos, Frio, déficit hidrico en verano.
i Mulinum spinosum; Senecio sp. franco arenoso.
___________________ <5% arbustos
i -609
B ;ggggégg? 69°21 ?gmﬁge/gs F. pallescens; Juncus sp.; Profundo, franco limoso,
. . ' 170 , 970 Mallin salino g Distichlis sp.; Mulinum Valle Plano alcalinos- salinos. Bien provisto Déficit hidrico a fin del verano.
j Rio Negro 5-10% . ; -
spinosum; Senecio sp. de MO.
___________________ arbustos
M 69°22 >60% F. pallescens; Juncus sp.; Profundo, franco limoso,
K , 1135 Mallin salino gramineas Distichlis sp.; Azorella Valle Plano alcalino-salino. Bien provisto de Déficit hidrico a fin del verano.
<5% arbustos trifurcata MO.
- 0, . 1 .
SAl 66°54 Estepa arbustivo- 30 4,0/0 Festuca sp.; F"a}p.postlpa SP-; Moderadamente prqfundo, Frio en invierno, expuesto al viento del
, 1100 - gramineas Jarava humilis; Mulinum Valle Plano franco arenoso, con piedras en g e b
| graminosa R i K . . Oeste, déficit hidrico en el verano.
___________________ 5-10%arbustos  spinosum; Adesmia campestris superficie.
-300 ici
SB Meseta de 150 66°50 Estepa arbustivo- 20 3,0/0 Festuca sp; Pappostipa sp; Planicie Moderadamente profundo, Valle angosto, déficit hidrico en el
Somuncura, , 925 - gramineas . . suavemente Plano franco arenoso, con grandes
m P graminosa Mulinum spinosum - 2 verano.
___________________ Rio Negro 5-10 arbustos ondulada piedras en superficie.
o 60-80% . . . Planicie Muy frio con nieve en invierno, expuesto
SA2 66,58 1430 Mallin gramineas F. pallescens; Poa ligularis; suavemente Plano Moderadamente profundo, al viento del Oeste, moderado déicit
[0} Senecio sp. franco arenoso. P g
5-10%arbustos ondulada hidrico hacia fin del verano.
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CAPITULO 2 A

Diversidad genética y estructura genético-poblacional de Festuca
pallescens en poblaciones distribuidas a lo largo del gradiente

pluviométrico en Patagonia Norte

1. INTRODUCCION

La diversidad genética es la base sobre la que actla la seleccion natural, por lo
tanto constituye una de los mecanismos mas importantes que posee una poblacion para
responder a cambios bioticos y abidticos (Jump et al. 2008). Esta variacion se genera
continuamente a través de mutaciones y, al mismo tiempo, se elimina por seleccion y
deriva genética. La variacion genética le proporciona a las poblaciones la potencialidad
de adaptacion ante modificaciones en su ambiente, ya sean estas modificaciones lentas o
répidas (e.g. ciclos climéticos inter-anuales, cambio climéatico antropogénico. Estas
variables climéticas, junto con la heterogeneidad ambiental, favorecen la formacion de
gradientes clinales (Chapin et al. 1993; Jump et al. 2009). Las poblaciones de especies
que se distribuyen a lo largo de estos gradientes pueden experimentar presiones de
seleccion diferenciales (Woods et al. 2012), promoviéndose adaptaciones locales y
variacion genética clinal (Whitford 2002; Tyukmaeva et al. 2011).

La heterogeneidad ambiental modela la variacidon genética de las poblaciones de
forma directa e indirecta (Pumilo 1988). Por un lado, los genotipos pueden responder
diferencialmente en ambientes heterogéneos por lo que procesos selectivos diferenciales
impactarian directamente en la variacion genética (Holderegger et al. 2012; Wood et al.
2012). Por otro lado, existe un impacto indirecto del ambiente en la variacion genética
que se produce por la interaccion entre los patrones ambientales y los procesos
demograficos poblacionales sin consecuencias a nivel selectivo (Pumilo 1988; Jump et
al. 2008). ElI mantenimiento de la variacion genética es fundamental en un ambiente
heterogéneo y la respuesta de las poblaciones a estos patrones ambientales depende no
solo de su capacidad adaptativa sino también del tamafio poblacional, ya que los procesos

estocasticos tienen una gran influencia en el modelado de la estructura genética
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poblacional (Bijlsmaetal. 1991; Hampe et al. 2005; Cota et al. 2011; Villellas et al 2013).
Diversas fuerzas evolutivas pueden dificultar o enmascarar procesos de adaptacion local.
Por ejemplo un flujo génico extensivo puede dificultar el establecimiento de adaptaciones
locales, la existencia de deriva génica confundir su deteccion, y, en dltima instancia, la
falta de diversidad genética restringir las posibilidades de adaptacion (Kawecki & Ebert,
2004).

Los patrones de distribucion de la variacién genética estan fuertemente
influenciados por procesos demograficos histéricos (Matocq et al. 2000; Mora et al. 2007)
determinados por eventos paleogeogréficos y paleoclimaticos (Sersic et al. 2011). Un
ejemplo son las oscilaciones climaticas del Pleistoceno y los eventos orogénicos que
ocurrieron durante el Mioceno y el Plioceno. La actividad volcanica, el levantamiento de
cordones montafiosos y las modificaciones en los sistemas de drenaje marcaron la historia
demogréfica y la distribucion de las especies en Sudameérica (revision Turchetto-Zoler et
al. 2013) y en Patagonia (Ruzzante et al. 2006; Marchelli & Gallo 2006, Morando et al.
2007; Azpilicueta et al. 2009; Jackob et al. 2009; Mathiasen & Premoli 2010; Cosacov et
at 2010; Breitman et al. 2011; Sersic et al. 2011). Estos eventos paleogeogréficos y
paleoclimaticos han promovido quiebres filogeograficos compartidos por numerosas
especies en Patagonia (Sersic et al. 2011). En particular, los cambios en los regimenes de
las precipitaciones del Pleistoceno han modulado la dindmica poblacional y la diversidad

genética de especies vegetales en la estepa patagdnica (Cosavov et al. 2010, 2012).

Por otra parte, los procesos micro-evolutivos (como la deriva genética y el flujo
génico) tienen una fuerte incidencia en la diversidad genética (Eckert et al. 2008). La
deriva genética influye notoriamente en poblaciones pequefias, determinando la velocidad
a la cual la variacion genética se pierde a lo largo de las generaciones (Eckert et al. 2008),
mientras que el flujo génico tiende a mantener y homogeneizar la variabilidad genética
permitiendo la persistencia en poblaciones a largo plazo (Hanski 1994; Etienne &
Heesterbeek, 2000; Hanski & Gaggiotti, 2004; Worthington Wilmer et al. 2008; Mora et
al. 2006, 2010). En ese sentido, el flujo génico tiende a reducir las diferencias genéticas
entre poblaciones locales y, por lo tanto, disminuir el grado de aislamiento genético entre
poblaciones semi-aisladas (Peacock et al. 1997). Sin embargo, en algunos casos el
aislamiento genético puede persistir incluso en presencia de flujo génico, promoviendo la
diferenciacion genética tanto en caracteres adaptativos (ej. morfoldgicos y fisioldgicos)

como en marcadores moleculares selectivamente neutros (Andrew et al. 2012). El empleo
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de este tipo de marcadores moleculares provee informacion sobre la distribucion de la

variacion genética y la existencia de flujo génico entre poblaciones.

En especies vegetales que poseen un amplio rango de distribucion, la diversidad
genética tiende a disminuir hacia los extremos mientras que la diferenciacion genética
entre poblaciones aumenta desde el centro de distribucién hacia la periferia (Eckert et al.
2008). A medida que las especies se acercan a los limites de su distribucion, las
poblaciones suelen ser mas pequefias y mas fragmentadas (Brown et al. 1995; Thomas &
Kunin 1999; Bridle & Vines 2007). Estas poblaciones periféricas pueden quedar aisladas
de las poblaciones centrales o seguir conectadas mediante flujo génico (Bridle &Vines
2007), por lo tanto el grado de diferenciacion genética dependera del nivel de flujo génico
que exista entre ellas. Entonces, la diferenciacién genética entre poblaciones puede
deberse tanto a procesos evolutivos contemporaneos como a las fluctuaciones historicas
en el tamafio efectivo de la poblacion asociado con los cambios en el rango geogréfico
durante los eventos paleogeograficos y paleoclimaticos (Eckert et al. 2010; Sersic et al.
2011).

En la region patagénica, uno de los ambientes heterogéneos mas destacados de
Argentina, dos gradientes ambientales principales determinan la distribucion de especies
vegetales como Festuca pallescens: el pluviométrico generado por la sombra de lluvias
que impone la Cordillera de los Andes y el altitudinal, asociado a las formas del relieve
(més pronunciado en la zona Andina). Festuca pallescens se desarrolla en una gran
diversidad de ambientes cubriendo un amplio gradiente pluviométrico (ver Capitulo 1
para una descripcién detallada). Las poblaciones de esta especie son continuas y grandes
en el oeste (desde la zona de 800 — 1000 mm de precipitaciéon anual), fragmentandose
hacia el limite este de su distribucién en Patagonia Norte. Esta fragmentacion esta
asociada a la disminucion de la altitud y de las precipitaciones (menores a 160 mm) que
conlleva una reduccién de ambientes favorables para la especie (e.g. peri-mallines) (Bran
et al. 2000, Lopez et al. 2005; Godagnone & Bran 2009). Existen evidencias sobre el
aislamiento de algunas areas de esta region relacionado con los procesos evolutivos
histéricos mencionados antes que llevaron, por ejemplo, a la ocurrencia de endemismos
en la Meseta de Somuncura. Mas adn, en los bordes de esta meseta, las poblaciones de la
especie escasean debido a la reduccion del nimero y tamafio de mallines, mientras que
en las zonas elevadas de la meseta los ambientes son mas favorables (e.g. estepas de

altura; Bertiller et al. 1990; Gaitan et al. 2010) con poblaciones mas grandes y continuas
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(Andrade & Monjeau 2014). Esto sugiere que la conexidn genética entre las poblaciones
de F. pallescens podria disminuir hacia el este de su distribucion en Patagonia Norte.

Bajo este escenario, se plantean las siguientes hipdtesis con sus respectivas

predicciones:

HIPOTESIS 1:

La distribucion de la variacion genética entre las poblaciones de Festuca
pallescens fue modelada por procesos demo-estocasticos pasados, y, mas recientemente,
por las condiciones ambientales que caracterizan el gradiente pluviométrico. Por ende,
las poblaciones ubicadas en la periferia de la distribucion de la especie en Patagonia
Norte, aisladas y de menor tamarfio, tendran menor diversidad y mayor estructuracion

genética que el resto de las poblaciones.
PREDICCION 1:

Las poblaciones de Festuca pallescens ubicadas en el extremo este del gradiente
pluviométrico tendran valores mas bajos en los pardmetros genético-poblacionales
estimados a partir de la genotipificacion con marcadores microsatélites y mayor
diferenciacion genética respecto a las poblaciones mas grandes y continuas ubicadas

hacia el oeste.

HIPOTESIS 2:

La distancia geografica entre poblaciones de Festuca pallescens junto con las
barreras topograficas que caracterizan la region, mantienen un alto grado de
diferenciacion genética entre poblaciones a pesar del efecto homogeneizador del flujo

génico extensivo que se espera de una especie anemofila.
PREDICCION 2:

Se encontraré diferenciacion genética significativa y aislamiento por distancia entre

las poblaciones a lo largo del area de estudio.
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2. OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la variacién genética neutral y su estructuracion espacial entre
poblaciones de Festuca pallescens distribuidas a lo largo del gradiente pluviométrico y
cubriendo diferentes ambientes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Generar un set de marcadores nucleares microsatélites utiles para analizar la
diversidad genética en F. pallescens a partir de la transferencia de marcadores
desarrollados para otras especies del género.

2- Evaluar la diversidad genética entre y dentro de las poblaciones de Festuca
pallescens a lo largo del gradiente pluviométrico de Patagonia Norte

3- Analizar la distribucion espacial de la variacion genética

3. METODOLOGIA

3.1. Complejidad del abordaje genético en especies poliploides

El empleo de marcadores moleculares selectivamente neutros provee informacion
sobre la distribucion de la variacion genética y la existencia de flujo génico entre
poblaciones, siendo los marcadores moleculares microsatélites (0 SSRs Simple Sequence
Repeats) los mas utilizados en este tipo de estudios (e.g; Saha et al. 2004; Lauvergeat et
al. 2005; Saha et al. 2006; Yong-Bi et al. 2006; Jensen et al. 2007; Gonzalo-Turpin &
Hazard 2009; Elazreg et al. 2011; Kindiger et al. 2013). Estos marcadores son secuencias
de ADN en tandem formadas por repeticiones de 1 a 6 pares de bases, por ejemplo
mononucle6tidos (T)n, dinucledtidos (AT)n, o trinucledtidos (AAG)n (Litt & Luty 1989).
Presentan dos tipos de mecanismos mutacionales: por deslizamiento (slippage) y por
recombinacion (Hancock 1999; Anmarkrud et al. 2008). Ademas, segregan de manera
mendeliana, son co-dominantes, presentan un sélo locus genético facilitando la lectura de
las bandas y las tasas de mutacion se encuentran en un rango de 1 x 10°a 1 x 10
(Wiessenbach et al. 1992). En general, se sefiala que los microsatélites se encuentran en
regiones no codificantes del genoma, por lo que pueden ser considerados como
marcadores selectivamente neutros, excepto cuando se desarrollan sobre secuencias

expresadas como es el caso de los EST-SSRs, que pueden o no estar bajo seleccion. En
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sintesis, se han convertido en los marcadores de eleccion para estudios de genética de
poblaciones (Cornuet et al. 1999).

Como se menciono en el Capitulo 1, la poliploidia es una caracteristica muy
comun en especies vegetales (Tate et al. 2005) y cumple un rol muy importante en su
evolucion. El abordaje de la genética de poblaciones con marcadores moleculares
microsatélites en organismos poliploides suele presentar inconvenientes debido a la
complejidad del andlisis de los datos genéticos (Dufresne et al. 2014). Cabe destacar que
otro de los marcadores moleculares con alto nivel de polimorfismo y cada vez mas
utilizados en los andlisis genéticos de poliploides son los AFLPs (polimorfismos en la
longitud de los fragmentos amplificados). Aungue poseen muchas ventajas, al tratarse de
amplificaciones inespecificas, suelen mostrar contaminacion con ADN de otros
organismos (e.g. hongos fitoparasitos), mientras que los SSRs presentan primers
especificos y son facilmente transferibles (Pfeiffer et al 2011). Varios trabajos han
comprobado que los SSRs permiten distinguir individuos distintos, siendo mas confiables
y precisos que los AFLPs (Pfeiffer et al. 2011; Moscoe & Emshwiller 2015). Por lo tanto,
los microsatélites son marcadores informativos, confiables y precisos cada vez mas
utilizados en el estudio de organismos poliploides (Catalan et al. 2004; Schuster et al.
2009; Siena et al. 2013, Lopez-Vinyallonga et al. 2015; Balao et al. 2016; Welles &
Ellstrand 2016).

La principal dificultad que presentan los microsatélites en organismos poliploides
radica en la imposibilidad de estimar frecuencias alélicas con lo cual no pueden estimarse
pardmetros clasicos como heterocigosis, alelos nulos, etc (Dufresne et al. 2014; Pfeiffer
et al. 2011). A modo de ejemplo, un genotipo tetraploide en el que se distinguen tres
alelos en un locus microsatélite, puede tener tres genotipos posibles: AABC, ABBC o
ABCC. Mas aun, si hay un alelo nulo, esto es un alelo que no amplifica, el genotipo podria
ser ABCX. El tamafio efectivo de la poblacion en organismos poliploides es mayor que
en los organismos diploides con lo cual se esperarian altos niveles de polimorfismo
(Pfeiffer et al. 2011). Sin embargo, los organismos con niveles de ploidia altos presentan
menos alelos en relacion al maximo de alelos que pueden poseer (e.g. un dodecaploide
podria presentar como maximo 12 alelos; Espinoza and Noor 2002; Huang et al. 2009).
Esto puede deberse a la dificultad en el establecimiento del dosaje alélico.

Se han desarrollado métodos para estimar la configuracion alélica y utilizar a los

microsatélites como marcadores co-dominantes, como por ejemplo el método de la
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relacion de altura de los picos de microsatélites (MAC-PC; Esselink et al. 2004). Sin
embargo, en la practica este método solo es certero cuando se usa en conjunto con analisis
de segregacion dentro de familias (Dufresne et al. 2014). Es por este motivo que, aunque
se pierda informacién, se toman los perfiles de los SSRs como “alelos fenotipicos”, es
decir como presencia/ausencia de alelos como en el caso de marcadores dominantes
(Pfeiffer et al. 2011). En esta tesis se emplearon microsatélites desarrollados para otras
especies de Festuca y se analizaron como marcadores dominantes, excepto en el caso del

analisis de estructura (ver seccion 3.5.3).

3.2. Muestreo v colecciéon del material vegetal:

A lo largo del gradiente pluviométrico, se recolectdé material en cinco sitios
(mencionados y descriptos en el Capitulo 1), a distintas altitudes dentro de cada sitio con
una diferencia aproximada de 200 m s.n.m. entre si. El muestreo se realizé durante los
meses de diciembre de 2013, enero de 2014 y enero de 2015. Se trabajé con un total de
14 poblaciones (ver Tabla 1.1, Capitulo 1), tomando muestras de hojas de 30-34
individuos en cada poblacidn. Se considera que un individuo de Festuca pallescens es
una mata y se colectaron hojas de estos individuos con una distancia de, al menos, 25
metros entre ellos con el fin de evitar recolectar individuos estrechamente emparentados.
Las plantas fueron identificadas en el campo utilizando caracteres exomorfoldgicos
descritos para esta especie (incluidas hojas de color glauco, vainas con callo pulvinius y
lemas con arista, e.g. Nicora 1978). Las hojas fueron guardadas en bolsas de papel en el
campo Yy luego almacenadas en freezer a -20°C hasta su procesamiento para los analisis

genéticos.

3.3. Extraccién de ADN

La extraccion de ADN se realizo a partir de hojas de al menos 30 individuos por
poblacion siguiendo el protocolo descripto por Doyle & Doyle (1990), con
modificaciones sugeridas por Dumolin et al. 1995 (ver protocolo en el Anexo). La calidad
y cantidad de ADN se cheque6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Los geles
fueron visualizados por tincién con Syber Safe (Invitrogen, Eugene, OR, USA) y

exposicion en trans-iluminador de luz azul.
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3.4. Transferencia de marcadores moleculares microsatélites

Dado que no se han reportado microsatélites especificos para Festuca pallescens
hasta el momento, se evalud la transferencia de marcadores desarrollados en otras
especies de la familia. Existen en la bibliografia marcadores microsatélites para el género
tanto del tipo SSR (de la sigla en inglés Simple Sequence Repeats) como EST-SSR (del
inglés Expressed Sequence Tags-Simple Sequence Repeats). Mientras los SSRs
provienen de ADN genomico, generalmente de regiones no-codificantes, los EST-SSRs
se desarrollan a partir de secuencias expresadas (transcriptomas), es decir que se
encuentran insertos en genes y se los denomina SSRs géenicos. Ambos tipos de
marcadores son Utiles para estudios de genética poblacional (Varshney et al. 2005). Al
momento de iniciar este trabajo se contaba con microsatélites desarrollados para Lolium
perenne (Jones et al. 2001; Elazreg et al. 2011), Poa arachnifera Torr (Kindiger et al.
2011), el complejo Lolium multiflorum cv. Lipo x F. glaucescens, (Lauvergeat et al. 2005)
y Festuca spp (ej. en F. ovina, F. arundinacea, F. pratensis, F. rubra ssps., Festuca
altaica, Festuca hallii, Festuca campestris (Jensen et al. 2007; Young-Bi et al. 2006; Saha
et al. 2004).

Se evaluaron 20 microsatélites del tipo SSRs e EST-SSRs. La amplificacién por
PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction) se optimizé para cada marcador utilizando
un gradiente de temperaturas y distintas condiciones de reaccién combinando las
descriptas por Lauvergeat et al. (2005) y Bach-Jensen et al. (2007). En la tabla S2.1 del
Anexo se detallan las condiciones de reaccion para cada uno de los loci. La amplificacién
se realiz6 en termociclador (MJ Research o BioRad) y se verific a través de geles de
agarosa al 2,5%. Los geles fueron visualizados por tincion con Syber Safe (Invitrogen,
Eugene, OR, USA) y exposicion en trans-iluminador de luz azul. Se logré amplificacion
positiva y con banda Unica en 9 loci microsatélites (ver seccion resultados, Figura 2.1 a,
Tabla 2.1).

Las reacciones de amplificacién de los nueve SSRs seleccionados (ver seccion
resultados) fueron llevadas a cabo mediante el armado de una Multiplex (reaccién de
amplificacion por PCR de mas de un SSR en simultaneo). En primera instancia, se realizo
Multiplex amplificando en conjunto tres (HVM4, B1B6 y M4-213; Multiplex 1) y cuatro
(B1-C9, CML127, KSUM157, FA44D09RT074; Multiplex 2) loci de microsatélites (los
cuales no presentaron inconvenientes al amplificarse simultaneamente) en un volumen
total de 15 pl conteniendo 5 ng de ADN molde, 0,05 unidades de Go-Tag DNA
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polimerasa (Promega, Madison, WI, USA) y las siguientes concentraciones finales de
reactivos: 1X de buffer GoTag® reaction buffer (Promega), 0,3 mM de dNTPs, 1,5 mM
de MgCl> y primers o iniciadores marcados con fluorescencia: 0,1 uM (HVM4, B1B6,
M4-213y B1C9), 0,08 uM (CML127, KSUM157) y 0,06 uM (FA44D09RTO74). El resto
de los microsatélites presentaron inconvenientes en la amplificacion en conjunto, por lo
que FAB0AO06LF037 y Poa402 se amplificaron por separado. Las condiciones de
amplificacion para estos SSRs fueron: 4 ng de ADN molde, 0,45 unidades de Go-Taq
DNA polimerasa (Promega, Madison, WI, USA) y las siguientes concentraciones finales
de reactivos: 1X de buffer GoTag® reaction buffer (Promega), 0,2 mM de dNTPs, 1,5
mM de MgCl, y 0,12 uM (Poa402) o 0,1 uM (FAG0AO06LF037) de primers marcados

con florescencia en un volumen total de 10 pl.

Las condiciones para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para los
Multiplex 1y 2 fueron las siguientes: un periodo de desnaturalizacion inicial de 3 minutos
a 94° C, sequido de 10 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacion a 94° C, 30 segundos
de anclaje a 65° C disminuyendo 1° C por ciclo y 30 segundos de extension a 72° C.
Luego, se realizaron 30 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacién a 94° C, 30 segundos
de anclaje a 55° C y 30 segundos de desnaturalizacion a 72° C. Finalmente un periodo de
15 minutos de extensién final a 72° C. Para FA60AO6LF037 y Poa402, las condiciones
fueron las siguientes: un periodo de desnaturalizacién inicial de 5 minutos a 94° C,
seguido de 20 ciclos de 45 segundos de desnaturalizacion a 94° C, 60 segundos de anclaje
a62° Cy 30 segundos de extension a 72° C. Luego, se realizaron 10 ciclos de 45 segundos
de desnaturalizacion a 94° C, 45 segundos de anclaje a 55° C y 30 segundos de
desnaturalizacion a 72° C. Finalmente un periodo de 7 minutos de extension final a 72°
C. El éxito de la amplificacion se verificd mediante electroforesis en gel de agarosa al
2,5% (Figura 2.1b). Los geles fueron visualizados por tincién con Syber Safe (Invitrogen,
Eugene, OR, USA) y exposicién en trans-iluminador de luz azul.

La genotipificacion se realizd en secuenciador capilar (ABI 3700, Unidad de
Gendmica, Instituto de Biotecnologia, CICVYA, INTA, Hurlingham, Argentina). Los
primers de microsatélites habian sido marcados con fluoréforos diferentes (HEX-FAM-
NED) de modo de formar tres grupos para analisis en el secuenciador. La lectura de los
electroferogramas se realizé con el programa GeneMarker VV2.6.3 (version Demo), y los
alelos se determinaron mediante la identificacion de picos siguiendo la metodologia de

Pfeiffer et al. (2011). La determinacion de alelos en organismos poliploides es dificultosa
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debido a que no se puede establecer el dosaje alélico asociado a un pico observado en el
electroferograma (Pfeiffer et al. 2011). Festuca pallescens es un organismo hexaploide
por lo tanto la asignacién de los alelos se basoé en la identificacion confiable de picos en
el electroferograma. Los picos se asociaban a un alelo de un microsatélite determinado
solo si la intensidad de la fluorescencia del pico era superior a 400 UFR (Unidades de
Fluorescencia Relativa) nm, con ausencia de “sttuttering” o “tartamudeo de la

polimerasa” (varios picos escalonados previos al pico principal).

3.5. Andlisis estadisticos de los datos genéticos de microsatélites:

Como se menciono antes, la complejidad de la naturaleza de los datos genéticos en
organismos poliploides limita los calculos de pardmetros clasicos utilizados en genética
de poblaciones (e.g. determinacién de alelos nulos, estimacion de frecuencias alélicas,
desequilibrio de ligamiento, estructura Hardy-Weinberg, etc) (Dufresne et al. 2014). Una
de las alternativas a este problema es tratar a los SSRs como marcadores dominantes y
trabajarlos como una base de datos binaria (presencia/ausencia de alelos). De este modo,
cada individuo esta representado por un vector binario cuyo largo es el nimero total de
alelos detectado en todos los individuos. Aunque parte de la informacién genética se
pierde, este método es robusto y muy utilizado en el analisis de especies poliploides (e.g.
Rouger & Jump, 2014; Sampson & Byrne, 2012). Se utiliz6 el programa GenAlEx v. 6.5
(Peakall & Smouse, 2012) para el célculo de los siguientes parametros:

3.5.1. Diversidad genética:

La diversidad genética en cada poblacion se estimé con el porcentaje de loci
polimorficos (P), el nimero de alelos por locus (A), el nimero de alelos con frecuencia
mayor al 5% (Asx%), el nimero de alelos exclusivos (Ae) y la diversidad genética no
sesgada de Nei (Nei 1987) (uh) que es equivalente al indice de Simpson (Simpson, 1949)

y se calcula como

uh =

n 1— -
— 1 —Xpi)

donde p = frecuencia de la banda presente
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3.5.2. Diferenciacion entre poblaciones:

La distancia genética entre poblaciones se evalud con la distancia de Nei en
GenAlex 6.5 y también con el método de Bruvo en el paquete Polysat en R (R
Development Core Tea 2013). La distancia de Bruvo (Bruvo et al. 2004) es una de las
recomendadas para organismos poliploides (Dufresne et al. 2014) y es similar a los
indices de distribucién de bandas utilizados con los datos dominantes, pero teniendo en
cuenta la distancia mutacional entre alelos (Clark y Jasieniuk 2011). La ventaja de esta
medida es que es independiente del nivel de ploidia y el dosaje alélico. Utilizando la
distancia estimada de Bruvo, se realiz6 un Analisis de Coordenadas Principales (PCoA)
con el paquete polysat (Clark y Jasieniuk, 2011) en R (R Core Team, 2013).

3.5.3. Estructuracion genética:

La particion de la variacion genética entre y dentro de poblaciones se calcul6
mediante un AMOVA (Andlisis Molecular de la Variancia) utilizando el indice de
fijacion ¢pr recomendado para organismos poliploides, en el programa GenAlex 6.5. La
eleccion del parametro ¢pr Se basa, en primer lugar, en la dificultad de determinar el
dosaje alélico que impide establecer con certeza la heterocigocidad; tanto el Fst como el
Gst son indices que dependen en gran parte de esta medida (Meirnmans & Hedrick 2011;
Whitlock 2011). Ademas, en organismos poliploides generalmente se desconoce el modo
de herencia de los genes (e.g. herencia disomica vs herencia polisomica), con lo cual el
uso de indices como el D de Jost’s resulta en una dificil interpretacion (Meirmans & Van
Tienderen 2013; Dufresne et al. 2014). Un indice recomendado para el uso de SSRs en
poliploides es el Rho por ser poco sensible al nivel de ploidia y adecuado al tipo de
mutacion de gran parte de los microsatelites (modelo de mutacion por pasos). Sin
embargo, si alguno de los SSRs presenta un modelo mutacional distinto, el indice se ve
notoriamente afectado (Meirnmans & Hedrick 2011). Peakall & Smouse (2012) en el
programa GenAlex recomiendan la utilizacion del pardmetro ¢pr para el caso de
marcadores haploides o binarios, basados en Maguire et al. (2002). El nivel de

significancia se evalud a partir de 999 permutaciones.

Por otro lado, se realizd un analisis de agrupamientos genéticos empleando
estadistica bayesiana en el programa STRUCTURE v. 2.3.4 (Pritchard et al. 2000) con el
fin de asignar individuos a distintos grupos o clusters. ElI programa utiliza cadenas

aleatorias de Markov con un procedimiento de Monte Carlo (MCMC) para estimar la
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probabilidad de que los datos concuerden con la hipdtesis de K agrupamientos
permitiendo realizar inferencias sobre la escala geogréfica de la subdivision poblacional
y laidentificacion de las poblaciones que presentan mayor grado de aislamiento vs. mayor
grado de conectividad. El analisis en STRUCTURE se realizo utilizando a los SSRs de
dos formas distintas: como marcadores co-dominantes siguiendo las recomendaciones de
los autores para organismos poliploides y como una matriz de datos binarios. Para el caso
de marcadores co-dominantes el analisis se hizo usando el modelo de ALELOS
RECESIVOS (ver Pritchard et al. 2000). Los loci ambiguos (es decir, cuando hay
incertidumbre sobre el nimero de copias de cada alelo) se codificaron repitiendo un alelo
como se describe por Pritchard et al. (2000). Las iteraciones se realizaron utilizando el
modelo de admixia con frecuencias de alelos correlacionadas, ya que es mas conservado
y proporciona mayor poder para detectar poblaciones que estan estrechamente
relacionadas (Porras-Hurtado et al. 2013). Se realizaron 10 repeticiones para cada K,
variando el rango de K desde 1 a 14, utilizando una longitud de periodo burn-in de
100.000 iteraciones y luego 300.000 iteraciones adicionales de cadenas aleatorias de
Markov con un procedimiento de Monte Carlo (MCMC). EI numero éptimo de grupos se
determiné a través del método de Evano et al. (2005) mediante la estimacion del
estadistico AK en la plataforma en linea STRUCTURE HARVESTER (Earl y vonHoldt
2012). Este estadistico esta basado en la tasa de cambio de segundo orden del logaritmo
de las probabilidades entre valores sucesivos de K. Luego, utilizamos Clumpak
(Kopelman et al. 2015) para combinar los archivos de las 10 repeticiones del K 6ptimo y
preparar la representacion gréfica.

Dado que STRUCTURE (Pritchard et al. 2000) asume que las poblaciones estan
en equilibrio Hardy- Weinberg y que existe desequilibrio de ligamiento entre los loci de
una poblacion (Pritchard et al. 2000), supuestos que no siempre se cumplen con datos
poliploides, se analiz6 también otra aproximacién para confirmar los resultados. Esta
aproximacion es un agrupamiento no jerarquico de k- medias (en inglés non-hierarchical
K-means clustering; KMNS), implementado por Arrigo et al. (2010). Este método asigna
individuos a un grupo genético (k) definido a priori para maximizar la varianza intergrupo
(medida como la inercia, Legendre & Legendre 1998). El analisis se realizé utilizando el
paquete stats de R (Development Core Team 2013), basado en el script de Arrigo et al.
2010). Se realizaron 100.000 corridas independientes para cada valor de K (K vario de 1
a 7). Se computo I (K) y sd (K), la media y la desviacion estandar de la inercia inter-grupo

para cada valor de K, 11 (K) e 12 (K) (la derivada primera y segunda de I (K)). Luego se
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computé el AK como L2 (K) dividido por sd (K) y se us6 como criterio de seleccion el

numero mas probable de grupos para los analisis de agrupamiento.

Por altimo, los niveles de flujo génico se estimaron en forma indirecta a través de
la estimacion de la diferenciacion (¢er) entre pares de poblaciones utilizando el programa
GenAlex 6.5 y su significancia realizando 999 permutaciones. Se estimo el aislamiento
por distancia a través de un test de Mantel correlacionando la matriz del logaritmo natural
de las distancias geogréficas con la matriz de distancias genéticas (tanto la matriz de los
coeficientes de diferenciacion como la matriz de las distancias de Bruvo). La significancia
del test se evaludé con 999 permutaciones en GenAlEx v 6.5 (Peakall & Smouse, 2012).
Asimismo, se realiz6 una correlacion entre la diversidad genética, expresada como el
namero total de alelos (A) y la diversidad genética insesgada de Nei (uh), y la longitud
geogréfica utilizando el programa GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad

Software, San Diego California USA, www.graphpad.com.
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4. RESULTADOS

4.1. Transferencia de marcadores microsatélites

De los 20 marcadores evaluados nueve amplificaron en forma positiva y con un
tamano de banda dentro del tamafio esperado segun la bibliografia (cinco SSRsy 4 EST-
SSRs). Siete marcadores no dieron ningun producto de amplificacion mientras que cuatro
resultaron en un patrén de bandas multiples (Figura 2.1; Tabla 2.1). Uno de los nueve
SSRs seleccionados resultdé monomorfico (Poa402), mientras que el resto presento
niveles de polimorfismo entre 22,6 y 48,4% dependiendo de la poblacion con un nimero

de alelos que vario entre 5y 42 (Lépez et al. 2014).
a) b)

PH SR1 SR2 SR3 SR4 P J S Bl PH SRTSRZ"SR3"SRA~F-.)..S Bl

<

CML127

Figura 2.1: a) Transferencia de microsatélites a F. pallescens. Amplificacién de cuatro
microsatélites en gel de agarosa 2,5%. M: marcador de peso molecular (1 Kb plus ladder,
Invitrogen). Las calles representan individuos de distintas poblaciones. b) Corrida
electroforética de los microsatélites transferidos a F. pallescens amplificados en multiplex. Las
calles superiores del gel corresponden al multiplex 1 y las calles inferiores al multiplex 2. Cada
banda corresponde a un locus microsatélite. Los marcadores del peso molecular se sembraron en
las primeras calles.
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Tabla 2.1: Microsatélites transferidos desde otras especies del género Festuca, Poa
arachnifera Torr y Lolium perenne a Festuca pallescens. Para cada marcador se muestra la
secuencia de los primers (F y R), el motivo de repeticion, el resultado de la amplificacién (+:
positivo, -: negativo, M: patron de bandas multiples), el nimero de alelos encontrados (A), el
tamafio del fragmento, la temperatura de anclaje de los primers (Ta) y la referencia bibliografica.

Primer Secuencia Motivo  Amp A Tamafio Ta Ref

SSRs

HVM4 F:AGAGCAACTACCAGTCCAATGGCA (AT)e + 5  170-185 55
R:GTCGAAGGAGAAGCGGCCCTGGTA !

B1-B6 F: GGAGCTGCATCTTTCTTGCT TG3§$&:GC + 42  270-376  55-65
R:GCAAACCCAGACACCCATTA A

B1C9 F:GAGCCGATGCACAGGTTACT CTs + 30 180-242 58
R: AAAGGAAGCCGGCTAATCAC

M4-213 F:CACCTCCCGCTGCATGGCATGT (GT)sAGGT + 8  146-160 51-55
R:TACAACGACATGTCAAGG ’

P0a402 F:CTCACCCAAAGAAGCACAAG GCCs + 1 160 51
R:-TGCTGGTGCTGACATTACTA °

LPSSRH01A02 F:AAAGACCGCAGACGAAGT (CA)z M - - -
R:AACCAAAGCCGCAAGACA ’

HO1A07 F: TGGAGGGCTCGTGGAGAAGT GToimp M - - -
R:CGGTTCCCACGCCTTGC .

B1-B3 F: AGGTGTCCTGTTGCTTTGGA (TG)s - - - -
R: TTTACCCCCAGGGATCAAAT )

LM26 F:AAGAAAATGCAATGTCTAAACAGATTAGTT GTsGCGTs - - - -
R:CGCCTCATGAACACTTTATATATTCTAGAA ’

H02C11 F.TGGAATAACGATGAAAAG CA; IMP - - - -
R:CATCACGAATTAACAAGAG

K01A03 F:GGACGAACTGCCGAGACA CCT; - - - - '
R:CGGGCATGGTGAGAAGAA

Poa418 F:CAAGGTTGGTGAGACCCATT CCAs - - - -
R:CCTGGACCCTGGCTGTTTAT :

LESA—SSRH— F:GGATGTTCTCACTCGGAATGTA - - - -
R:ATGTTTGGACGAGTTCATGTTG .

TFGA_SSR07 B
09

F:CAATACTGTTGCTCTCCCCATT

R:TTGCCTCGTAGGTAACATTCAA
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EST-SSRs

CNL127

KSUM157

F:CACAAGTTCGAGTACTCCATC
R:AAGTGGCGAGCTTTCTGAC
F:CGAGGCGATCATGAGAAGGAG

R:AAACGACCAAATCAACCAGC

FAG60AQ6LF037 F:GTTTTGCTCCCTCCTGTCC

R:AGGGTCCTTCTGCAAGTCCT

FA44D09RT074 F:CTCTGCCCTTCCTTCCTCTT

CWM311

CWM361

R:GGTCTCCCTCTGCTCGTAGTC

F:CCGTCTCGCTCGCTCCCGCCTCTC

R:GCCACCCGCCCGATCTCCACGAAC

F:CATAATCTGGGTGGAGGTGG

R:GATGTAGAGCACGGAGGAGG

(CCT)s

(ACC)s

CGC,

CCAs

(CCG)s

(GGC)s

13

11

11

395-482

130-180

215-540

213-256

55

55

62

62

Referencias: [1]. Elazreg H., Ghariani S. Chtourou-Ghorbel N.Chakroun M. & Trifi-Farah N. 2011.Biochem. Syst.
Ecol. 39: 79-87.[2]. Jensen LB, Holm PB, Liibberstedt T (2007) Mol. Ecol. Not. 7: 1155-1161[3]. Kindiger, B., Conley,
T. and Cai, H. (2013), Grass Sci. 59: 160-165.[4]. Lauvergeat P, Barre P, Bonnet M & Ghesquiere M. 2005. Mol. Ecol.
5:401-405.[5]. Saha M.C., Rouf Mian M.A., Eujayll.,Zwonitzer J.C.. Wang L. & May G.D. 2004. Theor Appl Genet
109: 783-791.[6]. Saha M.C., Cooper J.D., Rouf Mian M.A., Chekhovskiy K. & May G.D. 2006. Theor Appl Genet
113:1449-1458[7]. Yong-Bi F., Quiu J., Peterson G.W., Willms W.D. & Wilmshurst J.F. 2006. Mol. Ecol. Not. 6,

894-896
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Figura 2.2: Ejemplo de los genotipos obtenidos y analizados con GenMarker VV2.6.3 para dos
microsatélites: HVM4, marcado con el fluor6foro HEX (verde) y B1B6 marcado con el
fluor6foro FAM (azul). En algunos casos se pueden ver 6 picos (posibles alelos) ya que la
especie es alohexaploide.

4.2. Diversidad y diferenciacion genética:

Al nivel de especie se encontré un total de 128 alelos, con un promedio de alelos
por poblacion de 51,7 £ 7,02. La diversidad genética insesgada de Nei vario entre 0,063
y 0.085. En general, la diversidad genética fue menor en las poblaciones de los extremos
del gradiente (Peninsula Huemul (PHA y PHB) y la Meseta de Somuncura, (s6lo
poblaciones SA-1y SB) ya que presentan menor porcentaje de loci polimérficos, menor
namero de alelos (tanto totales como con frecuencias superiores al 5%) y valores bajos
de diversidad genética de Nei (excepto SB) (Tabla 2.2). Por ejemplo, la mayoria de las
poblaciones presenta méas de 50 alelos, mientras que SA-1, una de las poblaciones mas
extremas, registro el namero mas bajo (35 alelos). Por otra parte, un dato interesante es
la ausencia de alelos exclusivos en las poblaciones de los dos extremos (PHA y SB),
mientras que las poblaciones con mayor nimero de alelos exclusivos son dos de las
poblaciones de San Ramén (SRA 1y SRB). Otro resultado relevante es la diferencia en
la frecuencia de algunos alelos en las poblaciones SA-1y SB. Si bien SB no posee alelos

exclusivos como SA-1, ambas se diferencian notoriamente del resto en la frecuencia de
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algunos alelos de los loci B1C9 (SSR), KSUM157, CML127, Fo37 y Fo74 (EST-SSRs)
(Tabla S2.3). La poblacién con mayor polimorfismo fue Pilcaniyeu Bajo (PB), en el

centro de la distribucién (Tabla 2.2).

En concordancia con estos resultados, el analisis de coordenadas principales
(PCoA) muestra que las poblaciones de la Meseta de Somuncura (SA-1 y SB) quedan
muy separadas del resto de las poblaciones de la especie, y también separadas entre si.
Por otro lado, queda aislada la poblacion de Peninsula Huemul (PHB). El resto de las

poblaciones conforma un grupo muy cercano (Figura 2.3).

Tabla 2.2: Variacion genética de las poblaciones de Festuca pallescens. P: porcentaje de loci
polimoérficos, A: NUmero de alelos por locus; As«: nimero de alelos con frecuencia mayor al 5%;
Ag; nimero de alelos exclusivos; uh: diversidad genética insesgada de Nei y su desvio estandar
(ds). Las poblaciones estan ordenadas de oeste a este.

Poblacion P (%) A As Ae Uh ds

PHA 35,2 47 32 0 0,071 0,011
PHB 32,8 43 29 3 0,067 0,011
SRA-1 42,2 57 38 4 0,072 0,010
SRA-2 39,1 52 34 1 0,079 0,012
SRA-3 42,2 57 40 2 0,085 0,012
SRB 43,0 55 35 4 0,080 0,012
PA 36,7 51 33 0 0,063 0,010
PB 48,4 63 35 2 0,078 0,011
JA 42,2 95 38 1 0,081 0,012
JB 38,3 54 37 1 0,065 0,011
JM 39,1 53 39 0 0,071 0,011
SA-1 22,7 35 33 1 0,068 0,013
SA-2 42,2 56 34 3 0,075 0,011
SB 35,2 46 35 0 0,080 0,013
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Figura 2.3: Andlisis de Coordenadas principales (PCoA) a partir de las distancias genéticas de
Bruvo para las 14 poblaciones de Festuca pallescens. Las poblaciones de la Meseta de
Somuncura y Peninsula Huemul, estan circuladas con linea de puntos azules y rojos,
respectivamente.

4.3. Estructuracion genética:

El andlisis de la variancia molecular (AMOVA) muestra que la mayor parte de la
variacion (¢p, porcentaje de diferenciacion entre las poblaciones) se encuentra dentro de
las poblaciones 69%, pero que el porcentaje de diferenciacion entre poblaciones es alto y
significativo (31%; p < 0.001, Tabla 2.3). Analizando los ¢pr entre pares de poblaciones
se observa que los valores son muy altos (0,367-0,655) y significativos (p < 0.05) entre
PHB, SA-1, SB y el resto de las poblaciones y la poblacion con los valores de ¢pr mas
altos con respecto al resto es SA-1. Sin embargo, para el resto de las poblaciones los ¢pr
de a pares son mas bajos, variando entre 0,006 y 0,12, lo cual indicaria que el flujo génico
entre estas poblaciones podria ser alto (Tabla 2.4). Andlisis de la varianza (AMOVA) de
cada locus de manera individual evidenciaron que algunos de los marcadores diferencian
marcadamente a las poblaciones SA-1 y SB del resto (5 loci: B1C9 (SSR), KSUM157,
CML127, Fo74 y Fo37 (EST-SSRs)). Por otro lado, otros marcadores muestran que existe
similitud entre PHB y SA-1 (M4-213, HVM4 y B1B6 (SSRs).
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Tabla 2.3: Andlisis de varianza molecular (AMOVA) para las poblaciones analizadas de F. pallescens.

Fuente de variacion | Suma de Estimacion de componentes de  Porcentaje de variacion Significancia de la
g cuadrados (SSD) la varianza (CV) (PV) probabilidad (PS)
Entre poblaciones 13 841,03 2,1 31 <0.001
Dentro de poblaciones 383 1807,6 47 69
Total 396 2648,6 6,8

Tabla 2.4: Indices de diferenciacion (®r7) de a pares para las 14 poblaciones de Festuca pallescens (diagonal inferior) y significancia del ®pr

(diagonal superior). Los valores no significativos se resaltan en negrita.

JA JB JM PA PB PHA PHB SA-2 SA-1 SB SRA-1  SRA-2 SRB SRA-3
JA 0,011 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,003 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001
JB 0,026 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,003 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
JM 0,057 0,065 0,030 0,008 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,003 0,064 0,212 0,001
PA 0,042 0,048 0,018 0,079 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001 0,142 0,232 0,058 0,001
PB 0,064 0,066 0,025 0,012 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,020 0,074 0,003 0,001
PHA 0,070 0,120 0,054 0,037 0,048 0,001 0,001 0,001 0,001 0,056 0,168 0,024 0,001
PHB 0,420 0,482 0,408 0,450 0,418 0,419 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
SA-2 0,036 0,035 0,063 0,040 0,045 0,050 0,436 0,001 0,001 0,001 0,038 0,003 0,001
SA-1 0,603 0,655 0,628 0,645 0,621 0,614 0,518 0,626 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
SB 0,441 0,491 0,473 0,485 0,461 0,457 0,614 0,469 0,430 0,001 0,001 0,001 0,001
SRA-1 0,043 0,066 0,031 0,008 0,020 0,014 0,424 0,045 0,622 0,463 0,384 0,123 0,001
SRA-2 0,038 0,049 0,016 0,006 0,013 0,010 0,372 0,018 0,592 0,447 0,001 0,453 0,004
SRB 0,056 0,063 0,006 0,015 0,029 0,024 0,395 0,038 0,611 0,454 0,010 0,000 0,025
SRA-3 0,060 0,095 0,046 0,063 0,072 0,061 0,367 0,064 0,593 0,452 0,042 0,031 0,021
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Los anélisis realizados con el programa STRUCTURE utilizando los datos como
binarios 0 como co-dominantes mostraron los mismos agrupamientos. La Unica diferencia
encontrada entre tratamientos es la proporcion de individuos que se asignan a cada cluster.
Por lo tanto, se muestran aqui los resultados de la base binaria y en el anexo aquellos
obtenidos con la base de datos co-dominantes (Figura S2.4). EI mayor valor de verosimilitud
se obtuvo para K=2 (Figura 2.4a). La utilizacion del método de Evanno et al. (2005) permitio
confirmar el valor 6ptimo de K en 2 (Figura 2.4b), indicando la existencia de dos
agrupamientos genéticos en la zona de muestreo (ambas figuras estan basadas en el set de
datos binarios, los mismos graficos para el set con los SSRs tratados como co-dominantes se

detallan en la Figura S2.1 en el Anexo).

Si bien el método de Evanno et al. (2005) es muy contundente en la designacion del
K éptimo (k=2), tanto los resultados del PCoA como los valores de ¢pt pareados sugieren
que en realidad podrian ser tres los agrupamientos genéticos ya que las diferencias entre
PHB, SA-1y SB y el resto de las poblaciones son muy fuertes. Por esta razon, se presentan
las asignaciones individuales (Q) en cada poblacién para k =2 y k = 3 (Figura 2.5a y 2.5b,

respectivamente).

a) b)
N Deltak = mean(|L"(K)]|) / sd{L(K))
7000k ; s PPY E 2500
. L 1
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[ ]
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k 2 q 3 [ 0 %] el

Figura 2.4: Determinacion del nimero éptimo de grupos genéticos. a) Relacion entre la
verosimilitud del modelo Ln (p) y el nimero de agrupamientos genéticos (K) obtenidos a partir del
andlisis con el programa STRUCTURE. En la figura se retinen 10 corridas diferentes para cada
valor de K. Los circulos azules muestran los valores medios de verosimilitud para cada valor de K'y
las barras indican los desvios estandar. b) Estimacion del nimero de agrupamientos mediante el
método de Evanno et al. (2005) a partir del calculo del estadistico AK (ver materiales y métodos).
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El agrupamiento obtenido cuando el valor de k 6ptimo es 2, muestra que uno de los
grupos o clusters genéticos es comun en la mayor parte de las poblaciones y el otro se
encuentra representado mayoritariamente en dos de las poblaciones de la Meseta de
Somuncura (SA-1 y SB), en tanto que ambos clusters se encuentran representados en una
poblacién de Peninsula Huemul (PHB), coincidiendo con la separacion que se produjo en el
andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) y en los coeficientes de diferenciacion (¢et)
pareados. La asignacion del cluster 1 (naranja) en la mayoria de las poblaciones de la especies
fue Q=0.9, con excepcion de PHB con valor de Q=0.6 y para SA-1y SB con valor de Q=0.1
(Figura 2.5a). Por otro lado, si se considera el valor de k 3, la poblacion PHB presenta una
asignacion media de Q=0,9 para el tercer grupo genético, las poblaciones de la Meseta de
Somuncura presentan una asignacion media de Q=0,9 para el grupo genético 2 y el resto de
las poblaciones presentan una asignacion media al primer grupo genético que varia de 0,7 a
0,9 (Figura 2.5b).
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Figura 2.5: Asignacion de grupos genéticos a las poblaciones de Festuca pallescens. Resultados
obtenidos con el STRUCTURE editados con CLUMPAK para a) k =2y b) k= 3. Cada barra
vertical corresponde a un individuo.

Para evaluar la existencia de agrupamientos genéticos con otra metodologia que ha
sido también recomendada para individuos poliploides, y de este modo comparar con los
resultados del STRUCTURE, se utilizé el agrupamiento no jerarquico de k- medias
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implementado por Arrigo et al. (2010). Coincidentemente con el STRUCTURE, el célculo
del K 6ptimo indicd que el nimero de grupos genéticos es 2 (Figura S2.3). Si bien este
método no permite la asignacion de individuos o poblaciones a los grupos genéticos, refuerza
los resultados obtenidos con el STRUCTURE al haber encontrado el mismo nimero 6ptimo

de clusters.

Por dltimo, el test de Mantel indicé que existe aislamiento por distancia entre las
poblaciones, con un valor bajo, pero significativo (R?= 0,202 p = 0.009). Sin embargo, no se
observo una relacion entre la diversidad genética y la longitud ya que el nimero de alelos (A)
(r’=0,11; p = 0,2), los alelos exclusivos (Ag) (r>= 0,06, p = 0,4) y la diversidad genética (uh)
(r? = 0,00003; p = 0,9) no presentaron valores de correlacion significativos con la longitud,
con lo cual no habria un patrén definido de disminucién de la variacion genética a lo largo

del gradiente; es decir que no se observa variacion genética clinal.

5. DISCUSION

Los analisis de diversidad genética con marcadores microsatélites presentados en este
capitulo constituyen los primeros estudios de este tipo en poblaciones de la especie Festuca
pallescens. Se logro la transferencia de nueve marcadores SSRs y la aplicacion de un set de
ocho de esos marcadores que permitieron establecer niveles de diversidad genética en las
poblaciones bajo estudio, asi como reconocer grupos de poblaciones genéticamente

similares.

La diversidad genética en los organismos alopoliploides se debe tanto al incremento
de eventos recombinantes durante la meiosis (Lopez-Viyallonga et al. 2016) como al grado
de flujo génico existente entre los genomas que les dieron origen (Welles & Ellstrand 2016).
Las tendencias encontradas en la distribucion de la diversidad genética de las poblaciones de
Festuca pallescens sugieren que la hipdtesis 1 planteada en este capitulo se verificaria ya que
se encontrd una disminucion de la diversidad hacia las poblaciones del este en la Meseta de
Somuncura. La prediccion asociada a esta hipotesis, se cumple parcialmente ya que dos de
las tres poblaciones de la Meseta de Somuncura presentaron valores de A, Ae y Uh mas bajos

que el resto de las poblaciones, mientras que la tercer poblacion (SA-2) y JA, JB y IM
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presentaron valores similares a las poblaciones del centro de la distribucion. En general, las
poblaciones presentan menor tamafio y se encuentran méas fragmentadas hacia los limites de
su distribucion (Bridle & Vines 2007), debido a variaciones locales en la topografia, el suelo,
el microclimay la hidrologia (Jump et al. 2009). Este patron no se estaria cumpliendo en SA-
2, JA, JB y JM, aunque si se observa esta tendencia en PHA y PHB donde los valores de
diversidad genética fueron bajos. Por lo tanto, estos resultados estarian indicando que algunas
poblaciones de la periferia (PHA, PHB, SA-1 y SB) son menos diversas y posiblemente méas
pequefias y menos conectadas entre si que las del centro, con lo cual la deriva genética tendria
un fuerte efecto. Contrariamente, las poblaciones SA-2, JA, JB y JM podrian estar mas

conectadas entre si, con lo cual el flujo génico contrarrestaria el efecto de la deriva genética.

Los andlisis de estructuracion y diferenciacion genética separan solo a las poblaciones
PHB, SA-1y SB del resto de las poblaciones de Festuca pallescens. El andlisis de la varianza
molecular indica que el grado de estructuracion genética es alto (31%), y los indices de
diferenciacion (®pt) de a pares revelaron que la mayoria de las poblaciones presentan
diferencias entre si. Los métodos de agrupamiento (STRUCTURE, k-means) indican que hay
solo dos grupos genéticos, que se distribuyen diferencialmente entre PHB, SA-1y SB y el
resto de las poblaciones. Asimismo, las distancias genéticas (PCoA) muestran que PHB se
diferencia de SA-1y SB y del resto de las poblaciones. Cabe destacar que la diferenciacion
de las poblaciones SA-1y SB esta dada principalmente por cuatro de los marcadores que son
EST-SSRs y que, por ende, podrian ser selectivamente no neutros. Contrariamente, la
diferenciacion de PHB es principalmente debida a tres loci que corresponden a SSRs neutros.
Por lo tanto, el principal resultado encontrado es la gran diferenciacion genética de estas tres
poblaciones y la mayor homogeneidad entre las poblaciones centrales. Resultados similares
se obtuvieron para Festuca ovina L. en el Noroeste de China, donde dos de las diez
poblaciones muestreadas constituyeron un agrupamiento genético diferente al resto en un
acotado rango de distribucion de la especie y la mayor parte de la diversidad genetica dentro
de las poblaciones se atribuye al nivel de ploidia (4x) y a la fecundacion cruzada (Zang et al.
2017).

Por otra parte, no solo la configuracion genética es un factor determinante en el grado

de diversidad genética de las poblaciones de Festuca pallescens. La historia demografica
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desempefia un papel primordial en el nivel y estructuracion de la diversidad genética actual
de las poblaciones vegetales (Bijlsma et al. 1991). Por lo tanto, resulta fundamental
comprender los procesos evolutivos y actuales que modelan la variacion genética de las
poblaciones. Los eventos del Pleistoceno y Mioceno/Plioceno pueden haber modelado la
historia demogréafica de estas tres poblaciones. Los avances y retrocesos de los glaciares del
Cuaternario (Flint & Fidalgo 1969; Rabassa et al. 2005) y las transgresiones marinas del
Mioceno (Malumian & Nafiez, 2011) alcanzaron la zona de Peninsula Huemul donde hoy se
encuentran las poblaciones PHA y PHB (ver Figura 2.6 en Capitulo 2B). Durante la
recolonizacion post-glacial, los sucesivos cuellos de botella y el efecto fundador dan lugar a
una reduccion en la diversidad genética (e.g. Hewitt, 2000). La presencia de Festuca
pallescens en los estudios paleontoldgicos se registrd hace 16.500 afios AP a los 41°40°S
(Markgraf et al. 2013), sin embargo es posible que su distribucién haya cambiado junto con
las variaciones en el clima regional entre las latitudes 38° - 42°S que alteraron el rango y la
densidad de muchas especies patagénicas produciendo cambios en la estructura y
composicion de la vegetacion entre los 15000 y 5000 afios AP (lglesias et al 2013). Un claro
ejemplo es la colonizacién de la estepa por arboles y arbustos en relacion al aumento de la

temperatura y humedad durante el periodo glacial tardio (Markagraf et al 2007).

Por otra parte, la variacion estacional e interanual de las precipitaciones regula
muchos procesos bioldgicos de los ecosistemas de ambientes aridos y semiaridos (Paruelo et
al. 1998, Schwinning & Sala, 2004), por lo tanto es probable que durante las glaciaciones del
Pleistoceno las fluctuaciones en el régimen de precipitacion hayan tenido influencia sobre la
distribucion de las especies vegetales en Patagonia (Cosacov et al. 2012). Entre los 10000 y
5000 AP, se produjo un cambio en el gradiente de vegetacion de la cordillera hacia la estepa
en Patagonia Norte, los bosques fueron cambiando de cerrados a abiertos hacia el este donde
las condiciones eran mas aridas y predominaban arbustos, gramineas y herbaceas (lglesias et
al 2014). La apertura de los bosques podria haber generado un nuevo nicho para la especie.
Las poblaciones periféricas del oeste podrian ser potencialmente el producto de efectos
fundadores en serie, que conllevan una reduccién de la variacion genética (Slakin and
Excoffier 2012), quedando sdlo los alelos adaptados al limite de una distribucion ancestral,
pero no actual (Hoffmann and Blows 1994; Gaston 2009). Es decir que estas poblaciones

pueden ser producto de la recolonizacion a partir de poblaciones vecinas. Sin embargo, los
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vientos fuertes del oeste durante el Holoceno temprano (Iglesias et al. 2014) podrian haber
sido una barrera para la dispersion del polen por lo que las poblaciones PHA y PHB podrian
haber quedado aisladas en relictos de vegetacion (Markgraf et al. 1995).

Otro proceso evolutivo que estaria actuando diferencialmente en las poblaciones de
Festuca pallescens es el flujo génico, siendo extensivo entre las poblaciones centrales y
limitdndose notoriamente con PHB, SA-1y SB. Dado que la especie es anemofila, los fuertes
vientos con direccion O-E de la Patagonia indicarian que probablemente la direccién del flujo
génico sea desde el oeste de la distribucion hacia el este, con lo cual las poblaciones del este
se asemejarian en su estructura genética a las del oeste. Sin embargo, la existencia de barreras
topogréficas, como la Meseta de Somuncura, limitan el flujo génico entre las poblaciones
(hipotesis 2). Contrariamente, se encontrd una excepcion en una de las poblaciones (SA-2)
gue mantiene un alto grado de flujo génico con las poblaciones centrales. La limitacion del
flujo génico entre poblaciones ubicadas en un extremo del rango de distribucion se report6
en Festuca ovina L, donde dos de cuatro poblaciones en el extremo este de su distribucion
quedan aisladas de sus poblaciones vecinas (Zhang et al. 2017). Por otra parte, PHB se
diferencia notoriamente de PHA, con una distancia de 200 m en altura. Este patrén también
se observé en Festuca eskia donde el flujo génico es restringido a lo largo de un gradiente
altitudinal en las Montarias del Pirineo (Gonzalo-Turpin & Hazard 2009).

Los resultados del STRUCTURE (tanto con la matriz de datos binario como co-
dominantes) y el andlisis del agrupamiento no jerarquico de k- medias (Arrigo et al. (2010)
demostraron que la estructura genética de la especie es baja a lo largo del gradiente
pluviométrico ya que s6lo dos grupos genéticos fueron detectados. Sin embargo, la mayor
parte de las poblaciones de F. pallescens pertenecieron a un grupo genético. Estos resultados
constituyen una evidencia a favor de la segunda hipétesis, mostrando que el flujo génico
entre las poblaciones es entre moderado y alto, pero existe una diferenciacion genética
marcada entre las poblaciones explicada por la presencia de dos grupos genéticos y la
significancia del andlisis de la varianza molecular. Por otra parte, el aislamiento por distancia
planteado en la prediccion 2 se cumple, con lo cual las poblaciones del este son distintas a
las del oeste aunque no se encontrd la relacion entre la diversidad genética (A, AEy uh) y la

longitud.
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Los resultados encontrados sugieren que la distribucion de la variacion genética en
las poblaciones de Festuca pallescens esta determinada por procesos demograficos histdricos
(eventos geoldgicos) y actuales (fragmentacion y disminucion del tamafio poblacional hacia
los extremos). EI mantenimiento de la variabilidad genética resulta fundamental en especies
perennes para maximizar su potencial frente a cambios bidticos y abidticos en el ambiente
(Jump et al. 2008). La deteccidén de poblaciones aisladas hace pensar que a pesar de la
existencia de flujo génico extensivo (bajos niveles de diferenciacion genética entre las
poblaciones centrales), existen procesos que promoverian la diferenciacion de tres
poblaciones y posiblemente la pérdida de variabilidad genética a largo plazo (PHB, SA-1y
SB), por ejemplo por efecto de deriva genética. La fuerza evolutiva que genera variabilidad
genética es la mutacién, pero es un proceso lento, especialmente en poblaciones pequefias y
en declive, como las de los limites del rango de distribucién de una especie (Orr & Unckless
2008; Barrett & Schluter 2008; Bijlsma & Loeschcke 2012). Otro proceso que puede generar
nueva variacion genética es la hibridacion. Este proceso puede favorecer la persistencia de
poblaciones en los limites de su rango de distribucion, proporcionandole la posibilidad de
nuevas combinaciones geneticas a través de cruzamientos interespecificos (Bridle & Vines
2007). Por lo tanto, la hibridacién puede aumentar las posibilidades de adaptacion local tanto
directamente facilitando la innovacién evolutiva e indirectamente mediante el flujo génico

entre distintas especies (Pfennig et al. 2016).

¢Cual es la causa de las evidentes diferencias genéticas de las poblaciones PHB,

SA-1y SB con respecto al resto de las poblaciones de Festuca pallescens?

Se decidi6 ahondar en estas diferencias a través de un estudio que permitiera
comprender las relaciones filogenéticas entre las poblaciones. Dada la escasa informacién
para esta especie, resulta de interés establecer cuales son las relaciones filogenéticas entre las
poblaciones del primer grupo genético y el segundo. Esta informacion nos ayudaria a
comprender por qué la mayor parte de las poblaciones constituyen un grupo genético tan
fuerte. ¢(Puede ser posible que el flujo génico en esta especie sea muy alto entre las
poblaciones que constituyen el primer grupo genético y que solo existan barreras al flujo

génico en la Meseta de Somuncura y en Peninsula Huemul? Sin embargo, la tercera poblacion
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muestreada en la Meseta de Somuncura (SA-2) y otra poblacion muestreada en Peninsula
Huemul (PHA) forman parte del primer grupo genético. Se presenta a continuacion el estudio
filogenético para las poblaciones de Festuca pallescens analizadas y se retomaré al final del

capitulo la discusién de todos los resultados en conjunto.
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CAPITULO 2 B

Relaciones filogenéticas entre las poblaciones de Festuca pallescens.

Diferenciacion genética en poblaciones periféricas y evidencias de

hibridacion en la Meseta de Somuncura

Nota: los resultados de este capitulo se publicaron en el articulo: Lopez, A. S., Azpilicueta, M. M.,
Lopez, D. R., Siffredi, G. L., & Marchelli, P. (2017). Phylogenetic relationships and intraspecific
diversity of a North Patagonian Fescue: evidence of differentiation and interspecific introgression at
peripheral populations. Folia Geobotanica, 1-17.

1. INTRODUCCION

La variacion espacial de las condiciones ambientales asi como también disturbios
naturales (ej. ciclos climaticos, incendios) actuales y pasados dan lugar a un gradiente de
distribucion de las poblaciones de una especie, con areas de alta densidad poblacional, y
otras, periféricas de baja densidad poblacional (Jump et al. 2009; Iglesias et al. 2014). Los
sitios periféricos suelen ofrecer condiciones sub-6ptimas para especies con distribuciones
amplias y ambientalmente diversas, lo que lleva a las poblaciones a ser progresivamente mas
pequefias propensas al aislamiento y la extincion (Eckert et al. 2008). Muchas especies en
ambientes aridos mostraron altos niveles de diferenciacion genética entre poblaciones
extremas (Martinez-Palacios et al. 1999). Ademas, la constante exposicién a condiciones
estresantes de las poblaciones periféricas podria promover la expresion de variabilidad
fenotipica (Hoffmann & Hercus 2000) y/o adaptaciones locales (Hoffmann & Blows 1994).
Estos ambientes también son proclives a la aparicidon de hibridacién natural e introgresion
(Thompson et al. 2010) que pueden aumentar la variacion genética generando nuevas
combinaciones de genes y por tanto mayor potencial de adaptacion a nuevos ambientes
(Johansen-Morris & Latta 2008). En cualquier caso, estas respuestas contribuyen a una
mayor flexibilidad y supervivencia de una poblacion en un contexto de condiciones

ambientales cambiantes.
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La geomorfologia de la region Patagonica fue modelada fuertemente tanto por la
actividad volcanica como por las glaciaciones. Los movimientos tectonicos que dieron origen
a la Cordillera de los Andes tuvieron lugar en el Cretécico tardio y la formacion de la Meseta
Patagdnica ocurrio durante el Periodo Primario. Por otro lado, los paisajes glaciarios fueron
producto de la “Gran Glaciacion Patagonica” que comenzo en el Mioceno Tardio y continud
durante el Plioceno y hasta el Pleistoceno donde los glaciares cubrieron gran parte de la
Patagonia (Flint & Fidalgo 1969; Rabassa et al. 2005). Estos eventos originaron los
materiales parentales mas importantes de los suelos patagonicos, detritos glaciarios y
materiales volcanicos (Paruelo et al. 2000). Entre los 39°y 43° S (Flint & Fidalgo 1964; Flint
& Fidalgo 1969) los glaciares pleistocénicos de tipo “valle” avanzaron en forma irregular
desplazando la vegetacion a zonas libres de hielo (refugios glaciarios) (Markgraf et al. 1995;
Villagran et al. 1991). Es posible que el avance de los hielos hacia el este haya generado un
paisaje “mosaico” de vegetacion y campos de hielo, asi como ocurrio entre los 41°- 43° S
donde cordones montafiosos con orientacion N-S paralelos a los Andes, frenaron el avance
de los hielos hacia el este formando “islas” separadas de los glaciares principales (Soliani
2012). Por otra parte, durante el Oligoceno y el Mioceno, las zonas meridionales (38°- 43° S)
fueron invadidas por transgresiones marinas del Océano Atlantico (Ramos 1982; Premoli et
al. 2011) y del Pacifico, estas ultimas continuaron desde el Oligoceno hasta el Mioceno
(Bechis et al. 2011).

Por otro lado, las sierras y mesetas -un rasgo geomorfoldgico caracteristico de la
Patagonia- disminuyen hacia el este (Paruelo et al. 2000), donde se destaca la Meseta de
Somuncura, un macizo baséltico elevado y biogeograficamente aislado formado durante el
Terciario. Esta meseta es una formacion peculiar que se destaca hacia el este del gradiente
pluviométrico. Las transgresiones marinas del Mioceno afectaron las tierras bajas que
rodearon el macizo, pero no llegaron a la meseta (Malumian & Nafez, 2011). Este macizo,
sin embargo permaneci6 volcanicamente activo hasta el Plioceno temprano (Rabassa 2008).
Por lo tanto, esta antigua meseta constituyo una estructura insular rodeada de agua (Burkart
et al. 1999), generando micro-habitats que favorecieron la presencia de numerosos
endemismos, como cinco especies de plantas, al menos catorce invertebrados y diez
vertebrados (Andrade & Monjeau 2014; Cei 1969; Cei & Scolaro 1981; Breitman et al. 2015;

Chebez 2005, 2007; Leon et al. 1998). Ademas, posee caracteristicas geomorfoldgicas Gnicas
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y su ubicacion coincide con el extremo de la distribucion de muchas especies de la estepa
patagdnica (Andrade & Monjeau 2014; Ledn et al. 1998). En comparacion con las localidades
occidentales y mas centrales, Somuncura presenta precipitaciones mucho mas bajas (150
mm/afio vs 800 mm/afio), mayor rango diurno medio de temperatura (14,4 vs 11,5 °C) y

mayor temperatura anual (29 vs 22,7°C).

La capacidad de Festuca pallescens para instalarse y reproducirse en una gran
variedad de ambientes se asociaria a cierta plasticidad a nivel de la especie (Correa 1978;
Bertiller et al. 1990). Como ya fuera mencionado, es capaz de desarrollarse en diferentes
tipos de suelos y areas ecologicas de Patagonia y presenta diferencias fenoldgicas asociadas
a la variacion de la temperatura del aire en distintas posiciones topograficas (Bertiller et al.
1990). Sin embargo, se desconoce si estas respuestas son sélo de tipo plasticas, o si existen

adaptaciones locales que generen ecotipos adaptados a los diferentes sitios del gradiente.

Festuca es el género mas grande entre los Loliinae, con alrededor de 500 especies
(Inda et al. 2008). La poliploidizacion, las hibridaciones pasadas y recientes y los
cruzamientos intergénicos con otras Loliinae son frecuentes (Inda et al. 2008 y referencias
dentro). A pesar de las bien documentadas filogenias del género Festuca (Torrecilla &
Catalan 2002; Torrecilla et al. 2003; Catalan et al. 2004; Inda et al. 2008) se sabe poco sobre
las festucas patagdnicas ya que sélo tres especies fueron incluidas en estos estudios (Festuca
argentina (Speg.) Parodi, Festuca subantarctica Parodi y Festuca purpurascens Banks &
Sol. Ex Hook). Por lo tanto, la posicion de F. pallescens dentro de la filogenia infragenérica,

asi como la relacién con especies simpatricas es desconocida.

Como se describi6 en la seccion A de este capitulo, la densidad de las poblaciones de
Festuca pallescens disminuye hacia el este, donde las poblaciones de la especie se encuentran
espaciadas entre si asociado a la disminucion de ambientes favorables para su desarrollo (e.g.
mallines y peri-mallines) (Ledn et al. 1998). Tanto la Meseta de Somuncura en el este, como
Peninsula Huemul en el oeste, son areas de la Patagonia que han pasado por periodos de
aislamiento a lo largo de su historia lo cual tiene un impacto profundo en su vegetacion y ha
dejado huella en su diversidad genética. De acuerdo a los resultados obtenidos en la Seccion

A de este capitulo, se plantea la siguiente hipdtesis:
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HIPOTESIS:

Los eventos geomorfoldgicos del pasado produjeron distintos grados de aislamiento
en algunas poblaciones de Festuca pallescens promoviendo diferencias genéticas. En lugares
periféricos, como la meseta de Somuncura, biogeograficamente aislados desde comienzos
del Mioceno, se favorecieron procesos de hibridacion y especiacion. Por otro lado, en la zona
cordillerana, los avances y retrocesos glaciarios durante épocas mas recientes (Pleistoceno),
pueden haber promovido aislamiento en algunas poblaciones de la especie, profundizando su

diferenciacion genética.

PREDICCION

Las relaciones filogenéticas intra-especificas mostraran diferencias entre las poblaciones
de la especie que han quedado aisladas debido a los diferentes procesos geomorfologicos

ocurridos en Patagonia Norte.

2. OBJETIVO GENERAL

Estudiar las relaciones filogenéticas entre las poblaciones de Festuca pallescens de
Patagonia Norte para profundizar en las causas de la alta diferenciacion encontrada entre
algunas de las poblaciones. Asimismo, se pretende contribuir con la escasa informacion que

existe sobre las relaciones filogenéticas de las especies de festucas patagonicas.

3. METODOLOGIA

3.1.Material vegetal (ver seccion A)

Se utiliz6 material de las mismas poblaciones mencionadas en el capitulo 2 A (hojas
de individuos de las 14 poblaciones de Festuca pallescens), tomando un individuo por
poblacion identificado con el mismo rotulo que en Tabla 1.1 seguido de un ndmero.
Adicionalmente, se recolectaron cuatro individuos de la especie simpatrica Festuca

argentina en uno de los sitios (Pilcaniyeu, coincidiendo con las poblaciones PA y PB) y dos
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especies de gramineas patagénicas (Poa ligularis Nees ex Steud, var. ligularis, y Pappostipa
speciosa var. speciosa Trin. Et Rupr). Estas dos ultimas se utilizaron como especies distantes
a Festuca pallescens (outgroups) en la reconstruccion filogenética.

3.2. Extraccion de ADN (ver seccién A) y amplificacién por PCR

Para estudiar las relaciones filogenéticas entre las poblaciones de Festuca pallescens
y con otras especies patagonicas de Festuca, se utilizaron tres marcadores de ADN: el
espaciador transcripto interno ribosomal (ITS), una region de ADN cloroplastico (trnL-F) y
los ocho microsatélites nucleares (SSR) polimorficos transferidos exitosamente a la especie
(ver seccion A). Laregion ITS completa (ITS1-5.8S-1TS2) se amplifico con los primers cyl-
cy3 (Wright et al. 2006). Debido a que las secuencias de ADN de la regién nuclear ITS son
altamente conservadas dentro de las especies, se secuencio un individuo de cada poblacion.
Sin embargo, dada la mayor variacion fenotipica observada en la Meseta de Somuncura
(observaciones personales) y la alta diferenciacion detectada en el capitulo 2A, se incrementd
el nimero de individuos a un total de 12 entre las tres poblaciones muestreadas (5 de SA1, 5
de SB y 2 de SA2). Para la amplificacion de la region ITS, se usaron 40 ng de ADN como
molde con una mix que contenia las siguientes concentraciones finales: 0,6 unidades de ADN
polimerasa Go-Taq (Promega, Madison, WI, USA) con buffer de reaccion 1X Green
GoTag® (Promega), 1,5 mM de MgCly, 250 uM de dNTP, y 0,3 uM de cada primer en un
volumen total de 30 pl. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con el siguiente programa:
5 min a 94°C, 30 ciclos de 30 s a 94°C, 1 min a 56°C y 2 min a 72°C y un ciclo final de 10
min a 72°C . La region trnL-F del cloroplasto se amplifico usando los primers universales ¢
y T (Taberlet et al. 1991) con 90 ng de ADN, 1 unidad de ADN polimerasa Go-Taq®
(Promega, Madison, WI, USA) con 1X Green GoTaq® (Promega), 2 mM de MgClz, 200 uM
of dNTPs, y 0.2 uM de cada primer en un volumen total de 50 ul. El programa de
amplificacion fue: 1 min a 94°C, 30 ciclos de 1 mina 94°C, 1 mina50°Cy 1 mina72°Cy
un ciclo final de 7 min a 72°C. Por ultimo, se analizaron los ocho loci microsatélites (SSR)
utilizados en la seccidén 2 A de este capitulo para todas las especies (ver seccion A). Las
amplificaciones por PCR y el genotipado se llevaron a cabo de acuerdo con lo detallado en

la seccion 2A.

75



Se comprobo6 la amplificacion positiva de los productos de PCR para los tres
marcadores en geles de agarosa al 1% que se tifieron con Syber Safe (Invitrogen, Eugene,
OR, EEUU) y se visualizaron con un transiluminador de luz azul. Las regiones ITS y trnL-F
amplificadas produjeron una banda de aproximadamente 700 pb y 1000 pb respectivamente.
El producto de PCR se purifico usando el Kit de Purificacion de ADN Genomico Wizard
(Pomega) y luego se secuencid, en ambas direcciones, en un secuenciador capilar ABI 3700
(Unidad de Biotecnologia, INTA, Hurlingham, Argentina).

3.3.Analisis morfo-anatdbmico

Debido a la variacion fenotipica observada a campo en la meseta de Somuncura, se
realiz6 un anélisis de los principales caracteres morfolégicos que distinguen a Festuca
pallescens (Catalan & Muller 2012). Se analizaron exomorfoldégicamente muestras de un
ejemplar tipico de F. pallescens y uno de la especie simpatrica F. argentina ambos
recolectados en Pilcaniyeu (poblaciones centrales de ambas especies), asi como un ejemplar
de cada una de las dos poblaciones altamente diferenciadas de F. pallescens de Somuncura.
Ademas, se realizaron cortes transversales de hojas para andlisis morfo-anatomico, para
determinar la posicion y extension del tejido esclerenquimatico dentro de la hoja. Se
obtuvieron cortes transversales de hojas maduras que se cortaron aproximadamente a 12 cm
de distancia a la altura de la Iamina foliar (es decir, del extremo distal de la vaina foliar). Las
secciones se observaron a 10x con una lupa Leica SGE. Las caracteristicas morfoldgicas
medidas han sido reportadas como importantes descriptoras de especies de Festuca
(Dubkovski & Martinez 1988; Catalan & Miller 2012).

3.4.Andlisis filogenéticos

Los cromatogramas de las secuencias directa y reversa se analizaron con seqtrace 0.9.0
(Stucky 2012) y se crearon secuencias consenso usando BioEdit v7.2.5 (Hall 1999). Se utilizo
el software OLFinder (Dixon 2010) para reconstituir las secuencias en aquellos casos con
presencia de polimorfismos heterocigota indel. Las secuencias de todas las especies de
Festuca de América del Sur disponibles en Genebank (Catalan et al. 2004; Inda et al. 2008)

se utilizaron para el anélisis filogenético (15 especies, una secuencia por especie; Tabla S2.5).
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Ademas se incluyeron especies de Festuca de otros continentes disponibles en Genebank que
podrian estar emparentadas con las festucas patagonicas: 18 especies para ITS y 19 especies
para trnL-F (1 secuencia por especie; Tabla S2.1). Pappostipa speciosa var. speciosa y Poa
ligularis son dos especies de Poaceae generalmente encontradas en los pastizales de F.
pallescens. Estas especies son filogenéticamente muy distantes de F. pallescens y fueron
utilizadas como grupos externos. Las secuencias de ITS y trnL-F de F. pallescens, F.
argentina, Poa ligularis y Pappostipa speciosa var. speciosa se depositaron en el GenBank
(los numeros de acceso se proporcionan en la Tabla S2.5, del anexo). Las secuencias se
alinearon usando Muscle con ajustes manuales en AliView 1.18 (Larsson 2014) en los casos
necesarios. Los limites de cada secuencia se establecieron mediante el alineamiento con las
especies de Festuca obtenidas de Genebank (Torrecilla & Catalan 2002, Torrecilla et al.
2003; Catalan et al. 2004). Para el analisis filogenético, la presencia del heterocigota indel
fue codificada como un dato binario e incorporado en la base de datos. Los gaps (falta de

bases) fueron tratados como datos faltantes.

Para evaluar las relaciones filogenéticas entre las poblaciones se realizaron analisis
con Inferencias Bayesianas (BI), maxima parsimonia (MP) y maxima verosimilitud (ML) a
partir de matrices de datos de trnL-F e ITS tanto por separado como combinados. Los analisis
de BI, MP y ML se llevaron a cabo con el programa Mr. Bayes 3.2 (Ronquist et al. 2012),
Paup * 4.0 betalO (Swofford 2003) y el software en linea PhyML (Guindon et al. 2010),
respectivamente. Para ejecutar Bl y ML, se estimé el modelo de sustitucién de nucleétidos
Optimo para la matriz de datos ITS (GTR + G con 4 categorias de tasas gamma), la matriz de
datos trnL-F (TPM1uf + G) y el conjunto de datos concatenados (GTR + G con 4 categorias
gamma), después de probar 56 modelos de sustitucion de nucle6tidos y secuencias en base a
el Criterio de Informacion de Akaike (AIC) implementado en jmodeltest 2.0 (Guindon &
Gascuel 2003; Posada 2008; Darriba et al. 2012). Se realizaron los mismos analisis
bayesianos para ambos conjuntos de datos independientes (1 millon de generaciones
iniciadas a partir de diferentes arboles aleatorios, muestreando cada 100 generaciones los
parametros del modelo tales como las tasas de sustitucion de nucleétidos, la forma gamma,
la proporcidn de sitios invariables, la frecuencia de nucle6tidos) estimados en Mr. Bayes.
Después de descartar 0,25 del muestreo total ("burn-in"), los parametros se tomaron al

alcanzar el estado estacionario. Los arboles consenso (segun la regla del 50% de la mayoria)
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para la matriz de datos de ITS y trnL-F, obtenidos a partir de 15000 arboles, fueron
respaldados por un valor de probabilidad posterior (PP); por defecto, para la construccion del
arbol consenso, MrBayes condensa los clados con menos de 50% de PP. Los clados con
valores de PP superiores al 95% se consideraron con buen soporte. Luego, se realizaron los
analisis de maxima parsimonia en cada matriz de datos independiente. En base a estudios
realizados en este género (Torrecilla & Catalan 2002; Torrecilla et al. 2003; Inda et al. 2008),
se realizé un analisis heuristico en las matrices de datos para encontrar todos los arboles
igualmente parsimoniosos. En primer lugar, se establecié una restriccion a partir del arbol
concenso obtenido a partir de 10000 arboles de orden aleatorio, MULPARS ON, con
intercambio de ramas TBR y guardando no mas de 10 arboles de longitud igual 0 menor a 10
pasos por repeticion. Luego, la segunda busqueda heuristica consistié en 5000 arboles de
orden aleatorio, MULPARS ON, con intercambio de ramas TBR y guardando de no mas de
5 arboles de longitud igual o menor a 5 por repeticion. Todos los arboles parsimoniosos se
utilizaron para calcular el &rbol de consenso estricto y el &rbol consenso del 50% de la
mayoria de los arboles coincidentes. Los valores de bootstrap para las ramas de los arboles
parsimoniosos se calcularon a través de busquedas heuristicas de 1000 repeticiones. La
mayor parte de los clados presentaron valores de bootstrap entre 90-100%, por lo que se

consideraron bien respaldados.

Se calcularon las distancias genéticas tanto para ITS como para cpDNA (trnL-F) en
R (R Core Team 2013) usando el paquete dist.dna (Paradis et al. 2004). Esta funcién calcula
una matriz de pares de distancias de secuencias de ADN utilizando 11 modelos de sustitucién
de ADN vy la distancia genética de Bruvo (Bruvo et al. 2014). Finalmente, se utilizé un
algoritmo “median-joining network” (Bandelt et al. 1999) para reconstruir las relaciones
entre los haplotipos usando la Red 5.0.0.0 (www.fluxus-engineering.com). Luego, se utiliz6
la opcion de post-procesamiento (MP) para eliminar vectores medianos y enlaces

innecesarios (Polzin & Daneschmand 2003).

Los loci de microsatelites se analizaron en el mismo conjunto de individuos
seleccionados para la reconstruccién filogenética, incluyendo a F. argentina. Se utiliz6 la
distancia de Bruvo (Bruvo et al. 2004), que es la distancia recomendada para poliploides (ver
Seccion 2A, pag.8) para realizar un Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) con el

paquete de polysat (Clark & Jasieniuk 2011) y una estimacion de Neighbor-joining con el
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paquete ape (Paradis et al. 2004), ambos en R (R Core Team 2013). Con estos analisis se
pretende profundizar en los andlisis filogenéticos, particularmente en la relacion entre la
especie simpatrica y las poblaciones de F. pallescens. Asimismo, para determinar el nimero
de grupos genéticos y evaluar las sefiales de admixia se utiliz6 STRUCTURE ver. 2.3.4.
(Pritchard et al. 2000). Se determind el numero Optimo de grupos genéticos mediante el
método de Evanno (Evanno et al. 2005) en la plataforma en linea Harvester (Earl & vonHoldt
2012) y las figuras se procesaron con Clumpak (Kopelman et al. 2015) (ver Seccion 2A).

4. RESULTADOS

Las poblaciones de Festuca pallescens de la meseta de Somuncura (poblaciones SA-
1 y SB) mostraron grandes diferencias genéticas con respecto al resto de las poblaciones
muestreadas a lo largo de la transecta oeste-este (Figura 2.6). Hubo un alto nivel de diversidad
tanto en el marcador nuclear como en el de plastido, con la presencia de seis diferentes
secuencias ITS y cuatro haplotipos de cloroplasto. Por el contrario, todas las demas
poblaciones no mostraron ningin polimorfismo para la regién ITS y s6lo tres variantes para
el cloroplasto (Figura 2.6). La poblacién SA-2 es la Unica poblacion de la Meseta de
Somuncura con la misma constitucion genética (secuancias de ITS y haplotipos) que el resto
de las poblaciones de F. pallescens. Por lo tanto, a partir de ahora se hara referencia a las
poblaciones de Somuncura haciendo mencién sélo a las poblaciones SA-1 y SB, que
presentaron una constitucién genética diferente. Por otro lado, la poblacion PHB de Peninsula
Huemul, que se encuentra en el otro extremo del gradiente y que present6 diferencias con los
marcadores microsatélites (Seccion 2A) resulté genéticamente identica (ITS y haplotipo) al
resto de las poblaciones de Festuca pallescens.

4.1. Analisis morfo-anatémicos

Varios de los caracteres morfologicos analizados mostraron diferencias entre las
poblaciones centrales tipicas de F. pallescens (PA y PB) y los individuos marginales
recolectados en Somuncura (Tabla 2.5). También comparamos las poblaciones de
Somuncura con la especie simpatrica F. argentina y se encontraron algunos rasgos similares

y otros intermedios con F. pallescens. Por ejemplo, el color de las hojas en las poblaciones
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de Somuncura era glauco como en F. pallescens. Por el contrario, la ligula en el apice de la
vaina foliar y la presencia de cordones adaxiales/abaxiales de esclerénquima de las
poblaciones de Somuncura se asemejaban a las de F. argentina. Por Gltimo, algunos rasgos
eran claramente intermedios entre F. pallescens y F. argentina: tamafio del pulvinulo calloso
en la base de la lamina, longitud de la arista en el apice del lema (Figura 2.7) y presencia de
una banda continda de esclerénquima debajo de la epidermis abaxial en el corte transversal
de la hoja. Ademaés, se detectaron diferencias entre las dos poblaciones de Somuncura: la
poblacién SB tenia una mayor proporcion de esclerénquima que la poblacion SA (Tabla 2.5;
Figura 2.8).

Referencias

ms W 2 sy W

2
.1I3 ‘W 1 3 6
L ) 7 4

Meseta basaltica
Q Transgresiones marinas del Mioceno
== Limite de las Glaciaciones del Plioceno y Pleistoceno
I Gradiente de precipitaciones (2000-150mm)

Figura 2.6: Distribucion de las variantes genéticas de la region ITS y cpDNA (trnL-F) en
las poblaciones analizadas. Los numeros de la Referencia siguen la descripcion de la Tabla 2.1. La
gama de colores violeta (ITS) y verde (haplotipos (HP) de cpDNA) muestran las diferentes
variantes para los dos marcadores. Ademas, en la parte superior de la derecha se indican los eventos
geomorfoldgicas que caracterizan las region: las transgresiones marinas del Oligoceno-Mioceno y
los limites de glaciaciones Pleistoceno-Plioceno modificados a partir Premoli et al. 2011 (basado en
Ramos 1982) y Pastorino y Gallo 2006 (seguin Hollin & Schilling 1981), respectivamente. También
se presenta el gradiente de precipitacion decreciente oeste-este.
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Tabla 2.5: Comparacion de los rasgos morfo-anatomicos de Festuca argentina, F. pallescens y las poblaciones de Somuncura (SAL:
Somuncura altol; SB: Somuncura bajo).

Rasgos Morfoanatdmicos Festuca argentina Festuca pallescens SAl SB
Color de hoja verde claro glauca glauca glauca
Ligula claramente visible poco visible visible (similar a F. argentina) visible (similara F.

Pulvinulo calloso en la base de la
lamina

Longitud de la arista en el &pice del
lemma

Presencia de cordones
adaxiales/abaxiales de esclerénquima

Presencia de una banda continda de
esclerénquima debajo de la epidermis
abaxial en el corte transversal dela
hoja

ausente

ausente

presente

ausente

argentina)

presente, pequefia y menos
distinguible que en F.

presente, pequefia y menos

presente, claramente distinguible que en F.

visible
pallescens pallescens
Presente, Presente,
Presente >1 mm
aprox. 0,2 mm <0,2 mm
ausente presente presente

presente (a veces
interrumpido por
partes)

ausente (pero con una mayor
proporcion de esclerénquima
gue en SA)

ausente (pero con una mayor
proporcion que en F. argentina)
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Figura 2.7: Foto de semillas de Festuca pallescens (F.p) y de poblaciones de Somuncura (S)
tomada con un zoom de 10x con una lupa Leica SGE. Se observa la diferencia en el tamafio de
la arista.

a) b) c) d)
(o]
O) (o
O\Vg'o

Figura 2.8: Esquema de cortes transversales de a) Festuca argentina, b) Festuca pallescens, c)
Somuncura alto y d) Somuncura bajo. En negro se representa el esclerénquima.

4.2.Reqion ITS

Todos los individuos analizados de F. pallescens presentaron la misma secuencia
para la region ITS, excepto las poblaciones de Somuncura donde se encontraron seis
secuencias ITS diferentes entre un total de 10 secuencias analizadas (Figura 2.6). Los
individuos de la poblacion SA-2, en la meseta de Somuncura, fueron idénticos al resto de
las muestras de F. pallescens. Festuca argentina también mostr6 un alto polimorfismo ya
que cada individuo de los cuatro analizados present6 una secuencia del ITS diferente.
Todas las secuencias de las poblaciones SA-1 y SB presentaron un heterocigota indel en

la misma posicion, mientras que en una sola muestra de F. argentina se detectd un
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heterocigota indel pero en una posicion diferente. No se encontrd la presencia de un

heterocigota indel en las secuencias de F. pallescens. El conjunto de datos ITS incluia 47

secuencias pertenecientes a 38 taxones y 621 nucledtidos alineados, siendo 107 (17,23%)

informativos.
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F.juncifolia
F.rubra
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F.cochabambana
F.edlundiasa
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Figura 2.9: Arbol bayesiano construido a partir del conjunto de datos nucleares (ITS).
Los taxones coloreados corresponden a F. pallescens (violeta), F. argentina (naranja) y
poblaciones de Somuncura (verde). Los nimeros por encima de las ramas indican los valores de
probabilidad posterior (Bl). Pappostipa speciosa var. speciosa y Poa ligularis fueron utilizados

COMO grupos externos.
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Los tres métodos filogenéticos empleados mostraron topologias similares, por lo
que se presentan sélo los resultados del Mr Bayes (Figura 2.9) (los analisis de maxima
parsimonia y maxima verosimilitud se muestran en el anexo, Figura S2.4). Festuca
pallescens y los individuos de Somuncura pertenecen a diferentes clados. De hecho,
Somuncura formo un clado con F. argentina con un soporte fuerte (Figura 2.9). Las tres
especies patagonicas constituyeron clados hermanos con bajo soporte: Festuca pallescens
con F. purpurascens y luego ambas con F. subantartica. Este clado estd estrechamente
relacionado con las especies sudamericanas (F. chimborazensis, F. rigenscens, F.
vaginalis, F. parodiana, F. glumosa, F. andicola, F. cochabambana, F. nardifolia, F.
longivaginata, F. Orthophilla y F. cuzcoensis) y con una especie norteamericana (F.
edlundiae) (Figura 2.9 y Fig. S2.4). Los individuos de Somuncura y F. argentina se
agruparon como una politomia estrechamente relacionada con F. dichoclada, F. subulata,

F. kingii y F. altaica en todas las topologias (Figura 2.9 y Figura S2.4).

Las distancias genéticas fueron pequefias entre F. argentina y Somuncura (entre
0 y 0,7%) y considerablemente mayores entre los individuos de Somuncura y F.
pallescens (entre 7,3 y 8,1%) (Tabla 2.4). Por otra parte, la mayoria de los sitios
polimorficos en las secuencias de ITS de los individuos de Somuncura fueron
compartidos con F. argentina, mientras que s6lo unos pocos coincidieron con F.
pallescens y algunos fueron exclusivos. La mayoria de los polimorfismos eran posiciones

heterocigoticas entre las dos especies (Tabla 2.6).
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Tabla 2.6: Posiciones variables en la region ITS entre las especies. Columnas marcadas en
violeta indican sitios compartidos entre F. pallescens y Somuncura, en amarillo, sitios
polimoérficos entre Somuncura y F. argentina, y en verde sitios observados Unicamente en

individuos de Somuncura. El heterocigota indel esta en la posicion 398, marcada en rojo.

Posiciones variables (ITS)

Individuo
/Especie
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Se identificaron tres haplotipos entre las poblaciones de F. pallescens (HP1, HP2

y HP3), siendo HP1 el méas frecuente. Entre los 12 individuos de Somuncura, se
detectaron cuatro variantes (HP4, HP5, HP6 y HP7, Figura 2.6), siendo HP5 compartida
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con F. argentina. El conjunto de datos de cpDNA (trnL-F) incluye 43 secuencias (39

taxones) con 907 posiciones alineadas; 63 (6,94%) sitios variables fueron informativos.

Los arboles construidos a partir de la base de datos del marcador cloropléastico
(trnL-F) en todos los analisis mostraron, en general, la misma topologia que los arboles
ITS. Asimismo, los distintos métodos filogenéticos empleados para analizar la region de
cloroplasto arrojaron resultados similares por lo que se muestra solo el Mr. Bayes (en el
anexo se pueden ver los otros analisis). Los haplotipos 2 y 3 de F. pallescens
constituyeron clados hermanos y el haplotipo 1 (el haplotipo mas comun encontrado en
F. pallescens) un clado hermano de F. purpurascens (Patagonia). Asimismo, F.
subantartica presento el haplotipo 1. Estos taxones estaban estrechamente relacionados
con F. chimborazensis (Ecuador), F. edlundiae (Canadd) y F. glumosa (Colombia).
Ademas, el haplotipo exclusivo de la poblacion SB de Somuncura y los otros dos
haplotipos encontrados en la poblacion SA1 de Somuncura constituyeron un clado
hermano de F. amplissima y resulto filogenéticamente muy cercano a F. argentina.
Asimismo, estos clados se unen luego a un clado compuesto por F. breviglumis (México)
y F. dichoclada (Pert) (Figura 2.10). Sin embargo, los valores de soporte de PP fueron
muy bajos (menos del 50%). Las distancias genéticas fueron bajas entre F. argentina y
Somuncura (entre 0 y 0.24%) y considerablemente mayores entre Somuncura y F.
pallescens (entre 1.9 y 2.03%) (Tabla 4.3).

La red de haplotipos muestra que 19 mutaciones separan a F. pallescens5 (HP2)
de Somuncura SA1 2 (HP4), mientras que los haplotipos de Somuncura difieren del
haplotipo de F. argentina (HP5) s6lo por una o dos mutaciones entre si (inbox en la figura
2.10). El conjunto de datos combinados (ITS-trnL-F datos concatenados) mostré una

topologia similar al arbol del gen del cloroplasto (Figura S2.5 del anexo).
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Figura 2.10: Arbol bayesiano basado en el marcador cloroplastico (trnL-F). Los taxa estudiados
se colorean con violeta (F. pallescens), verde (Somuncura) y naranja (F. argentina). Los valores
de soporte (probabilidad posterior) se indican por encima de las ramas. Los valores de soporte
de probabilidad posterior inferiores al 50% no se muestran. * Festuca subantartica tiene el
mismo haplotipo que F. pallescens 1. El recuadro superior de la izquierda muestra la red de

haplotipos.

4.4, Loci de microsatélites

Todos los anélisis realizados con el conjunto de datos de microsatélites fueron

consistentes mostrando cuatro grupos bien definidos. Los individuos de F. argentina (4

individuos) y F. pallescens (12 individuos) fueron muy diferentes entre si en coincidencia

con los anélisis filogenéticos. Los marcadores microsatélites permitieron, ademas, la

separacién de las dos poblaciones de Somuncura. Los individuos de la poblacién SA1 (5

individuos) se ubicaron mas cerca de F. argentina mientras que los individuos de la

poblacion SB (5 individuos) se sitian en una posicion intermedia entre F. argentinay F.

pallescens tanto en el PCoA como en el arbol de Neighbour -joining (Figura 2.11).
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El agrupamiento realizado con STRUCTURE indic6 que el nimero de grupos
genéticos es 2 (K = 2) segun el método de Evanno et al. (2005) (Figura S2.6 del anexo).
Sin embargo, meanLnK alcanza la meseta en K = 3y K = 4. Por lo tanto, se muestran los
tres resultados (Figura 2.11). La mejor particion (K = 2) identifica a las dos especies,
aungue también muestra admixia en la poblacién SB de Somuncura, mientras que la
poblacion SAL result6 genéticamente idéntica a F. argentina. Cuando K = 3, la poblacion
SB de Somuncura formo un grupo puro, mientras que la poblacion SAL se agrupé con F.
argentina. Finalmente, cuando K = 4 se conforman los mismos cuatro grupos genéticos

que en el PCoA.

La proximidad de la poblacion SB a F. pallescens se debe a una mayor proporcion
de alelos compartidos (Figura S2.6 del anexo). En general, los individuos de Somuncura
en algunos loci de microsatélites tienen al menos un alelo predominante en F. pallescens
y otro que es caracteristico de F. argentina, lo que indica posibles eventos de hibridacion
pasada entre estas dos especies. Ademas, se encontraron alelos exclusivos en ambas

poblaciones de Somuncura.
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Figura 2.11: Analisis con loci de microsatélites. a) Asignacién de los individuos a cada uno de
los diferentes grupos (k = 2 a k = 4) obtenidos con STRUCTURE; b) Arbol radial de Neighbour
joining basado en la distancia de Bruvo calculado con el paquete de polysat en R; ¢) Andlisis de
coordenadas principales basado en la distancia de Bruvo para los loci de microsatélites. Pueden
distinguirse cuatro grupos: los individuos de F. pallescens estan coloreados en violeta, F.
argentina en naranja y Somuncura en verde oscuro (poblacion SA) y verde claro (poblacion
SB).

En virtud de los resultados obtenidos en este capitulo que sefialan que las
poblaciones de Somuncura no se agrupan con F. pallescens, se analizaron nuevamente
todos los datos de microsatélites de todas las poblaciones (capitulo 2A) excluyendo las
dos poblaciones de Somuncura (Figura 2.12). El nimero dptimo de grupos genéticos en
este nuevo analisis fue K = 2. La mayoria de las poblaciones presenta uno de los grupos
genéticos con niveles de asignacion altos (Q > 0.85) mientras el segundo grupo genético
estuvo representado solo por la poblacién PHB con un nivel de asignacion muy alto (Q =
0.9).
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Figura 2.12: Asignacion de grupos genéticos en 12 poblaciones de Festuca pallescens.
Resultados obtenidos con STRUCTURE editados con CLUMPAK para k = 2.

5. DISCUSION

Las relaciones filogenéticas y el andlisis de la variacion genética (Capitulo 2
Seccion A) entre las poblaciones de Festuca pallescens de Patagonia Norte indicaron que
las diferencias encontradas en tres poblaciones se deben a distintas causas. Los eventos
geomorfoldgicos del pasado han producido distintos grados de aislamiento en algunas
poblaciones de F. pallescens, sin embargo las consecuencias de estos aislamientos serian
distintas, lo cual nos permite, en parte, confirmar nuestra hipotesis de trabajo. En lugares
periféricos, como la meseta de Somuncura, biogeograficamente aislados desde comienzos
del Mioceno, las poblaciones SA y SB se diferencian filogenéticamente del resto de las
poblaciones y serian un ecotipo de Festuca argentina producto de una hibridacion
ancestral con F. pallescens. Por otro lado, en la zona cordillerana, los avances y retrocesos
glaciarios durante el Pleistoceno (Iglesias et al. 2013, 2014), pueden haber dado origen a

PHB mediante una posterior recolonizacion de la especie.

5.1.Diversidad genética dentro de las poblaciones periféricas

Las poblaciones periféricas suelen tener niveles mas bajos de diversidad genética
porgue su aislamiento conduce a una mayor probabilidad de endogamia y deriva genética
(Eckert 2008). Sin embargo, la diferenciacion genética que se detectd con los tres
marcadores analizados fue muy fuerte entre las poblaciones SA y SB de la meseta de
Somuncura y el resto de las poblaciones, pero no en la poblacién PHB de Peninsula
Huemul que sélo present6 diferencias genéticas con los marcadores moleculares del tipo
microsatélite con el resto de las poblaciones de F. pallescens. Los altos niveles de

variacion en estas poblaciones de la meseta junto con la deteccion de alelos exclusivos
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con los SSRs indican que las poblaciones estarian atravesando diferentes procesos

evolutivos.

Durante los eventos que ocurrieron desde el Mioceno/Plioceno hasta el
Pleistoceno donde los glaciares y las transgresiones marinas cubrieron gran parte de la
Patagonia, la zona donde hoy se encuentra la poblacion PHB quedd cubierta por los
hielos, segun la linea que delimita la ultima gran glaciacion (Hollin & Schilling, 1981).
Es decir que la poblacion actual seria producto de la recolonizacion post-glacial, con la
consecuente reduccion en la diversidad genética que conlleva el efecto fundador (Hewitt
2000). Los marcadores que permiten establecer diferencias filogenéticas (ITS y cpDNA)
indicaron que las poblaciones SA y SB de Somuncura son muy diferentes al resto de las
poblaciones de F. pallescens. Sin embargo, la poblacion PHB es idéntica al resto de las
poblaciones de la especie. Algunos trabajos sugieren que las filogenias realizadas con la
region ITS deben ser analizadas con precaucion dada la complejidad y la falta de
predictibilidad de su comportamiento evolutivo (Alvarez & Wendel 2003). No obstante,
se cree que la evolucion concertada reduce la variacién intragendmica entre las copias
dentro de las repeticiones en tandem del gen ITS (Liao 1999), incluso existiendo variacién
en las mismas. Por lo tanto, el nivel de polimorfismo detectado en las poblaciones SA 'y

SB de Somuncura es muy interesante.

Festuca pallescens y F. argentina presentan caracteristicas morfoldgicas
distintivas (Catalan & Miller 2012), pero poseen una gran variacion fenotipica (Parodi
1953; Nicora 1978; Bertiller et al. 1990; Oliva et al. 1993) que muchas veces hace que
sean dificiles de distinguir. Ademas, estas especies presentan diferentes caracteristicas
ecologicas. Festuca pallescens forma grandes pastizales en la Patagonia (por ejemplo,
estepas altas o pastizales en peri-mallines), alcanzando grandes altitudes (1800 msnm,
Catalan & Muller 2012). Por su lado, F. argentina se encuentra generalmente en parches
dentro de distintos tipos de estepas (Bran et al. 2000), generalmente a altitudes
comprendidas entre 270 y 700 m snm (Catalan & Muiller 2012), en estepas arbustivo-
graminosas de Mulinum spinosum y Poa ligualaris o estepas graminosas de F. pallescens.
Por lo tanto, los tamafios de poblacion mas pequefios en F. argentina podrian contribuir
a un efecto de deriva genética mas fuerte. Ademas, hacia el este del gradiente de estudio,
las poblaciones de F. pallescens ocurren con menor frecuencia debido a la disminucion
de mallines (y aumento del déficit hidrico), encontrandose en los pocos peri-mallines o

estepas de altura, donde predominan las condiciones humedas (Bertiller et al. 1990;
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Gaitan et al. 2010). En consecuencia, las poblaciones de Somuncura consisten en
pastizales de altura en ambientes aridos, muy aislados geograficamente de otros pastizales

de F. pallescens en el resto de Patagonia Norte.

Las relaciones filogenéticas y las distancias genéticas indican que las poblaciones
de Somuncura estdn més proximas a la especie simpatrica F. argentina que a F.
pallescens. Sin embargo, los microsatélites permitieron una distincion clara de cada una
de las dos especies, asi como entre las dos poblaciones. Ademas, se detecté un grado
considerable de admixia en una de las poblaciones, lo que podria indicar que haya existido
una hibridacién entre estas especies. Por otra parte, los resultados morfo-anatdmicos
indicaron que las poblaciones de Somuncura tenian caracteres intermedios de ambas
especies y caracteres que se asemejan tanto a una como a otra especie. Ademas, las
poblaciones de F. pallescens de Patagonia Norte son genéticamente uniformes, ya que se
observo una unica secuencia ITS idéntica en todos los individuos. Por el contrario, las
poblaciones de Somuncura son variables, mostrando seis secuencias ITS entre 10
individuos. También se detectd un alto nivel de polimorfismo en F. argentina: cada uno
de los cuatro individuos muestreados tenian una secuencia diferente. Por otra parte, no se

encontraron haplotipos de cloroplasto compartidos entre F. pallescens y Somuncura.

En vista del nivel de diferenciacion detectado en las poblaciones de Somuncura,
se podrian proponer tres posibles escenarios a) las poblaciones de Somuncura son en
realidad F. argentina, b) son un ecotipo de F. argentina, y/o c) son hibridos entre F.

pallescens y F. argentina y podrian estar en proceso de especiacion.

Los resultados que apoyan la primera hipétesis se asocian a la estrecha relacion
genética con F. argentina, (i) ya que todos los analisis filogenéticos agrupan las
poblaciones de Somuncura junto con F. argentina o constituyen una politomia con esta
especie; (ii) el PCoA basado en datos de microsatélites agrupé la poblacion SA muy cerca
de F. argentina, y (iii) los individuos de Somuncura compartieron varios rasgos morfo-
anatémicos con F. argentina. No obstante, en este trabajo se encontraron evidencias que
dan sustento a la segunda hipotesis. En base a otros rasgos morfo-anatémicos, de
caracteristicas intermedias con F. pallescens, es posible que los individuos de Somuncura
constituyan un ecotipo de F. argentina, genéticamente distinto y morfologicamente
similar a F. pallescens. La diferencia mas importante es la morfologia de la lema: F.
argentina difiere de otras especies del género debido a que su lema es matica (Dubcovsky

& Martinez 1988; Catalan & Miiller 2012) y las lemas de Somuncura tenian una arista
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minuscula en el apice. Se encontraron ademas cuatro haplotipos y una gran variacion
genética en el marcador nuclear entre los individuos de Somuncura. Por ultimo los
resultados de agrupamiento obtenidos con STRUCTURE, PCoA y Neighbour Joining
usando los loci de microsatélites apoyan esta segunda hipotesis (Figura 2.11) ya que

claramente separaron a las poblaciones de Somuncura de las de F. argentina.

En areas geograficamente aisladas y en ausencia de competidores, se promueve la
existencia de radiaciones adaptativas (Simpson 1953, Stroud & Losos 2016). De hecho,
el aislamiento biogeografico de la meseta de Somuncura promovié la evolucion de
diferentes taxa endémicos (Leon et al. 1998, Chebez 2005, Andrade & Monjeau 2014).
Por lo tanto, las poblaciones de Somuncura podrian ser un nuevo ecotipo de F. argentina
desarrollado en este ambiente aislado. La radiacion adaptativa ocurre gracias a la
adquisicion de "innovaciones clave" (Stroud & Losos 2016) que le proporciona a un clado
la capacidad de adaptacion mediante el aprovechamiento de los recursos disponibles. Por
ejemplo, las poblaciones de Somuncura presentaron algunos rasgos morfo-anatémicos,
como un pulvinulo calloso en la base de la ldmina y una mayor proporcion de
esclerénquima bajo la epidermis abaxial que F. argentina. El esclerénquima es un tejido
especializado que proporciona fuerza y apoyo a las hojas, especialmente en condiciones
aridas con periodos de fuerte déficit hidrico que producen pérdida de turgencia celular,
como los ambientes secos y ventosos de Somuncura. Ademas, puede mantener las hojas
mas erguidas promoviendo una estructura cespitosa constituyendo un tipo de bio-forma
que le otorgaria a la planta una proteccion de la radiacion directa y disminuiria la
evapotranspiracion (Oliva 1996). Todas estas caracteristicas morfologicas estan

asociadas a la adaptacion a la aridez (Moreno 2012).

Finalmente, la presencia de sitios polimorficos y un haplotipo de cloroplasto
compartidos entre Somuncura y F. pallescens, las posiciones heterocigoticas entre F.
pallescens y F. argentina, los alelos compartidos en loci de microsatélites y los rasgos
morfo-anatomicos intermedios sugieren un posible proceso de hibridacion. La cercania a
F. argentina podria deberse a un retrocruzamiento duradero hacia esta especie. Las
poblaciones de Somuncura ocurren en estepas a 900-1100 m s.n.m. donde F. pallescens
es abundante (Andrade & Monjeau 2014). Por el contrario, F. argentina es una especie
dominante en estepas de suelo poco profundo en zonas mas bajas (por ejemplo, laderas
de la meseta) (Leon et al. 1998; Bran D. comunicacion personal). Por lo tanto, las

diferencias en altitud de los nichos ecolégicos establecidos de cada especie podrian
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actualmente crear una barrera a la reproducciéon. En el pasado, en cambio, sus
distribuciones podrian haber coincidido promoviendo la hibridacion y retrocruzamiento
entre el hibrido y F. argentina. A pesar de ser especies alogamas con fecundacion
cruzada, las diferencias en los niveles de ploidia (F. pallescens 6x, F. argentina 4x)
(Dubcovsky & Martinez 1991, 1992) podrian limitar su reproduccion. La hibridacion
interespecifica entre especies con diferentes niveles de ploidia es infrecuente, pero posible
ya que se informo en este género. Por ejemplo, F. arundinacea (alohexaploide) es el
resultado del cruzamiento artificial entre F. pratensis (diploide) y F. fenas (alotetraploide)
(Indaetal. 2014). Ademas, el complejo Lolium-Festuca obtenido a partir del cruzamiento
de especies distantes de ryegrass y festuca, presentd una combinacion de rasgos utiles de
ambos progenitores y resultd en variedades comerciales estables y exitosas (Thomas &
Humpreys 1991). Otro ejemplo es el pentaploide Paspalum durifolium Mez que comparte
caracteres morfoldgicos y reproductivos intermedios con sus progenitores tetraploides y
hexaploides, pero produce una pequefia cantidad de semillas, principalmente debido a la
inestabilidad genética después de un comportamiento meidtico irregular (Quarin &
Caponio, 1995).

Los anélisis filogenéticos no apoyan plenamente que F. pallescens y F. argentina
sean las especies parentales del potencial hibrido, y no podemos descartar la existencia
de otras especies parentales en Somuncura. Ademas, aunque F. pallescens y F. argentina
coexisten en algunos lugares a lo largo de su distribucion natural, hasta donde sabemos,
la hibridacion interespecifica nunca ha sido reportada. Para confirmar esta hipotesis, son
necesarios estudios citogenéticos que permitan evaluar ain mas la posible hibridacion e
introgresion entre las dos festucas. La hibridacién explicaria las diferencias encontradas
entre SA1 y SB con respecto a SA2 (ver seccidn captitulo2A). Sin embargo, si las
poblaciones SA1 y SB son un ecotipo producto de una hibridacién ancestral, las
diferencias genéticas entre los individuos de estas poblaciones con los de SA2 deberian
ser lo suficientemente importantes como para evitar un cruzamiento. Podria ocurrir que
el ecotipo (poblaciones SA y SB) solo se reproduzca con individuos de su propia
poblacién quedando aislados reproductivamente de otras poblaciones (Pfennig et al.
2016). Por lo tanto, con los datos obtenidos hasta el momento, sugerimos que las
poblaciones de Somuncura serian un ecotipo de F. argentina originado a partir de una

hibridacion ancestral y una subsecuente introgresién, que difiere exomorfolégicamente
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en sus hojas glaucas, lemas con aristas cortas y presencia de un pulvinulo calloso en base

foliar.

5.2.Festuca pallescens y poblaciones de Somuncura dentro de la filogenia de Festuca

El género Festuca ha sido muy estudiado (Torrecilla & Catalan 2002; Torrecilla
et al. 2003; Catalan et al. 2004; Inda et al. 2008), pero el conocimiento de las relaciones
filogenéticas de las festucas patagonicas es escaso (Oliva et al. 1993), y particularmente
F. pallescens nunca fue incluida en las filogenias publicadas hasta el momento. La
mayoria de los estudios en festucas patagdnicas se centraron en analisis citogenéticos
(Dubcovsky & Martinez 1988, 1991, 1992) y fisioldgicos (e.g. Bertiller et al. 1990;
Bertiller & Defossé 1990; Fernandez et al. 2006, 2007). Por lo tanto, nuestros resultados
proporcionan informacion novedosa sobre las relaciones genéticas de F. pallescens con

el resto de las festucas sudamericanas.

El estado de arte en la filogenia de Festuca reconoce 23 clados con 500 especies
(Indaetal. 2014). Las especies patagonicas Festuca subantartica y Festuca purpurascens
pertenecen al clado de América I (Inda et al. 2008) como parte del clado de hojas finas
(Catalan et al. 2004). Nuestros resultados mostraron que F. pallescens esta fuertemente
relacionada con estas dos especies, ya que formaron un clado hermano en los arboles de
los analisis bayesianos de ambos marcadores moleculares y constituyeron una politomia
(es decir, alta similitud genética) en la topologia de los analisis de Maxima Parsimonia.
No obstante, no se descarta la posibilidad que la existencia de politomias se deba a que
los marcadores utilizados posean baja resolucion. Por otro lado, los resultados obtenidos
no son concordantes con estudios fenéticos y citologicos realizados en esta especie
(Dubcovsky & Martinez 1988, 1991) donde F. pallescens y F. purpurascens no se
agrupan. Por otra parte, las tres especies tienen areas de distribucién diferentes, pero
solapadas en cierta medida: F. subantartica se describi6 en el Lago Argentino, Santa Cruz
(Inda et al. 2008), Festuca purpurascens se encuentra en los Andes, de Neuguén a Santa
Cruz y F. pallescens ocurre desde Mendoza hasta el rio Coyle en Santa Cruz (Nicora
1978). El andlisis de otras especies de festucas patagdnicas y/o la utilizacion de

marcadores mas variables podrian ayudar a resolver la politomia.

Por otro lado, el clado Somuncura - F. argentina esta estrechamente relacionado

con el clado asiatico - americano, especialmente con las festucas norteamericanas, y muy
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distante de las festucas patagonicas y andinas estudiadas hasta el momento (Inda et al.
2008). Ademas, Somuncuray F. argentina formaron una politomia, lo que podria deberse
a las similitudes genéticas entre las secuencias, a la existencia de hibridacion que produce
radiacion adaptativa (Seehausen 2004) o a la falta de evolucidn concertada (Bailey et al.
2003). Somuncura y F. argentina estdn mas estrechamente relacionadas con algunas
festucas norteamericanas (F. subulata, F. dichoclada, F. kingii y F. altaica, Fig. 2.9), con
F. breviglumis y F. amplissima (ambas de México), y con F. modesta (Asia, Figura 2.9).
F. argentina ha sido clasificada como festuca de hoja ancha (ver Inda et al. 2008 y sus
referencias). Sin embargo, Somuncura y F. argentina también se relacionaron con F.
subulata y F. altaica, que fueron descriptas como festucas de hojas anchas a finas,
representando una transicién entre los dos grupos principales. El rasgo de hoja ancha
parece ser un caracter plesiomorfico (Catalan et al. 2007) que puede indicar tanto un
origen antiguo de Festuca argentina como una especie reciente con un caracter ancestral.
Las especies de hoja ancha han experimentado multiples radiaciones desde el centro de
origen y los cambios climaticos que ocurrieron hace 12 millones de afios promovieron la
diferenciacion de sus ancestros (Inda et al. 2008). Las regiones aridas y semiaridas de
Argentina son susceptibles a las fluctuaciones climaticas (Zarate & Tripaldi 2012) y las
limitaciones ambientales en la meseta de Somuncura podrian haber promovido la
variacion genética detectada en las regiones de ITS y cpADN en esas poblaciones y haber
desencadenado un proceso de especiacion en el clado Somuncura. Por otra parte, los
eventos de hibridacion y poliploidizacion permitieron la colonizacion de zonas aridas
durante los periodos glaciales e interglaciales del Pleistoceno en el Hemisferio Sur
(Dubcovsky & Martinez 1992; Hewitt 1996). Aunque el muestreo de este trabajo esta
restringido a la Patagonia Norte, una hipotesis plausible podria ser que F. pallescens se
haya originado durante ese periodo geoldgico en la Patagonia, tal como se ha propuesto

para los clados poliploides americanos | y Il (Inda et al. 2008).

6. CONCLUSION

La variabilidad genética observada en las dos poblaciones dentro del area
protegida en la meseta de Somuncura indicaria la existencia de procesos evolutivos que
podrian desencadenar eventos de especiacion en las festucas patagonicas. A pesar de tener

algunas caracteristicas exomorfologicas similares y alelos compartidos con F. pallescens,
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la mayoria de las evidencias indican que las poblaciones de Somuncura no corresponden
a F. pallescens. Si bien se necesitan méas estudios para dilucidar las relaciones
filogenéticas entre las festucas patagonicas, las poblaciones de Somuncura podrian ser un
ecotipo de F. argentina originado a partir de una introgresion antigua con F. pallescens
y que actualmente se diferencia morfoldgica y genéticamente de F. argentina (es decir,
un endemismo estrecho) (Kruckeberg & Rabinowitz 1985).

Por otro lado, el marcador de la region ITS indicé que la poblacién PHB de
Peninsula Huemul es Festuca pallescens, pero los microsatélites muestran que es
genéticamente muy diferente al resto de las poblaciones de la especie. En la figura 2.6 se
observa el limite de las glaciaciones del Plioceno y Pleistoceno asi como también las
transgresiones marinas del Mioceno. Las Unicas poblaciones que quedaron bajo estos
limites fueron las poblaciones de Peninsula Huemul, el resto de las poblaciones se
encuentra por fuera de los limites de estos dos eventos. La poblacion PHA de este sitio,
se encuentra a mayor altitud que PHB, con lo cual es posible que haya quedado como
refugio de altura y conectada con el resto de las poblaciones de la especie, pero PHB
habria quedado cubierta por los glaciares. Estas apreciaciones surgen de los analisis
genéticos, los cuales indican que el flujo génico entre PHA y el resto de las poblaciones
de F. pallescens seria alto. Por lo tanto, a partir de los resultados obtenidos en ambas
secciones de este capitulo, se sugiere que las diferencias genéticas de la poblacion PHB
son consecuencia de los eventos ocurridos durante las Ultimas glaciaciones. Esta
poblacion puede haber quedado cubierta por los hielos y ser producto de una

recolonizacion post-glacial.

El estudio de las relaciones filogenéticas entre las poblaciones de Festuca
pallescens de Patagonia Norte permitié comprender las causas de la alta diferenciacion
encontrada en las poblaciones de la Meseta de Somuncura. En este capitulo se generd
informacion novedosa sobre los procesos que podrian haber ocurrido en la isla
biogeografica contribuyendo asi con la escasa informacion que existe sobre las relaciones

filogenéticas de las especies de festucas patagonicas.
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CAPITULO 3

Requerimientos térmicos e hidricos para la germinaci(')n de semillas de

poblaciones de Festuca pallescens

1. INTRODUCCION

La desertificacion afecta a las regiones &ridas, semiaridas y subhimedas de todo
el mundo por la influencia tanto del cambio climatico como de las actividades humanas
(Reynolds et al. 2016). Estos ecosistemas estan dominados por gramineas perennes con
baja capacidad para superar rapidos cambios ambientales (Chapin 1993). El potencial
adaptativo de estas especies dependerd, en gran medida, del éxito de la regeneracion que
surge a través de la reproduccion sexual, la cual aportara nuevas combinaciones alélicas,
y por lo tanto diversidad genética potencialmente adaptativa a las nuevas condiciones
ambientales. Por lo tanto, la capacidad de producir semillas viables que logren germinar,
establecerse y afrontar las presiones ambientales es de vital relevancia para la persistencia
de las especies en escenarios climaticos variables. El establecimiento de la planta luego
de la germinacion constituye una de las etapas méas vulnerables del ciclo de vida de las
plantas (Alvarado & Bradford 2002), y el éxito del establecimiento cobra particular
importancia en especies de pastizales de ambientes aridos, donde la germinacion es
erratica o episddica (O connor 1991; Rotundo et al. 2015). Aungque muchas especies de
gramineas tienen propagacion vegetativa, la adaptabilidad depende de la diversidad
genética y, por lo tanto, de la reproduccion sexual. Entonces, comprender la germinacién
en relacion con las condiciones ambientales puede ayudar a predecir adaptacion, en
particular si se ensayan diferentes origenes de semillas en un ambiente comdn (Donohue
et al. 2010).

La germinacion es un proceso critico en el ciclo de vida de las plantas que implica
cambios drasticos como el pasaje de un estado quiescente y protegido a un estado de
activo crecimiento expuesto a las condiciones ambientales (Donohue et al. 2010). Se
encuentra altamente regulada e influenciada por el ambiente, por lo tanto constituye una
etapa que se encuentra bajo fuerte presién de seleccion (Pendleton & Meyer 2004;

Donohue et al. 2005). La variacién en la germinacidn de numerosas especies esta asociada
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al habitat sugiriendo la existencia de adaptaciones locales (Basking & Baskin 1998). Mas
aun, respuestas en la germinacion ante alteraciones ambientales de origen antrépico
indican que la germinacion puede evolucionar rapidamente acompafiando dichos cambios
(e.g. Itoh et al. 1997; Ferasol et al. 1995; Rout et al. 2000). Estos eventos estan modulados
tanto por factores genéticos como ambientales (Pendletor & Meyer 2004), entre los que
la temperatura y la humedad del suelo son criticos (Lacey 1996; Murray et al. 2004).

La temperatura puede ser considerada como uno de los principales factores que
regula la germinacion de las semillas sin dormicion (Alvarado & Bradford 2002) debido
a que desemperfia un papel importante en la velocidad de la tasa de germinacion (Moot et
al. 2000; Batlla & Benech-Arnold 2015). Los modelos de cambio climatico predicen que
para los proximos afos habra un incremento en la temperatura media, alteraciones en las
precipitaciones y un aumento en la frecuencia de eventos extremos, tales como sequias y
afios humedos (Schwinning & Sala 2004; IPCC 2014). Teniendo en cuenta que los
parametros fisiologicos de las semillas que determinan la germinacion estan bajo control
genético (Bradford 1995), el aumento de las temperaturas globales podria tener un fuerte
impacto en poblaciones adaptadas localmente. En consecuencia, puede esperarse que
especies con distribucion amplia y cubriendo ambientes heterogéneos, muestren gran
variabilidad en la respuesta de la germinacion de sus poblaciones a factores ambientales

especificos.

Para conocer los factores que modulan la germinacion existen modelos que
permiten evaluar la respuesta de las semillas a la temperatura y a la disponibilidad de agua
en el suelo a nivel de poblacién: los modelos umbrales de Tiempo Térmico (Garcia-
Huidobro et al. 1982) y de Tiempo Hidrico (Bradford 1995). Estos modelos permiten
predecir el momento en que ocurriré la germinacion de distintas fracciones de semillas de
la poblacién cuando éstas estan sometidas a regimenes de temperatura (modelo de
Tiempo Térmico) o humedad (modelo de Tiempo Hidrico) (Bradford 2002). Los modelos
constituyen herramientas Utiles que han sido ampliamente utilizadas en el control de
malezas (Ustarroz et al. 2015; Sharifiamina et al. 2016) y / o cultivos horticolas (Alvarado
& Bradford 2002; Bakhshandeh et al. 2015), asi como en especies forrajeras nativas (por
ejemplo en pastizales sudamericanos, Rotundo et al. 2015). Los parametros poblacionales
obtenidos a partir de estos modelos caracterizan cuantitativamente los requerimientos

hidricos y térmicos de la germinacion. Estos coeficientes estan asociados a las respuestas
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germinativas de las plantas en diferentes condiciones ambientales o con diferentes

origenes genéticos (Alvarado & Bradford 2002; Herdegree et al. 2003).

El modelo de tiempo térmico describe dos pardmetros térmicos: el tiempo térmico
(6r), definido como la acumulacion de grados-dias (° Cd) requeridos para la germinacion
sobre una temperatura base (Tb), la cual constituye la temperatura minima requerida para
la germinacion. Por debajo de Th, la germinacion no ocurre. Paralelamente, el modelo de
Tiempo hidrico presenta dos parametros hidricos: el tiempo hidrico (64) determinado por
las unidades de potencial agua acumuladas (MPa) sobre un valor umbral de potencial
agua base (yb), el cual constituye el requerimiento hidrico minimo para que ocurra la
germinacion (la explicacion detallada de la obtencion de cada pardmetro se describe en
las secciones 3.3 y 3.4). Estos métodos se han utilizado en especies de pastizales para
predecir diferencias en la germinacion acumulada en varios escenarios de temperatura
(Hardegree et al. 1999; Moot et al. 2000; Rotundo et al. 2015), asi como bajo distintas
condiciones hidricas (Rotundo et al. 2015; Sharifiamina 2016).

La estepa patagonica constituye la extension de ecosistemas aridos mas grande y
mas meridional de América del Sur (Palazzesi et al. 2014) y se caracteriza por fuertes
gradientes climaticos ya descriptos en el Capitulo 1. En particular, los gradientes
latitudinal y altitudinal determinan el patron espacial de temperatura (Villalba et al. 2003)
y el pluviométrico, en sentido oeste — este, determina la disponibilidad de agua (Ledn et
al. 1998; Bran et al. 2000). Ademas, en la meseta central de la Patagonia, se alcanzan las
amplitudes térmicas anuales y diarias mas grandes por su ubicacién distante tanto del
océano Pacifico como del océano Atlantico (Bianchi et al. 2016). Por lo tanto, estas dos
caracteristicas determinan la orientacion de las isotermas en una direccion dominante
noroeste-sureste. La temperatura media anual varia de 14°C en el noreste a 10°C en el
suroeste, con minimas de alrededor de 6°C en las elevaciones de los Andes. La amplitud
térmica anual oscila entre 16°C en el centro de la meseta central de Patagonia y 10°C en
el suroeste, cerca de la costa del Pacifico (Garreoud et al. 2009). Por otra parte, en la
cordillera y pre-cordillera, las precipitaciones alcanzan entre 2000-3000 mm por afio por
lo que la disponibilidad de agua seria un recurso menos limitante que en la estepa
patagonica, en donde las precipitaciones son estocasticas y mucho mas bajas (150-200
mm). En la estepa patagonica, el agua es el principal factor limitante (Oesterheld et al.
1998).
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La especie objeto de estudio de esta tesis, Festuca pallescens, produce una
abundante cantidad de semillas que germinan bajo una amplia gama de temperaturas
inmediatamente después de la dispersion, lo que sugiere la ausencia de dormicion
(Soriano 1960; Defossé et al. 1994). La mayoria de los estudios en esta especie se
centraron en el banco de semillas y el establecimiento de plantulas en condiciones de
campo (Bertiller 1992; Bertiller & Coronato 1994, Defossé et al. 1994; Bertiller 1996;
Bertiller & Aloia 1996) y evaluando la sobrevivencia y desarrollo de plantulas en
condiciones de deéficit hidrico en laboratorio (Bertiller et al. 1994). Dadas las grandes
amplitudes térmicas y el marcado gradiente de precipitacion que caracterizan el area de
distribucion de la especie, asi como la incidencia que estos tienen en la germinacién de
las semillas, resulta de interés generar conocimientos sobre cémo las poblaciones de
Festuca pallescens de distintos ambientes responden a los cambios de temperatura y
humedad. En este capitulo se presenta una evaluacion de la germinacién de Festuca
pallescens con un nuevo enfoque basado en las interpretaciones ecolégicas de modelos

matematicos. Se plantea la siguiente hipdtesis de trabajo:

HIPOTESIS

Las grandes amplitudes térmicas y el marcado gradiente de precipitacion en
Patagonia Norte condicionan los requerimientos térmicos e hidricos de la germinacion de
las semillas de las poblaciones de Festuca pallescens. En este sentido, existiran
diferencias entre las poblaciones que provengan de ambientes mas himedos (e.g. la
cordillera y pre-cordillera), respecto a las de origen méas arido (e.g. estepa patagdnica)
debido a la existencia de adaptaciones que condicionen la germinacién en cada sitio al

momento temporal mas adecuado.

PREDICCION

Los pardmetros poblacionales determinados a través de los modelos de umbrales de
Tiempo térmico y de Tiempo hidrico (Temperatura base, tiempo térmico, potencial agua
base y tiempo hidrico) mostraran diferencias significativas entre las

poblaciones de Festuca pallescens asociados al tipo de ambiente del que provengan.
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2. OBJETIVO:

El objetivo especifico de este capitulo es cuantificar la variacion intraespecifica
en los requerimientos para la germinacién de poblaciones de Festuca pallescens de
Patagonia Norte a través de modelos umbrales de tiempo térmico (Bradford 2002) y de
tiempo hidrico. Luego, se correlacionaran los parametros poblacionales térmicos e
hidricos obtenidos a partir de cada modelo con los factores ambientales del rango de

distribucion natural de las poblaciones.

3. METODOLOGIA

3.1.Material vegetal

Para los modelos desarrollados en este capitulo se utilizaron semillas colectadas
de 9 poblaciones (PHA, PHB, SRAS3; SRB, PA, PB, JA, JB'y SA2, ver Tablal.1 Capitulo
1) de Festuca pallescens durante enero de 2014 y enero de 2015. La recoleccion de
semillas fue a nivel poblacional (bulk) y al volver del campo se almacenaron en oscuridad

a 4° C hasta su uso.

En primer instancia se determind el peso de mil semillas tomando cuatro
repeticiones de 100 semillas cada una para cada poblacién y se analizo la variacion entre
poblaciones con un analisis de la varianza con heterogeneidad de varianzas en el
programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al. 2016). Antes de iniciar los ensayos de
germinacién se evalu6 la viabilidad promedio del lote de semillas de cada poblacion
mediante la prueba de tetrazolio (Moore 1966) (Figura 3.1).

3.2.Evaluacién de la germinacion

Las semillas que estaban almacenadas en oscuridad a 4 °C, se esterilizaron
superficialmente con hipoclorito de sodio (1%) durante 1,5 min y se enjuagaron con el
fungicida VITAVAX-FLO (Lujan Agricola, Argentina) antes de ser colocadas en placas
de Petri de 9 cm de didmetro, sobre algodon (modelo de tiempo térmico) o papeles de
filtro (modelo de tiempo hidrico) humedecido con 5 ml de una solucién acuosa que
contenia VITAVAX-FLO al 1% (ver resultados Figura 3.1). Para los modelos de tiempo

térmico las cajas de Petri se colocaron en camaras de cultivo a cinco temperaturas
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diferentes (5, 7, 10, 12,5 y 15,5° C), mientras que para los modelos de tiempo hidrico se
evaluaron 4 potenciales hidricos (0, -0,8, -1, 1,6 MPa). Los distintos ¥ se generaron
mediante la imbibicion de papeles de filtro dentro de cajas de Petri con distintas
soluciones de Polietilenglicol (PEG 6000)/agua, de acuerdo a las ecuaciones de Mitchel
(1983). Las soluciones de PEG se midieron con un osmémetro para confirmar los
potenciales hidricos de trabajo. EI cambio de los papeles de filtro y las soluciones PEG
se realizd cada 96 h con el fin de evitar la modificacion en los potenciales hidricos de
trabajo por la absorcion de moléculas de agua en los papeles de filtro. Los ensayos de
Tiempo Térmico (realizados previamente a los de Tiempo Hidrico) indicaron que la
temperatura a la que se observé el mayor porcentaje de germinacion fue 15,5°C, por lo
tanto los ensayos de tiempo hidrico se realizaron a esta temperatura. En ambos modelos
se utilizaron 4 réplicas de cada condicion (temperatura o potencial hidrico) para cada
poblacion. A partir de la prueba del tetrazolio (Moore 1966), se utilizé la viabilidad
promedio de cada lote de semillas para calcular la cantidad de semillas que debian
incluirse en cada réplica con el fin de lograr al menos 40 semillas viables por placa para
cada ensayo. Una semilla se consider6 germinada después de la protrusion de la radicula.
Para la generacion de las curvas de germinacién en funcién del tiempo, se monitoreo la
germinacién de las semillas a las diferentes temperaturas y potenciales hidricos cada dos
dias durante 80 dias. Al final del experimento, se evalud la viabilidad de las semillas no
germinadas con una prueba de tetrazolio y s6lo las semillas con embriones tefiidos de rojo

se consideraron para la estimacion del porcentaje de germinacion.

3.3.Modelo de tiempo térmico:

El tiempo térmico (67) se define como la acumulacion de grados-dias (° Cd)
requeridos para la germinacion sobre una temperatura base, y la temperatura base (Tb) es
la temperatura minima por encima de la cual ocurre la acumulacion de grados-dias para
la germinacidn, por lo tanto, debajo de la cual no ocurre germinacion. La temperatura
base y el tiempo térmico permiten calcular y comparar las tasas de desarrollo de los
procesos a cualquier temperatura dada entre diferentes especies o poblaciones (Trudgill
et al. 2005). La temperatura base es una de las tres temperaturas cardinales que
caracterizan el rango térmico de germinacion de las semillas (Batlla & Benech-Arnold
2015; Arana et al. 2015). Las otras dos temperaturas son la temperatura 6ptima (To) y la

temperatura critica (Tc), siendo Tc la temperatura por encima de la cual no se produce la
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germinacién y To la temperatura a la cual la tasa de germinacion es maxima (Bewley &
Black 1994; Bewley et al. 2013). Una temperatura base constante para la poblacion
implica que las semillas sin dormicién (o, por lo menos, la fraccién de la poblacion que
no presenta dormicion) deberian alcanzar una germinacion casi completa una vez que la
temperatura excede a dicha Th, mientras que en temperaturas entre la To y Tc la tasa de
germinacién disminuye con el aumento de la temperatura, hasta que en temperaturas
iguales o superiores a la Tc, no ocurre germinacion (Garcia-Huidobro 1982). Entre Tb y
Tc, la temperatura sélo modula la tasa de germinacion de las semillas (Batlla & Benech-
Arnold 2015). En general, en semillas sin dormicién hay poca variacion en la Tb entre
semillas de una misma poblacion, con lo cual se considera a este pardmetro como
constante, aungue hay casos en que se ha reportado como variable (Labouriau & Osborn
1984; Kebreab & Murdoch 2000; Chantre et al. 2009). Si la Th es constante, se utiliza el
modelo de Covell & Ellis (1986) para calcular el resto de los parametros de tiempo
térmico; si la Tb varia entre las distintas fracciones de la poblacién, se utilizan modelos
del tipo descripto en Chantre et al. (2009).

3.3.1. Estimacion de la temperatura base (Tb) de germinacion y evaluacion de su

variabilidad en diferentes fracciones de la poblacién mediante regresiones

lineales

Las curvas de germinacién acumulativa obtenidas a diferentes temperaturas se
utilizaron en primer lugar para estimar el tiempo necesario para completar la germinacion
de los percentiles de cada subpoblacion de semillas 30, 50, 70 y 90%. Para ello, se

ajustaron los datos de germinacion acumulada en la ecuacion de Gompertz:

Y =C *exp (-exp (-B * (X-M)))

donde C, B y M son parametros de la ecuacion. La tasa de germinacion (1 / dg) se
considerd como la inversa del tiempo de germinacién para una fraccion dada, donde dg
es la germinacion de la fraccién g de la poblacion medida en dias (dg = M - (loge - loge Y
/ C) (Arana et al. 2015). La tasa de germinacion (TG) esta linealmente relacionada con la
temperatura de incubacion, por lo que se realizé una regresion lineal de TG en funcion de

la temperatura para definir Th. La Tbh se obtiene de la intercepcion de la regresion en el
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eje de las temperaturas cuando TGg) = 0; por debajo de esta temperatura no se produce la
germinacién en semillas sin dormicion. En el caso de Festuca pallescens, la mayor parte
de las poblaciones mostraron poca variacion en la Tb entre las distintas fracciones de
semillas de cada poblacion (variacion menor a 1°C, excepto para SR4, JAy SA2: PHA
1.5 +£0.05; PHB 0.57 £0.3; SR3 0.22 +0.7; SR4 -1.48 +0.56; PA -0.47 +0.23; PB -1.63
+0.05; JA 2.46 £0.4; JB -0.34 £0.24; SA2 1.78 +0.34), por lo que la Tb se considerd un
valor constante dentro de las poblaciones. Luego, una vez que los rangos de Tb fueron
identificados, se re-calcularon las regresiones lineales para cada poblacion, con la
restriccion de pasar por una Th comun para todas las subpoblaciones. Para cada calculo
independiente, se incrementaron los valores de Tb en 0,5 °C y se selecciond el valor de
Tb con el mejor ajuste (el menor valor para la suma del error estandar de la media) para
cada poblacion (ver resultados Figura 3.3). Las curvas de germinacion acumulada y las

regresiones lineales se realizaron empleando Premiun Solver 7.0 (Frontline Systems, Inc).

3.3.2. Estimacion de los parametros térmicos de la poblacién

La Th mostré poca variacion entre las diferentes fracciones de las subpoblaciones
y F. pallescens no presenta dormicion (Soriano 1960; Defossé et al. 1995). Por este
motivo, se utilizaron las curvas de germinacion en funcion del tiempo obtenidas
experimentalmente para evaluar el ajuste de diferentes modelos de tiempo térmico de
germinacion en la prediccion de la respuesta de germinacion a temperaturas de incubacién
constantes. Se evalu6 el ajuste de un modelo de tiempo térmico que asumi6 que Th es
constante para toda la poblacion de semillas y que el 6 (el tiempo térmico que se requiere
acumular para completar la germinacion de la poblacion en el rango térmico sub-6ptimo)
se distribuye normalmente con una media (8(s0)) Y Su desviacion estandar (ce) (Covell et
al. 1986; Ellis et al. 1986; Benech-Arnold et al. 1990). En este modelo, el tiempo térmico

requerido para la germinacién de una fraccion dada de la poblacion se calcula como:

0y = (T-Tb) ty [Ecuacion 1]

donde 64 es el tiempo térmico necesario para completar la germinacion de la
fraccion g de la poblacion, T es la temperatura ambiente, Th es la temperatura base y tq
es el tiempo requerido para completar la germinacion de la fraccion g de la poblacion.
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La proporcién de semillas germinadas en una fraccion determinada se calcula de

la siguiente forma:

p(07g)= O[6(g)-0150)/074] [Ecuacion 2]

donde p es la proporcion de semillas germinadas en un tiempo térmico
determinado 6g que es caracteristico de la fraccion g de la poblacion, © es la integral de
probabilidad normal, y 0750 y g son la media y la desviacidn estandar de la distribucién
normal, respectivamente. Se estimd un unico valor de Tb, O1(s0) y cet (desviacion estandar
del tiempo térmico) para cada réplica biol6gica empleando un método de ajuste de curvas
por minimos cuadrados no lineales (Premium Solver Platform 7.0, sistemas Frontline,
Incline Village, NV, EE.UU.). Para evaluar si los parametros Tb y 0 (so) eran diferentes
entre las poblaciones, se realiz6 un ANOVA con heterogeneidad de varianzas en InfoStat
(Di Rienzo et al. 2016).

3.3.3. Experimentos de validacion bajo condiciones naturales

En condiciones de campo, la germinacion de F. pallescens ocurre luego de la
dispersion de las semillas (Bertiller 1992), cuando se produce la disminucién de las
temperaturas del suelo y el aumento de las precipitaciones (Defossé et al. 1995), tanto
durante el otofio como en la primavera (Bertiller & Coronato 1994). Por lo tanto, para
validar los resultados obtenidos bajo condiciones controladas, se sembraron en abril de
2016 tres repeticiones bioldgicas de cada poblacion en una parcela de 0,9 m x 5,5 men
la Estacion Experimental Agropecuaria del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria de Bariloche (INTA, EEA Bariloche). La parcela se dividio en cinco
subparcelas (0,9 m x 0,6 m) que contenian seis repeticiones bioldgicas en cuadrados de
0,09 m? y dentro de las sub-parcelas se sembraron setenta y cinco semillas de cada
poblacion (excepto la poblacion de Somuncura (SA2), en la que la produccion de semillas
era escasa, y se usaron 30 semillas por repeticién) en lineas, a 1 cm de profundidad.
Debido a que en experimentos de campo no es posible utilizar la protrusién de radiculas
para evaluar la germinacion, se considero una semilla germinada cuando el coleoptilo era
visible en la superficie del suelo (Moot et al. 2010). Se contdé el numero de plantulas

emergidas cada dos dias durante un periodo de 40 dias con el fin de cuantificar la
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germinacién en condiciones naturales. Se utiliz6 la germinacion media acumulada de las
tres repeticiones y se generaron las curvas de germinacion en funcién del tiempo como
se indicé anteriormente. Luego, se comparo la germinacién en condiciones naturales con
la germinacion tedrica estimada por el modelo de tiempo térmico. Las condiciones
ambientales (temperatura del suelo y humedad) fueron monitoreadas con un datalogger
de cuatro canales cada sesenta minutos (Cadavidaces mililogger4), ademas de contar con
los datos de la estacion meteorologica de Bariloche (hppt/:sipan.inta.gob.ar). En todos los
casos, la evaluacion del ajuste entre los datos observados y predichos se realizé mediante

la estimacion del coeficiente de determinacion (R?), descrito por la siguiente ecuacion:

R2: 1- [Z(yobs - ypred)z / Z(yobs - yobs)z] [ECU&CiéI’] 3]

3.3.4. Correlaciones entre los pardmetros del modelo de Tiempo Térmico vy las

variables ambientales

Para estudiar posibles asociaciones entre la respuesta de las semillas de las
diferentes poblaciones de Festuca pallescens a la temperatura con factores ambientales
que caracterizan sus ambientes naturales, se analizaron correlaciones entre los parametros
térmicos de cada poblacion y las variables ambientales de sus zonas de origen. Las
variables ambientales fueron obtenidas de Worldclim (www.worldclim.com). Se
evaluaron asociaciones entre Tb, 6s0 y ce con las siguientes variables climaticas:
temperatura media anual, temperatura estacional media (especialmente durante el periodo
de germinacion de la especie, primavera y otofio), estacionalidad por dia (la diferencia
entre el maximo y el minimo de la temperatura de la media mensual), estacionalidad por
afio (la diferencia entre la temperatura maxima del mes mas calido y el mas frio). Ademas,
se analizaron asociaciones entre Tb, 0s0 y oo con las variables geograficas (altitud,
longitud, latitud) y con el peso de mil semillas de cada poblacién. Conjuntamente se
realizaron correlaciones entre el peso de mil semillas y el porcentaje y tasa de
germinacion para 5, 10 y 15,5°C. Las correlaciones se efectuaron mediante regresiones
lineales con el programa GraphPad Prism version 5.00 para Windows, GraphPad

Software, San Diego California USA, www.graphpad.com y luego se evalud la

significancia con el ajuste de R? segun la ecuacion 3.
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3.4. Modelo de Tiempo Hidrico:

Este modelo describe los pardmetros hidricos que caracterizan los requerimientos
de una poblacion de semillas para germinar. Gummerson (1986) y Bradford (1990)
propusieron un modelo de Tiempo Hidrico para describir la tasa de germinacion de las
semillas en respuesta al potencial hidrico. El tiempo hidrico (6n, medido en Mega
Pascales por dia (MPa-dias)) puede definirse como las unidades de potencial agua
acumuladas (MPa) sobre un valor umbral de potencial agua base (ywb) multiplicados por
el tiempo de exposicion de las semillas a cierto potencial hidrico, y se encuentra
relacionado con el tiempo necesario para que una semilla germine en funcion de la
diferencia entre el potencial hidrico del ambiente () y el potencial hidrico base (y») de
la forma descripta en la ecuacion 4. El yy es el contenido hidrico minimo o umbral para
que ocurra la germinacion, y sobre el cual las semillas acumulan 64 para completar la
germinacion (Gummerson 1986; Bradford et al. 2002). En general, los valores de yy, a
diferencia de la Th, varian en la poblacion de semillas, por lo tanto, las tasas de
germinacion también varian y la uniformidad de la germinacion se mide con el desvio
estandar del b (oyn). ES decir, los desvios estandar describen la distribucion del Wb
dentro de una poblacion de semillas, con lo cual a menores valores de oyn, mayor
uniformidad en la distribucion del ¥b. Este modelo es una herramienta Gtil para predecir
el potencial de germinacién de un lote de semillas cuando la disponibilidad hidrica es el

factor limitante para la germinacion (Bradford & Ellis 2004).

3.4.1. Estimacioén del potencial hidrico base (wy) de germinacion y evaluacién de su

variabilidad en diferentes fracciones de la poblacién mediante regresiones

lineales

Las curvas de germinacion acumulada obtenidas con los cuatro potenciales
hidricos se utilizaron en primer lugar para estimar el tiempo necesario para completar la
germinacion de los percentiles de subpoblacion 30, 50, 70 y 90%. Para ello, se ajustaron
los datos de germinacion acumulada utilizando la ecuacion de Gompertz y se calcul6 la
tasa de germinacion de la misma forma que para el modelo de tiempo térmico (ver seccién
3.3.1). Latasa de germinacion (TG) esté linealmente relacionada con el potencial hidrico,
por lo que se realizd una regresion lineal de TG en funcidn de los potenciales hidricos

para definir yp. El yp Se obtiene de la intercepcion de la regresion en el eje de los
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potenciales hidricos cuando TGg) = 0; por debajo de este potencial hidrico no se produce
la germinacion en semillas sin dormicidn. Las curvas de la germinacion acumulada y las
regresiones lineales se realizaron empleando GraphPad Prism version 5.00 para

Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com.

Para determinar si los potenciales hidricos base varian dentro de las poblaciones
de semillas, se realizaron regresiones lineales de los percentiles de cada subpoblacion (5
al 90%) para los potenciales hidricos utilizados en el ensayo en funcion de la tasa de
germinacion (TG) (ver resultados Figura 3.5). Debido a que JA, JB y SA2 no alcanzaron
la germinacion completa a -1,6MPa, se interpolaron los valores de los percentiles faltantes
para calcular las regresiones para luego evaluar si las regresiones eran paralelas entre si.
Para ello, se realizo la comparacion de las pendientes mediante una prueba de hipétesis a
dos colas con una hipétesis nula de pendientes iguales con un valor de significancia del
5% mediante el programa GraphPad Prism version 5.00 para Windows, GraphPad
Software, San Diego California USA, www.graphpad.com. Luego, se evalud la
intercepcion de las regresiones en el eje X para cada poblacién utilizando un segundo
valor de probabilidad calculado a partir de la prueba de hipdtesis para las pendientes con
el mismo software. Todas las regresiones lineales de la tasa de germinacion para cada
poblacion en funcidn al potencial hidrico resultaron paralelas entre si interceptando el eje
de los potenciales en TG=0 en diferentes valores de v, (ver resultados Figura 3.5) con la
excepcion de (SRA3 y JA). Entonces, debido a que 7 de las 9 poblaciones analizadas
presentaron regresiones lineales paralelas entre si para los percentiles 5-90%, se considerd
al 84 como un valor constante definido como la pendiente de las regresiones (1/6n) y al
yp, Variable en las fracciones de la poblacion de semillas. Por lo tanto, se calcularon los

pardmetros del modelo de Tiempo Hidrico a partir del modelo de Gummerson (1986).

3.4.2. Estimacién de los pardmetros hidricos:

El modelo de Tiempo Hidrico asume que los potenciales base se distribuyen
normalmente en las fracciones de la poblacion con una media (ywbso) y un desvio estandar

(oyb), el tiempo hidrico se define entonces de la siguiente manera:

OH = [v - wn(g))/tg [Ecuacion 4]
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donde 6+ es la constante del tiempo hidrico (MPa dia), v es el potencial de agua
de trabajo, yn(g) €s el potencial de agua de base (MPa) definido para una fraccion de
germinacion especifica g, y tg es el tiempo (d) en el cual emerge la radicula de la fraccion
g de la poblacion de semillas. La ecuacion 3 se reformula para ilustrar la relacion entre el
v Yy latasa de germinacion (TGg=1/tg, la inversa del tiempo de emergencia de la radicula)

de la fraccion g de la poblacion de semillas, quedando la siguiente ecuacion:

TGg = 1/tg = [y -wb@) /61 [Ecuacion 5]

Se estimaron los valores de (), OH Y oyb. Se calculd un Unico valor de (), On
y oyb para cada réplica bioldgica empleando un método de ajuste de curvas por minimos
cuadrados no lineales (Premium Solver Platform 7.0, sistemas Frontline, Incline Village,
NV, EE.UU. ). Para evaluar si los pardmetros yu(g), OH Y oyb eran diferentes entre las
poblaciones, se realiz6 un ANOVA con heterogeneidad de varianzas en InfoStat (Di
Rienzo et al 2016).

3.4.3. Correlaciones entre los pardmetros del modelo de Tiempo Hidrico vy las

variables ambientales

Se generaron correlaciones entre los parametros hidricos de cada poblacion y las
variables ambientales de los sitios donde se muestrearon. Las variables ambientales
fueron obtenidas de Worldclim. Se buscaron asociaciones entre yb, 64 y owp con las
siguientes variables climaticas: precipitacion en los meses mas himedos, precipitacion en
los meses mas secos, precipitacion del trimestre mas lluvioso, coeficiente de variacion de
la precipitacion estacional (CV del rango de variacion de la precipitacion anual),
precipitacion del trimestre mas frio y mas calido, precipitacion del trimestre mas himedo
y del més seco. Ademas, se buscaron asociaciones entre yb, 01 y owp con las siguientes
variables geogréficas: altitud, longitud y latitud de cada poblacién. Para evaluar las
correlaciones se realizaron regresiones lineales con el software Premium Solver Platform
7.0 (sistemas Frontline, Incline Village, NV, EE.UU) y luego se evalud la significancia

con el ajuste de R? de la ecuacion 3.
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4. RESULTADOS

Los modelos umbrales de Tiempo Térmico y de Tiempo Hidrico mostraron que
existen diferencias significativas en los parametros poblacionales 61 y 6w, entre las
semillas de las poblaciones de Festuca pallescens. Estos pardmetros se correlacionaron
significativamente con algunas de las variables ambientales analizadas. El peso y la
viabilidad de las semillas de Festuca pallescens difirieron entre las poblaciones, sin
embargo todas las semillas presentaron altos porcentajes de germinacion final en la

mayoria de los tratamientos.

4.1.Viabilidad y peso de mil semillas

Las semillas de las poblaciones de Festuca pallescens mostraron, en general, altos
porcentajes de viabilidad con la prueba de tetrazolio (PHA=57%, PHB=72%;
SRA3=62,5%; SRB=93%, PA=71%, PB=93%, JA=77%, JB=77%) (Figura 3.1a). El peso
de 1000 semillas oscil6 entre 0,8 y 2 g, siendo mas pesadas las semillas de las poblaciones
de sitios altos, con excepcion de JA que fue la poblacion con menor peso (F=27,7; p <
0,001). Las diferencias entre poblaciones se detectaron con un test a posteriori de Tuckey
(p<0,05).
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Figura 3.1: a) Prueba de tetrazolio para determinar la viabilidad en semillas de F.
pallescens. Se observan las semillas vivas (rojas) con el embrion tefiido con un rojo intenso a
laizquierda y las semillas muertas (sin tefiir) a la derecha. b) Semillas de ensayo de Tiempo
Térmico sobre un algodén embebido con Vitavax-FLO (color rosa) en una placa de Petri. En
el centro se puede ver la pequefia radicula de una semilla germinada. c) Semillas embebidas
en la solucion de PEG sobre el papel de filtro para uno de los potenciales hidricos de ensayo
del modelo de Tiempo Hidrico d) Ensayo de validacién del modelo de Tiempo Térmico a
campo. Cada semilla emergida esta marcada con un alambre de color azul o amarillo.
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Figura 3.2: Relacion entre el peso de mil semillas y la altitud de cada poblacion. Las letras
distintas indican diferencias significativas entre los pesos de las semillas (Test a posteriori de
Tuckey, p <0.05).
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4.2 Modelos de tiempo térmico

4.2.1. Rangos térmicos vy evaluacion de la temperatura base (Tb) en diferentes

fracciones de la poblacion de semillas mediante curvas de germinacion

acumulativa y regresiones lineales

La temperatura base promedio para las poblaciones analizadas de la especie fue
de -0,47 £ 0,19 °C (Tabla 3.1). Para establecer los rangos térmicos, se analizé la relacién
entre las regresiones lineales para cada temperatura de trabajo y la tasa de germinacién
para las diferentes fracciones de semillas de la poblacion. Se probaron seis temperaturas
5,7,10,12, 15,5y 22,5°C (anexo Figura S3.1) aunque 22,5 no se utilizo para el modelo
de tiempo térmico, ya que a partir de 22,5°C se observd una caida en la velocidad de

germinacion de las semillas.

Las curvas de tiempo de germinacion mostraron que la velocidad de germinacion
fue relativamente lenta a 5 °C y aumenta a medida que la temperatura se incrementa,
alcanzando la velocidad maxima de germinacion a 15,5 °C. De esta forma, se define el
rango térmico sub- déptimo para las poblaciones de Festuca pallescens con una
temperatura base promedio de -0,47°C y una temperatura éptima que se encontraria
alrededor de los 15,5°C y por debajo de los 22,5°C. Para determinar con exactitud tanto
la temperatura 6ptima como la critica, se necesitarian probar mas de una temperatura
intermedias entre 15,5 y 22,5°C. Sin embargo, dado que la tasa de germinacion disminuye
por encima de 15.5°C (anexo Figura S3.1); las temperaturas superiores a 22,5 °C
constituirian el rango supra 6ptimo para las poblaciones de F. pallescens evaluadas en

esta especie.

La mayoria de las poblaciones alcanzaron alrededor del 100% de germinacién en
todas las temperaturas exceptuando JA (Figura 3.3). Esta poblacion sélo alcanz6é mas del
95% de germinacion a 12 °C mientras que en el resto de las temperaturas fue menor: 5°C
(48,6%x5,4), 10°C (74,8%+3,4) y 15,5°C (83,8%+5,03). Las curvas de germinacion
experimental y tedrica para todas las poblaciones y las temperaturas analizadas

presentaron un buen ajuste al modelo (r2> 0, 85) (Tabla 3.1).

113



4.2.2 Modelo de Tiempo Térmico: Analisis de los parametros térmicos poblacionales

El modelo de Tiempo Térmico se basé en una Th constante en las distintas
fracciones de la poblacion y 0t variable, los cuales fueron ajustados con la metodologia
de Covell & Ellis (1986) utilizando las ecuaciones 1y 2 descriptas en la seccion 3.3.2. A
partir de este modelo se obtuvieron los valores de Th, 670y y o6 calculados para las cuatro
repeticiones bioldgicas de las poblaciones de la especie analizadas. Los valores de las Th
variaron a lo largo del gradiente de muestreo, oscilando entre 0,2°C (PHA, poblacién més
occidental) y -1,58°C (SA2, poblacion més oriental) (promedio -0.47 °C; Tabla 3.1). Sin
embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas y no se detecté un
patron creciente o decreciente en las Tb respecto al gradiente pluviométrico. Por otro
lado, el Otm0) asi como su desvio estandar variaron significativamente entre las
poblaciones, siendo 126,2 + 1,9 °Cd en la poblacion més occidental (PHA) y 229,36 +1,1
°Cd en una de las poblaciones mas orientales (JA) (p < 0,05). El resto de las poblaciones

presentaron O7(s0) que variaron dentro
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Figura 3.3: Relacion entre la tasa de germinacion (TG) de las nueve poblaciones de semillas de
Festuca pallescens y la temperatura de incubacion. Las curvas de germinacion acumuladas (a-i)
a5,7,10,12y 15,5 ° C se calcularon con ajuste no lineal a la ecuacién de Gompertz. Las
regresiones lineales corresponden a la tasa de germinacion en funcion a la temperatura de
incubacion para las fracciones 30, 50, 70 y 90% de la poblacion de semillas (j-r) e interceptan el
eje de las temperaturas (GR=0) en el valor comun de la temperatura base media (Tb) para cada
poblacion. Las barras verticales representan el error estandar de la media (SEM).
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de este rango. Contrariamente a los valores observados en Thb, los valores de tiempo
térmico aumentaron hacia el este del gradiente de muestreo, de hecho, JA, mostré el valor
mas alto. Las poblaciones JB y SA2 también presentaron valores altos de tiempo térmico,

sin embargo éstos no difirieron significativamente de PHB y PA (Tabla 3.1).

Tabla 3.1: Pardmetros de Tiempo Térmico. Th: Temperatura base, 6rso): Tiempo térmico; oo:
desvio del tiempo térmico; r?: ajuste para el modelo. Las letras distintas indican diferencias
significativas (Tuckey, p < 0,05), nimeros en cursiva indican los errores estandar del promedio
del valor de cada pardmetro para las 4 repeticiones bioldgicas.

Poblacién Th 01(s0) Go r’

PHA 02+ 02 A 126+ 58 b 421+ 19 b 0,86
PHB 004+ 1A 161+ 25,5 ab 53,7+ 85 ab 0,86
SRA33 -063+ 04 A 154+ 73 b 51,3+ 24 b 0,88
SRB 096+ 1,3 A 136+ 17,2 b 452+ 57 b 0,89
PA -0,88+ 0,8 A 178+ 15,2 ab 59,4+ 5,1 ab 0,92
PB 0,17+ 04 A 144+ 11,7 b 479+ 39 b 0,89
JA -0,37+ 0,1 A 229+ 34 a 765+ 11 a 0,92
JB 0,13+ 0,2 A 193+ 7,2 ab 64,2+ 2,4 ab 0,94
SA2 -158+ 09 a 219+ 29,9 ab 748+ 10,8 ab 0,85

4.2.3 Validacién a campo de los modelos de tiempo térmico

Durante el periodo de ensayo a campo la lluvia se produjo en intervalos regulares,
pero fue notoriamente menos abundante que el otofio del afio anterior (2016: 12 mm vs

2015:117,6 mm; http://sipan.inta.gob.ar) y la temperatura media fue de 5,6 + 2,5 °C, con

temperaturas maximas y minimas diarias de 9,7 y -1,6 °C, respectivamente. El porcentaje

medio de humedad del suelo fue de 21,5 + 1,5 (Recuadro superior de la Figura 3.4).

En todas las poblaciones, la emergencia tomé al menos 20 dias y, durante el
periodo del ensayo, la germinacion maxima alcanzé menos del 90%, variando de 86,3%
en la poblacion mas occidental (PHA) hasta 42,3% en la poblacion oriental (SA2). Las
poblaciones con mayor porcentaje final de germinacion a campo fueron SRB (73,3%),
PA (72,8%), PB (72,6%) y JA (70,3%). El menor porcentaje de germinacion se registro
en PHB (45,6%), SRA3 (50,6%) y JB (54%). Las curvas de germinacion acumuladas
obtenidas en condiciones de campo se ajustaron a la germinacion tedrica calculada con el

modelo de tiempo térmico. En general, a pesar de la falta de riego suplementario, el
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Figura 3.4: Validacion de modelos de tiempo térmico en experimentos de campo. Las curvas
acumulativas predichas y observadas se indican en lineas continuas y circulos negros cerrados,
respectivamente. El error estandar de la media (SEM) se representa mediante barras verticales.
Las estimaciones de r? para los valores observados y predichos de ajuste se muestran dentro de
cada panel. Las condiciones ambientales (humedad y temperatura) monitoreadas a lo largo del
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modelo proporciond un buen ajuste y prediccion del comportamiento de la semilla (las
curvas ajustadas explicaron mas del 85% de la dindmica de germinacion, excepto SA2).
Ademas, el porcentaje final de germinacidn en condiciones de campo para cada poblacién
fue mayor que la germinacion tedrica estimada, salvo en SRB, donde hubo una

sobrestimacion de este pardmetro por el modelo (Figura 3.3).

4.2.4 Relacion entre los parametros de tiempo térmico v los factores ambientales en

los sitios muestreados del rango de distribucion natural de las poblaciones

El valor medio de tiempo térmico (8s0)) de cada poblacion se correlaciono
fuertemente con la longitud (r>=0,68) y con tres variables térmicas: temperatura media
anual (r? = 0,76), estacionalidad diaria (r> = 0,75) y temperatura de otofio (r*> = -0,71) (p
< 0,0; Figura 3.5). Hubo una correlacion negativa entre las temperaturas del otofio vy el
tiempo térmico, la poblacion mas occidental presentd valores relativamente méas bajos de
tiempo térmico y estas poblaciones se ubican en lugares en los que la temperatura media
en otofio fue relativamente alta (5,6 °C). Por el contrario, se observo el patron opuesto
hacia el este (valores de tiempo térmico relativamente altos asociados a temperaturas
relativamente mas bajas). Tanto la estacionalidad diaria de temperatura como la
temperatura media anual mostraron una relacién positiva con el tiempo térmico. A pesar
de no mostrar una correlacion significativa, se registré una relacion entre la altitud y el
tiempo térmico (r>= 0,4) y se observd que en general los sitios altos presentaron tiempos
térmicos mayores que los sitios bajos exceptuando PHA (6(s0)pHA< Os0)pHB) (Figura 3.5).
La temperatura base no mostrd correlacion significativa con ninguna de las variables

analizadas.

Ademas, se evalud la relacion entre el peso de mil semillas y el tiempo térmico,
el porcentaje de germinacion final y la tasa de germinacién. Aunque las correlaciones no
fueron significativas entre el peso de las semillas y el tiempo térmico, se observé que las
semillas con menor peso (JA y SA2) correspondian a los mayores valores de tiempo
térmico, mientras que las de mayor peso requirieron menor tiempo térmico (Figura S3.1).
Finalmente, la relacion entre el peso de mil semillas con el porcentaje y la tasa de
germinacion para las tres temperaturas no fue significativa (ver anexo figura 3.2), aunque
se observo la misma tendencia: la poblacion con el peso de semillas mas bajo (JA)
presentd el menor porcentaje y la tasa de germinacion, mientras que la poblacién con

mayor peso de semillas (PHA) mostro el patrén inverso (Figura S3.2).
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Figura 3.5: Relacion entre el tiempo térmico de las poblaciones de Festuca pallescens y las
variables ambientales analizadas: a) Tiempo térmico (0s (°C.d); cuadrado rosa) vs Longitud; b)

(0s0 (°C.d)) vs la estacionalidad por afio (EA; circulos azules); c) (0so (°C.d)) vs la

estacionalidad por dia (ED; triangulos verdes); d) (6so (°C.d)) vs Temperatura de otofio (TO;
rombos naranjas) y d) (8so (°C.d)) vs altitud (triangulos invertidos grises) a la que se encontraba
cada poblacion.
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4.3. Modelos de Tiempo Hidrico

4.3.1. Curvas de germinacion acumulada en funcién del tiempo, regresiones lineales

para la determinacién del potencial hidrico base (¥b) vy estimaciéon de los

parametros hidricos

Las curvas de la tasa de germinacién en funcién del tiempo para los distintos
potenciales hidricos indicaron que todas las poblaciones alcanzan la geminacion completa
en Yu=0y ¥u=-0,8 MPa, exceptuando JA que germino entre un 80-90 %. A medida
que los potenciales hidricos son mas negativos, el % de germinacion fue menor y no
alcanz6 a completarse (Figura 3.6). Cuando las semillas se expusieron a Yy=-1y ¥y = -
1,6 MPa, sélo SRB y PB completaron la germinacion (100%), en el resto se registro entre
el 70 y 80% de germinacion salvo las tres poblaciones mas orientales. Estas tres
poblaciones (JA, JB y SA2) germinaron menos del 50% en Wy = -1,6 MPa, incluso SA2
no germind. Las curvas de germinacion experimental y tedrica para todas las poblaciones
y los potenciales hidricos presentaron un muy buen ajuste al modelo (r>> 0,9) (Tabla
3.2).
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Figura 3.6: Relacion entre la tasa de germinacion (TG) de las nueve poblaciones de semillas de
Festuca pallescens y el potencial hidrico. Las curvas de germinacioén acumuladas (a-i) a 0, -0.8,
-1y -1.6 MPa se calcularon con ajuste no lineal a la ecuacién de Gompertz. Las regresiones
lineales corresponden a la tasa de germinacién en funcion a la temperatura de incubacién para
las fracciones 5 a 90% de la poblacion de semillas (j-s) e interceptan el eje de los potenciales
hidricos (TG=0) en el potencial hidrico base medio (¥b) para cada poblacion. La poblacion SA2
no germind en -1.6 MPa (i, r). Las barras verticales representan el error estandar de la media
(SEM). Los simbolos coloreados corresponden a los potenciales hidricos de trabajo: Circulo
violeta (OMPa), triangulo verde (-0.86Mpa), rombo rosa (-1MPa) y cuadrado naranja (-1.6MPa).

El modelo de Tiempo Hidrico se basé en un Wb variable en las distintas fracciones
de la poblacion y 6+ constante, los cuales fueron ajustados utilizando las ecuaciones 1y

2 descriptas en la seccion 3.4.2. A partir del mismo, se calcularon los valores de Wb, 6H y
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owp de las poblaciones que se reportan en la Tabla 3.2. Los valores de Wb variaron entre
las poblaciones provenientes del gradiente de muestreo, oscilando entre -2,69 (PB) y -
3,74MPa (JB). Sin embargo, estas diferencias no fueron significativas (Tabla 3.2) y no se
detectd un patron creciente o decreciente en los Wb respecto al gradiente pluviométrico.
Por otro lado, el 6n vari6 significativamente entre las poblaciones (F = 3,29; p = 0,0095)
(Tabla 3.2). Aunque no se observo un patron asociado al gradiente como en el caso del
07, los valores mas bajos de 61 se encontraron en las poblaciones del oeste SRB, PA 'y
PB, y los mas altos en algunas del este JB y SA2 (Figura 3.7d). Estos resultados indicarian
que estas dos poblaciones orientales necesitan acumular mayores unidades de MPa.dias
para germinar que el resto de las poblaciones. Por otro lado, SRB, PA y PB requieren la
menor cantidad de Mpa.dias para germinar, siendo SRB de un ambiente Pre-cordillerano

y PA y PB de un ambiente estepario.

Los valores de oyptambién presentaron diferencias significativas entre
poblaciones, la poblacion con el mayor desvio estandar fue SRA3, y la de menor desvio
estandar, SRB y PB, mientras que el resto de las poblaciones presenta valores intermedios
dentro de este rango. Debido a que los desvios estdndar no variaron significativamente
entre las poblaciones analizadas de la especie, exceptuando SRA3, SRB y PB, la
distribucion del potencial agua entre estas poblaciones fue similar. Por otro lado, la
distribucion del Wb en SRB y PB resulto la mas uniforme (menor valor de owp) de todas

las poblaciones, mientras que SRA3 constituyd la menos uniforme (mayor valor de cwp).

Tabla 3.2: Parametros del modelo de Tiempo Hidrico. Wb Potencial hidrico base (MPa); 04
tiempo hidrico (MPa dia); own desvio del tiempo hidrico; r? ajuste para el modelo. Las letras
distintas indican diferencias significativas (Tuckey, p<0,05). Los valores mas altos y mas bajos
de cada parametro se resaltan en negrita.

Poblacién ¥b 0u Gy r

PHA 296+ 023 a 27,3+ 249 bed 0,64+ 0,08 ab 0,95
PHB 3,14+ 0,23 a 30,9+ 2,71 de 0,91+ 0,05 ab 0,95
SRA3 -348+ 0,15 a 26,8+ 3,19 bcd 1,03+ 0,05 a 0,95
SRB -3,08+ 041 a 15,02+ 1,68 ab 06+ 015 b 0,96
PA -291+ 0,31 a 17,5+ 1,85 abc 0,64+ 0,09 ab 0,93
PB -2,69+ 0,02 a 136+ 0,17 a 0,58+ 0,07 b 0,93
JA -306+ 0,18 a 29,3+ 2,98 cde 0,73+ 0,03 ab 0,98
JB -357+ 0,42 a 409+ 4,73 e 0,95+ 0,08 ab 0,97
SA2 -3,74+ 0,32 a 33,8+ 3,59 de 0,93+ 0,09 ab 0,97
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4.3.2. Relacién entre los parametros del modelo Tiempo Hidrico v los factores

ambientales en los sitios muestreados del rango de distribucién natural de las
poblaciones

El tiempo hidrico (6H) de cada poblacion se correlacion6 significativamente sélo
con una de las variables analizadas, el coeficiente de variacion de la precipitacion
estacional (r> = 0,5; p = 0,03) (Figura 3.7a), pero el potencial hidrico base no se
correlacion6 con ninguna de las variables analizadas. Los valores mas altos del
coeficiente de variacion de la precipitacion estacional (CV pp est) coincidieron con las
poblaciones que tenian valores de Wb y tiempos térmicos méas bajos (PA, PB y SRB),
mientras que en las poblaciones mas orientales (JB y SA2) y en PHB se observé una
correlacion con los CV pp est méas bajos. Por otro lado, el 61 no se correlacion6 con las
precipitaciones de los meses mas humedos, la longitud o la altura. Se observa que las
poblaciones del este con menores precipitaciones en los meses mas himedos, presentan
valores de tiempo hidrico elevados (JA, JB, y SA2), siendo JA'y SA2 las poblaciones con
mayor altitud (Figura 3.7 b, cy d).
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Figura3.7: Relacion entre el tiempo hidrico para cada poblacién y a) (CV pp est), b) las
precipitaciones de los meses mas humedos (PpMH), c) altitud y d) longitud. O: Oeste; E: Se
muestra s6lo el ajuste de la correlacién significativa.

5. DISCUSION

Los parametros fisioldgicos que regulan la germinacion permiten comprender y
predecir como se comportarian las poblaciones de una especie frente a cambios en su
nicho ecoldgico (Qiu et al. 2010). Los modelos umbrales desarrollados en este capitulo
permitieron estimar los pardmetros térmicos e hidricos que caracterizan los
requerimientos de distintas poblaciones de semillas de F. pallescens para su germinacion.
De este modo, se puede conocer la forma en que la temperatura y la disponibilidad de
agua, factores que controlan fuertemente la germinacion de las especies, afectan la
germinacion de F. pallescens. Mas aln, se puede predecir la germinacion ante
determinadas condiciones hidricas y térmicas, constituyendo una buena herramienta en
la evaluacion del comportamiento de las semillas frente a diferentes regimenes de

temperatura y humedad. En general, los resultados indicaron que tanto la amplitud
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térmica y la temperatura de otofio como el coeficiente de variacion de la precipitacion a
lo largo del gradiente se encuentran asociadas a diferentes respuestas de la germinacion

de las poblaciones a condiciones hidricas y térmicas.

5.1 Peso de semillas y su relacion con la germinacion

La produccion, viabilidad y peso de las semillas constituyen caracteres
adaptativos vitales que permiten la sobrevivencia de una especie en ecosistemas aridos
(Defossé et al. 1995; Hardegree et al. 2008). Las poblaciones de F. pallescens de
Patagonia Norte presentaron diferencias significativas en el peso de sus semillas. Como
se explico en el Capitulo 1, se evaluaron los antecios (ver pag. 28), con lo cual estas
diferencias no estan necesariamente asociadas sélo al peso de la semilla. Es posible que
el menor peso registrado en las poblaciones del Este respecto a las del Oeste (a excepcion
de JB, ver Figura 3.2), se deba a una variacion en el peso de la lema o palea. Estos
caracteres reproductivos tienen gran relevancia en la descripcion de especies de Festuca
(Ospina ety al. 2016).

El tamafio y peso de las semillas es un caracter adaptativo, y en ambientes aridos
existe una tendencia a que sobrevivan y dejen mas descendencia los genotipos que
producen semillas de mayor tamafio (i.e. seleccion natural a favor de ese rasgo) (Venable
& Brown 1988). Esto sélo se observa en JB la cual se encuentra en el ambiente con el
balance hidrico mas negativo (i.e. por bajas precipitaciones y alta demanda atmosférica
dado que es el sitio mas arido y bajo). En el resto de las poblaciones de F. pallescens de
ambientes aridos, el peso de las semillas fue el mas bajo. Este patron también se report6
en otras especies xerdfitas como Plantago insularis, donde a pesar de presentar gran
variacion, las poblaciones de ambientes mas aridos presentaron semillas de menor peso y
tamafo (Claus & Venable 2000).

Estos caracteres seminales estan relacionados con varios aspectos ecoldgicos de
las plantas (Moles et al. 2005). Por un lado, semillas pequefas favorecerian el incremento
en la produccion de semillas, y las semillas alcanzarian mayor namero de micrositios. Por
el otro, individuos que producen semillas grandes (probablemente con mas reservas), pero
en menor cantidad podrian garantizar el establecimiento exitoso de las plantulas.
Entonces, se vislumbran dos estrategias: (i) capacidad de “colonizar” mayor cantidad de

micrositios, que podria ser un rasgo muy importante en ambientes con mucha
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heterogeneidad micro-ambiental como la estepa patagonica (Lopez 2011); mientras que
en ambientes con menor heterogeneidad ambiental, o temporalmente més estables (e.g.
como mallines de Pre-cordillera y Cordillera) se daria la estrategia (ii) y podrian mejorar
la capacidad de competencia asegurando un exitoso establecimiento. Sin embargo, a largo
plazo, ambas estrategias resultarian beneficiosas ya que en la mayoria de las especies se
encuentra una gran variacion en el tamafio de las semillas, existiendo en Gltima instancia

un balance costo/beneficio de cada estrategia (Moles et al. 2003).

El peso de las semillas, asociado a su calidad, afecta la tasa de germinacion
(Ouborg & Van Treuren 1995; Wang et al. 2004). El porcentaje final y la tasa de
germinacion en respuesta a tres de las temperaturas de trabajo evaluadas no tuvieron una
correlacion significativa con el peso de las semillas. Esto podria deberse a que la
expresion de la dormicién en esta especie es baja con lo cual los porcentajes de
germinacién generalmente alcanzan el maximo. Sin embargo, tanto el porcentaje final
como la tasa de germinacion fueron menores en la poblacion con semillas mas livianas,
las cuales ademas necesitaron mayor cantidad de grados dias para germinar que la
poblacién con el mayor peso de semillas, al igual que en Festuca hallii (Qiu et al. 2010).
Las semillas de la poblacion con mayor altitud ubicada en la zona cordillerana (PHA)
germinaron méas rapido y fueron méas pesadas que las semillas de las poblaciones con
mayor altitud del extremo este (JA y SA2), sugiriendo que las poblaciones estarian
adaptadas localmente. La poblacién JA presentd menor peso, porcentaje mas bajo de
germinacién y tasa mas lenta de germinacidn, lo cual indicaria cierto grado de letargo en

la germinacion de esta poblacion.

Se ha reportado que las semillas de F. pallescens no presentan dormicién (Soriano
1960; Bertiller et al. 1990; Coronato & Bertiller 1997; Defossé et al. 1997). No obstante,
las semillas de especies nativas suelen presentar “dormicion relativa”, es decir, que la
dormicion se expresa cuando se incuban las semillas a temperaturas dentro de rangos sub-
Optimos y/o supradptimos (Batlla & Benech-Arnold 2015). La dormicion es una
caracteristica fisioldégica que le provee a la semilla un importante valor ecoldgico y
adaptativo (Donohue et al. 2010), ya que impide la germinacién cuando las condiciones
no son Optimas (Benech-Arnold et al. 2000). Una forma de detectar la dormicion en una
poblacion de semillas es analizando si la germinacion es incompleta o nula a determinadas
temperaturas. Entre las poblaciones analizadas de F. pallescens la germinacion a 5°C fue

menor al 50% en una de las poblaciones méas orientales (JA). De manera similar, se
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observo que la germinacion estuvo por debajo del 50% en los potenciales hidricos -1y -
1,6 MPa para todas las poblaciones mas orientales JA, JB y en el caso de SA2 no germind
a-1,6MPa. Por lo tanto, es posible que exista muy bajo grado de dormicion en la especie,
y se exprese solo en algunas poblaciones y en determinadas condiciones ambientales (por
ejemplo, bajas temperaturas o potenciales hidricos muy negativos) (Batlla & Benech-
Arnold 2015). La germinacién de muchas gramineas en la estepa patagdnica es erratica y
estaria asociada a la variabilidad climatica y eventos estocasticos de lluvias (L6pez 2011,
Rotundo et al 2015). Es posible que la expresion diferencial de la dormicion en
poblaciones donde las fluctuaciones climéaticas sean muy pronunciadas, constituya un

ajuste fisiolégico que brinde una estrategia ecoldgica para su sobrevivencia.

5.2 Requerimientos térmicos para la germinacion: Temperatura base (Th) y Tiempo

térmico (6r)

Los parametros poblacionales de los modelos umbrales proveen informacién
valiosa sobre las respuestas germinativas de las plantas en condiciones de campo
potenciales (Herdegree et al. 2003). Existe un compromiso entre la Tb y el 61 a nivel
fisiolégico y ecoldgico, donde la mayor variacion del 61 con respecto a la Th, constituiria
una estrategia ecoldgica de adaptacién al rango térmico de la distribucion de una especie
(Trudgill et al. 2005). En F. pallescens la temperatura base no difirié significativamente
entre las poblaciones analizadas, pero si lo hizo el tiempo térmico y su desvio estandar,
incrementandose ambos hacia el este del gradiente Oeste-Este. Dado que las semillas de
las distintas poblaciones fueron recolectadas en la misma temporada y se mantuvieron en
las mismas condiciones antes y durante los ensayos, asi como en cosechas de afios
independientes, se puede asumir que las diferencias en los pardmetros de germinacién
serian de origen genético. Estos resultados sugieren que, al igual que en otras gramineas
(Meyer and Alen 1997; Rotundo et al. 2015), las poblaciones de la especie presentan
cierto grado de adaptacion a los sitios de donde provienen,

Los valores bajos de Th encontrados (Th promedio = -0.47) indican que la mayor
parte de las semillas de F. pallescens comenzarian a acumular tiempo térmico en otofio,
luego de la dispersion cuando comienza el periodo de lluvias pero las temperaturas ya son
bajas. Un periodo germinativo durante el otofio constituiria una ventaja adaptativa ya que

las plantulas pueden germinar a bajas temperaturas, teniendo una ventana de tiempo mas

127



amplia para crecer lo suficiente durante la primavera. De esta forma, llegarian al verano
con un tamafio y desarrollo radicular mayor (Bertiller & Coronato 1994; Defossé et al.
1994) que les proporcionaria mas oportunidades ante el verano muy seco de la estepa
patagonica (Lépez 2011). Hacia el este hay un requerimiento de una acumulacién mayor
de tiempo térmico para la germinacion, lo que, asociado a las escasas precipitaciones y a
la mayor amplitud térmica (con mayor temperatura diaria media del verano), estaria
definiendo una ventana temporal mayor y previniendo una germinacion temprana (Arana

et al., 2015), luego de su dispersion durante el verano.

Estudios previos de germinacion en F. pallescens mostraron diferencias en la tasa
y porcentaje final de germinacion a distintas temperaturas y condiciones de humedad en
suelo en poblaciones a lo largo de un gradiente de altitud en el oeste de Chubut (43° 35°5”"
S, 71° 25”10 O) (Defossé et al. 1994). Estos autores reportaron que el porcentaje y la
tasa de germinacion mas elevada (99% en ocho dias) ocurrié a 10°C y con un 16 % de
humedad en suelo. A pesar de no haber determinado los requerimientos minimos de
germinacion, es plausible que las Th en estas poblaciones mas australes (i.e. de Patagonia
Sur) sean menores que en las poblaciones de la especie evaluadas en esta tesis (i.e.
Patagonia Norte), 0 que necesiten acumular menos tiempo térmico para germinar y las
Th sean similares. Asimismo, Oliva (1996) determind similares condiciones de
germinacion para Festuca gracillima en la estepa Magallanica, donde los ambientes son
mas frios y con mejor balance hidrico (disponibilidad/demanda) que en estepas de Sierras
y Mesetas Occidentales de Patagonia Norte. Esta especie, junto con F. pallescens,
constituyen dos de las especies de festucas patagonicas de mayor valor forrajero en la
estepa Patagonica (sur y norte) que, al igual que otras especies del coironal (Pappostipa
spp., Bromus spp, y Hordeum spp.), germinan en un amplio rango de temperaturas
(Soriano 1960). Sin embargo, no presentan dormicion y su banco de semillas es
temporario, es decir, germinan en una ventana de tiempo donde las condiciones de
temperatura y humedad son éptimas, 0 mueren, ya sea por contaminacion fungica o
predacion (Bertiller 1992; Defossé et al. 1994; Oliva 1996).

Estimaciones de temperatura base y tiempo térmico en otras especies de Festuca
(Qiu et al. 2010; Zhang et al. 2012), en Poa ligularis (Leva 210; Rotundo et al. 2015) y
en Bromus pictus (Leva 210) mostraron que tanto la Th como el 61 variaron en funcion a
la distribucion geogréfica, asociado particularmente a la latitud. Es probable que la falta

de variacion en la Tb entre las poblaciones analizadas en esta tesis se deba a que todas las
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poblaciones se encuentran a una latitud similar. Las temperaturas base reportadas en las
otras especies, son en general mas altas que las encontradas en esta tesis para F.
pallescens. Por ejemplo, la poblacion de Poa ligularis de General Conesa, provincia de
Rio Negro (39°C 58S, 64° 4°0) presento una Th de 2,8 ° (Rotundo et al. 2015) y para F.
hailli en Canad4, las Tb varian de -0,3 a 1,9 (Qiu et al. 2010). No obstante, los valores de
Tb para poblaciones de Poa ligularis y Bromus pictus (Leva 2010) en poblaciones de

Alicura y Pilcaniyeu fueron similares a los reportados en esta tesis.

El tiempo térmico (61) se correlaciond con la longitud, indicando que las
poblaciones del este necesitan acumular mas grados dias para germinar que las
poblaciones ubicadas al oeste. Las correlaciones entre el 61y la estacionalidad por afio y
por dia sugieren que la variaciéon de la temperatura es importante para la germinacion.
Las amplitudes térmicas anuales y diarias, asi como la tasa de evapotranspiracion
potencial, son méas elevadas en la estepa patagénica (ambientes &ridos) que en la
Cordillera y la Pre-cordillera (ambientes humedos y mas frios) (Heinrich 1979; Bianchi
etal. 2016). En este sentido, las poblaciones JA, JB y SA2 ubicadas hacia el este necesitan
mas grados dias que las poblaciones de la Pre-cordillera (PHA, PHB, SRA3 y SRB) para
germinar. De todas formas, las poblaciones que se ubican en las zonas intermedias del
gradiente (PA y PB), donde las caracteristicas climaticas generales se corresponden a las
de la estepa patagonica, presentan valores de 67 similares a las poblaciones ubicadas méas
al oeste. Probablemente esta similitud se deba a que la amplitud térmica sumado a la
temperatura anual media, la influencia de los vientos frios provenientes de la cordillera y
el tipo de suelo de estas poblaciones, generen micrositos con temperaturas medias mas
similares a las de las poblaciones de San Ramdn que a las de Ing. Jacobacci (Godagnonde
& Bran 2009). Por otra parte, la validacion a campo del modelo de tiempo térmico
presentd un buen ajuste, mostrando que las poblaciones con los porcentajes germinativos
mas altos fueron PHA, PB, SRB y PA. La coincidencia entre las observaciones a campo
y los ensayos de laboratorio, indican que el modelo explica de manera adecuada el

comportamiento de las semillas a campo.
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5.3 Requerimientos hidricos para la germinacion: potencial hidrico base (¥b) y tiempo
hidrico (&)

El Wb, al igual que la Tb, no varid significativamente entre las poblaciones y
tampoco se observd una correlacion entre este pardmetro y la variacion en las
precipitaciones. Estos resultados indican que en general todas las poblaciones de F.
pallescens tienen un umbral de potencial agua similar para germinar. En otras especies
de la Patagonia, Poa ligularis y Bromus pictus, Leva (2010) registré diferencias
significativas en los Wb a lo largo de un gradiente latitudinal, aunque esta variacion no
estuvo asociada a la variacion en las precipitaciones. En general las semillas de F.
pallescens germinan a potenciales hidricos bajos (entre -2.69 y -3.74 MPa) con respecto
a otras especies de Festuca y a Poa ligularis (Rotundo et al. 2015). Sharifiamina et al.
(2016) reportaron que F. arundinacea germina en un rango de -0,37 y -0,95MPa,
considerandose este Gltimo un nivel de estrés alto, mientras que los potenciales hidricos
base para P. ligularis se encuentran en un rango de -1,14 y -1,95MPa (Rotundo et al.
2015). Més aun, especies de gramineas perennes en ecosistemas aridos de Norteamérica
presentaron valores mas altos (Allen et al. 2000). Todo esto indicaria que F. pallescens
es una especie capaz de germinar en ambientes xéricos y con baja disponibilidad de agua,
ya que los potenciales hidricos base son de alrededor de -3MPa, incluso mas altos que P.
ligularis, que es una de las especies mejor adaptadas, 0 mas abundantes, en muchos
ambientes &ridos sin pastoreo (Couso 2011; Leva et al. 2013; Lopez 2011).

El 6w difiere entre poblaciones y es mayor en las poblaciones de los dos extremos
del gradiente de precipitaciones, contrariamente a lo encontrado para el tiempo térmico.
Sin embargo, los 6x de las poblaciones del este son mayores a los de las poblaciones de
la pre-cordillera. En Ing. Jacobacci y en la Meseta de Somuncura, los registros de las
precipitaciones medias anuales (150-200 mm) son notoriamente mas bajos que los de
cordillera (1034 mm en Peninsula Huemul) y pre-cordillera (609 mm en San Ramén). En
concordancia, las poblaciones del este (JA, JB y SA2) necesitarian acumular mas MPa
dias para poder germinar que las poblaciones del oeste (PHA y PHB). En la zona central
(PA y PB) los registros de precipitacion (307 mm) son menores que en cordillera y pre-
cordillera y, sin embargo, estas poblaciones presentan un 64 mas bajo que en PHA y PHB
y similares a SRB. Estos resultados sugieren que en las zonas mas aridas, con
precipitaciones esporadicas, se han seleccionado individuos que producen semillas que

germinan en periodos humedos relativamente prolongados, evitando la germinacion ante
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el primer pulso de lluvia (e.g. durante la dispersion estival). En el caso de las poblaciones
més occidentales, PHA, PHB y SRAS3, donde el agua no seria en principio un recurso
limitante para la germinacion (por las altas precipitaciones), pueden darse condiciones
particulares de cada sitio. Por ejemplo la poblacion PHB se desarrolla en un ambiente
“estepario”, en un fondo de valle glaciario muy expuesto a los vientos. Esta comunidad
es una estepa arbustivo-graminosa con dominio de Mulinum spinosum y Pappostipa
speciosa spp, Yy baja proporcion de F. pallescens, que se desarrolla en suelos arenoso-
pedregosos con baja retencion de agua (Godagnonde & Bran 2009) (y observaciones
personales). En el caso de las poblaciones PHA y SRA3 por su posicion topogréafica en
pendientes con orientacion Norte, quedan expuestas a vientos del oeste que erosionan el
suelo y aumentan la demanda atmosférica de agua limitando su disponibilidad (Coronato
& Bertiller 1996, 1997).

El tiempo hidrico se correlacion6 solo con el coeficiente de variacion de las
precipitaciones estacionales, aunque se observo una tendencia con las precipitaciones de
los meses mas humedos (PpMH) a lo largo del gradiente pluviométrico. Los menores
valores de PpMH en JA, JB y SA2 podrian explicar los mayores valores de 6w, es decir,
las semillas en estos ambientes con lluvias erraticas germinarian sélo cuando se produce
un periodo humedo prolongado, siendo el pulso de emergencia otofial el mas propicio
para la germinacion y sobrevivencia de plantulas de varias especies de gramineas (Lépez
2011). Por otra parte, los valores intermedios de PpMH en las poblaciones PA, PB y SRB
se asociaron a los menores valores de 04, lo cual indicaria que la disponibilidad de agua
en estos ambientes podria ser mayor a pesar de los eventos estocasticos de lluvia, y estaria
asociado a ambientes con suelos profundos, que permiten una mayor retencion y
disponibilidad de agua (Bertiller et al. 1996, 1997, Bran et al. 2006).

Tanto F. pallescens como otras especies perennes de los pastizales patagonicos
dependen del banco de semillas para su sobrevivencia, incluso en ausencia de pastoreo
(Bertiller 1992). Los bancos de semillas fluctian afio a afio y estan modulados
fuertemente por los regimenes de lluvia y por la incidencia del pastoreo (Ares et al. 1990,
Bertiller 1992; Bertiller & Coronato 1994; Bertiller 1995; Bertiller & Ares, 2011).
Ademas, la morfologia de las semillas de F. pallescens facilita su dispersién, con lo cual
si no germinan rapidamente, los fuertes vientos remueven con mayor facilidad el banco
de semillas (Bertiller & Coronato 1994; Defossé et al. 1994). Los estudios de Bertiller
(1992, 1995), Bertiller & Coronato (1994), Bertiller et al. (1994) y Defosseé et al. (1994),

131



sumado a los resultados obtenidos en esta tesis indicarian que F. pallescens es una especie
con una buena produccion de semillas, con alta viabilidad y porcentajes finales de
germinacion (en laboratorio y a campo), capaz de germinar en ambientes con amplios
rangos hidricos (0y -1,6MPa) y térmicos (5-22,5°C). La fuerte correlacion entre el tiempo
térmico y la temperatura de otofio para cada sitio, sumado a la relacion entre las
precipitaciones de los meses hiumedos y el tiempo hidrico indicarian que en otofio seria
el periodo mas favorable para la germinacion de estas poblaciones de F. pallescens. No
obstante, se ha reportado que las semillas de esta especie germinan generalmente
inmediatamente luego de la dispersion (Bertiller 1992; Bertiller & Coronato 1994;
Defossé et al. 1994; Oliva 1996) presentando dos periodos de germinacion en otofio y en

la primavera temprana (Bertiller & Coronato 1994).

CONCLUSION

Los modelos de umbrales resultaron una herramienta Gtil en la evaluacion del
comportamiento de la germinacion de las semillas de Festuca pallescens y permitieron
aceptar la prediccion planteadas para la hipétesis del capitulo. Los tiempos térmicos e
hidricos para la germinacion de las semillas de las poblaciones de la especie analizadas
variaron a lo largo del gradiente pluviométrico indicando que las poblaciones presentarian
adaptaciones locales a los lugares donde se desarrollan. No obstante, la temperatura base
y el potencial hidrico base no difirieron significativamente a lo largo del gradiente de
precipitaciones, con lo cual, la disminucion de las lluvias desde la Cordillera hacia las
Sierras y Mesetas Occidentales no determinarian los requerimientos minimos de

contenidos hidricos de germinacion.

En la Cordillera y Pre-cordillera, donde las precipitaciones son mas abundantes y
la amplitud térmica mas reducida, se requieren menos grados dias para germinar que en
la estepa, aunque deben acumular mayores unidades MPa.dias para germinar que algunas
poblaciones de la estepa (i.e. PA y PB). Esto sugiere que en el Oeste las temperaturas
durante el periodo germinativo serian mas constantes y por encima de la Tb de cada
poblacién. De esta manera, las semillas germinan con menor cantidad de grados dias
acumulados. Por el contrario, en la estepa patagonica las amplitudes térmicas son
mayores, con una variacion en la temperatura anual o diaria por debajo de la Tb, lo cual
se refleja en el aumento de los tiempos térmicos hacia el este. Por otro lado, hacia el oeste

del gradiente de estudio, a pesar de ser ambientes humedos, no todas las poblaciones
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presentaron bajos valores de tiempo hidrico. Esto sugiere que las caracteristicas edaficas
de los ambientes inciden mas en la germinacién de las semillas de cada poblacion que las
caracteristicas macro-ambientales (e.g. precipitaciones) del area ecoldgica a la que
pertenecen. Lo mismo ocurria en la estepa patagonica, los requerimientos hidricos y
térmicos difirieron en relacion con las caracteristicas edaficas de los ambientes a los que

pertenecen.

Ademas, se observé que en los extremos del gradiente de muestreo las semillas
presentaron pesos muy distintos en un mismo sitio (i.e. PHA, PHB, JA y JB), lo cual
indicaria que poseen diferentes estrategias en la produccion de semillas. A su vez, se
detectd cierto grado de dormicién en JA. Finalmente, la correlacion entre los tiempos
térmicos y la temperatura media anual de otofio, junto con una tendencia entre las
precipitaciones de los meses mas humedos y los tiempos hidricos indicarian que las
condiciones mas favorables para la germinacion de las poblaciones de F. pallescens

analizadas tendrian lugar en los meses de otofio.
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CAPITULO 4

Variacion de las respuestas morfo—fisiol()gicas al déficit hidrico de
diferentes poblaciones de Festuca pallescens en ensayo de ambiente
comun

1. INTRODUCCION

La heterogeneidad ambiental de los ecosistemas se genera por la interaccion entre
la distribucién de los forzantes ambientales y la respuesta diferencial de los organismos
a esos factores (Quero 2006). Ademas, la variacion espacial y temporal de factores tanto
bioticos como abidticos influye en el establecimiento, desarrollo, reproduccion y
sobrevivencia de especies vegetales (Santibafiez-Andrade et al. 2009). Las zonas aridas y
semiaridas como la que se aborda en esta tesis, se caracterizan por una gran
heterogeneidad ambiental (Tongway et al. 2004) que promueve una amplia diversidad de
tipos de vegetacion (fisonomias), diversidad de comunidades vegetales y tipos de suelos
(Oesterheld et al. 1998). Sumado a esta complejidad espacio-temporal, los modelos
climaticos predicen para los proximos afios un incremento en la temperatura media,
alteraciones en las precipitaciones y un aumento en la frecuencia de eventos extremos,
tales como sequias y afios himedos (Schwinning & Sala 2004; IPCC 2014; Rusticucci &
Barrucand 2004). Estos cambios alterarian el régimen del gradiente pluviométrico, y/o la
variabilidad climética que caracteriza a la Patagonia, profundizando ain mas el déficit
hidrico de la region. En este escenario, es fundamental estudiar si existen organismos (e.g.
especies 0 poblaciones de especies) que poseen mayor capacidad de adaptarse a estos
cambios futuros. Esto aportara conocimiento esencial para plantear estrategias de gestion
de los recursos naturales que refuercen la resiliencia de los ecosistemas al cambio

climético.

La economia del agua conforma el principal factor limitante para los organismos
qgue habitan en ecosistemas aridos y semiaridos (Noy Meir 1973), estando la
sobrevivencia de las especies vegetales estrechamente relacionada con la disponibilidad
de aguaen el suelo (Beatley 1974; Fowler 1986; Bertiller et al. 1996). Consecuentemente,
el estrés hidrico es una de las principales causas de muerte en plantas (Luna Flores et al.

2012). A diferencia de otros tipos de estrés, el estrés hidrico no ocurre abruptamente sino
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que se produce de manera gradual por efecto de la desecacidn del suelo y una alta tasa de
evapotranspiracion. El primer efecto se verifica en el cierre estomatico y la consecuente
reduccion del intercambio de dioxido de carbono (CO2) que repercute negativamente
sobre la capacidad de crecimiento de las plantas (Engelbrecht 2001; Larcher 2003; Garau
et al. 2009). Frente a valores extremos de sequia, se suma a la reduccion en el intercambio
de CO2 una marcada pérdida en la eficiencia del uso del agua (Flexas et al. 2004). Por
otro lado, el déficit hidrico produce cambios a nivel morfoldgico sobre las plantas, como
la disminucion en el crecimiento de hojas y tallos, produccién de menor area foliar y
reduccion del area foliar especifica (cm?gr?) (Faroogi et al. 1994; Engelbrecht 2001).
Estos cambios se encuentran asociados a la disminucion en la transpiracion y
conservacion del potencial hidrico (W) y el contenido relativo de agua. En general, se
verifica también, una reduccion de la biomasa aérea de la planta (Khurana & Singh 2004;
Singh & Singh 2006; Luna Flores et al. 2012).

Los cambios ambientales provocan respuestas que reflejan las estrategias
ecologicas que las especies vegetales desarrollan para sobrellevar estas alteraciones
(Kattge et al. 2011; Pérez-Harguindeguy et al. 2013). En ambientes aridos, las
precipitaciones son estocasticas y poco abundantes y la evapotranspiracion mucho mas
elevada (Heinrich 1979). Por lo tanto, la vegetacion puede desarrollar tanto mecanismos
de resistencia o tolerancia a la sequia, como también capturar y almacenar el agua
aportada por los infrecuentes eventos torrenciales (Tongway et al. 2004). En condiciones
de baja disponibilidad de agua las especies economizan el recurso para minimizar las
pérdidas, desarrollando diferentes estrategias como poseer bajas tasas de crecimiento, y
en consecuencia, bajas tasas de absorcién de recursos (Grime 1977,1979; Chapin 1980,
1991; Lambers et al. 1998; Couso 2011). Esto genera un compromiso entre la capacidad
de usar rapidamente los recursos cuando estan disponibles (traducir la rapida absorcion

de recursos en crecimiento) y tolerar la escasez (crecer poco) (Couso 2011).

La gran proporcidn de tierras aridas, la alta heterogeneidad ambiental y el marcado
gradiente pluviométrico hacen de la Estepa Patagonica una region donde coexisten
ambientes con déficit hidrico muy contrastantes, desde ambientes muy himedos hasta
ambientes aridos. Las especies presentan caracteristicas y/o mecanismos que responden
a esta disponibilidad de agua (Heinrich 1979; Couso 2011). En la Cordillera y Pre-
cordillera, donde las precipitaciones son mas abundantes, la disponibilidad de agua seria

un recurso menos limitante (Oesterheld et al. 1998; Bianchi 2015). Por lo tanto, las
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poblaciones de una misma especie que se desarrollan a lo largo del gradiente
pluviométrico entre la Cordillera y la Estepa patagénica, podrian presentar distintas

estrategias para ocupar estos ambientes contrastantes.

Las gramineas constituyen uno de los grupos funcionales mas destacados en la
estepa de la region Patagonia Norte (Fernandez et al. 1991). Muchas de estas especies
presentan caracteristicas en comun que les permiten tolerar ambientes con baja
disponibilidad de agua como, por ejemplo, gran desarrollo radical y fenologia acoplada
al régimen de precipitaciones y disponibilidad de agua (Golluscio et al. 2005). Asimismo,
muchos aspectos morfoldgicos y fisiolégicos de algunas gramineas se encuentran
estrechamente relacionados con la gran heterogeneidad de los ambientes patagdnicos,
como la anatomia radical (Leva et al. 2009), la capacidad de recuperacion luego de un
evento de sequia (Yahdjian & Sala 2006) y ajustes en la relacion biomasa aérea: biomasa
subterranea (Austin & Sala 2002). En particular, Festuca pallescens aprovecha en forma
oportunista los pulsos de agua y nutrientes (ver Capitulo 1; Coronato & Bertiller 1997;
Moreno 2012) y presenta diferencias fenoldgicas asociadas a la variacion de la

temperatura del aire (Bertiller et al. 1990).

Los pastizales de F. pallescens se ubican en &reas topograficas que por su
exposicién o altura poseen balance hidrico favorable para su desarrollo (i.e. al balance
entre demanda atmosférica versus oferta de agua) (Ledn et al. 1998). Por lo tanto, se la
puede encontrar dominando comunidades tanto en ambientes himedos de peri-mallines,
como en ambientes mas secos de estepas de altura (Bran et al. 2000). Este patron de
distribucion se observa desde el Norte de Neuguén hasta las nacientes del rio Coyle en
Santa Cruz (Ledn et al. 1998). Especificamente, en el area ecoldgica de Pre-cordillera de
Patagonia Norte, las poblaciones de F. pallescens se presentan como: ingresiones en el
bosque en forma de isletas; en mallines sub-humedos; en los bordes de numerosos
mallines humedos (peri-mallines) (Siffredi et al. 2004; Godagnonde & Bran 2009); y en
mesetas altas (mas de 900 m s.n.m.) asociado a la disminucién de la temperatura con un
balance hidrico mas favorable (Bertiller & Defossé 1990; Bonvissuto et al. 2008). Hacia
el este, en el area ecoldgica de Sierras y Mesetas Occidentales, con dominio de suelos
poco desarrollados, se encuentran estepas graminosas de F. pallescens en sectores: (i) por
encima de los 1200 m s.n.m. como la Meseta de Somuncurg; y (ii) en mallines sub-
himedos y bordes de mallines himedos (peri-mallines), aunque en menor proporcion que

en el Area Ecoldgica de Pre-cordillera. Esto se debe a que hay una gran disminucion de
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mallines (humedales) (i.e. n° y/o dimensiones por km?), asociado a la existencia del
gradiente pluviométrico Oeste-Este, y a una temperatura media anual mayor (L6pez et al.
2005; Bran et al. 1998). Por lo tanto, la distribucion de F. pallescens abarca un amplio
gradiente pluviométrico, desarrollandose en areas con 2000 mm de precipitacion media
anual hasta menos de 200 mm, tanto en ambientes de peri-mallines (ubicados a diferentes
alturas) como en estepas graminosas ubicadas a mas de 900 m s.n.m. Esta capacidad de
F. pallescens de instalarse y desarrollarse en una gran variedad de ambientes podria

deberse a un alto grado de plasticidad o la existencia de adaptacion local.

Es importante interpretar las diferencias entre la plasticidad y la adaptacion. La
plasticidad fenotipica es la expresion fenotipica diferencial de un mismo genotipo en
respuesta al ambiente (Scheiner et al. 1993; Zhivotovsky et al. 1996), mientras que la
adaptacion es un proceso lento que involucra la acumulacion de cambios genéticos en
una poblacién producto de la presion que el ambiente ejerce sobre la misma (Price et al.
2003). La plasticidad fenotipica puede involucrar cambios a nivel morfoldgico,
fisioldgico, e incluso comportamental (Piuglici 2001; Aubin-Horth & Renn 2009). Sin
embargo, estos cambios son reversibles y no se asocian a modificaciones a nivel genético,
es posible que un atributo de caracter pléstico pueda convertirse en un atributo adaptativo
(Pigliucci 2001; Price et al. 2003; Aubin-Horth & Renn 2009), por lo que la plasticidad
fenotipica puede en ciertas circunstancias ser adaptativa (i.e. plasticidad fenotipica
adaptativa) (Falluor-Rubio et al. 2009). Un ejemplo puede ser cuando el ambiente modula
cambios a nivel genético, favoreciendo la sobrevivencia de especies y/o poblaciones con
genotipos que poseen mayor plasticidad fenotipica (ej. en ambiente con gran variabilidad
espacio-temporal). Una de las formas de discernir entre una adaptacion local y una
respuesta plastica, es la utilizacion de ensayos de ambiente comun. En estos ensayos se
evallan poblaciones de una especie provenientes de sitios diversos minimizando la
variacion ambiental. De esta forma, si la divergencia fenotipica se mantiene en las
poblaciones experimentales (poblaciones de individuos tomadas de diferentes ambientes)
en condiciones ambientales comunes, se puede asumir que las variaciones morfoldgicas
y/o fisioldgicas entre poblaciones tienen bases genéticas (White et al. 2007; Ballentine &
Greenberg 2010).

Por lo expuesto, bajo el régimen de precipitaciones establecido en Patagonia Norte
y con una disponibilidad de agua determinada por las condiciones de demanda

atmosférica, las poblaciones de F. pallescens podrian presentar diferencias morfo-
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fisioldgicas relacionadas a los ambientes que habitan y a los mecanismos que utilizan para
aprovechar el agua disponible. Frente a este escenario se plantea la siguiente hipdtesis de

trabajo con su prediccion asociada:

HIPOTESIS:

La diversidad de ambientes en los que se distribuye Festuca pallescens en el norte
de Patagonia, asociados principalmente al fuerte gradiente de precipitaciones, ha
promovido procesos de adaptacion local que se evidencian en caracteres morfo-

fisiologicos de importancia adaptativa relacionados con la respuesta a estrés hidrico.

PREDICCION:

En un ensayo en ambiente comun las poblaciones provenientes de sitios con
distintos regimenes de precipitacion, presentardn diferencias en caracteres morfo-
fisiologicos asociados al crecimiento vegetativo y a la capacidad de respuesta frente al

estrés hidrico.

2. OBJETIVOS DEL CAPITULO:

Objetivo 1: Determinar si las poblaciones de Festuca pallescens distribuidas a lo
largo de un gradiente de precipitaciones presentan diferencias genéticas en caracteres
morfo-fisiologicos al ser evaluadas en ensayos de ambiente comun (en el tratamiento

testigo, cuando el agua no es un factor limitante).

Objetivo 2: Evaluar la respuesta de poblaciones de Festuca pallescens
provenientes de ambientes con precipitaciones medias anuales contrastantes frente a
diferentes niveles de disponibilidad de agua en caracteres morfo-fisioldgicos en un

ensayo de ambiente comun.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Sitio de muestreo y material vegetal

Se seleccionaron 10 poblaciones para el ensayo de ambiente comun de las 14
inicialmente incluidas en esta tesis (Capitulo 1). En sentido O-E del gradiente
pluviométrico: Peninsula Huemul alto y bajo (PHA y PHB), San Ramon alto y bajo (SRA-
3y SRB), Campo Experimental de Pilcaniyeu (PA y PB), Ing. Jacobacci (JAy JB) y se
incluyeron las poblaciones de Somuncura (SA y SB) (Tabla 1.1 del Capitulo 1). La
seleccion de poblaciones respondid principalmente a la disponibilidad de semillas y
plantulas, pero se tuvo en cuenta la representacion de poblaciones provenientes de
ambientes de F. pallescens de todo el gradiente de precipitaciones. Por otra parte, al
momento de establecer el ensayo se desconocia que las poblaciones SA y SB no eran
poblaciones puras sino que se trataba de un ecotipo hibrido. No obstante, se realizaron
gran parte de las mediciones en estas especies con lo cual se decidio incluirlas para

comparar la respuesta al estrés de este ecotipo con el de las poblaciones de F. pallescens.

Las plantas utilizadas en este ensayo se obtuvieron a partir de los ensayos de
germinacion del capitulo 3. Las semillas germinadas se colocaron en placas de Petri con
agar en cdmaras de germinacion hasta que desarrollaran la primer hoja (Figura 4.1a),
luego se instalaron en “Plugs” (bandejas multiceldadas) de 200 cavidades con sustrato
inerte (Figura 4.1b), que fueron colocadas en un “mini-invernaculo” para mantener la
humedad y temperatura (Figura 4.1c). Cuando las plantulas desarrollaron tres hojas en el
macollo, se trasplantaron a macetas plasticas de 3 litros con un sustrato que contenia una
relacién 1:1 de ceniza volcanica y de tierra negra y 1/2 de turba, con una conductancia
eléctrica (CE) de 0,15 mS y pH=6,97. Para favorecer el desarrollo inicial y la aclimatacion
de las plantas, se fertiliz6 por Gnica vez la semana posterior al repique. Antes de dar inicio
a los tratamientos las plantas crecieron durante tres meses en ambiente comdn (bajo las
mismas condiciones de luz, temperatura y humedad) en un invernaculo vidriado. El total

de plantas para el ensayo fue de 600.
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Figura 4.1: a) Semillas germinadas en placas de Petri con agar. b) Dos semillas repicadas en la
bandeja multiceldada c) “Mini-invernaculo” donde se instalaron las bandejas con plantas
repicadas hasta alcanzar tres hojas.

3.2 Disefio experimental

El ensayo se realiz6 con un disefio de parcelas divididas donde se evalué el efecto
de la disponibilidad de agua (factor asignado a parcela principal), las poblaciones (factor
asignado a las sub-parcelas) y la interaccién disponibilidad de agua*poblacion
(tratamiento). Se establecieron tres niveles para el factor “disponibilidad de agua™: i)
manteniendo el contenido volumétrico de agua en la maceta proximo al 15% (T,
“testigo”), ii) riego al inicio hasta capacidad de maceta y luego pulsos periddicos de riego
de 5mm simulando lluvias esporadicas (P, “pulsos™) y iii) s6lo un dnico riego al inicio
hasta capacidad de maceta (SR, “sin riego”) (Figura 4.2). El pulso de riego de 5 mm se
determind en base al promedio diario inter-anual de las precipitaciones en las estepas del
sureste y noreste de Patagonia (Coronato & Bertiller 1996; 1997; Lopez 2011). En el nivel
“testigo” se evaluaron las diferencias genéticas en los caracteres morfo-fisioldgicos entre
las poblaciones ya que el agua no fue un factor limitante. La sub-parcela estuvo
conformada por las 10 poblaciones (PHA, PHB, SRA-3, SRB, PA, PB, JA, JB, SAy SB)
con cuatro repeticiones por tratamiento distribuidas al azar y con 5 plantas por poblacién
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(200 por tratamiento, totalizando 600 plantas para todo el ensayo (4 repeticiones x 5
plantas x 10 poblaciones x 3 niveles de disponibilidad de agua). Los “pulsos” de riego se
aplicaron cuando el 50 % del total de las plantas del tratamiento se encontraban por debajo
del 3 % de humedad en maceta (Figura 4.2; fechas 4, 13 y 27 de febrero de 2014). En
cada pulso de riego se suministraron 5 mm de agua simulando un evento erratico de
precipitacion de la estepa (Golluscio et al. 1998; Lépez 2011). La duracion total del
ensayo fue de tres meses (05/01/14 al 17/03/14) y durante ese periodo se monitored el
contenido volumétrico de agua en maceta (%Vol), la conductancia estomatica (gs) vy el
estado hidrico de las plantas utilizando como variable el potencial hidrico en pre-alba (¥p,
(Figura 4.2).

El contenido volumétrico de agua en maceta se midi6 cada cuatro dias empleando
un tridente TDR (reflectometria de dominio temporal) el cual se enterr6 a 10 cm de
profundidad en cada maceta. La conductancia estomatica (mmol H.0 m2s™) se monitore6
tres veces por semana, como proxy del estado hidrico. Se empled un porémetro SC-1
(Decagon Devices inc.) midiendo en cuatro hojas totalmente expandidas en todas las
plantas del ensayo. El potencial hidrico en pre-alba (MPa) se midi6 periédicamente (10-
15 dias) para evitar el dafio sobre las plantas. Las determinaciones se realizaron en tres
hojas de todos los niveles de tratamiento, empleando una bomba de presion (PMS
Instruments Co., Corvallis, USA). Los individuos muestreados fueron distintos en cada
fecha de medicion, siendo elegidos al azar dentro de cada tratamiento. Las hojas se
obtuvieron cortando al nivel del suelo un macollo que luego se colocd en un sobre de

papel y en un lapso no mayor a 5 min se realiz6 la medicion.
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Figura 4.2: Monitoreo del porcentaje del potencial hidrico a lo largo del ensayo (a),
contenido volumétrico de agua en maceta (%ovol) (b) y conductancia estomatica (gs) (c).
Los simbolos indican los tres niveles de disponibilidad de agua: circulo negro (T; testigo),

circulo blanco (P; pulsos de riego), rombo (SR; sin riego).
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3.3 Variables respuesta

Las variables respuesta medidas en las poblaciones de F. pallescens se presentan

a continuacion en la Tabla 4.1:

Tabla 4.1: Variables respuestas medidas en las poblaciones de Festcua pallescens. Se especifica
qué variable se evalla en cada poblacion

Poblacién

Variable PHA PHB SRA-3 SRB PA PB JA JB SA SB
1. Produccion de macollos si si si si Si si Si Si si si
2. Produccion de hojas verdes Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
3. Elongacion foliar (mm) Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
4. Produccidn de biomasa (gr) Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
5. [?istribug:ién de la biomasa si si si si Si Si Si Si Si Si
radical y aérea (R/S).
6. Sobrevivencia Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
7. Tasa de fotosintesis neta (A) - - Si Si - - Si Si - -
8. Conductancia estomatica (gs) - - Si Si - - Si Si - -
8. Potencial hidrico a pre-alba - - Si Si - - Si Si - -

3.4 Medicion de variables respuesta:

Para evaluar si existian diferencias genéticas entre las poblaciones de Festuca
pallescens que se manifiesten en caracteres morfo-fisioldgicos (Objetivo 1) se evaluaron
en el “testigo” sin restriccion hidrica: componentes del crecimiento y distribucion de
biomasa y peso de macollos. Para la evaluacion de los componentes del crecimiento se
marcaron 4 macollos con aros de metal en 10 plantas de cada poblacion (Figura 4.3a) al

inicio de ensayo y luego, se midieron las siguientes variables al final del mismo:

i.  Componentes del crecimiento:

a. Produccion de macollos: promedio por planta de la diferencia en nimero

de macollos producido por macollo marcado (i.e. macollo madre) al final y al

inicio: PM [(n° de macollos finales) — (n° de macollos iniciales)].
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b. Produccién de hojas verdes: promedio por planta de la diferencia del

namero de hojas producido por macollo madre al final y al inicio: PH [(n° de
hojas finales) — (n° de hojas iniciales)].

c. Elongacion foliar: promedio de la diferencia de la sumatoria de la longitud

total de las hojas verdes producidas por macollo madre por planta. Para ello,
al largo total final se resto el largo inicial (medido al momento de marcar cada
macollo); y luego se relativizo al namero de hojas producidas por macollo
madre. Es decir, para cada planta se obtuvo: Y. EF [(mm de hojas finales por
macollo madre) — (mm de hojas iniciales por macollo madre)]/n° de hojas
producidas por macollo madre.

e. Produccion de biomasa: se determinoé por la diferencia entre la biomasa

radical y aérea al inicio y al final del ensayo. Previo al inicio del ensayo, se
seleccionaron 3 plantas al azar por poblacion para determinar el peso seco en
gramos de la biomasa aérea y radical. Las plantas fueron removidas de las
macetas, se lavaron para descartar en particular restos de turba en raices y se
secaron en estufa a 70°C hasta peso constante (72 hs) y se pesaron con balanza
de precision. Al final del ensayo, para cada nivel de disponibilidad de agua y
poblacion se realiz6 el mismo procedimiento y se determiné la biomasa final
a partir de las plantas marcadas para la determinacién de los componentes de
crecimiento. La produccion de biomasa se evalué como la diferencia entre la
biomasa final y la inicial.

ii. Distribucién de la biomasa aérea y radical: A partir de los datos de biomasa
aérea y radical obtenidos para cada poblacion, se establecio la relacion peso
seco de la biomasa radical: peso seco de la biomasa aérea (R/S; del inglés
Root/Shoot) al inicio y al final del ensayo.

iii.  Peso por macollo: se calculé a partir de la relacion entre la biomasa final de
las plantas marcadas para evaluar el crecimiento y el nimero total de macollos
que presentaban al momento de la determinacion de la biomasa final, PeM:
(Produccion de biomasa final de la planta) / (nimero de macollos que produjo

al final del ensayo).

Para analizar los caracteres morfo-fisiologicos y estrategias de poblaciones de F.

pallescens provenientes de los extremos del gradiente de precipitacion frente a diferente
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disponibilidad de agua (Objetivo 2), se midieron en los tres niveles de disponibilidad de
agua (T, P y SR) las siguientes variables respuesta:

i. Sobrevivencia: La sobrevivencia se evaluo a los 45 dias de iniciado el
ensayo, cuando mas del 50% de las plantas del tratamiento “sin riego”
presentaban potencial hidrico en pre-alba menor a -2 MPa indicando un estrés
hidrico de moderado a severo (Caballé et al. 2011).

ii. Produccién de macollos (explicado en el parrafo anterior)

iii. La distribucion de la biomasa radical y aérea (R/S) (explicado en el
parrafo anterior).

iv. Peso por macollo: (explicado en péarrafo anterior).

Por otro lado, en poblaciones provenientes de sitios con precipitacion contrastante
(SRB, SRA-3, JA y JB) se midieron variables ecofisioldgicas para evaluar los
mecanismos de ajuste de las plantas a los cambios en la disponibilidad hidrica y que
también se relacionaron con las mediciones de estado hidrico y contenido volumétrico de
agua en maceta realizados en el seguimiento del ensayo (Ver 4.2). Los parametros que se

evaluaron fueron los siguientes:

v. Tasa de fotosintesis neta (A, pmol CO2 m?s™), y conductancia estomatica
al vapor de agua (gs, mol H.0 m? s?): La tasa de fotosintesis neta y la
conductancia estomatica fueron evaluadas de manera conjunta utilizando un
analizador de gases infrarrojo de sistema abierto Li-Cor 6400 (Lincoln, NE,
USA). Las mediciones fueron realizadas al inicio del ensayo y en el dia previo
y en dos dias consecutivos posteriores a la aplicacion de los pulsos de agua,
entre las 10 hs y las 16 hs, en dias coincidentes con las mediciones de potencial
hidrico en pre-alba y contenido volumétrico de agua en maceta. Se utilizé una
ldampara de LED (6400-02 LED Light Source, Lincoln, NE, USA) para
controlar la intensidad luminica dentro de la camara de medicion. La curva
completa de respuesta de la tasa de fotosintesis neta a la radiacion
fotosintéticamente activa (RFA) fue evaluada en 3 plantas por poblacion
empleando 6 intensidades luminicas (0, 50, 250, 750, 1000 y 2000 pmol m2s°
1), esta medicion se realizé solo al inicio del ensayo y en condiciones dptimas
no estresantes. Las mediciones previas y posteriores a la aplicacion de los
pulsos de agua se realizaron solo a radiacion saturante (Asat, 1800 pmol m2s°

1). Cada medicidn fue realizada considerando un minimo de 180 s en cada nivel
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de intensidad luminica y 3% de coeficiente de variacion. La temperatura de la
camara fue similar a la temperatura ambiente en el momento de medicion y la
presion parcial de CO2 se fijo en 400 umol mol™. El flujo de aire vario entre
50y 500 pmol s para mantener el ACO; por sobre 5 pmol mol™, valor minimo
de sensibilidad del Li-Cor 6400.

vi.  Eficiencia intrinseca o instantanea en el uso del agua (EUA, umol CO2 mol H20O"
): se calcula como la relacion entre la asimilacion de CO; y la conductancia
estomatica (Asat/gs). Este parametro mide diferencias relacionadas con la
capacidad de la hoja para regular la fotosintesis y la conductancia estomatica, y
que son independientes de las condiciones atmosféricas en el momento de la
medida.

vii.  Déficit de presion de vapor (DPV, KPa): Este parametro se utiliz6 como medida
del nivel de demanda atmosférica. El dato se obtuvo con el Li-Cor 6400 en el
momento de medicion de la tasa de fotosintesis neta utilizando el dato de humedad

y temperatura ambiente.

Adicionalmente, se evaluo la pérdida y recuperacion de la actividad fotosintética
mediante la comparacion entre el nivel “testigo” y el nivel “pulsos” para cada pulso de

agua en el dia previo y en dos dias consecutivos posteriores a la aplicacion de cada pulso.

Figura 4.3: Planta con cuatro macollos marcados con aros de metal.
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Figura 4.4: Niveles de disponibilidad hidrica en el ensayo de estrés hidrico en el dia 24/02/14.
a) Testigo, b) Pulsos y c) Sin riego.

3.5 Analisis de datos:

Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico InfoStat
(Departamento de Estadistica Aplicada, Universidad Nacional de Cérdoba) utilizando un
analisis de la varianza (ANOVA). En los casos en que se encontraron diferencias
significativas se abri6 la interaccion con una comparacion de medias con el test a
posteriori LSD Fisher con la correccion de Bonferroni, con un nivel de significancia del

5%. El efecto de parcelas divididas se evalu6 con el siguiente modelo (modelo 1)
Yijk = p + Di +Px + (SP)ik + e'jj + ik
donde D (parcela principal) es el efecto fijo de la disponibilidad de agua (i=1..3); P (sub-

parcela) es el efecto de la poblacion (k=1..8); (DP) es la interaccion entre D y P; eljj es el

error asociado a la parcela principal; e’ es el error asociado a la sub-parcela.

Se evaluaron las diferencias genéticas en las variables mencionadas en la Tabla
4.1 entre poblaciones en el nivel testigo. Dado que las plantas pertenecen al disefio

anterior, se cuenta con una restriccion a la aleatorizacion, con lo cual las repeticiones por
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poblacién constituyeron bloques. De esta forma, el modelo 2 se estim6 de la siguiente

manera.
Yij=p + Pi + bj+ gjj

donde P es el efecto fijo de la poblacion (i=1...10), b es el bloque (j=1..4) y eij es el error
experimental. Se cumplen los supuestos de normalidad en ambos modelos y se trabajo
con heterocedasticidad de varianzas para el factor poblacion en el analisis de las
siguientes variables: produccion de biomasa, produccion de macollos, produccion de

macollo neto y peso del macollo.

Las diferencias en las variables fisiologicas se evaluaron mediante andlisis de la
varianza utilizando el programa InfoStat (Departamento de Estadistica Aplicada,
Universidad Nacional de Cordoba) y en caso de ser necesario, se realizaon analisis a
posteriori con test de comparaciones de Tuckey. Asimismo, la comparacion de los
pardmetros de modelo lineales y no lineales se realiz6 utilizando en software programa

GraphPad Prism version 5.00 para Windows, GraphPad Software.

4. RESULTADOS

Las poblaciones de F. pallescens provenientes de distintos ambientes y altitudes
del gradiente pluviométrico, presentaron diferencias en caracteres morfo-fisioldgicos de
importancia adaptativa, relacionados con la respuesta a estrés hidrico. Estas diferencias
en el comportamiento de las poblaciones se evidenciaron tanto dentro del nivel “testigo”
como entre los diferentes niveles de disponibilidad de agua en un ambiente comun,
indicando que existirian adaptaciones locales y que algunas de estas diferencias genéticas

se asociarian a la capacidad de respuesta de las poblaciones frente al déficit hidrico.

4.1 Diferencias en caracteres morfoldgicos de las poblaciones de F. pallescens

Las poblaciones de F. pallescens presentaron diferencias significativas en
condiciones no limitantes de disponibilidad de agua (testigo) en los componentes del
crecimiento pero no en la distribucion de biomasa o relacion R/S (Tabla 4.2). Se observo
que las poblaciones con mayor produccion de macollos fueron PA y PB, y la de menor
produccion fue PHA, mientras que el resto de las poblaciones presentaron valores

similares entre si (F=3,61; p=0,0038). La produccién de hojas fue similar en la mayoria
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de las poblaciones, siendo PA la poblacion con valor mas alto y SRA la de menor
produccion (F=2,94; p=0,012) (Tabla 4.2). Luego, se destaca PHA con el valor més alto
de elongacion foliar, diferenciandose de SRB, PA, JA y SB (de valores muy bajos)
(F=3,59; p=0,0047). Asimismo, las poblaciones de F. pallescens presentaron diferencias
en la produccion de biomasa (total; F=7.44, p=0.0001; aérea; F=6.86, p=0.0002; radical;
F=7.14, p=0.0002), las poblaciones con mayor produccion de biomasa total fueron PHA
y SRB, mientras que las que produjeron menos cantidad de biomasa fueron SRA-3, SA'y
SB. Este patron también se observo tanto en la biomasa aérea como en la radical. Como
se menciono anteriormente no se encontraron diferencias en la distribucion de la biomasa
(F=0.61, p=0.77) (Tabla 4.2). No obstante, todas las poblaciones incrementaron la
relacién R/S con respecto al inicio del tratamiento. Por Gltimo, el peso por macollo no
difirié entre poblaciones aunque se observa que PB y JB valores bajos del peso por

macollo, pero alta produccion de macollos.
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Tabla 4.2: Resumen de las variables morfoldgicas del nivel testigo para las poblaciones de F. pallescens. En la tabla se presentan la media y el error estandar.
Las letras indican los grupos obtenidos con la comparacion de medias a partir del test a posteriori LSD Fisher con la correccién de Bonferroni. Las siglas de las
poblaciones se corresponden a la Tabla 1.1 del capitulo 1.

Variable\Poblacién PHA PHB SRA-3 SRB PA PB JA JB SAl SB
Produccién de 22+1 3,7+0,7 30407 5+14 8,8+2 8,6 +0,6 6,75+1 7,04+15 5,75+0,9 4,8+ 0,9
macollos neta b ab ab ab a a ab ab ab ab

Produccion de hojas 115+24 143+41 10229 178+5 304+56 22926 2325+2 23,754 188x39 1446

verdes ab ab b ab a ab ab ab ab ab
Elongacion foliar 124+23 70412 64+12 435+08 565+03 79+16 45+08 67+1 646+11 504+07
(mm) a ab ab b b ab b ab ab b
Produccion de 212+04 205+08 117+02 26+03 11+03 19+08 12+004 17+03 08+01 053%0,1
biomasa (gr) ab ab ab a b ab ab ab b b

Distribucién de la

. 0,7£005 09+0,1 08012 088+01 0,7+0,16 0,8+0,05 0,68+0,03 0,7+0,08 0,8+0,06 0,9+0,19
biomasa (R/S)

Peso de un macollo 0,05+0,02 0,05+3.10® 0,02+0,01 0,03+0,01 0,04+0,02 0,03+4.10°® 0,05+0,02 0,03+4.10® 0,05+0,02 0,05+0,02
(an)
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4.2 Respuesta de las poblaciones de F. pallescens frente a déficit hidrico

4.2.1 Diferencias entre tratamientos (T, P, SR)

Las poblaciones de F. pallescens respondieron diferencialmente a los tres niveles
de disponibilidad de agua, observandose diferencias en la mayor parte de las variables
evaluadas con excepcion de la distribucién de la biomasa (Tabla 4.3). A pesar de no
haberse encontrado diferencias significativas en la relacion R/S, se observaron valores
muy similares entre los niveles T 'y P y mas elevado en el nivel sin riego (SR). Los valores
mas altos en la produccion de macollos (F=37,36; p<0,001), produccion de biomasa
(F=57,61; p<0,001) y en el peso por macollo (F=44,60; p<0,001) se observaron en T
(Tabla 4.6). Asimismo, no se encontraron diferencias entre los niveles P y SR,
exceptuando la produccion de macollos, donde las poblaciones produjeron menos

macollos cuando el déficit hidrico fue mas intenso (Tabla 4.6).

Tabla 4.3: Diferencias en las variables respuesta entre tratamientos de disponibilidad de agua:
Testigo (alta disponibilidad), Pulsos (disponibilidad media) y Sin Riego (baja disponibilidad). En
la tabla se presentan la media y el error estandar. Los niveles de distinta disponibilidad de agua
son: alta (T: Testigo), intermedia (P: Pulsos) y baja (SR: Sin riego). Las letras diferentes indican
diferencias significativas entre los niveles.

Variable\Tratamiento T P SR
Distribucion de biomasa (R/S) 0,82 +0,03 0,83 0,07 0,95+ 0,08
Produccidn de biomasa (gr) 1,54+ 0,18 a 0,16+0,14 b 0,14+0,11b
Produccién de macollos 5,57 +0,47 a 3,58+04b 1,81+0,17 ¢
Peso de un macollo (gr) 0,04 +2,5x10% a 0,01+ 2,4x10°b 0,01+ 2,8x10°b

Como se menciond en 4.1 la relacion R/S al final del ensayo fue menor que al
inicio en el nivel T, con lo cual todas las poblaciones presentaron un aumento de la
biomasa aérea en ausencia de déficit hidrico (F=5,21; p= 0,02). Sin embargo, en bajos
niveles de disponibilidad hidrica (P y SR), la R/S no difirio entre el inicio y el final del

ensayo en las poblaciones estudiadas (anexo Figura 4.1y 2).

La sobrevivenciaen T fue del 100% y entre los tratamientos P y SR se observaron

diferencias en la sobrevivencia con un efecto positivo de los pulsos de agua sobre la
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misma. En poblaciones como PB, JA o PHA la aplicacién de los pulsos de agua mejora
entre un 45-60% la sobrevivencia. Las poblaciones con mejor desempefio frente la baja
disponibilidad de agua (tratamiento SR) fueron SRB y las dos de Somuncura (SA y SB).
En general, con excepcion de PB, las poblaciones de zonas bajas mostraron mayor

porcentaje de sobrevivencia que aquellas de zonas altas (Figura 4.5).

100 -
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S - —E %
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N 1 EH,
S H EE
% e =l=
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PHA PHB SRA3 SRB PA PB JA JB SA1 SB

Poblacion
EE 1T &E™°P SR

Figura 4.5: Porcentaje de sobrevivencia de las poblaciones de Festuca pallescens evaluadas
luego de 45 dias del inicio del ensayo. Las barras de colores indican los tratamiento con
diferentes niveles de disponibilidad hidrica: alta (T: Testigo), intermedia (P: Pulsos) y baja (SR:
Sin riego).

4.2.2 Diferencias entre poblaciones

El comportamiento ante los niveles de disponibilidad de agua aplicados fue
diferente para cada poblacion (Tabla 4.4). En general, los valores de las variables
respuesta en los dos niveles de déficit hidrico (P y SR) fueron menores que en el “testigo”,
encontrandose diferencias significativas sélo en las variables produccion de macollos (T:
F=3,61; p<0,001, P: F=2,30; p=0,04; SR: F=2,93; p=0,01) y produccion de biomasa (T:
F=6,57; p<0,001, P: F=12,87; p<0,001; SR: F=35,73; p<0,001) entre todas las
poblaciones y solo en el peso por macollo en el nivel SR ( F=3,27; p=0,03).

En el tratamiento con pulsos de agua (P) las poblaciones con mayor produccion
de macollos fueron PA y SRA-3 mientras que PHB, SA y SB produjeron la menor
cantidad de macollos totales. Siendo la produccion de macollos una medida de
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crecimiento, en este nivel de disponibilidad de agua, las poblaciones que mas crecieron
fueron PA y SRA-3. Sin embargo, estas no fueron las que produjeron mas biomasa. La
poblacién que presento el valor mas alto de produccién de biomasa fue SRB mientras

que la de menor (e incluso pérdida debido a la forma de medicion) fue PHA (Tabla 4.4).

En el tratamiento con mayor déficit hidrico (SR) se registra la mayor produccion
de macollos en PB y la menor en SRA y SA. Asimismo, las poblaciones con los valores
de mayor y menor produccion de biomasa se encuentran en el mismo sitio: Peninsula
Huemul bajo (PHB) y alto (PHA), respectivamente (Tabla 4.4). En cuanto al peso de un
macollos, se observo que de la misma forma que en el nivel T, PHA es la poblacién con
el mayor valor del peso por macollo y el resto de las poblaciones presentaron el mismo

peso para un macollo con excepcion de JA (Tabla 4.4).

4.3. Respuesta fisioldgica a los pulsos de agua:

La relacidn entre el potencial hidrico y la conductancia estomatica no difiri6 entre
las poblaciones en el tratamiento “pulsos”. Todas las poblaciones analizadas ajustaron a
un mismo modelo (Y=A+B/X) pero no se registraron diferencias significativas entre los
parametros de ajuste al modelo. No obstante, las poblaciones JA, JB, SRA-3 y SRB
presentaron valores de potencial hidrico mas negativos que SA 'y SB (Figura 4.6a). De la
misma manera, se evalud la relacion entre el DPV (Deficit de Presion de vapor) y la
conductania estomatica (gs) para JA, JB, SRA-3 y SRB. No se registraron diferencais
entre los parametros de ajuste entre las poblaciones. El ajuste de las curvas fue bajo para

todas las poblaciones (r?<0.5)
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Figura 4.6: Relacion entre el potencial hidrico y la conductancia estomatica en JA, JB, SA, SB,
SRA-3 y SRB. Las curvas presentaron los siguientes ajustes: r>;a= 0,35; r2,g=0,22; r’sx=0,5;

r?sg=0,2; r’sra=0,3; r’sre=0,5.
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Figura 4.7: Relacion entre el DPV (Deficit de Presién de Vapor) y la conductancia
estomatica en JA, JB (a) , SRA-3y SRB (b).

La comparacion entre los tratamientos “testigo” y “pulsos” indicé que la
aplicacion del primer pulso de agua el dia 04-02-14 produjo una respuesta positiva de la
tasa de fotosintesis neta a saturacion (Asat) de las plantas que recibieron el pulso de agua.
Luego de dos dias post-pulso, Asat no presentd diferencias entre las plantas “testigo” y
“pulsos”. La respuesta en Asat fue acompafiada por un aumento en la eficiencia

instantanea en el uso del agua (EUA). Ambas respuestas de las plantas del tratamiento
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“pulsos” se produjeron bajo situaciones de mayor déficit de presion de vapor (DPV)
respecto a las plantas “testigo”, lo cual indica que si se hubiese medido bajo situaciones
de igual demanda, la respuesta pudiera haber sido ain mayor. Las diferencias en DPV se
produjeron por cuestiones logisticas y tiempos de medicion. Las mediciones se iniciaban
a las 10 de la mafiana y finalizaban a las 15 h. La demanda atmosférica dentro del
invernaculo seguia las condiciones naturales con variaciones de temperatura en esta época
del afio del orden de los 10 a 15°C (Tabla 4.5).

La Asat de plantas del tratamiento “pulsos”, luego del segundo pulso de agua
aplicado el 27-02-14, no presento diferencias respecto a las plantas “testigo” antes de la
aplicacion del pulso, ni en los dias posteriores a la aplicacion del mismo. En este caso, el
DPV también fue superior en las plantas del tratamiento “pulsos”, sin embargo, las plantas
respondieron positivamente. Asimismo, no se manifestaron diferencias en la EUA (Tabla
4.5).

Dentro de cada tratamiento para cada poblacion, no se registraron diferencias
significativas entre poblaciones en Asat y EUA. No obstante, en el “testigo”
especialmente en Asat, los promedios fueron superiores en las poblaciones JA y JB
respecto a SRA-3 y SRB. Por otra parte, las plantas del tratamiento “pulsos”, exceptuando
la medicion de Asat del segundo dia post-pulso 2, no se verificaron diferencias entre las
poblaciones. Sin embargo, en respuesta al pulso de agua, los promedios de Asat en las
poblaciones JA y JB fueron superiores y en uno de los casos se prueba también un

marcado aumento de la EUA (2 dias post pulso 1) (Tabla 4.6).
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Tabla 4.4: Diferencias en las variables respuesta entre tratamientos por poblacion. N: Niveles de disponibilidad de agua: alto (T: Testigo); intermedio (P: Pulsos)
y bajo (SR: Sin Riego). Se presentan la media y el error estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de una
poblacién (mayUsculas) y entre poblaciones por tratamientos (mindsculas en cursiva) para cada variable.

Poblacion
oblacio N PHA PHB SRA-3 SRB PA PB JA JB SA1 SB
Variable
T 26+1b 37+07ab  304+07ab 52+ 14ab 88+2a 86+06a 675+1ab  704+15ab 575+09ab  4,8+09ab
B A A A
Produccion de p 2,6340,62 2,63+1,25 6,6320.76 2,79+0,61 6,2142,56 2,59£0,46 3,0420,24 4,13+0,72 2,58+1,19 2544117
macollos A B B B
SR 142:04ab  1,33+04ab 1'°8iE?'5 by 75:02ab  2,08+0,2ab 2'7“3*2 ab 2*041“;'5 ab g 67403ab 0*75?'2 b 325408 a
T  076+005 094+0,1 0,88 0,12 0,88+0,1 0,77 +0,16 0,8+0,05 0,68 +0,03 0,74 +0,08 0,82 +0,06 0,04 0,19
tl;)ilg,:;;t:;mon dela o 1,18+0,4 0,71+0,06 0,84+0,6 1,1+0,09 0,76+0,08 0,85+0,02 0,66+0,35 0,78+0,06 0,7240,2 0,7440.1
SR 07502 1,18+0,6 1,54+0,09 0,85+0,4 0,030.1 0,88+0,22 0,88+0,08 1,09+0,05 0,7740,2 0,63+0,09
T 2128048 Lo ool 700 26033 1,1+03b 10+08ab  12+004ab  17+03ab  08+01b  053+01b
A A A A A
Produccién de o -l3lx02c 0642043  054s003a  LOBX003ab  -017:02abc  -051:01lbc  053:02 ab  031:03ab  023:006ab (oo o,
biomasa B B B B AB
Gr 078006 095:02a  0374004ap 018:015ab  -024:003bc  -037:02bc 014102 bc  065:03ab  038:03ab  037x01ab
B B B B B
T 005002 0,05+3,10°3 0,02+0,01 0,03+0,01 0,04+0,02 0,03+4.10° 0,05+0,02 0,03+4.10° 0,05+0,02 0,05+0,02
Peso de un -3 -3 -3 -3 -2 -3 -2 -3 -2
ol P 0024310 0,01+4.10 0,01+7.10 0,01+0,01 0,01£2x10 0,01+1.10 0,02+4.10 0,02+2.10 0,02+2.10 0,01+2.x10
-2 -3
SR 0,03#5.109 a ; 0,01#6.10%ab  0,012.10%b  0,01#1.10%ab  0,01#3.102 ab o,ozzg.lo o,o1i2b.1o 0,01#001ab  0,01+0,01 ab
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Tabla 4.5: Efecto de los pulsos de agua. El pulso 1 se realizé el 04-02-14 y el pulso 2 el 27-02-14. En la tabla se muestran los valores de A (tasa de fotosintesis
méaxima; EUA (Eficiencia en el uso de agua) y DPV (Deficit de Presion de Vapor) en el dia previo y en dos dias consecutivos posteriores a la aplicacion de cada
pulso. Se muestran las medias con sus errores estandar en italica. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (Tuckey <0,05).

PREPULSO 1 1 DIA POST-PULSO 2 DIAS POST-PULSO
Té‘i;i;?;stlo S A EUA DPV A EUA DPV A EUA DPV
Testigo 10,32 +1,30 b 62,84 7,89 a 2,58 +0,08 a|7,60 1,32 b 3537 #5095 a 3,73 #0,11 a|510 +1,24 a 3507 11,04 a 1,64 0,09 a
Pulsos 0,33 +125 a 74,03 +10,19 a 501 +0,08 b|279 1,32 a 44,35 +570 a 558 +0,11 b|2,74 +1,09 a 79,46 +10,07 b 2,23 +0,07 b

PREPULSO 2 1 DIA POST-PULSO 2 DIAS POST-PULSO
T?ﬁg;?;i/o S A EUA DPV A EUA DPV A EUA DPV
Testigo 2,80 +0,79 a 54,89 +14,69 a 565 0,43 a|7,12 +1,44 a 40,15 +6,38 a 1,80 0,05 a|3,33 +1,46 a 32,99 +628 a 4,54 +0,13 b
Pulsos 1,42 +0,82 a 51,77 +18,96 a 8,69 +0,45 b|572 1,50 a 37,82 +7,06 a 2,17 +0,05 b|558 1,54 a 39,06 +6,71 a 3,35 0,13 a
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Tabla 4.6: Respuesta de las poblaciones SRA3, SRB, JA'y JB al pulso de agua. El pulso 1 se realiz6 el 04-02-14 y el pulso 2 el 27-02-14. Se presentan la media
y el error estdndar. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de una poblacion (mayusculas) y entre poblaciones por
tratamientos (minUsculas en cursiva) para cada variable. En la tabla se muestran los valores de A (tasa de fotosintesis maxima); EUA (eficiencia en el uso de
agua) y DPV (déficit de presidn de vapor) en el dia previo y en dos dias consecutivos posteriores a la aplicacién de cada pulso. Las letras diferentes indican

diferencias significativas entre las poblaciones (Tuckey <0,05).

TESTIGO PREPULSO 1 1 DIA POSTPULSO 1 2 DIAS POSTPULSO 1 PREPULSO 2 1 DIAPOSTPULSO2 2 DIAS POSTPULSO2
/FYO agli:?i'gn A EUA A EUA A EUA A EUA A EUA A EUA
SRA3  97+14 a 55356 77+12 a 251#11,1 a 2613 a 139+65 a |1,3#05 a 302+165 a 6,242.2 a 30,8+7,6 47428 a 347+118
SRB 58437 a 121,3#97 b 4,9+17 a 33,9+9,1 29+07 a 36,2453 ab|28+19 a 537+203 ab 64+22 a 57,3%62 a -1,7#49 a s/
JIA 10,1+49 a 60,556 51+43 a 34,9491 73433 a 46,2465 b [15+03 a 27,8+165 a 94+22 a 29,2462 58435 a 233144
B 155428 a 53,7456 a 134+15 a 44,7+91 75424 a 405#53 ab|56+1,9 a 13374203 b 63+19 a 40,1%6,2 23+14 a 37,7+117
PULSOS PREPULSO 1 1 DIA POSTPULSO 1 2 DIAS POSTPULSO 1 PREPULSO 2 1 DIA POSTPULSO 2 2 DIAS POSTPULSO 2
/;i, abrli:f:’i'gn A EUA A EUA A EUA A EUA A EUA A EUA
SRA3  15+1,01 a 81,1+261 a 27+09 a 48+12.7 014412 a 356+20,3 a [1,8+12 a 72,6+481 a 49+39 a 335+18,7 a 29+14 a 338+143
SRB -1,1+05 a s/ 23421 a 458+12,7 a 123+0,3 a 39,8+166 a |2,3t1,2 a 725+331 a 3,8#48 a 51,7+¢231 a 15+14 a 32,1+141
JA 0,03+05 a 68,9+26,1 a 44+1,2 a 633+127 a 514433 a 1209144 b |-04+1 a s/ 92439 a 27,9+125 a 3,714 a 41,7+143
B 09+0,8 a 72,1426 1,6+06 a 41,8127 a 3,63+1,6 a 93+16,6 ab| 2,11 a 14,7339 a 43+39 a 362+188 a 11,3+1,2 b 57,9+20,2
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5. DISCUSION

Las poblaciones de Festuca pallescens provenientes de diferentes ambientes del
gradiente pluviometrico presentaron diferencias en caracteres morfologicos relacionados
con la respuesta al déficit hidrico, coincidiendo con respuestas similares reportadas en
otras especies de gramineas de Patagonia (Leva 2005; Couso 2011; Lépez 2011; Moreno
& Bertiller 2012). Algunos de ellos indicarian que las poblaciones estan adaptadas
localmente a los sitios de donde fueron muestreadas, mientras que otras respuestas de las
poblaciones sugieren que la especie presenta plasticidad fenotipica. Las poblaciones de
Festuca de Somuncura mostraron algunas respuestas similares y otras muy diferentes a
F. pallescens. En general, se observo que las poblaciones de Somuncura tienen una

estrategia mas conservadora que F. pallescens frente a la baja disponibilidad de agua.

5.1 Adaptaciones locales en las poblaciones de F. pallescens en ensayo de

ambiente comun

Las poblaciones de F. pallescens muestran dos tendencias de crecimiento. Las
poblaciones provenientes de ambientes himedos (Cordillera y Pre-cordillera) registaron,
en general, menor produccion de macollos con valores relativamente mas altos de
elongacion foliar que las poblaciones provenientes de Sierras y Mesetas. Estas diferencias
estarian relacionadas a una posible adaptacion a sus ambientes de origen. Sin embargo,
todas las poblaciones tienen una estrategia comun en relacion a la distribucion de la
biomasa: disminuyen la relacion R/S cuando la disponibilidad hidrica no es un factor

limitante.

La notoria diferencia en la elongacion foliar (el mayor valor de todas las
poblaciones) y la baja produccion de macollos registrados en PHA respecto a otros
ambientes méas aridos o con mayor evapotranspiracion, podrian indicar cierto grado de
adaptacion a la sombra o0 a menor heliofania tipica de ambientes mas nublados y/o con
sombreado por otras especies lefiosas mas altas (e.g. de Berberis sp; Nothofagus pumilio).
Es decir, los genotipos que con igual biomasa asignen mas recursos a tener hojas mas
largas (pero produciendo menos cantidad de hojas) tendran la ventaja competitiva de tener
mayor superficie de exposicion a la radiacion. Por otro lado, en las otras poblaciones de
Cordillera y Pre-Cordillera (PHB, SRA-1 y SRB), los componentes de crecimiento

mostraron valores mas bajos que PHA, pero mayores que en las poblaciones de Sierras y
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Mesetas. Estos resultados coinciden con los reportados por Moreno (2012) donde las
poblaciones de F. pallescens provenientes de ambientes himedos presentaron mayores

valores medios de los atributos asociados al crecimiento (i.e. largo de hoja).

Las poblaciones de ambientes secos presentaron, en general, mayor produccion
de macollos y hojas, aunque con un tamario relativamente menor que las poblaciones de
ambientes més himedos (Tabla 4.2). Es posible que el régimen de pastoreo diferencial
(por presion de pastoreo y periodo) moldee la estructura de las plantas de estas
poblaciones. Los herbivoros tienen preferencia por plantas con estructuras mas laxas y
hojas mas tiernas (e.g. grandes y delgadas) (Bertiller et al. 1994, 1996; Oliva 1996). Por
lo cudl los genotipos con arquitectura mas compacta (hojas y macollos més pequefis)
serian menos afectados por el pastoreo. Si el pastoreo es prolongado podria alterarse la
estructura genética de las poblaciones de gramineas, ya que sobrevivirian méas genotipos
con arquitectura mas compacta. Por ejemplo, el pastoreo con alta carga animal alteré la
estrucutura de los individuos de las poblaciones de Festuca gracillima en Santa Cruz, los
cuales presentaron macollos pequefios y compactos (Oliva 1996). Por lo tanto, es posible
que la arquitectura mas compacta de las poblaciones de ambientes secos de F. pallescens
se asocie a largos periodos de pastoreo con una misma carga animal tanto en zonas altas
como en zonas bajas. En pastizales aridos como los de Patagonia, expuestos a sequias
recurrentes y pastoreo continuo, puede haber una convergencia hacia la seleccion de
rasgos que proveen mayor adaptacion a sequia y/o a herbivoria, como son las plantas

compactas (Golluscio et al. 2011).

Por otra parte, la altitud puede jugar un rol importante en el desarrollo de las
plantas en ambientes aridos. Por ejemplo, las dos poblaciones de sitios altos (PA y JA)
poseen hojas significativamente méas cortas que las de los sitios bajos. Los pastizales de
altura estan expuestos a la desecacion por heladas y muchas veces pueden converger hacia
seleccion de rasgos que proveen mayor adaptacion a sequia o a herbivoria (Golluscio et
al. 2011, Moreno & Bertiller 2012). Las hojas son el 6rgano clave de una planta que
permite el intercambio gaseoso asociado al proceso de fotosintesis y a la transpiracion
(Schwinning & Ehleringer 2002), de modo que hojas mas cortas y con una arquitectura
cespitosa mas compacta evitarian la pérdida de agua ya sea por las heladas o por déficit
hidrico.

Finalmente, las poblaciones de F. pallescens evaluadas en esta Tesis provenientes

de distintos ambientes exhiben diferencias significativas en los caracteres evaluados de
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crecimiento, con lo cual, al menos estos caracteres, no serian plasticos para estas
poblaciones. Se ha descripto a F. pallescens como una especie con caracteres plasticos
asociados al crecimiento, sobretodo en ambientes secos (Couso, 2011; Moreno, 2012).
Sin embargo, los resultados de esta Tesis indican lo contrario. Las diferencias en las
caracteristicas morfologicas asociadas al crecimiento tendrian bases genéticas, mientras

que la relacion R/S pareceria ser un atributo de caracter plastico.

5. 2 Respuestas de las poblaciones de F. pallescens al déficit hidrico

En general, las poblaciones fueron tolerantes al déficit hidrico generado por pulsos
de agua, ya que sobrevivieron en todos los casos méas del 50% de las plantas en cada
poblacién. No obstante, cuando se restringié totalmente el agua, se detecté un muy bajo
porcentaje de sobrevivencia en PHA y en PB, el resto de las poblaciones presentaron
porcentajes similares y menores al tratamiento de “pulsos”. Para estas dos poblaciones,
el estrés hidrico sufrido fue severo y las plantas no pudieron ajustarse a la baja
disponibilidad de agua, siendo menos eficientes en su uso. Por otra parte, se registro la
mayor sobrevivencia entre poblaciones de altitudes bajas (exceptuando PB), indicando
mayor tolerancia que las de sitios altos. Es posible que las poblaciones de sitios bajos
tengan mayor tasa de evapotranspiracion en sus ambientes de procedencia que las de los
sitios altos (i.e. por mayores temperaturas ambientales en zonas bajas) y estén mas

adaptadas a tolerar la baja disponibilidad de agua (Heinrich 1979).

Por otra parte, SRA-3 es la poblacion que mas crecié cuando recibid el tratamiento
“pulsos”, seguida de SRB, JA, JB y PHB aunque este crecimiento fue siempre menor al
del nivel “testigo”. El monitoreo fisiologico de cuatro de estas poblaciones (exceptuando
a PHB) indicé que el crecimiento estuvo asociado a un incremento del uso eficiente del
agua y al aumento de la fotosintesis al recibir el pulso de agua, lo cual puede relacionarse
con una rapida absorcion de agua por parte de sus raices superficiales. Estos resultados
apoyarian lo planteado por Defossé et al. (1990), respecto a un comportamiento
oportunista de F. pallescens frente a un evento estocastico de lluvias en periodos estivales,

cuando su crecimiento esta limitado por el bajo contenido de agua en el suelo.

Las poblaciones de este estudio no realizaron ningun ajuste en la distribucion de
la biomasa frente a la reduccion en la disponibilidad de agua. La mayoria de las

poblaciones de F. pallescens mostraron relaciones de R/S menores a 1, al igual que en
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Fernandez et al. (2004), aunque en otros estudios de F. pallescens se encontrd6 mayor
asignacion de biomasa a raiz (Leva et al. 2009; Caballé et al. 2011). Un buen desarrollo
radicular es esencial para aumentar la capacidad de absorcion de agua y sobrevivir la
primavera tardia y el verano seco de la estepa patagénica (Defoseé et al. 1994). Asimismo,
Couso & Fernéndez (2012) encontraron que la relacion de R/S y la biomasa radical es un
atributo plastico en ambientes secos, tanto para F. pallescens en el festucal asi como
también para otras especies del coironal. Por lo tanto, las poblaciones de F. pallescens
analizadas estarian adaptadas a crecer en condiciones xéricas. Esto se evidencia en (i) el
incremento de la biomasa aérea cuando las condiciones hidricas son favorables y (ii) no
modifican su relacién R/S frente al déficit hidrico.

Por otro lado, en los componentes de crecimiento se observé que las poblaciones
de Cordillera y Pre-cordillera produjeron menor cantidad de macollos que las poblaciones
de Sierras y Mesetas en condiciones hidricas desfavorables. La produccion de macollos
estaria afectada por el estrés, aunque las poblaciones que macollaron mas (PA, PB, JA'y
JB) en condiciones hidricas favorables, también lo hicieron en situaciones de estrés,
sugiriendo que esta caracteristica seria una adaptacion local al sitio de donde provienen.
A pesar de no haberse medido el largo de las hojas, es plausible que se respetara la
arquitectura presentada en el tratamiento testigo. Este comportamiento indica que siendo
F. pallescens una especie del festucal (un ambiente con condiciones menos restrictivas
que estepas de Poa ligularis y Pappostipa sp) se comporta como una especie del coironal,

con caracteristicas xeromorficas similares a Poa ligularis (Couso 2011).

La produccion de biomasa fue menor para PA 'y PB que para JA y JB en ambas
situaciones de déficit hidrico. Esto podria explicarse por la recuperacion post-pulso de
agua que mostraron JA y JB (incremento en la tasa de fotosintesis y eficiencia en el uso
de agua), sugiriendo que aprovecharian con gran eficiencia los pulsos de agua de
precipitaciones erraticas en la estepa (i.e. el CV de las precipitaciones aumenta mas en
las zonas més aridas). No obstante, JB también presentd valores altos de produccién de
biomasa en condiciones extremas de déficit hidrico. Esto indicaria que no sélo tolera una
baja disponibilidad de agua prolongada, sino que en ese periodo puede seguir
produciendo forraje. Cabe destacar que la medicion de biomasa es un promedio de la
diferencia en el peso seco de solo tres plantas al inicio y al final del ensayo, por lo tanto
los valores negativos pueden deberse a la variabilidad en la biomasa de las plantas de

cada poblacion. Finalmente, la poblacion PHA fue una de las poblaciones mas sensibles
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al estrés hidrico (alto porcentaje de mortalidad a los 45 dias del ensayo). Esto puede
deberse a que el sitio representa el mas humedo del gradiente de trabajo (por aportes de
precipitaciones) y con menor evapotranspiracion (por bajas temperaturas). A su vez, este
ambiente natural se desarrolla bajo vegetacion acompafante que sombrea y disminuye la
radiacion directa, reduciendo la demanda atmosférica (Fernandez et al. 2002, 2004,
2006a).

6. 3 ¢ Qué pasa con las poblaciones de Festuca en Somuncura?

Las poblaciones de Festuca de Somuncura mostraron varias caracteristicas
relacionadas a la adaptacién a la aridez: i. Moderada produccion de macollos y hojas
(intermedia entre PA, PB y PHB), ii. Elongacion foliar intermedia, iii. Baja produccion
de biomasa y iv. Peso de macollo y asignacion de recursos a la biomasa radical sin
diferencias con el resto de las poblaciones. Las primeras tres caracteristicas (i, ii, iii) se
asociarian con una tolerancia intermedia de gramineas perennes de la estepa patagonica
a la sequia (Leva et al. 2009; Moreno & Bertiller 2011; Couso & Fernandez 2012),
mientras que las otras dos (iv) serian de caracter plastico (Couso 2011). Asimismo, el
desempefio de estas poblaciones frente al déficit hidrico reforzaria la inferencia de
adaptacion a la aridez, particulamente en la poblacion SB. Esta poblacion no modifico su
crecimiento en presencia de déficit hidrico y fue la poblacion que produjo méas macollos
en ausencia de riego. Las dos poblaciones de Somuncura presentan respuestas
conservadoras frente a la baja disponibilidad de agua, esto se refleja en la relacion gs/Wh,
indicando que cuando el estrés es muy alto, cierran los estomas y no crecen (Caballé et
al. 2011). Esta respuesta se registra en el crecimiento constante, tanto en condiciones
favorables como en déficit hidrico severo (ver tabla 4.4). Por lo tanto, las poblaciones de
Somuncura presentarian estrategias morfo-funcionales asociadas a la adaptacion a

ambientes aridos y una estrategia fisiologica de resistencia a sequia.

CONCLUSION

Los resultados de este capitulo indican que existen adaptaciones locales en las
poblaciones evaluadas. No obstante, hacen falta mas estudios morfologicos y eco-
fisioldgicos, en estas poblaciones y/u otras del mismo gradiente, para comprender los

mecanismos de adaptacion a diferentes condiciones de disponibilidad hidrica y de
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temperatura. Los forzantes ambientales estarian modulando cambios en la estructura
genética de varias poblaciones a lo largo del gradiente de precipitaciones. A partir de los
resultados de este capitulo se sugiere que las poblaciones de F. pallescens presentan dos
posibles estrategias frente al estrés hidrico: las poblaciones de ambientes himedos
tendrian menor produccion de macollos y de hojas, y mayor elongacion foliar, mientras
que lo opuesto se observa entre las poblaciones de ambientes secos. Sin embargo, todas
parecen presentar el mismo comportamiento en la asignacion de biomasa, ya que no se
encontraron diferencias en la relacion entre la biomasa aérea y la radical (R/S) y cuando
el agua no es un factor limitante, las poblaciones asignarian mayor biomasa a la parte
aérea respecto a la radical. A su vez, algunas poblaciones lograron aprovechar el pulso de
agua para crecer (SRA3, SRB, JA y JB) y otras resultaron muy poco tolerantes (i.e. PHA
y PB).
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Capl'tulo 5

DISCUSION GENERAL

La region patagdnica con su heterogeneidad ambiental (Oesterheld et al. 1998) y
sus marcados gradientes climaticos (Paruelo et al. 1998; Ledn et al. 1998), constituye un
modelo adecuado para estudios de variacion clinal y adaptaciones locales (Jump et al.
2005, 2008). El creciente avance de la desertificacion (Del Valle et al. 1998; Mazzonia
&Vazquez 2009), agravado por el cambio climatico y sus predicciones futuras
(Rusticucci & Barrucand 2004; Schwinning & Sala 2004; Alexander et al. 2006;
Castafieda & Gonzalez 2008), han puesto en riesgo a los pastizales naturales, la fuente
forrajera mas importante para la ganaderia doméstica (Ledn & Aguilar 1985; AEFP 2004;
Easdale 2015). El potencial adaptativo de las poblaciones de especies nativas a estos
contextos futuros dependera tanto de factores ecolégicos como de sus atributos genéticos
y fisioldgicos (Woods et al. 2012). Si bien es recomendable profundizar con nuevos
estudios para evaluar si otras poblaciones del gradiente ambiental presentan patrones
similares a los encontrados en este trabajo, los resultados y el conocimiento generado en
esta tesis permiten realizar inferencias y aportes sobre las implicancias ecolégicas y
productivas de la variacion genética y eco-fisiologica de Festuca pallescens en relacion
a un gradiente ambiental en Patagonia norte. En esta Tesis Doctoral se abordd desde un
enfoque genético, fisioldgico y eco-fisioldgico la potencialidad de adaptacion de una de
las especies mas dominate de la region, F. pallescens, con el objeto de generar
conocimientos de base para iniciar un programa de domesticacion con fines productivos

y/o de restauracion de pastizales degradados.

La combinacién de disciplinas como la genética y la fisiologia constituye un
enfoque novedoso, no reportado con anterioridad para esta especie y para la region.
Mediante la aplicacion de marcadores moleculares se estudio, por primera vez en F.
pallescens, la variacién genética a lo largo de un gradiente ambiental. Ademas, se
realizaron estudios experimentales sobre los primeros estadios del ciclo de vida
(germinacidn y plantulas) que son los mas vulnerables. La germinacion se estudio a través
de modelos umbrales que describen el comportamiento germinativo en funcion de
distintas temperaturas y disponibilidades hidricas. La respuesta a condicionantes hidricos

se evalu6 en el estadio de plantula hasta individuos de un afio, en ensayos de ambiente
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comun de modo de detectar diferencias genéticas entre las poblaciones. Este capitulo tiene

la finalidad de integrar las principales conclusiones de esta tesis, profundizando una

discusion mas global de los siguientes resultados:

Se encontro una alta diversidad genética en las poblaciones de la especie
analizadas que se estructur6 principalmente en tres grupos: i) dos poblaciones
del este, en la meseta de Somuncura (SAL y SB), ii) una poblacion en el oeste
en Peninsula Huemul (PHB) vy iii) el resto de las poblaciones del gradiente
estudiado. La diferenciacion genética entre poblaciones es alta, aunque
principalmente entre las poblaciones sefialadas previamente. El flujo génico
seria extensivo entre el resto de las poblaciones (Capitulo 2A).

Analisis filogenéticos con tres marcadores moleculares permitieron distinguir
a uno de esos grupos como un ecotipo que posiblemente se origing a partir de
una hibridacion e introgresion ancestral. Este ecotipo es cercano a la especie
simpétrica Festuca argentina, pero se diferencia tanto morfoldgica como
genéticamente (es decir, es un endemismo estrecho) (Kruckeberg &
Rabinowitz 1985) (Capitulo 2B).

Mediante la utilizacion de modelos umbrales de germinacion se estimaron los
parametros poblacionales térmicos e hidricos que determinan la regulacion de
la germinacién en las poblaciones del gradiente (Capitulo 3). Tanto el tiempo
térmico como el tiempo hidrico variaron de forma significativa entre las
poblaciones. Las poblaciones del este, requieren la acumulacion de mas grados
por dia (°C dia) para germinar que las poblaciones del oeste; mientras que los
requerimientos hidricos no respondieron a una variacion clinal de O-E
siguiendo el gradiente de precipitacion. Estos resultados sugieren que existen
adaptaciones locales asociadas a la altura y/o al tipo de ambiente en dénde se
desarrollan las poblaciones (e.g. suelo, exposicién, pendiente). Por Gltimo, se
encontré que el otofio seria la época del afio mas propicia para la germinacion,
confirmando estudios previos (Bertiller et al 1994; Oliva 1996) (Capitulo 3).
Los ensayos en ambiente comdn permitieron detectar diferencias en el
crecimiento vegetativo, el uso eficiente del agua y la pérdida y recuperacion
de la fotosintesis entre las poblaciones cuando fueron sometidas a distintos
niveles de disponibilidad de agua (Capitulo 4). Se detectaron dos grandes

grupos que presentan estrategias diferentes de crecimiento en ensayo de
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ambiente comun: por un lado las poblaciones de Cordillera y pre-Cordillera
(menor produccion de macollos con menos hojas y mayor elongacién foliar
en algunas poblaciones; i.e. PHA) y por otro lado las poblaciones de Sierras y
Mesetas Occidentales (mayor produccion de macollos con mas hojas, con una
elongacion foliar variable). Las diferencias significativas encontradas en
algunas de las variables morfo-fisioldgicas evaluadas en ambiente comun
sugieren que existen adaptaciones locales. Sin embargo, otras variables
evaluadas tendrian una respuesta plastica, como, por ejemplo la distribucion
de la biomasa, indicando que ambas estrategias (adaptacién y plasticidad)

ocurren en las poblaciones analizadas.

La hipétesis general que se plante6 en esta tesis fue la siguiente: “La
heterogeneidad ambiental, producto de la variacién espacio-temporal de los factores
ambientales, que caracterizan Patagonia Norte han moldeado la diversidad genética,

neutral y adaptativa, de las poblaciones de Festuca pallescens que se distribuyen en esta

region. Asimismo, las poblaciones de la especie ubicadas en los limites del gradiente de
precipitacion, ocurren en ambientes donde los factores ambientales (e.g. precipitacion y
temperatura) son mas contrastantes promoviéndose la existencia de adaptaciones
locales.” Siendo la prediccion asociada que las poblaciones de F. pallescens,
provenientes de diferentes ambientes del gradiente de precipitaciones bajo estudio,
exhibiran diferencias genéticas tanto en caracteres moleculares neutros como en
caracteres adaptativos (eco-fisiologicos) medidos en ensayos de ambiente comun. A
partir de los resultados mencionados antes se puede concluir que la prediccidn se cumple
en forma parcial. Por un lado, la diversidad genética neutra habria sido modelada por
eventos del pasado (glaciaciones, geomorfologia, ingresiones marinas), asi como también
por la heterogeneidad ambiental, que determina una disminucion de ambientes favorables
para la especie hacia el este. De este modo se diferenciaron las poblaciones de los
extremos del gradiente (Peninsula Huemul (PHB) y la Meseta de Somuncura poblaciones
SA1ly SB, que resultaron ser un ecotipo), mientras que las restantes poblaciones tuvieron
una baja estructuracion genetica, posiblemente debido a la existencia de flujo génico. Por
otro lado, las diferencias encontradas tanto en los pardmetros fisioldgicos de la
germinacion como en algunas de las variables morfo-fisiol6gicas sugieren la existencia
de adaptaciones locales en algunas poblaciones del gradiente. No obstante, otras variables

analizadas mostraron evidencias de plasticidad fenotipica. Tomando todo el gradiente
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bajo estudio se pudo detectar una estructuracion principalmente asociada a los dos grupos
de éreas ecoldgicas: (i) al oeste: Cordillera - Pre-cordillera, y (ii) al este: Sierras y
Mesetas occidentales; pero con diferencias dentro de cada area a una escala espacial-
jerarquica menor. Ademas, en algunos sitios se observo que la altitud, y la variacion
ambiental asociada como por ejemplo menores temperaturas, cumplirian un rol
fundamental en la modulacién de las caracteristicas fisiologicas (i.e. tiempo hidrico). En
otros sitios se encontraron diferencias que estarian asociadas a caracteristicas ambientales
como por ejemplo exposicion, tipo de suelo. Todo esto indica que dentro de los dos
grupos, a una escala espacial menor, existen tambien diferencias que inciden en el

desarrollo de las poblaciones de F. pallescens.

5.1. Patrones de variacion a escala de paisaje a lo largo del gradiente de precipitaciones:

Los gradientes ambientales promueven la variacion clinal en caracteres
fenotipicos y fenoldgicos (i.e. Gonzalo-Turpin & Hazard 2009; Alberto et al. 2011), asi
como en frecuencias alélicas (i.e. Leva et al. 2010; Chen et al. 2012). En el caso de las
poblaciones de F. pallescens estudiadas, las diferencias fueron marcadas entre los
extremos del gradiente, pero no todas las variables siguieron un patrdn clinal asociado a
la precipitacion. El tiempo térmico fue uno de los parametros que mostrd una variacion
clinal con la longitud (y en consecuencia con la precipitacién). Sin embargo, incluso sin
considerar a las poblaciones de Somuncura por ser un ecotipo de la especie, tanto las
variables genéticas (numero de alelos) como las variables morfoldgicas (produccion de
macollos, produccién de hojas) no muestran una variacién clinal significativa con la
longitud (Figura 5.1). En cambio, se detectaron dos grandes grupos caracterizados
principalmente por tener distintas tendencias de crecimiento y respuesta frente al estrés
hidrico, pero también diferencias en los parametros fisioldgicos de la germinacion y en la
diversidad genética. Por un lado, las poblaciones de la zona oeste (Cordillera y Pre-
Cordillera) y por el otro, las del este (Sierras y Mesetas Occidentales). Cada zona
presenta condiciones ambientales particulares (Godagnone & Bran 2009) que podrian
estar determinando la variacion encontrada. A su vez, dentro de cada zona existen
diferencias micro-ambientales que pueden haber promovido otras variaciones detectadas
(Choler et al. 2001; Gonzalo-Turpin & Hazard 2009; Grassein et al 2014; Moreno &
Bertiller 2015; Hamann et al. 2016). Sustentando lo planteado por Andrew et al. (2012),
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en la zona de estudio las diferencias en la variacion genética neutra y adaptativa entre las

poblaciones serian persistentes aln en presencia de altos niveles de flujo génico
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Figura 5.1. Relacion entre variables genéticas (nimero de alelos: No) y morfoldgicas
(produccién de macollos: ProM —n° de macollo por madre-, nimero de hojas: ProH, y
elongacién de las hojas —EloH-) con la longitud geogréfica.

Poblaciones de Cordillera y Pre- Cordillera: Peninsula Huemul y San Ramon

Las diferencias micro-ambientales (i.e. tipo de suelo, vegetacion acompafante,
elemento del paisaje), constituirian los forzantes (drivers en inglés) ambientales que
estarian actuando como moduladores de las adaptaciones locales observadas en las

poblaciones de esta area ecologica (Grassein et al 2014).

Las poblaciones de Cordillera (PHA y PHB) se encuentran en ambientes con
elevadas precipitaciones y fuertes vientos del oeste, donde el tipo fisonémico
caracteristico es de bosque acompariado de pastizales con F. pallescens (Godagnone &
Bran 2009). En principio, los ambientes de las poblaciones de Peninsula Huemul
resultarian mas estables temporalmente en cuanto a disponibilidad hidrica (elevada

humedad con menor CV de precipitaciones) que los ambientes de otras zonas dentro del
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gradiente estudiado (Ledn et al. 1998). Sin embargo, las dos poblaciones de Cordillera
presentaron algunas similitudes en los requerimientos de germinacion y diferencias muy
marcadas tanto en su estructura genética como en el comportamiento eco-fisioldgico en
ensayos de ambiente comdn. La poblacion situada a menor altitud (PHB) se diferencia de
todas las poblaciones, lo cual podria estar relacionado con su ubicacion dentro del limite
de los glaciares (Figura 2.6) y, por ende, haberse constituido por re-colonizacion
postglacial (Ver discusion capitulo 2A y 2B). Sin embargo, es notable la diferenciacion
genética con respecto a la poblacion PHA, que es muy cercana geograficamente. La
historia demogréfica, la ausencia de flujo génico y los ambientes contrastantes en donde
se desarrollan (i.e. tipo de suelo, elemento de paisaje y la incidencia de la comunidad
acompariante; Tablal Capitulo 1) promoverian la existencia de adaptaciones locales
(Jump & Pafiuelas 2005; Byars et al. 2007).

Estas dos poblaciones se desarrollan en ambientes con diferencias marcadas. Por
un lado, PHA es una estepa arbustivo-graminosa de altura que limita con un bosque de
Nothofagus pumilio y presenta caracteristicas morfologicas asociadas a la adaptacién de
crecimiento bajo sombra, ya que respecto al resto de las poblaciones, produce pocos
macollos y sus hojas son largas. Este patron de cambios en la morfologia de hoja, también
fue registrado en poblaciones de F. pallescens creciendo con diferente sombreado bajo
plantaciones de pino (Fernandez et al. 2002, 2006). Por su parte, PHB se corresponde con
una estepa graminosa-arbustiva, con suelos pedregoso-arenoso (con poca capacidad de
retencion de agua) de fondo de valle glaciario (morena del lago Nahuel Huapi). A pesar
de ser una poblacion de ambientes himedos (i.e. altas precipitaciones), PHB presentd un
porcentaje mayor de sobrevivencia bajo estrés hidrico que PHA. Por el contrario, PHA
fue una de las poblaciones con menor porcentaje de sobrevivencia y con muy baja
produccién de biomasa en condiciones de estrés. Estos resultados sugieren que PHB es
una poblacion de un ambiente cordillerano con abundantes lluvias pero con adaptaciones
a condiciones xéricas del micro-ambiente en el que habita. Contrariamente la poblacion
de Cordillera PHA tendria ciertas adaptaciones a una zona de condiciones mas humedas
con un crecimiento condicionado por la vegetacion acompafiante (e.g. sombreado por
arbustos de entre 1 y 3m de altura de la comunidad y/o &rboles circundantes; Capitulo 1).
El comportamiento de estas poblaciones cordilleranas fue posiblemente modulado por las
condiciones micro-ambientales que ocurren localmente en cada sitio, asi como también

por los efectos de la vegetacion acompafante (Grassein et al 2014).
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Las cuatro poblaciones de Pre-cordillera, SRA-1, SRA-2, SRA-3 y SRB, se
desarrollan en una region donde el clima es sub-himedo (precipitaciones alrededor de
600mm), y caracterizado por el dominio de mallines y estepas arbustivo-graminosas
(Godagnone & Bran 2009). Estas poblaciones constituyeron un grupo genético
homogéneo al ser analizadas con microsatélites (Capitulo 2A). Estos ambientes
conforman el Distrito Fitogeografico Patagbnico Sub-andino, en dénde las comunidades
representativas son mallines y estepa graminosas con escasos arbustos, en donde domina
netamente el coirdn dulce (Festuca pallescens), conformando entre 50 y 90% de la
vegetacion de dicha zona (en condiciones pristinas o sin sobre-pastoreo). Esto refuerza
que F. pallescens encuentre en este distrito (area ecoldgica de Pre-Cordillera, sensu Bran
et al. 2006) los ambientes mas propicios para desarrollarse, en cuanto al balance de
temperatura y/o humedad y a su capacidad de competencia con otras especies (i.e.
centroide de nicho ecoldgico sensu Maciel-Mata 2015). No obstante, dos de estas
poblaciones presentaron diferencias a nivel de su ADN de cloroplasto, asi como
diferencias en los pardmetros germinativos y en caracteres morfo-fisiologicos. La
poblacién SRB presentd un haplotipo de cloroplasto diferente al resto de las poblaciones,
uno de los tiempo hidricos mas bajos y la mayor produccion de biomasa en el ensayo de

ambiente comun.

Por su parte, las semillas de SRA-3 requirieron la acumulacion de mayor tiempo
hidrico para germinar y fue la Unica poblacion de Cordillera y Pre-cordillera con baja
produccién de biomasa. El patrén detectado en San Ramén entre las poblaciones de
distintas altitudes es similar al de Peninsula Huemul, con la diferencia que ambas
poblaciones cordilleranas se desarrollan en sitios que por la temperatura y/o la
disponibilidad de agua representarian ambientes mas marginales para la especie, que los
ambientes de Pre-Cordillera. Mientras que sélo en SRA-1 el agua constituiria un factor
limitante. Existen caracteres morfoldgicos que varian con la altitud (Gonzalo-Turpin &
Hazard 2009; Frei et al. 2013; Hamann et al. 2016), asociados a diferencias en
temperatura y disponibilidad de agua. En este sentido, entre las poblaciones evaluadas
existe una variacion altitudinal en la disponibilidad de agua (asociada a menor demanda
atmosférica por menores temperaturas a mayor altitud) que podria estar modulando el

tiempo de germinacion y la produccion de biomasa.
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Poblaciones de Sierras y Mesetas Occidentales: Pilcaniyeu, Jacobacci y Somuncura

En esta area ecologica, el clima varia de condiciones semiaridas en el oeste a
aridas hacia el este y dominan las estepas arbustivo-graminosas con la disminucién de
mallines hacia el este (capitulol). La vegetacion de esta region, caracterizada
principalmente por especies de gramineas y arbustos, presenta caracteristicas comunes
que se asocian con la tolerancia a la sequia como por ejemplo mayor asignacion de
biomasa a raiz, plantas compactas (e.g. gramineas en matas o coirones y plantas en cojin
(Golluscio et al. 2005; Lopez & Cavallero 2017), acoplamiento de la fenologia (Golluscio
et al. 2005) y/o capacidad de recuperacion después de eventos de sequia (Yahdjian & Sala
2006). A lo largo de esta area ecoldgica, se registraron variaciones en todos los caracteres
evaluados en las poblaciones de F. pallescens. Especificamente, las poblaciones en
estudio ubicadas en esta area ecoldgica presentaron gran produccion de macollos, pero
con hojas mas pequefias que las poblaciones de Cordilleray Pre-cordillera, los parametros
fisiologicos de tiempo térmico e hidrico fueron mayores y los porcentajes de
sobrevivencia al estrés hidrico fueron variables entre las poblaciones. Si bien no hubo un
patrdn claro en la designacion de biomasa raiz/parte aérea, las diferencias de los patrones
de distribucion dentro de la parte aérea podrian representar un trade-off (costo-beneficio)
entre no resignar produccion de follaje (area fotosintéticamente activa) en condiciones
aridas, pero reducir la exposicion a agentes desecantes. Es decir, mayor produccion de
macollos pero con hojas mas cortas podria representar una ventaja adaptativa para los
individuos, ya que serian morfotipos de matas (o0 coirones) mas bajas y compactas (i.e.
con menor superficie de exposicién) (Grime 2006, Lopez 2011).

Las poblaciones de F. pallescens ubicadas en esta area ecoldgica respondieron al
estrés hidrico de manera diferente ya que fueron mas eficientes en el uso del agua que las
poblaciones provenientes de Cordillera y Pre-cordillera. Los valores de diversidad
genética entre poblaciones, si no se considera el ecotipo de Somuncura, son similares,
aungue la poblacion JA presenté un haplotipo de cloroplasto diferente al resto. Esta Gltima
poblacién ademas se caracterizO por presentar cierto grado de dormicién, lo cual le
proveeria una ventaja adaptiva frente a largos periodos secos (Batlla & Benech Arnold
2003, 2006, 2007). Conjuntamente, las poblaciones de JA, JB y SA-2 presentaron
mayores valores de tiempo hidrico y térmico que las poblaciones de Pilcaneyeu (Capitulo

3). Esto representaria una adaptacién a ambientes aridos y con lluvias estocasticas, ya que
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para que las semillas germinen deben ocurrir dos procesos asociados: (i) acumular varios
dias con temperaturas mayores a la Tb, (ii) y que ocurran eventos prolongados de lluvia.
Es decir, los individuos (genotipos) tendrian mayor probabilidad de germinar durante un
periodo humedo y frio como el otofio (es el periodo mas favorable registrado para todas
las poblaciones), en donde el déficit hidrico disminuye y la probabilidad de sobrevivencia
posterior es mayor (Bertiller et. al 1994; Defosee et al 1994).

Por otro lado, las poblaciones de Pilcaniyeu (PA y PB), es decir las mas
occidentales de esta area ecoldgica, provienen de ambientes con caracteristicas micro-
climéticas intermedias entre los extremos del gradiente, con precipitaciones alrededor de
250 mm, pero con temperaturas anuales mas cercanas a las de pre-cordillera (Godagnone
& Bran 2009) (ver discusion en Capitulo 3). Esto podria explicar los bajos valores de
tiempo térmico e hidrico indicando que, a pesar de las escasas precipitaciones en los
ambientes de estas poblaciones, la disponibilidad de agua en el suelo, no seria un recurso
tan limitante como en las poblaciones ubicadas en el extremo este del estudio (e.g. menor

temperaturas y baja demanda atmosférica hacia el oeste).

Por otra parte, luego de ocurrida la germinacion, las poblaciones bajo estudio
respondieron diferencialmente al estrés hidrico. La poblacion JB produjo biomasa incluso
bajo estrés y, tanto JB como JA, fueron més eficientes en el uso del agua que las
poblaciones SRA-3 y SRB. Si bien, en esta tesis no se evalu6 la variacion en el nimero
de hojas y la elongacion foliar en condiciones de estrés, es posible que frente al estrés en
primer lugar las plantas disminuyan la elongacion de hojas y luego cesen su produccion
como se reportd en otras gramineas de la estepa patagonica (Lopez 2011). Sin embargo,
para la produccion de hojas y la elongacion foliar también hay evidencia de variacion
fenotipica. Trabajos realizados en la estepa patagonica describen que gran parte de las
variaciones encontradas entre especies de gramineas y de arbustos se asocian a la
expresion de la plasticidad fenotipica producida en ambientes heterogéneos, como los
ambientes aridos de Patagonia Norte (Leva 2010; Couso 2011; Moreno & Bertiller 2012).
Esto podria estar sucediendo en algunos de los caracteres evaluados en las poblaciones
de F. pallescens (i.e. produccion de hojas y elongacion foliar), mientras que los tiempos
hidricos y térmicos que estan asociados a las caracteristicas germinativas de las especies,
bajo control genético (Bradford 1995; Allen et al. 2000), constituirian caracteristicas

adaptativas a los ambientes donde fueron muestreadas.
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Se ha sugerido que la plasticidad fenotipica es adaptativa en variables
morfolégicas medidas a lo largo de gradientes altitudinales para gramineas (Gonzalo-
Tupin & Hazard 2009; Hamann et al. 2016). En este sentido, si bien es necesario
profundizar con mas estudios, los resultados de esta tesis proveen indicios de que algunas
poblaciones de F. pallescens presentarian plasticidad adaptativa en ciertos caracteres
morfolégicos (e.g produccion de macollos), y que se asociarian a respuestas frente al
clima variable, la heterogeneidad del suelo, u otros factores ambientales no evaluados en
esta tesis. En la existencia de plasticidad fenotipica adaptativa asociada a los gradientes
altitudinales y al gradiente de precipitacion, podria subyacer diferentes respuestas de estas
poblaciones al cambio climatico (Frei et al. 2013). En este sentido, la diferenciacion
genética adaptativa y la plasticidad fenotipica jugarian un papel complementario para la
adaptacion de F. pallescens a la heterogeneidad ambiental de Patagonia Norte, y ambas
pueden representar estrategias cruciales para responder frente al cambio climético y a la

continua presion de pastoreo.

5.2. Ecotipo de Festuca de la Meseta de Somuncura

En dos de las poblaciones de Somuncura se detectd un ecotipo probablemente
originado a partir de una hibridacién ancestral y una subsecuente introgresién con F.
argentina (Capitulo 2B). Este ecotipo presentd rasgos asociados a adaptaciones a
ambientes xeromorficos. Las semillas fueron mas anchas que las de otras poblaciones y
tuvieron un peso significativamente mayor (p < 0.05; Figura 5.2). Ademas, sus hojas
tenian un gran porcentaje de esclerénquima en células del mesofilo y eran mas gruesas
que las hojas de poblaciones puras de F. pallescens (Capitulo 2 B: Tabla 2.5, Figura 2.8
y observaciones personales). En concordancia con estas caracteristicas, fueron las
poblaciones que mejor toleraron el estrés hidrico ya que, respecto a las otras poblaciones,
y presentaron los porcentajes mas altos de sobrevivencia. Méas aun, al finalizar el ensayo,
cuando todas las plantas estaban muertas, algunas de las plantas de estas poblaciones
todavia estaban vivas aunque con pocos macollos (observacion personal). Estas
poblaciones presentarian una estrategia conservadora del uso del agua (Engelbrecht 2001;
Larcher 2003; Garau et al. 2009), ya que en presencia de un déficit hidrico severo

cerrarian los estomas, deteniendo su crecimiento (Figura 4.6, capitulo 4).
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Figura 5.2. Peso de semillas del ecotipo de somuncuray su relacion con las poblaciones de
Festuca pallescens analizadas. Se muestran también semillas y la mata de ejemplares del
ecotipo de Somuncura.

La poliploidia es una caracteristica muy comun en especies vegetales (Tate et al.
2005) que favorece la especiacion simpatrica (Futuyma 2005; Ramsey & Ramsey 2014)
y podria ser un rasgo que facilite la hibridacion especies emparentadas filogenéticamente.
La hibridacion representa un mecanismo de especiacion en el cual los hibridos ganan
variantes génicas de sus progenitores, y con ello podrian generarse habilidades de
colonizar nuevos nichos ecoldgicos (Seehausen 2013). En la meseta de Somuncura
estarian ocurriendo procesos evolutivos que pueden desencadenar eventos de especiacién
en las “festucas patagonicas”. Es posible que algunas de estas poblaciones tengan una
mejor adecuacion que sus progenitores y mayor capacidad de sobrellevar cambios en el
ambiente como el incremento de la temperatura anual o el aumento de la frecuencia de

eventos estocasticos (i.e sequias) asociados al cambio climético.

La hibridacion entre especies de la alianza Festuca pallescens fue reportada por
Dubcovsky & Martinez (1992). En el sud-oeste de Santa Cruz, las poblaciones de F.

pallescens de pastizales sub-andinos constituyen “islas” dentro de pastizales dominados
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por F. gracillima (Roig et al. 1985; Oliva 1996). En estas zonas de contacto es donde se
han encontrado hibridos naturales (Dubcovsky 1989). Por otro lado, la posible existencia
de ecotipos de F. pallescens en Patagonia Sur fue sugerida por Bertiller et al. (1996)
quienes proponen la seleccion de sub-poblaciones de F. pallescens con caracteristicas
asociadas a la tolerancia del déficit hidrico como fuentes de semillas para la restauracion

de pastizales degradados.

La alianza Festuca pallescens (St.-Yves) Parodi comprende a los taxones F.
gracillima Hook. F. var. patagonica Speg., F. pallescens (St.-Yves) Parodi var. foliosa
Parodi, F. pallescens (St.-Yves) Parodi var. grandiflora Parodi y F. gracillima Hook. F.
fo. scabra St.-Yves que difieren en caracteres como tamaiio de las espiguillas, ancho de
las hojas y tamafio de las plantas (Catalan & Muller 2012). Debido a la inconsistencia de
los caracteres los taxones han sido subordinados a Festuca pallescens (Catalan & Mdller
2012). Si bien no existen registro de estos taxones en la Meseta de Somuncura, no se
puede descartar su presencia y que el ecotipo sea producto de la hibridacién dentro de
esta alianza compuesta por todos taxones hexaploides (Dubcovsky & Martinez 1992). De
todos modos, la filogenia (capitulo 2B, Lopez et al. 2017) muestra claramente una
asociacion con F. argentina, por lo cual se sugiere que son necesarios mas estudios para
establecer, por ejemplo, la ploidia del ecotipo y la posible identidad de las especies
parentales. Es probable que el ecotipo encontrado en la Meseta de Somuncura tenga una
distribucion mas amplia en Patagonia. Muestras provenientes de Meliquina (Neuquén)
que presentaban caracteristicas morfoldgicas similares a las de Somuncura tuvieron la
misma constitucion genética que las poblaciones SA-1 y SB (datos personales no

publicados).

5.3 Perspectivas a futuro: Implicancias en el manejo vy la domesticacion

El objetivo general de esta tesis fue generar conocimientos en aspectos genéticos
y eco-fisiologicos sobre poblaciones de F. pallescens relacionados con el potencial
adaptativo. Este conocimiento aporta las bases para el delineamiento de programas de
domesticacion y mejoramiento genético con fines productivos y de restauracion de
ecosistemas. Los resultados obtenidos no solo aportaron nueva informacion a la ya
generada por otros autores para la especie, sino que también sirvieron de disparadores de

nuevas preguntas sobre la existencia de un ecotipo con interesantes caracteristicas; y la
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importancia de moduladores ambientales locales (gj. sitios y altitud) y de gran escala
(gradiente de precipitaciones) sobre poblaciones de F. pallescens.

El conocimiento generado en base a los modelos de tiempo térmico e hidro-tiempo
representan una herramienta clave para el manejo de pastizales y/o para la recuperacion
de los mismos. Por ejemplo, en afios en que los modelos climéaticos predigan buenas
condiciones para la germinacién, segun los requerimientos de tiempo hidrico y térmicos
(e.g. ciclos climaticos con meses muy humedos, y con temperaturas por encima de la Th),
luego de la dispersion de semillas deberia excluirse el pastoreo de esos sitios, para
asegurar una buena germinacion y sobrevivencia de nuevos individuos (i.e. evitar el
pisoteo de plantulas y/o su ramoneo o herbivora). Del mismo modo, si se plantean
estrategias de revegetacion, y/o enriquecimiento de los pastizales, pueden emplearse estos
modelos para evaluar el afio y momento para una mejor implantacién. En este sentido,
Golluscio et al. (1998) sugieren que en afios con buenas condiciones para la germinacion
(i.e. otofios que provean condiciones por encima de los requerimientos térmicos e
hidricos), durante la dispersion de la semilla (ej. verano) puede mantenerse el ganado en
los pastizales, lo cual favoreceria el “enterramiento” de las semillas en el suelo por efecto
del pisoteo del ganado, pero luego (antes del otofio) se deberia excluir para asegurar una

buena emergencia e implantacion.

Por otro lado, suponiendo que F. argentina sea una de las posibles especies
parentales del potencial hibrido (ecotipo Somuncura), resulta de sumo interés evaluar si
las poblaciones SA-1 y SB presentan el endofito que posee F. argentina y que produce
toxicidad para el ganado (Lischinsky et al. 1990; Cabral et al. 1999). Estas poblaciones
se encontraban pastoreadas en la Meseta (Observacion personal), y en caso de haber poco
forraje disponible, F. argentina es consumida por el ganado (Siffredi & Farifia
comunicacion personal). Si el ecotipo de F. argentina no posee el endofito en sus hojas,
podria ser de interés productivo en los planes de mejoramiento y domesticacion que se
pretende abordar a futuro con enfoque a recuperar o rehabilitar pastizales degradados, o

mejorar la productividad de pastizales en zonas marginales para F. pallescens.

Los resultados generados en esta tesis permiten hacer una primera seleccién de
poblaciones (genotipos) de interés para futuros programas de domesticacion en base a la
diversidad genética y a las respuestas ante las condiciones limitantes de agua. Teniendo
en cuenta ademas la representatividad de los ambientes, se pre-seleccionaron cuatro

poblaciones de Festuca pallescens (PA, PB, JA y JB) con las cuales se continuara
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trabajando en estudios de campo y ensayos experimentales. Junto con seis poblaciones
de F. pallescens provenientes de Chubut, se evaluard la variacion genética en caracteres
morfomeétricos y fenologicos de interés productivo en jardines de introduccion en las
experimentales del INTA de Bariloche, Esquel y Trelew (tres ensayos en paralelo). Para
estos ensayos ya se sembraron las plantas en invernaculo en cada una de las tres
experimentales y se plantaran en condiciones reales de campo (sin pastoreo) durante
octubre de 2017. A partir de estos ensayos se plantea seleccionar poblaciones con mejor
rendimiento para luego disefiar parcelas demostrativas y evaluar a futuro su rendimiento

en campos bajo uso ganadero de la regién (i.e. con pastoreo).

Paralelamente, para avanzar con un plan de domesticacion y mejoramiento de F.
pallescens, se ha instalado una clausura (cierre al pastoreo de animales domésticos) de
una parcela dentro de una de las poblaciones de interés (PB) ubicada en el Campo
Experimental de INTA en Pilcaniyeu. Esta poblacion se eligio por registrar una buena
produccion de semillas, buen crecimiento y niveles de variacion genética intermedios. Se
analizaran la productividad de forraje y de semillas, teniendo como finalidad su

inscripcion como cultivar en el registro del Instituto Nacional de semillas (INASE).

A futuro, se pretende profundizar la informacion obtenida en esta tesis mediante
el estudio de poblaciones capaces de tolerar condiciones ambientales extremas (sequia,
salinidad) y/o genotipos que produzcan forraje temprano (i.e. comenzar el crecimiento
con bajas temperaturas, hacia el final del invierno lo cual permitiria tener una periodo de
crecimiento vegetativo mas largo). De esta forma, se pretende obtener material genético
seleccionado con el fin de mejorar y/o restaurar la productividad forrajera de pastizales
patagonicos degradados, contribuyendo a la conservacién de la biodiversidad y los
servicios ambientales que proveen. Asimismo, poblaciones con estas caracteristicas
podrian ser una herramienta para el enriquecimiento genético en pastizales degradados
ubicados en zonas prioritarias para la conservacion. El enriquecimiento de dichas
poblaciones con genotipos seleccionados proporcionaria mayor capacidad a ciertos
pastizales para adaptarse a cambios futuros, promoviendo a su vez la capacidad de

mantener en el tiempo la provision de servicios ambientales.

Finalmente, se planifica continuar el estudio del ecotipo identificado en la Meseta
de Somuncura, a través del anlisis del contenido total de ADN, nivel de ploidia,
distribucion natural y presencia o no del endéfito. Asimismo, se plantea la necesidad de

profundizar estudios similares a los realizados en esta tesis, pero que incluyan mas
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namero de poblaciones de la meseta Somuncura. Esto se debe a que Somuncura
representa una isla biogeogréfica, con registro de procesos de especiacion especificos de
varias especies (e.g. endemismos), en dénde se desarrollan poblaciones extendidas
(festuquetum) de F. pallescens a largo de sus paisajes. Estas caracteristicas hacen de
Somuncura un gran-ecosistema focal, tanto desde un punto de vista cientifico (e.g.
genético-ecoldgico-evolutivo) como desde la conservacion de la biodiversidad, de

genotipos y endemismos.
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ANEXO

Protocolo de Extraccion de ADN total en microtubo (Adaptado de Doyle &Doyle
(1990) por Dumolin et al. 1995)

Material vegetal:

Hojas: 2.3 cm de hojas preferentemente frescas, cortadas e pequefios trozos.
Colocar el material en microtubos de 1,5 0 2 ml y congelar con nitrogeno liquido.
Extraccion:

1. Precalentar el bafio térmico a 65 °C. Por otro lado, colocar el isopropanol en el
freezer hasta el momento de su uso.

2. Preparar la cantidad necesaria de buffer de extraccion, se utiliza 1 ml por
muestra. EI buffer se prepara a partir de 0,1 % de 2-mercaptoetanol y 1% de
PVP 40000 soluble.

3. Pre-calentar el buffer de extraccion a 65°C.

4. Homogeneizar el tejido obteniendo un polvo con nitrégeno liquido mediante un
homogeneizador eléctrico (Mixer Mill, Resch). Luego se agrega 1 ml de buffer
de extraccion y se agita activamente.

5. Incubar las muestras en el bafio térmico con agitacion por una hora a 65°C.
Retirarlas y dejarlas enfriar durante 10 minutos.

6. Agregar 400ul de diclorometano a cada tubo y mezclar suavemente hasta
obtener una emulsion.

7. Centrifugar 10 minutos a 13000 rpm (4°C). Recuperar el sobrenadante en un
nuevo tubo, sin pipetear la interfase. Si el sobrenadante no es claro, repetir este
paso.

8. Agregar 400ul o (2/3 del volumen) de isopropanol y mezclar suavemente. Si el
pellet de ADN no aparece, colocar los tubos a -20°C durante 30 minutos.

9. C entrifugar 10 minutos a 13000 rpm (4°C). Remover el sobrenadante y dejar
secar los tubos 15 minutos sobre papel de filtro.

10. Agregar 1ml de etanol 76%, mezclar y centrifugar 10 minutos a 13000 rpm
(4°C). Remover el sobrenadante cuidadosamente y secar los tubos durante 30
minutos a 1 hora sobre papel de filtro.

11. Agregar 50 ul de buffer 1x TE con RNAsa (2ul/ml se solucion stock: 10mg/ml).

12. Estimar cantidad de ADN.
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Figura S2.1: a) Relacion entre la verosimilitud del modelo Ln (p) y el nimero de
agrupamientos genéticos (K) obtenidos a partir del STRUCTURE a partir de la base de datos
codominantes. En la figura se muestran 10 corridas diferentes para cada valor de K. Los circulos
azules muestran los valores medios de verosimilitud para cada valor de K y las barras indican
los desvios estandar. b) Estimacion del nimero de agrupamientos mediante el método de
Evanno et al. (2005) a partir del calculo de estadistico AK (ver explicacion en Materiales y

Métodos) basados en la base de datos codominantes.
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Figura S2.2: Determinacién del K 6ptimo a partir de del delta K calculado con el método de
Evanno et al (2004) a partir del método no jerarquico de k- medias implementado por Arrigo et

al (2010).
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Figura S2.3: Asignacién de grupos genéticos a las poblaciones de Festuca pallescens a
partir de la matrix dedatos co-dominantes. a) Cuando k = 2, la poblaciones PHB presentd
valores intermedios de asignacion media para cada grupo genético (Q = 0,5). SB, a diferencia de
los resultados anteriores, disminuy6 su nivel de asignacion media al segundo grupo genético (Q
= 0,6) pero SA mantuvo el mismo nivel de asignacién media al segundo grupo genético. b) Con

la presencia de un tercer grupo genético (K = 3), los niveles de asignacion disminuyen ain mas
y las poblaciones PHB y SB se asemejan mas genéticamente. c) Cuando K=4, los niveles de
asignacion siguen disminuyendo, y las poblaciones PHB y SB se siguen asemejando.
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Figura S2.4: Arboles filogenéticos construidos a partir de los analisis de Maxima
Parsimonia (a) y Likelihood (b) basados en el marcador nuclear (region ITS). a) Arbol del
50% de la mayoria basado en el analisis de Maxima parsimonia (C1=0.642 R1=0.842). b) Arbol

filogenético obtenido por el programa phyML.Los valores de bootstrapping se encuentran en

cada rama del &rbol. Pappostipa speciosa var. speciosa y Poa ligularis constituyen los grupos

externos. Los taxa evaluados estan coloreados en violeta (F. pallescens), verde (Somuncura) y
naranja (F. argentina).
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Figura S2.5: Arboles filogenéticos de Maxima parsimonia (a) y maxima verosimilitud (b)
basados en marcador del cloroplasto (trnL-F). a) Arbol del 50% de la mayoria basado en el
analsiisde Maxima parsimonia (C1=0.642 R1=0.842). b) Arbol filogenético obtenido por el
programa phyML.Los valores de bootstrapping se encuentran en cada rama del arbol.
Pappostipa speciosa var. speciosa y Poa ligularis constituyen los grupos externos. Los taxa
evaluados estan coloreados en violeta (F. pallescens), verde (Somuncura) y naranja (F.
argentina).
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Figura S2.5: Arbol filogenético del 50% de la mayoria basado en analisis bayesianos de la
matriz de datos concatenados de ambos marcadores moleculares ( ITS/trnL-F). Cada rama
del arbol contiene los valores de la probabiliadad posterior. Pappostipa speciosa var. speciosa
y Poa ligularis constituyen los grupos externos. Los taxa evaluados estan coloreados en violeta

(F. pallescens), verde (Somuncura) y naranja (F. argentina).
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TablaS2.1: Condiciones de amplificacion para los SSRs transferidos a Festuca pallescens.

CONDICIONES PCR

SSRs EST-SSRs

MIX: HVM4 B1-B6 B1C9 Poa402 CNL127 KSUM157 CWM311 Zﬁg%?? SQ_A'I_A(')I?S CWM361
x1
Ci Vi Cf (en la PCR)

H20 - 7,75 ul -
Buffer 5x 3ul 1x
MgCl2 - - -
dNTPs SmM 0,75ul 0,1mM
Primer F 2uM 0,75ul 0,02 uM
Primer R 2uM 0,75ul 0,02 uM
BSA - - -
;2‘1%’5 mM 5 ULl 0,15ul 0,05 Ujul
ADN 2ul
VOL FINAL 15 ul
SSRs
MIX: M4-213 LPSSRHO01A02 HO1A07

x1 x1 x1

Ci Vi Cf(enla Ci Vi Cf(enla Ci Vi Cf(enla

PCR) PCR) PCR)

H20 7,6ul 7,45ul 6,7ul
Buffer 5X 3ul 1x 5X 3ul 1x 5x 3 1x
MgCl. 50Mm 0,15 ul 0,5mM 50Mm | 0,3 ul 1mM 50Mm 0,3 1mM
dNTPs SmM 0,75ul 0,21mM SmM 0,6 ul 0,2mM 5mM 0,6 0,2mM
Primer F 2uM 0,75ul 0,02 uM 2uM 1,5 ul 0,2 uM 2uM 0,75 0,2 uM
Primer R 2uM 0,75ul 0,02 uM 2uM 1,5 ul 0,2 uM 2uM 0,75 0,2 uM
BSA - 0,15ul 0,15
Taq(1,5 mM 5 Ulul 0,15ul 0,05 U/ul 5UMul | 0,25 0,083 U/ul 5 Ulul 0,75 0,25
Mg*?) Ulul
ADN 2ul 2ul 2ul
VOL FINAL 15ul 15ul 15ul

Referencias: Ci: concentracion inicial, Cf: concentracion final, Vi: volumen inicial, Vf: volumen final.
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Tabla S2.2: Condiciones de amplificacion en el termociclador para los microsatélites transferidos a
Festuca pallescens.

Programa Ciclos Temperatura Tiempo Cantidad Marcador Temperatura
de ciclos Molecular de anclaje
65-55 °C 1 94 °c 0 B1-B6 55°C
touch down 94 °C 3’ B1-C9 54°C
3 94 °C 30~ x 10
2,30 HS 65 -1°C x ciclo 30~ FAGOAO06LF037 55-62°C
72°C 307
4 94°C 30~ x 30 HVM4 55°C
55°C 30~
72°C 307 CML127 55°C
5 72°C 15°
6 12°C o KSUM157 55°C
65-55 °C 1 94 °c 0 HO1 A07 51°C
touch down i
con hot 94°C 3
start 3 94 °C 30~ x 10
65 -1°C x ciclo 307
2,30HS 72°C 307
4 94°C 307 x 30
55°C 307
72°C 307
5 72°C 15°
6 12°C 0
62-54 °C 1 94 °C 00 CWwmM311 61,4°C
GTE
2 94 °C 57
3 94 °C 457 x 30 Poa402 54,5°C
2,30HS 62 a 54°C 1’
72°C 307
4 94°C 457 x 15
54°C 457
72°C 457
5 72°C 7
6 12°C ©

209



63-51 °C 94 °c 00 M4-213 51°C
touch down 94°C 4

94 °C 1’ x 20
2,45HS 63 -0,5°C x ciclo 1’

72°C 1’

94°C 1’ x 15

55°C 1’

72°C 1’

72°C 15°

4°C )
51 °C touch 94 °c 0 HO1A02 51°C
down 94 °C 37 (LPSSRH01A02)

94 °C 307 x 35
2HS 65-55°C 307

72°C 307

72°C 15”7

12°C 0
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Tabla S2.3 SSRs Genotypes. List of genotypes of the three species used to obtain the PCoA.

Sample Name  Marker Allelel Allele2 Allele3 Allele4 Allele5 Allele6

Fargl Fo74 232 257 264
Farg2 Fo74 232 264

Farg3 Fo74 232

Farg4 Fo74 232 264

JA_20 Fo74 235 250

PHA 25 Fo74 235 247

SR1 6 Fo74 235 250

JB_28 Fo74 235 250

PHB_12 Fo74 235 247 250
SR4_13 Fo74 235 250

PA 25 Fo74 235 250

JM_12 Fo74 235 250

PB_25 Fo74 235 250

SM_8 Fo74 235 250

SR1 2 Fo74 235 250

SR2_17 Fo74 235 250

SA 1 Fo74 235

SA 2 Fo74 235

SA 3 Fo74 235 250

SA_20 Fo74 235

SA 14 Fo74 235

SB 1 Fo74 235

SB_2 Fo74 232 235

SB 3 Fo74 232 235

SB_19 Fo74 235

SB 32 Fo74 235 235

Fargl CML127 437 452 458 470
Farg2 CML127 437 452 458 470
Farg3 CML127 437 470 470 470
Farg4 CML127 437 452 458 470
JA_ 20 CML127 419 461 467
PHA 25 CML127 419 461 467
SR1 6 CML127 419 461 467
JB_28 CML127 419 461 467
PHB_12 CML127 419 461 467
SR4 13 CML127 419 461 467
PA 25 CML127 419 461 467
JM_12 CML127 419 461 461
PB_25 CML127 419 461 467
SM_8 CML127 419 461 467
SR1 2 CML127 419 461 467
SR2_17 CML127 419 461 467
SA 1 CML127 437 470

SA 2 CML127 437 470
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SA_3
SA_20
SA_14
SB 1
SB 2
SB 3
SB_19
SB_32
Fargl
Farg2
Farg3
Farg4
JA 20
PHA_25
SR1 6
JB_28
PHB_12
SR4_13
PA_25
JM_12
PB_25
SM_8
SR1 2
SR2_17
SA_1
SA 2
SA_3
SA_20
SA_14
SB 1
SB 2
SB 3
SB_19
SB_32
Fargl
Farg2
Farg3
Farg4
JA 20
PHA_ 25
SR1 6
JB_28
PHB_12
SR4_13
PA_25
JM_12

CML127
CML127
CML127
CML127
CML127
CML127
CML127
CML127
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
B1C9
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157

437
437
437
437
437
437
437
437
200
200

200
192
192
192
192
188
188
192
192
192
192
188
192
200
200
204
200
198
200
200
198
200
200
165
165

165
165
165
156
165
156
165
168
165

470
470
470
470
470
470
470
470
214
212

204
204
204
204
206
192
192
204
206
204
206
192
206
204
210
212
204
200
202
204
210
216
204
168
168

168

168
168
168
165
168
171
165

228
216

210
204
206
216
206
198
204

206
214
204

212
214
214
210
204

216
214

228
216

216

204

206

216

206

214

212



PB_25
SM_8
SR1_2
SR2_17
SA 1
SA_?
SA 3
SA_20
SA_ 14
SB 1
SB_2
SB 3
SB_19
SB_32
Fargl
Farg2
Farg3
Farg4
JA_ 20
PHA 25
SR1_6
JB_28
PHB_12
SR4_13
PA_25
JM_12
PB_25
SM_8
SR1_2
SR2_17
SA_1
SA 2
SA_3
SA_20
SA_14
SB 1
SB 2
SB 3
SB_19
SB_32
Fargl
Farg2
Farg3
Farg4
JA 20
PHA 25

KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
KSUM157
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
BIB6
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4

156
165
156
165
136
136
136
136
136
136
136
136
136
136
292
292
292
282
282
282
288
282
290
282
282
282
282
282
282
282
292
290
290
292
292
282
282
282
282
282
179
179
179
179
181
181

165
168
165
165
153
168

168
153
153
153
153
165
165
296
296
296
292
288
288
306
288
292
288
288
286
288
288
288
288
296
296
292
296
296
288
288
288
288
288
185
185
185
185
185
185

168

165
165
165
168
168

296
304
292

292
298
292
302
288
304
294
306
306
298

296
298
298
292
306
308
292
292

168

298

308

306

306

306
314
304
308
310

300

306
358
310
294
308

344

306

362

306
346

213

308



SR1 6
JB_28
PHB_12
SR4_13
PA_25
JM_12
PB_25
SM_8
SR1 2
SR2_17
SA_1
SA 2
SA_3
SA_20
SA_14
SB 1
SB 2
SB_ 3
SB_19
SB_32
Fargl
Farg2
Farg3
Farg4
JA 20
PHA_25
SR1 6
JB_28
PHB_12
SR4_13
PA_25
JM_12
PB_25
SM_8
SR1 2
SR2_17
SA 1
SA 2
SA_3
SA_20
SA_14
SB 1
SB 2
SB 3
SB_19
SB_32

HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
HVM4
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213
M4-213

185
185
185
185
185
181
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185
185

160

160

160

160

160
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Fargl
Farg2
Farg3
Farg4
JA 20
PHA_25
SR1 6
JB_28
PHB_12
SR4_13
PA_25
JM_12
PB_25
SM_8
SR1 2
SR2_17
SA_1
SA 2
SA_3
SA_20
SA_14
SB 1
SB 2
SB_ 3
SB_19
SB_32

FO37
FO37
FO37
FO37
FO37
FO37
FO37
FO37
FO37
FO37
FO37
FO37
FO37
FO37
F037
FO37
F037
FO37
F037
FO37
F037
FO37
F037
FO37
F037
FO37

255
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FiguraS3.1: Relacion entre el peso de mil semillas y el 61y Tb en las poblaciones de Festuca

pallescens.
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Figura S3.2: Relacion entre el peso de mil semillas el porcentaje y tasa de germinacion
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Figura S4.1: a) Diferencias en la distribucion de la biomasa entre los tres niveles de disponibilidad de
agua.

TESTIGO

Andlisis de la varianza

tratamiento Variable N R? R2ZA] CV
T R/S 57 0,25 0,09 3642
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 1,79 10 0,18 1,57 0,1463

Momento 0,60 1 0,60 5,21 0,0271
Pob 1,16 9 0,13 1,12 0,3659
Error 5,25 46 0,11

Total 7,05 56

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,18025

Error: 0,1142 gl: 46

Momento Medias n E.E.

Final 0,82 29 0,06 A

Inicial 1,03 28 0,06 B

PULSOS

Anélisis de la varianza

tratamiento Variable N R2 RZA] CV
P R/S 57 0,09 0,00 48,78
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0,85 10 0,08 043 09231

Momento 0,34 1 0,34 1,72 0,1964
Pob 0,48 9 0,05 0,27 0,9794

Error 9,02 46 0,20

Total 9,87 56

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,23615

Error: 0,1961 gl: 46

Momento Medias n E.E.

Final 0,83 29 0,08 A

Inicial 0,99 28 0,08 A

SIN RIEGO

Anélisis de la varianza

tratamiento Variable N R2 R2ZA] CV
t2 R/S 57 0,14 0,00 47,35
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 1,67 10 0,17 0,76 0,6678
Momento 0,10 1 0,10 0,48 0,4936

Pob 155 9 0,17 0,78 0,6342

Error 10,12 46 0,22

Total 11,79 56

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,25019

Error: 0,2201 gl: 46

Momento Medias n E.E.

Final 0,94 29 009 A

Inicial 1,03 28 009 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Figura S4.2: Andlisis dela varianza para la distribucion de la biomasa para cada poblacion al inicio y
al final de cada nivel de disponibilidad de agua.

TESTIGO:

POBLACION JA

Andlisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 RZA] CV
T JA R/S 5 0,08 0,00 22,00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 001 1 0,01 0,25 0,6535
Momento 0,01 1 0,01 0,25 0,6535
Error 0,07 3 0,02

Total 0,08 4

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,45623

Error: 0,0247 gl: 3

Momento Medias n E.E.

Final 0,69 3 009 A

Inicial 0,76 2 011 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION JA

Anélisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 RZA] CV
T JB R/S 6 0,76 0,70 12,80

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

FV. SC dl CM F p-valor
Modelo. 017 1 0,17 12,59 0,0238
Momento 017 1 0,17 12,59 0,0238
Error 0,05 4 0,01

Total 023 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,26526
Error: 0,0137gl: 4

Momento Medias n E.E.
Final 0,74 3 0,07 A
Inicial 1,08 3 0,07 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION PA

Andlisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 R2ZA] CV
T PA R/S 6 0,05 0,00 68,24

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

FV. SC dl CM F p-valor
Modelo. 008 1 0,08 0,21 0,6723
Momento 008 1 0,08 0,21 0,6723
Error 1,46 4 0,37
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Total 154 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,37069

Error: 0,3656 gl: 4

Momento Medias n E.E.

Final 0,77 3 035 A

Inicial 1,00 3 03 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION PB

Andlisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 RZA] CV
T PB R/S 4 0,38 0,07 1261

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

FV. SC dl CM F p-valor
Modelo. 001 1 0,01 123 0,3834
Momento 001 1 0,01 123 0,3834
Error 0,02 2 0,01

Total 004 3

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,47165

Error: 0,0120 gl: 2

Momento Medias n E.E.

Final 081 2 008 A

Inicial 0,93 2 008 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION PHA
Analisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 R2ZA] CV
c PHA R/S 6 0,22 0,02 2141

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 0,04 1 0,04 1,11 0,3516

Momento 0,04 1 004 111 0,3516
Error 0,13 4 0,03
Total 0,16 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,40531

Error: 0,0320 gl: 4

Momento Medias n E.E.

Final 0,76 3 0,10 A

Inicial 091 3 010 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION PHB

Analisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 R2ZA] CV
c PHB R/S 6 0,17 0,00 27,50

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)
FV. SC dl CM F p-valor
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Modelo. 0,07 1 0,07 0,79 0,4234
Momento 0,07 1 0,07 0,79 0,4234
Error 0,33 4 0,08

Total 0,40 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,65311

Error: 0,0830gl: 4

Momento Medias n E.E.

Final 094 3 0,17 A

Inicial 1,15 3 017 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION SA

Andlisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 RZA] CV
T SA R/S 6 0,02 0,00 26,86

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

FVv. SC 4l CM F p-valor
Modelo. 001 1 0,01 0,10 0,7685
Momento 001 1 0,01 0,10 0,7685
Error 0,21 4 0,05

Total 022 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,51946

Error: 0,0525gl: 4

Momento Medias n E.E.

Final 082 3 0,13 A

Inicial 0,88 3 013 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION SB

Andlisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 RZA] CV
T SB R/S 6 0,24 0,05 57,07

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,67 1 0,67 1,27 0,3229
Momento 0,67 1 0,67 1,27 0,3229
Error 2,12 4 0,53

Total 279 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,65097

Error: 0,5304 gl: 4

Momento Medias n E.E.

Final 094 3 042 A

Inicial 161 3 042 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION SRB
Anadlisis de la varianza
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tratamiento Pob Variable N R2 RzZA] CV
T SRB R/S 6 0,01 0,00 28,11

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC CM_F p-valor
Modelo. 2,7E-03 1 2,7E-030,05  0,8395
Momento 2,7E-03 1 2,7E-030,05  0,8395
Error 0,23 4 0,06

Total 023 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,54454

Error: 0,0577 gl: 4

Momento Medias n E.E.

Inicial 0,83 3 0,14 A

Final 088 3 014 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION SRA3

Andlisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 R2ZA] CV
T SRA3 R/S 6 0,32 0,16 16,94

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

FV. SC 4l CM F p-valor
Modelo. 005 1 0,05 192 0,2380
Momento 005 1 0,05 1,92 0,2380
Error 0,11 4 0,03

Total 0,16 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,37381

Error: 0,0272 gl: 4

Momento Medias n E.E.

Final 0,88 3 0,10 A

Inicial 1,07 3 010 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

PULSOS

POBLACION JA

Andlisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 RZA] CV
P JA R/S 5 0,11 0,00 24,70

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 001 1 0,01 0,39 05769
Momento 0,01 1 0,00 0,39 0,5769
Error 0,09 3 0,03

Total 0,10 4

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,50064
Error: 0,0297 gl: 3

Momento Medias n E.E.
Final 0,66 3 0,10 A
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Inicial 0,76 2 012 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION JB

Andlisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 R2ZA] CV
P JB R/S 6 0,6 0,00 45,92

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 014 1 0,14 0,78 0,4270
Momento 0,14 1 0,14 0,78 0,4270
Error 0,73 4 0,18

Total 087 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,96799

Error: 0,1823gl: 4

Momento Medias n E.E.

Final 0,78 3 025 A

Inicial 1,08 3 025 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION PA

Anélisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 R2ZA] CV
P PA R/S 6 0,06 0,00 65,64

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

FV. SC dl CM F p-valor
Modelo. 008 1 0,08 0,25 0,6404
Momento 008 1 0,08 0,25 0,6404
Error 133 4 0,33

Total 142 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,30897

Error: 0,3334 gl: 4

Momento Medias n E.E.

Final 0,76 3 033 A

Inicial 1,00 3 033 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION PB

Anélisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 R2ZA] CV
P PB R/S 6 2,4E-030,00 1221

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC  dl CM _F p-valor
Modelo. 1,1E-04 1 1,1E-040,01 0,9259
Momento 1,1E-04 1 1,1E-040,01 0,9259
Error 0,04 4 0,01

Total 0,04 5
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Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,23659

Error: 0,0109gl: 4

Momento Medias n E.E.

Final 085 3 0,06 A

Inicial 0,86 3 0,06 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION PHA

Andlisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 RZA] CV
P PHA RIS 6 0,10 0,00 48,19

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo I11)

FV. SC 4l CM F p-valor
Modelo. 011 1 0,11 043 05471
Momento 011 1 0,11 043 05471
Error 1,02 4 0,25

Total 113 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,14412

Error: 0,2547 gl: 4

Momento Medias n E.E.

Inicial 0,91 3 029 A

Final 118 3 029 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION PHB

Andlisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 RZA] CV
P PHB R/S 6 0,50 0,37 28,84

Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I1lI)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 029 1 0,29 3,98 0,1168
Momento 0,29 1 0,29 3,98 0,1168
Error 0,29 4 0,07

Total 0,58 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,61008

Error: 0,0724 gl: 4

Momento Medias n E.E.

Final 0,71 3 0,16 A

Inicial 1,15 3 016 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION SA

Analisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 R2ZA] CV
P SA R/S 6 0,09 0,00 39,25

Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)
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FV. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,04 1 0,04 0,38 0,5695
Momento 0,04 1 0,04 0,38 0,5695
Error 0,40 4 0,10
Total 0,44 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,71440

Error: 0,0993 gl: 4

Momento Medias n E.E.

Final 0,72 3 0,18 A

Inicial 0,88 3 018 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION SB

Andlisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 R2ZA] CV
P SB R/S 4 0,28 0,00 90,39

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

FV. SC dl CM F p-valor
Modelo. 065 1 0,65 0,77 0,4729
Momento 065 1 0,65 0,77 0,4729
Error 168 2 0,84

Total 233 3

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=3,94206

Error: 0,8409 gl: 2

Momento Medias n E.E.

Final 061 2 065 A

Inicial 1,42 2 065 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION SRB

Andlisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 RZA] CV
P SRB RI/S 6 0,05 0,00 76,60

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,11 1 0,11 0,19 0,6817
Momento 0,11 1 0,11 0,19 0,6817
Error 2,19 4 0,55

Total 230 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,67873

Error: 0,5484 gl: 4

Momento Medias n E.E.

Inicial 0,83 3 043 A

Final 1,10 3 043 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION SRA3
Anadlisis de la varianza

224



tratamiento Pob Variable N R2 RzZA] CV
P SRA3 R/S 6 0,52 0,40 14,10

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo I11)

FV. SC gl CM F p-valor
Modelo. 008 1 0,08 4,38 0,1046
Momento 008 1 0,08 4,38 0,1046
Error 0,07 4 0,02

Total 0,15 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,30438

Error: 0,0180gl: 4

Momento Medias n E.E.

Final 084 3 008 A

Inicial 1,07 3 008 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

SIN RIEGO

POBLACION JA
Analisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 R2ZA] CV
SR JA R/S 5 0,09 0,00 28,85
Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 0,02 1 0,02 0,30 0,6216

Momento 0,02 1 0,02 0,30 0,6216
Error 0,17 3 0,06
Total 0,19 4

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,69414

Error: 0,0571gl: 3

Momento Medias n E.E.

Inicial 0,76 2 0,17 A

Final 088 3 014 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION JB
Analisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 RZA] CV
SR JB R/S 6 3,9E-04 0,00 25,26
Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC CM F p-valor

Modelo. 12E-04 1 1,2E-041,5E-03 0,9705

Momento 1,2E-04 1 1,2E-041,5E-03 0,9705

Error 0,30 4 0,08

Total 0,30 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,62311
Error: 0,0756 gl: 4

Momento Medias n E.E.
Inicial 1,08 3 0,16 A
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Final 109 3 016 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION PA
Analisis de la varianza

tratamiento Pob Variable N R2 R2ZA] CV
SR PA R/S 6 0,01 0,00 5991
Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 0,01 1 0,01 0,02 0,8923

Momento 0,01 1 0,01 0,02 0,8923
Error 1,34 4 0,33
Total 1,34 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,31007

Error: 0,3340gl: 4

Momento Medias n E.E.

Final 093 3 033 A

Inicial 1,00 3 033 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION PB
Analisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 RZA] CV
SR PB R/S 6 0,01 0,00 1331
Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC CM_F p-valor

Modelo. 5,0E-04 1 5,0E-040,04  0,8558

Momento 5,0E-04 1 5,0E-040,04  0,8558

Error 0,05 4 0,01

Total 0,05 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,26189

Error: 0,0133gl: 4

Momento Medias n E.E.

Inicial 0,86 3 007 A

Final 088 3 007 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION PHA
Analisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 R2ZA] CV
SR PHA RI/S 6 0,08 0,00 40,70
Cuadro de Anélisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 0,04 1 0,04 0,33 0,5945

Momento 0,04 1 0,04 0,33 0,5945
Error 0,46 4 0,11
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Total 0,50 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,76787

Error: 0,1147gl: 4

Momento Medias n E.E.

Final 0,7 3 0,20 A

Inicial 091 3 020 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION PHB
Analisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 RZA] CV
SR PHB RI/S 6 6,1E-04 0,00 67,90
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC dl CM F p-valor

Modelo. 15E-031 1,5E-032,4E-03 0,9630

Momento 15E-031 1,5E-032,4E-03 0,9630

Error 252 4 0,63

Total 252 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,79852

Error: 0,6294 gl: 4

Momento Medias n E.E.

Inicial 1,15 3 046 A

Final 1,18 3 046 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION SA
Analisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 R2ZA] CV
SR SA R/S 4 0,42 0,12 37,27
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo. 0,13 1 0,13 1,43 0,3548

Momento 0,13 1 0,13 1,43 0,3548
Error 0,18 2 0,09
Total 0,31 3

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,29805

Error: 0,0912 gl: 2

Momento Medias n E.E.

Final 0,63 2 021 A

Inicial 099 2 021 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION SB

Analisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 R2ZA] CV
SR SB R/S 6 0,43 0,28 62,54
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 1,46 1 146 2,99 0,1589
Momento 1,46 1 146 2,99 0,1589
Error 1,95 4 0,49

Total 3,41 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,58469

Error: 0,4886 gl: 4

Momento Medias n E.E.

Final 062 3 040 A

Inicial 161 3 040 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION SRB
Analisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R2 RZA] CV
SR SRB RI/S 6 2,2E-03 0,00 27,28
Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC CM_F p-valor

Modelo. 4, 7E-04 1 4,7E-040,01 0,9291

Momento 4,7E-04 1 4,7E-040,01  0,9291

Error 0,21 4 0,05

Total 021 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,52094

Error: 0,0528 gl: 4

Momento Medias n E.E.

Inicial 0,83 3 013 A

Final 085 3 013 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

POBLACION SRA3
Analisis de la varianza

tratamiento Pob  Variable N R? R2ZA] CV
SR SRA3 R/S 6 024 0,05 3947
Cuadro de Andlisis de la VVarianza (SC tipo I11)

FV. SC dl CM F p-valor

Modelo. 0,33 1 0,33 1,25 0,3260

Momento 0,33 1 0,33 1,25 0,3260
Error 1,06 4 0,26
Total 1,39 5

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,16439

Error: 0,2638 gl: 4

Momento Medias n E.E.

Inicial 1,07 3 0,30 A

Final 154 3 030 A

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Abstract Peripheral sites usually offer suboptimal con-
ditions for species with wide distributions, where ex-
pression of phenotypic variability and potential inter-
specific hybridization might be enhanced. The Patago-
nian steppe, the largest and southernmost dryland eco-
system in South America, is characterized by natural
rangelands dominated by grasses. Festuca pallescens is
a keystone species with a wide distribution in Patagonia
over diverse environments reaching the extreme arid
zones in the Somuncura plateau, a biogeographical is-
land. Our aim is to study the phylogenetic relationships
among Festuca pallescens populations as well as be-
tween this species and the sympatric F. argentina in
North Patagonia. We analysed fourteen populations
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along a west-east transect of about 500 km in North
Patagonia with three types of molecular markers: ITS,
chloroplast #rnL-F and eight nuclear microsatellites.
Bayesian inferences, maximum parsimony and maxi-
mum likelihood analyses with #7nL-F and ITS showed
that F. pallescens is related to the Patagonian clade
within the Festuca phylogeny. However, the eastern-
most populations of F. pallescens at Somuncura plateau
were highly differentiated from the other populations
and clustered with F argentina (a sympatric species of
the Asian-American clade). Principal coordinates anal-
yses and Bayesian clustering performed with nuclear
microsatellites as well as morphoanatomical traits,
showed an intermediate position of one of these east-
ernmost populations with respect to the two species,
suggesting admixture. The high genetic variability ob-
served in these peripheral populations highlight their
relevance for conservation and might be indicating the
existence of evolutionary processes triggering events of
speciation in the Patagonian fescues.

Keywords Festuca pallescens - Festuca argentina -
Patagonian fescues - ITSregion - #7nL-F - Microsatellites -
Hybridization - Marginal populations

Introduction
Drylands (arid, semi-arid and dry-sub humid ecosys-
tems) are suitable environments to study adaptations to

extreme climatic conditions. These ecosystems are of
paramount importance because of their multi-
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functionality (Maestre et al. 2012) and high biodiversity
(Davies et al. 2012) related to the presence of ende-
misms (Millennium Ecosystem Assessment Panel
2005; Davies et al. 2012). Drylands constitute the largest
terrestrial biomes with high sensitivity to climate change
and desertification (Sala et al. 2000; Reynolds et al.
2007) and are also known for a noteworthy environmen-
tal heterogeneity that might promote the expression of
phenotypic variability (Hoffmann and Hercus 2000) and
hybridization processes (Thompson et al. 2010). In ad-
dition, over 70% of the worlds’ drylands are currently
used for grazing of livestock in native vegetation (Asner
etal. 2004). Therefore, understanding how environmen-
tal drivers influence genetic diversity in these vulnerable
ecosystems becomes of high relevance.

In Argentina, the Patagonian steppe constitutes the
largest and southernmost dryland ecosystem of South
America (Palazzesi et al. 2014). Natural rangelands are
strongly affected by desertification and overgrazing
(Aguiar and Leon 1985; Bertiller 1990; Paruelo et al.
1993) becoming highly vulnerable to the fluctuations
imposed by climate change. Generally, these ecosys-
tems are dominated by perennial grasses with low ca-
pacity to cope with rapid environmental change (Chapin
1993). In addition, a strong precipitation gradient char-
acterize the region (from above 900 mm in the west to
less than 200 mm of annual precipitation in the east)
generating a spatial distribution of changing vegetation,
soil and forage resources (Leon et al. 1998). Conse-
quently, the decline of abundance and diversity of native
species towards peripheral driest eastern locations re-
sulted in the formation of patches of bare soil with a
recolonization by shrubs and unpalatable grasses
(Aguiar and Leon 1985; Bertiller et al. 1993;
Golluscio et al. 1998; Busso and Bonvissuto 2009).

Patagonia is characterized by a large environmental
heterogeneity and a complex geomorphologic history.
Pliocene and Pleistocene glaciations, Miocene marine
transgressions and volcanism shaped the current topol-
ogy and probably left an imprint in the vegetation. In
North Patagonia (above 42° S), glaciers had a lesser
extent (Flint and Fidalgo 1964), being confined to the
foothills of the Andes and neighbouring zones, but with
a continuous permafrost throughout the region (Rabassa
et al. 2011). Towards the east occurs the Somuncura
plateau, a biogeographically isolated and elevated land-
scape formed during the Tertiary. Layers of basaltic
Cenozoic lavas formed this complex, a stable rigid
block, during the Andean orogeny (Malumian and
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Nafiez 2011). The Miocene marine transgressions af-
fected lowlands that surrounded the massif, but did not
reach the plateau (Malumian and Nafiez 2011). Instead,
it remained volcanically active until the early Pliocene
(Rabassa 2008). Therefore, this Precambrian plateau
formed an insular structure surrounded by water
(Burkart et al. 1999), enclosing particular microhabitats.
This has favoured the presence of numerous ende-
misms, such as five plants species, at least fourteen
invertebrates and ten vertebrates (Cei 1969; Cei and
Scolaro 1981; Ledon et al. 1998; Chebez 2005;
Andrade and Monjeau 2014; Breitman et al. 2015).
Furthermore, it constitutes a notable geomorphological
feature located in the extreme of the distribution for
many species of the Patagonian steppe (Leon et al.
1998; Andrade and Monjeau 2014). Although
Somuncura plateau was declared a Protected Area (Rio
Negro Province, Argentina), only a few works reported
on genetic and morphological variation of its biota (Cei
and Scolaro 1981; Chebez 2005; Muzon et al. 2005;
Andrade and Monjeau 2014; Breitman et al. 2015).
Peripheral sites usually offer suboptimal condi-
tions for species with wide and environmentally
diverse distributions, leading to progressively small-
er populations prone to isolation and extinction
(Eckert et al. 2008). In the case of the Somuncura
plateau, apart from the geographic isolation there are
also environmental constrains. Compared to western
and more central localities, Somuncura has much
lower precipitations (150 mm/year vs 800 mm/year),
a higher mean diurnal range of temperature (14.4 vs
11.5°C) and a higher temperature annual range (29
vs 22.7°C; Data from WorldClim, Hijmans et al.
2005). Although genetic differences between geo-
graphically central and peripheral populations are
rarely very large (Eckert et al. 2008), many dryland
species showed high levels of genetic differentiation
between extreme populations (Martinez-Palacios
et al. 1999). In addition, the repeated exposure to
stressful conditions of border populations could en-
hance the expression of phenotypic variability (Hoff-
mann and Hercus 2000) or local adaptations
(Hoffmann and Blows 1994). These environments
are also prone to the occurrence of natural interspe-
cific hybridization and introgression (Thompson
et al. 2010) that may increase genetic variation pro-
ducing new gene combinations better adapted to
novel environments (Johansen-Morris and Latta
2008). In any case, these responses contribute to a
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higher flexibility and survival of a population in a
context of changing environmental conditions.

Festuca pallescens (St. Yves) Parodi is a keystone
species with a wide distribution over diverse environ-
ments, type of soils and ecological areas of Patagonia
(Bertiller 1990; Nicora 1978; Catalan and Miiller 2012).
It is a highly palatable and preferred forage resource,
and therefore it was intensively affected by overgrazing
(Bertiller et al. 1993). In northern Patagonia, density of
F pallescens populations’ declines to the east, where the
species is increasingly fragmented forming spaced
patches related to a reduction of wet meadows and to
the lower topographic elevation (Leon et al. 1998). This
allohexaploid species shows a wide morphological and
anatomical variation (Oliva et al. 1993) as well as dif-
ferences in phenology associated to air temperature
(Bertiller et al. 1990), but its genetic diversity was never
studied. The ability of F. pallescens of growing in dif-
ferent environments might be exclusively plastic, adap-
tive, or a combination of both. We hypothesized that at
marginal locations, like the Somuncura plateau, where
the species is isolated and growing in suboptimal con-
ditions, environmental pressure promotes phenotypic
and genetic variation. Moreover, hybridization and spe-
ciation processes could be also favoured.

Festuca is the largest genus among the Loliinae, with
around 500 species (Inda et al. 2008). Polyploidization,
past and recent hybridizations, and intergeneric crosses
with other Loliinae are frequent (Inda et al. 2008 and
references within). In spite of the well reported phylog-
enies of the genus Festuca (Torrecilla and Catalan 2002;
Torrecilla et al. 2003; Catalan et al. 2004; Inda et al.
2008; Minaya et al. 2017) little is known about the
Patagonian fescues, being so far only few species in-
cluded in these studies (i.e. only F. argentina (Speg.)
Parodi, F. subantarctica Parodi, F. purpurascens Banks
& Sol. ex Hook. f., F. gracillima Hook. f., F.
magellanica Lam. and F. pyrogea Speg.). Therefore,
the position of F. pallescens within the infrageneric
phylogeny, as well as the relation with sympatric species
is unknown.

Our aim is to study the phylogenetic relationships
among F. pallescens populations from North Patagonia.
This is the first step towards the study of its genetic
diversity and, in particular, to disentangle differentiation
between populations and/or hybridization processes as-
sociated to its wide distribution. Accordingly, we
analysed fourteen populations along a west-east transect
that represent the diverse environments where this

dryland species occurs. In particular, due to the consid-
erable number of endemic species at the Somuncura
plateau, we will analyse if the isolated populations at
this easternmost site are genetically different from west-
ern and continuous populations. We intend to contribute
to the scarce existing knowledge about the phylogenetic
placement of the species, and to provide information of
relevance for conservation planning of the Somuncura
Protected Area.

Material and methods
Sample sites and plant material

We collected leaf tissue of Festuca pallescens at five
locations situated along a west-east oriented transect of
about 500 km in North Patagonia (Argentina) during
January of 2014 (Fig. 1). The material was identified in
the field using exomorphological characters described
for this species (including leaves with glaucous colour,
sheaths with pulvini, and lemmas ending in an awn, e.g.
Nicora 1978). At each location, between one to four
populations from high steppes and wet-meadows were
sampled, gathering 14 populations (Table 1). The aver-
age annual rainfall (mm/y) and its coefficient of varia-
tion (cv) vary notably between sampling sites being of
831.6 mm/y; cv 0.2 in the west and 170.8 mm/a; c.v. of
0.4 in the east. In addition, we sampled the sympatric
species F. argentina at one location (Pilcaniyeu, coin-
ciding with populations 7 and 8) and two species of
Patagonian grasses (Poa ligularis Nees ex Steud. var.
ligularis, and Pappostipa speciosa var. speciosa Trin. et
Rupr.) as outgroups.

DNA extraction and PCR amplification

Young leaf tissue from tussocks were collected, frozen
in liquid nitrogen and grounded to fine powder using an
automatic mixer mill (Resch, Germany). DNA was ex-
tracted following a modified protocol of Doyle and
Doyle (1987) according to Gonzalo-Turpin and Hazard
(2009). We used three different DNA markers to study
the phylogenetic relationships: the internal transcribed
spacer (ITS), a chloroplast DNA region and eight nu-
clear microsatellites (SSRs). The complete ITS region
(ITS1-5.8S-1TS2) was amplified with primers cyl-cy3
(Wright et al. 2006). Due to the highly conserved DNA
sequences of the ITS nuclear region within species, one
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Fig. 1 Distribution of the nuclear (ITS) and plastid (HP) (#'nL-F)
genetic variants among the sampled populations. Numbers follow
the description in Table 1. Violet (ITS) and green (cpDNA) colour
palettes depict different variants for the two markers. Noteworthy
geomorphological features are also shown in the figure:

individual from each population was sequenced. How-
ever, given the higher heterogeneity and phenotypic
variation observed in the field at the Somuncura plateau,
12 individuals from the three sampled populations were
analysed. For the amplification of the ITS region, we
used 40 ng of DNA as template, 0.6 units of Go-Taq
DNA polymerase (Promega, Madison,WI, USA) with
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Oligocene-Miocene marine transgressions and limits of Pleisto-
cene-Pliocene glaciations were modified from (Premoli et al.
2012) and (Pastorino and Gallo 2002), respectively. The west-east
decreasing rainfall is also shown.

5X Green GoTaq® reaction buffer (Promega), 1.5 mM
MgCl,, 250 uM of dNTPs, and 0.3uM of each primer in
a total volume of 30 pl. PCR reactions were carried out
with the following programme: 5 min at 94°C, 30 cycles
of 30s at 94°C, 1 min at 56°C and 2 min at 72°C and a
final cycle of 10 min at 72°C. The chloroplast #rnL-F
region was amplified using the universal primers ¢ and f
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(Taberlet et al. 1991) with 90 ng of DNA, 1 unit of Go-
Taq DNA polymerase (Promega, Madison,WI, USA)
with 5X Green GoTaq® reaction buffer (Promega),
2 mM MgCl,, 200 uM of dNTPs, and 0.2 uM of each
primer in a total volume of 50 pl. The amplification
programme was: 1 min at 94°C, 30 cycles of 1 min at
94°C, 1 min at 50°C and 1 min at 72°C and a final cycle
of 7 min at 72°C. Finally, a set of eight microsatellite
loci (SSR) developed for Lolium perenne, Festuca-
Lolium complex of grasses and Festuca spp
(Lauvergeat et al. 2005; Fu et al. 2006; Jensen et al.
2007), were successfully transferred being polymorphic
in Patagonian fescues (Lopez et al. 2015). PCR ampli-
fications were carried out according to Lauvergeat et al.
(2005).

PCR products for the three markers were checked for
positive amplification in 1% agarose gels, stained with
Syber Safe (Invitrogen, Eugene, OR, USA), and visual-
ized with a blue light trans illuminator. The amplified
ITS and #7nL-F regions rendered a band of approximate-
ly 700 bp and 1,000 bp, respectively, that was purified
using the Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Pomega) and then sequenced in a capillary sequencer
(ABI 3700, Genomics Unit, Biotechnology Institute of
INTA, Hurlingham, Argentina). Microsatellite primers
were labelled with different fluorophores and then
pooled in three groups for analysis in the ABI 3700
sequencer. Fragments visualization and allele scoring
was performed with Genemarker Version 1.97
(SoftGenetics, State College, PA, USA).

Morphoanatomical analyses

Due to the observed phenotypic variation at the
Somuncura plateau, an analysis of the main morpholog-
ical characters characterizing F. pallescens (Catalan and
Miiller 2012) was done. We analysed field samples of
typical F. pallescens and of the sympatric species
F. argentina from Pilcaniyeu, Argentina (i.e., from cen-
tral populations of both these species), and of
F pallescens from the sampled Somuncura marginal
populations. In addition, cross-sections of leaves were
used for morphoanatomical analyses, to determine po-
sition and extension of sclerenchymatic tissue within
leaf blade. This feature has been described as important
for species identification of Patagonian species of
Festuca (e.g. Dubcovsky and Martinez 1988; Catalan
and Miiller 2012). Transverse sections were obtained
from middle portions of mature leaves that were cut
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approximately 12 cm away from the base of the lamina
(i.e. from the distal end of the leaf sheath) with a razor
blade. Sections were observed at 10x with a Leica SGE
microscope.

Phylogenetic analyses

Chromatograms from forward and reverse sequences
were corrected with ‘seqtrace’ 0.9.0 (Stucky 2012) and
consensus were created using BioEdit v7.2.5 (Hall
1999). All the ITS sequences from Somuncura popula-
tions and one sample of F. argentina (F.arg2) presented a
heterozygous indel in a single position. Therefore, we
used the software OLFinder (Dixon 2010) to resolve the
shifts in phase between the forward and reverse strand
sequence. All the species of Festuca distributed in South
America that were available in Genebank (Catalan et al.
2004; Inda et al. 2008) were used for the phylogenetic
analysis (15 species; Table S1). In addition, species of
Festuca from different parts of the world retrieved from
Genebank were also included: 18 species for ITS and 19
species for trnlL-F (Table S1). Pappostipa speciosa var.
speciosa and Poa ligularis are two species of Poaceae
generally found in F pallescens rangelands. These spe-
cies are phylogenetically very distant from F. pallescens
and were used as outgroups. ITS and #nL-F sequences
of F. pallescens, F. argentina, Poa ligularis and
Pappostipa speciosa var. speciosa were deposited in
Genebank (Accession numbers are provided in
Table S1; supplementary materials). Sequences were
aligned using Muscle with manual adjustments when
necessary in AliView 1.18 (Larsson 2014). The bound-
aries of each sequence were established by the align-
ment with the species of Festuca obtained from
Genebank (Torrecilla and Catalan 2002; Torrecilla
et al. 2003; Catalan et al. 2004).The presence of the
heterozygous indel was coded as a binary data and
incorporated in the sequence data matrix. Gaps were
treated as missing data.

To evaluate the phylogenetic relationships be-
tween populations we run Bayesian inferences (BI),
maximum parsimony (MP) and maximum likelihood
(ML) analyses with ITS and #rnL-F data matrices
both separately and combined. The BI, MP and ML
analyses were implemented with Mr. Bayes 3.2
(Ronquist et al. 2012), Paup*4.0 betal0 (Swofford
2003) and on line software PhyML (Guindon et al.
2010), respectively. To run Bl and ML, we estimated
the optimal nucleotide substitution model for the ITS
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dataset (GTR+G with 4 gamma rate categories), the
trnL-F dataset (TPM1uf + G) and the concatenated
dataset (GTR+G with gamma rate categories), after
testing 56 nucleotide substitution models based on
the Akaike information criterion (AIC) implemented
in ‘jmodeltest’ 2.0 (Guindon and Gascuel 2003;
Posada 2008; Darriba et al. 2012). Bayesian analyses
were carried out by running twice the same parame-
ters to both independent datasets (1 million genera-
tions initiated from different random trees, sampling
every 100th generations model parameters such as
nucleotide substitution rates, gamma shape, propor-
tion of invariable sites, nucleotide frequency) esti-
mated by MrBayes. After discarding 0.25 of the total
sampling (‘burn-in’), parameters were sampled when
reaching stationary. The ITS and trnL-F 50% major-
ity rule consensus trees, obtained from 15,000 trees,
were supported by values branches from the posteri-
or probability (PP). Clades with more than 95% PP
values were considered well supported. Parsimony
analysis was carried out on each independent data
matrix. Following Torrecilla and Catalan (2002),
Torrecilla et al. (2003) and Inda et al. (2008), data
matrices were subjected to heuristic analysis to find
all equally parsimonious trees. First, we run 10,000
random-order-entry trees, MULPARS ON, with TBR
branch swapping and saving no more than 10 trees of
length equal or shorter than 10 per replicate to com-
pute a consensus tree that was used afterwards as a
negative constraint for a second search. Then, the
second heuristic search consisted on 5,000 random-
order-entry trees, MULPARS ON, with TBR branch
swapping and saving no more than 5 trees of length
equal or shorter than 5 per replicate. All parsimoni-
ous trees were used to compute their respective strict
and 50% majority rule consensus tree. Bootstrap
support for branches of the parsimonious trees was
calculated through heuristic searches of 1000 repli-
cates. Most clades presented bootstrap values be-
tween 90-100%, so they were considered well
supported.

Pairwise genetic distances both for ITS and cpDNA
(trnL-F) were calculated in R using ‘dist.dna’ (‘ape’
package) (Paradis et al. 2004). This function computes
a matrix of pairwise distances from DNA sequences
using 11 DNA substitution models and the raw distance.
Finally, we used a median-joining network algorithm
(Bandelt et al. 1999) to reconstruct the relationships
between haplotypes using Network 5.0.0.0 (www.

fluxus-engineering.com). A posterior post-processing
option (MP calculation) was used to eliminate unneces-
sary median vectors and links (Polzin and Daneschmand
2003).

Microsatellite loci were analysed in the same set of
individuals as for the phylogenies using Bruvo’s dis-
tance (Bruvo et al. 2004), which is suitable for polyploid
organisms. It is based on a measure of genetic distance
similar to the band-sharing indices used with dominant
data, but taking into account mutational distances be-
tween alleles (Clark and Jasieniuk 2011). The advantage
of this measure is that it dispenses with knowledge of
ploidy and allele dosage, which is difficult to determine
in polyploids. Using the estimated Bruvo’s distance we
calculated a principal coordinate analyses (PCoA) with
the ‘polysat’ package (Clark and Jasieniuk 2011) in R (R
Core Team 2013) and a Neighbour-joining tree estima-
tion with ‘ape’ package (Paradis et al. 2004) in R (R
Core Team 2013). On the other hand, to determine the
number of clusters and evaluate signals of admixture,
we used STRUCTURE ver. 2.3.4. (Pritchard et al.
2000). The different levels of ploidy were coded as
recommended by the documentation of Structure for
loci with copy number ambiguity, i.e. coding the miss-
ing alleles as recessive but not ambiguous and using the
RECESSIVE ALLELES model. The ambiguous loci
(i.e. when there is uncertainty about the number of
copies of each allele) were coded repeating one allele
as described by Pritchard et al. (2000). The iterations
were run using the admixture model with correlated
allele frequencies because it is more conservative and
provides greater power to detect populations that are
closely related (Porras-Hurtado et al. 2013). We run
Structure 16 times for each K, varying the range of K
from 1 to 9, using a length of burn-in period of 200,000
iterations and 10° MCMC replications. The optimal
number of clusters was determined following (Evanno
et al. 2005) in the online platform Harvester (Earl and
vonHoldt 2012). We used Clumpak (Kopelman et al.
2015) to combine files from the16 replicates of the best
K and prepare the graphical representation.

Results

The easternmost populations of F. pallescens at
Somuncura plateau (populations 12 and 13) showed
distinctiveness from the rest of the populations sampled

along the west-east transect (Fig. 1). There was a high
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level of diversity at both nuclear and plastid markers,
with the presence of six different ITS sequences and
four chloroplast haplotypes. In contrast, all the other
populations showed no polymorphism for the ITS re-
gion and only minor variations for the chloroplast
(Fig. 1). Population 14, also at Somuncura plateau,
holds the same genetic constitution than the rest of the
F pallescens populations. Therefore, from now on we
will refer to Somuncura populations as solely referring
to populations 12 and 13.

Morphoanatomical analyses

Differences between typical, central populations of
F. pallescens and the marginal individuals sampled at
Somuncura were also evident for several of the morpho-
logical characters analysed (Table 2). We also compared
the Somuncura populations with the sympatric
F argentina and found some traits similar and others
intermediate between them. For example, leaf colour at
Somuncura populations was glaucous like in
F pallescens. On the contrary, the ligule at the apex of
the leaf-sheath and the presence of adaxial to abaxial
girders of sclerenchyma of the Somuncura populations
resembled those of F. argentina. Finally, some traits
were clearly intermediate between F. pallescens and
F argentina: size of pulvinus at the base of the lamina,
length of the awn at lemma apex, and presence of a
continuous band of sclerenchyma under the abaxial
epidermis in leaf cross-section. In addition, we detected
differences between the two Somuncura populations:

population 13 had a higher proportion of sclerenchyma
than population 12 (Table 2).

ITS region

All the analysed individuals of F. pallescens showed the
same ITS sequence; except for Somuncura populations
where six different ITS sequences were found (Fig. 1).
The individuals from population 14, also at the
Somuncura plateau, were identical in sequence to the
rest of the F. pallescens samples. Festuca argentina also
showed high polymorphism since each individual sam-
pled had a different ITS sequence. All sequences from
populations 12 and 13 presented shifts in phase between
the forward and reverse strand due to the presence of a
heterozygous indel at the same position, whereas in only
one sample of F. argentina a heterozygous indel was
detected, but in a different position. Neither the other
samples of F. pallescens nor the other species showed
heterozygous indels. The ITS dataset included 47 se-
quences belonging to 38 taxa and 621 aligned nucleo-
tide positions, where 107 (17.23%) resulted parsimony
informative.

The three methods showed similar tree topologies;
therefore, we present the Bayesian results (Maximum
Parsimony and Likelihood analyses can be accessed
from supplementary materials, Fig S1). Festuca
pallescens and samples from Somuncura belong to dif-
ferent clades. In fact, Somuncura formed a strongly
supported clade with F. argentina (Fig. 2). Festuca
pallescens is sister to the Patagonian species

Table 2 Morphoanatomical traits comparing Festuca argentina, F. pallescens and Somuncura populations.

Morphoanatomical traits Festuca  Festuca pallescens Somuncura 12 Somuncura 13
argentina
Leaf colour bright glaucous glaucous glaucous
green

Ligule at apex of leaf-sheath clearly hardly visible visible (similar to F. argentina) visible (similar to F. argentina)

interior visible
Pulvinus at base of lamina absent present, relatively present, small and less present, small and less

large and noticeable  distinguishable than in distinguishable than in
F pallescens F pallescens

Awn at lemma apex absent present and >1 mm Present and aprox. 0.2 mm Present and < 0.2 mm
Adaxial to abaxial girders of present  absent present present

sclerenchyma of vascular

bundles in leaf cross-section
Continuous band of sclerenchyma absent

under abaxial epidermis in leaf

cross-section

present (sometimes

interrupted in parts)

absent (but with a higher
proportion of schlerenchyma
than in F argentina)

absent (but with a higher
proportion of schlerenchyma
than in Somuncura 12)
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Fig. 2 Bayesian tree based on nuclear (ITS) marker. Studied taxa
are dyed with violet (F. pallescens), green (Somuncura) and or-
ange (F. argentina). Numbers above the branches indicate

F. purpurascens and then it is sister to F. subantartica,
but the relationships show low support. This clade is
closely related to the South-American species
(F. chimborazensis, F. rigenscens, F.vaginalis, F.
parodiana, F. glumosa, F. andicola, F. cochabambana,
F. nardifolia, F. longivaginata, F. orthophilla and
F. cuzcoensis) and to a North-American species
(F. edlundiae; Fig. 2 and Fig. S1b). Maximum Parsimo-
ny majority rule consensus tree showed a polytomy that
included the three Patagonian species (F. pallescens,
F. subantartica and F. purpurascens) with the South-
American species mentioned before and one North-
American species (Fig. Sla). Samples from Somuncura
and F. argentina were represented as a polytomy closely
related to F. dichoclada, F. subulata, F. kingii and
F altaica in all topologies (Fig. 2 and Fig. S1). Pairwise

Papp.speciosa

posterior probability (PP); posterior probability support values
lower than 50% are not shown. Pappostipa speciosa vat. speciosa
and Poa ligularis were used as outgroups.

genetic distances were small between F. argentina and
Somuncura (ranging from 0 to 0.7%) and considerably
larger between Somuncura and F. pallescens (between
7.3 and 8.1%).

Notably, even though Somuncura showed most
polymorphic sites shared with F. argentina, some
sites were shared with F pallescens, some were
exclusive, and most were heterozygous positions
between the two species suggesting introgression
(Table S3).

Chloroplast DNA (trnL-F) region
Three haplotypes were identified among the

F pallescens populations (HP1, HP2 and HP3), HP1
being the most frequent. Among the Somuncura
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individuals, four variants were detected (HP4, HPS,
HP6 and HP7; Fig. 1), HP5 being shared with
F argentina. The cpDNA (trnL-F) dataset included 43
sequences (39 taxa) with 907 aligned positions; 63
(6.94%) variable sites were parsimony informative.
Organelle trees in all analyses showed in general the
same topology as the ITS trees. The Bayesian tree
showed that haplotypes 5 and 9 of F. pallescens were
linked and haplotype 1 (the most common haplotype
found in F. pallescens) was associated to
F purpurascens (Patagonia). These taxa were closely
related to F. chimborazensis (Ecuador), F. edlundiae
(Canada) and F. glumosa (Colombia). In addition,
F. subantartica presented the same haplotype as the
most common haplotype in F. pallescens (see legend

@.-. U P S PSP S S HPS

HP3

in Fig. 3). The private haplotype of population 13 from
Somuncura and the other two haplotypes found in pop-
ulation 12 also from Somuncura were close to
F. amplisssima (México). This clade was sister to
F. argentina, and then to a clade composed of
F. breviglumis (México) and F. dichoclada (Peru), see
Fig. 3. However, PP support values were very low (less
than 50%). Pairwise genetic distances were low between
F. argentina and Somuncura (between 0 and 0.24%) and
considerably larger between Somuncura and
F. pallescens (between 1.9 and 2.03%). The network
shows that nineteen mutated positions separate
F. pallescens5 (HP2) from Somuncura 12_2 (HP4),
while haplotypes of F. pallescens and Somuncura dif-
fered by only one or two mutations to each other,
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Fig. 3 Bayesian tree based on plastid (#znL-F) marker. The taxa
under study are coloured violet (¥ pallescens), green (Somuncura)
and orange (F. argentina). Support values (posterior probability)
are indicated above branches. Posterior probability support values
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haplotype network.
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respectively (inset in Fig. 3). The combined data set
(ITS_trnL-F concatenated data) showed a topology sim-
ilar to the organelle tree (Fig. S3).

Microsatellite loci

All the analyses performed with the microsatellite data
set were consistent showing four well-defined groups.
Individuals of Festuca argentina and Festuca
pallescens were very different from each other in agree-
ment with phylogenetic analyses. Interestingly, these
markers allowed, in addition, the separation of the two
populations of Somuncura. Individuals from population

12 were closer to F. argentina while individuals from
population 13 were situated at an intermediate position
between F. argentina and F. pallescens in both the
PCoA and the Neighbour joining tree (Fig. 4).

The clustering performed with Structure detected
the best partition at K = 2 (according to the method
by Evanno et al. 2005) (Fig. S4). However,
meanLnK reaches the plateau at K = 3 and K = 4;
therefore, we show the three clustering results (Fig.
4). Clearly the best partition identifies the two spe-
cies, but also shows admixture in population 13 from
Somuncura while population 12 was genetically
identical to F. argentina. At K = 3, populations 13
of Somuncura formed an independent cluster

12 13
F. argentina F. pallescens Somuncura
b c 03 1
e |
® . I I
Py :8\. evrx 7 02 4 i
% 2@ ;
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& 5 X
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Pallesconss & & i ", ®
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Fig. 4 Analyses with microsatellite loci. a — Assignment of the
individuals to each of the different clusters (k= 2 to k= 4) obtained
with STRUCTURE; b — Radial neighbour-joining tree based in
Bruvo distance calculated with the ‘polysat’ package in R; ¢ —
Principal coordinates analysis based on Bruvo distance for

microsatellite loci. Four groups can be distinguished: Individuals
of F. pallescens are coloured in violet, F. argentina in orange, and
Somuncura in dark green (population 12) and light-green (popu-
lation 13).
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whereas population 12 clustered with F. argentina.
Finally, at K = 4 the same four groups as in the PCoA
are recovered.

The closeness of population 13 to F. pallescens is
ought to the presence of a larger proportion of shared
alleles (Fig. S4). In general, individuals of Somuncura at
some microsatellite loci have at least one allele that was
predominant in £ pallescens and another that was char-
acteristic of F. argentina, indicating possible events of
past hybridization between these species. In addition,
private alleles were found in both populations of
Somuncura.

Discussion
Genetic diversity within peripheral populations

We detected high genetic variation with the three
analysed markers within two of the populations sampled
at the marginal sites in Somuncura plateau. Peripheral
populations usually hold lower levels of genetic diver-
sity (Eckert et al. 2008) because their isolation leads to
increasing possibilities of inbreeding and genetic drift.
In our study, the conserved ITS region and the plastid
marker depicted high levels of variation at these loca-
tions, and private alleles were detected with the SSRs.
Although concerted evolution is believed to reduce
intragenomic variation among copies within the ITS
tandem arrays (Liao 1999), some variation still might
exist. Therefore, the high level of polymorphism detect-
ed among F. pallescens from marginal Somuncura pop-
ulations is outstanding.

Festuca pallescens and F. argentina have distinct
morphological traits that allow their identification
(Catalan and Miiller 2012), but they hold large pheno-
typic variation (Parodi 1953; Nicora 1978; Bertiller et al.
1990; Oliva et al. 1993) that could make them difficult
to distinguish. Besides, distinct ecological features char-
acterize each species. Festuca pallescens forms large
rangelands in Patagonia (e.g. high steppes or grasslands
in meadows), reaching high altitudes (0 to 1,800 m asl;
Catalan and Miiller 2012), while F. argentina is gener-
ally found in patches within several types of steppes
(e.g. shrub-grassy steppes of Mulinum spinosum and
Poa ligularis, or grassy steppes of F. pallescens — Bran
et al. 2000), usually at altitudes between 270 and 700 m
asl (Catalan and Miiller 2012). Therefore, the smaller
population sizes could contribute to a stronger genetic
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drift effect and a higher genetic differentiation in
F argentina. In addition, towards the east of the west-
east oriented transect, F. pallescens populations occur
less frequently due to the decline of meadows, being
found at high altitudes, where moist conditions prevail
(Bertiller et al. 1990; Gaitan et al. 2010). Accordingly,
Somuncura populations formed small grass-steppes in
these drylands, with scattered individuals within the
community that were isolated from other grass steppes.

Phylogenetic relationships and genetic distances in-
dicate that Somuncura populations are closer to the
sympatric species F. argentina than to other Festuca
pallescens populations. However, microsatellites
allowed a clear distinction from each of the two species
as well as between the two populations. Moreover, a
considerable degree of admixture was detected in one of
the populations, suggesting hybridization (Fig. 4). In
addition, morphoanatomical results showed some inter-
mediate traits in the populations of Somuncura together
with characters that resemble one of each of the two
sympatric species. Furthermore, F. pallescens popula-
tions from North Patagonia are genetically uniform
since a single identical ITS sequence was observed in
all samples. On the other hand, Somuncura population
are highly variable, showing six ITS sequences among
10 individuals. We also detected a high level of poly-
morphism in F. argentina: Each of the four sampled
individuals had a different sequence and we did not find
shared chloroplast haplotypes between F. pallescens and
Somuncura.

In view of the level of differentiation detected in the
populations of Somuncura, we might propose three
possible alternatives: (a) Somuncura populations are in
fact F. argentina, (b) they are an ecotype of F. argentina,
or (c) they are hybrids between F. pallescens and
F argentina and might be in the process of speciation.
Supporting our first hypothesis is the close genetic
relationship: all the phylogenetic analyses clustered
Somuncura together with F. argentina or constituting a
polytomy. In addition, the PCoA based on microsatellite
data grouped population 12 very closely to F. argentina
and individuals of Somuncura shared several
morphoanatomical traits with F. argentina. However,
not all the morphoanatomical traits were similar (in fact
some resulted intermediate with F. pallescens), and we
found four haplotypes and a large genetic variation in
the nuclear marker among Somuncura individuals. An
outstanding difference is the morphology of the lemma:
Festuca argentina differs from other species of the
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genus because of its muticous lemmas (Dubcovsky and
Martinez 1988; Catalan and Miiller 2012), and
Somuncura lemmas had a diminutive awn at lemma
apex. This led us to propose our second hypothesis that
Somuncura could actually be an ecotype of F. argentina,
genetically differentiated and morphologically similar to
F. pallescens. Supporting this alternative hypothesis is
the consistent clustering obtained with STRUCTURE,
PCoA and Neighbour Joining using the microsatellite
loci (Fig. 4) that clearly separated Somuncura popula-
tions. Geographically isolated areas lacking competitors
could promote the production of adaptive radiations
(Simpson 1953, Straud and Losos 2016). In fact, the
biogeographic isolation of Somuncura plateau promoted
the evolution of different taxa (Ledn et al. 1998; Chebez
2005; Andrade and Monjeau 2014). Therefore,
Somuncura populations might be a novel ecotype of
F argentina developed in this isolated environment. In
order to radiate, a clade should develop ‘key innova-
tions’ (Straud and Losos 2016) that provide the ability to
adapt taking advantage of the available resources. As an
example, Somuncura populations presented some
morphoanatomical traits, such as pulvinus at the base
of the lamina and a higher proportion of sclerenchyma
under abaxial epidermis than F. argentina. Sclerenchy-
ma is a specialized tissue that provides strength and
support to leaves, especially in arid conditions with
periods of strong water deficit that produce loss of cell
turgence, such as the dry, windy environments of
Somuncura.

Finally, the presence of shared polymorphic sites
between Somuncura and F. pallescens, the heterozygous
positions between F. pallescens and F. argentina, the
shared alleles at microsatellite loci and the intermediated
morphoanatomical traits, suggests a possible hybridiza-
tion process. The closeness of Somuncura populations
to F. argentina could be due to a long-lasting
backcrossing towards this species. Somuncura popula-
tions occur in steppes at 900-1,100 m asl where
F. pallescens is abundant (Andrade and Monjeau
2014). On the contrary, F. argentina is a dominant
species in shallow soil steppes at lower elevations (e.g.
slopes of the plateau; Leon etal. 1998; D. Bran, personal
communication). Therefore, this difference in altitudinal
zonation among the predominant niches of each species
might currently create a barrier to reproduction, but in
the past their distributions could have overlapped, pro-
moting hybridization and backcrosses between the hy-
brid and F. argentina. In spite of being outcrossing

species, the differences in ploidy levels (F. pallescens
6x; F. argentina 4x — Dubcovsky and Martinez 1991,
1992) might limit their successful reproduction. Inter-
specific hybridization between species with different
ploidy levels is uncommon, but possible and it was
reported in this genus. For example, F. arundinacea
(allohexaploid) is the result of the cross between the
diploid F. pratensis and the allotetraploid F. fenas
(Inda et al. 2014). In addition, the Lolium-Festuca com-
plex, obtained from more distantly related ryegrass and
fescue species, proved to be a useful combination of
traits and resulted in stable and successful commercial
varieties (Thomas and Humphreys 1991). Another ex-
ample is the pentaploid Paspalum durifolium, which
shares intermediate morphological and reproductive
characters with its tetraploid and hexaploid progenitors,
but produces a small amount of seeds, mainly due to
genetic instability after irregular meiotic behaviour
(Quarin and Caponio 1995).

Phylogenetic analyses do not fully support that
FE pallescens and F. argentina would be the parental
species of the putative hybrid, and we cannot discard the
existence of other non-sampled potential parental spe-
cies in Somuncura. Besides, even though F. pallescens
and F. argentina coexists at some locations along their
natural distribution ranges, to the best of our knowledge,
natural hybridization has never been reported. Cytoge-
netic studies are necessary to further evaluating the
possible hybridization and introgression between the
two fescues. Therefore, with the evidence of our data,
we suggest that Somuncura populations could be an
ecotype of F. argentina originated by an ancient hybrid-
ization and subsequent introgression, that generally dif-
fers exomorphologically in its glaucous leaves, lemmas
with short awns and presence of pulvinus in leaf base, in
which characters it is similar to £ pallescens.

Festuca pallescens and Somuncura Populations
within the Festuca sp. phylogeny

The genus Festuca has been studied for a long time
(Torrecilla and Catalan 2002; Torrecilla et al. 2003;
Catalan et al. 2004; Inda et al. 2008; Minaya et al.
2017), but knowledge about phylogenetic relationships
of Patagonian fescues is scarce (Oliva et al. 1993), and
particularly F pallescens was never included in the
published phylogenies. Most studies in Patagonian fes-
cues focused on cytogenetics (Dubcovsky and Martinez
1988, 1991, 1992) and physiology (Bertiller et al. 1990;
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Bertiller and Defossé 1990). Therefore, our results pro-
vide novel information about the genetic relationships of
F. pallescens with the rest of the studied South Ameri-
can fescues.

The state-of-the-art phylogeny of Festuca recog-
nizes 23 clades (Inda et al. 2014). The Patagonian
species F. subantartica and F. purpurascens belong
to America I clade (Inda et al. 2008) as part of the
fine leaved clade (Catalan et al. 2004). Our results
showed that F. pallescens is strongly related to these
two species as they formed a sister clade in the
nuclear Bayesian topology and constituted a
polytomy (i.e. high genetic similarity) in MP topol-
ogy. However, these results are not concordant with
phenetic and cytological studies (Dubcovsky and
Martinez 1988, 1991) which do not relate
F pallescens to F. purpurascens. Moreover, the three
species have different but overlapping distribution
areas: F. subantartica was described in Lago
Argentino, Santa Cruz (Inda et al. 2008),
F. purpurascens is found in the Andes, from
Neuquén to Santa Cruz, and F. pallescens occurs
from Neuquén to Coyle River in Santa Cruz
(Nicora 1978). Increasing sampling of Patagonian
fescues could help to resolve the polytomy.

On the other hand, the Somuncura-F. argentina
clade is closely related to the Asian-American clade,
specially to North-American fescues, and very distant
from currently studied Patagonian and Andean fes-
cues (Inda et al. 2008). Also, Somuncura and
F. argentina formed a polytomy, which could be
due to the genetic similarities between the sequences,
the existence of hybridization that triggers adaptive
radiation (Seehausen 2004) or the lack of concerted
evolution (Bailey et al. 2003). Somuncura and
F. argentina are more closely related to some
North-American fescues (F. subulata, F. dichoclada,
F kingii and F. altaica; Fig. 2). They are also asso-
ciated with F. breviglumis and F. amplissima (both
from Mexico) as well as to F. modesta (an Asian
fescue; Fig. 3). Moreover, F. argentina has been
classified as a broad-leaved fescue (see Inda et al.
2008 and references within). However, Somuncura
and F. argentina were also closed to F. subulata and
F. altaica. These fescues were described as broad-to-
fine-leaved fescues representing a transition between
the two main groups. The broad-leaved trait seems to
be a plesiomorphic character (Catalan et al. 2007)
suggesting either an ancient origin of Festuca
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argentina or a recent species with an ancestral char-
acter. Broad-leaved species undergo multiple radia-
tions from the center of origin that involved differen-
tiation from its ancestors due to climatic changes that
occurred 12 My ago (Inda et al. 2008). Arid and
semi-arid regions of Argentina are susceptible to
climatic fluctuation (Zarate and Tripaldi 2012), and
the environmental constrains in Somuncura plateau
could have promoted the high genetic variation de-
tected within those populations and triggered a spe-
ciation process in the Somuncura-F. argentina clade.
On the other hand, hybridization and
polyploidization events allowed the colonization of
newly arid areas during the glacials and interglacials
periods of the Pleistocene in the South American
hemisphere (Dubcovsky and Martinez 1992; Hewitt
1996). Although, sampling of this work is restricted
to North-Patagonia, it could be possible that
F. pallescens had originated during that geological
period in Patagonia, as it has been proposed for the
polyploid American clades I and II (Inda et al. 2008).

Conclusion

The high genetic variability observed in two popula-
tions within the protected area at Somuncura plateau
might be indicating the existence of evolutionary
processes that could trigger events of speciation in
the Patagonian fescues. In spite of having intermedi-
ate morphoanatomical traits and shared alleles with
F. pallescens, most evidences indicate that
Somuncura populations do not correspond to
F. pallescens. Although more studies are needed to
unravel the phylogenetic relationships among the
Patagonian fescues, Somuncura populations might
be an ancient introgression that lead to a morpholog-
ically and genetically differentiated ecotype of
F. argentina (i.e. a narrow endemism; Kruckeberg
and Rabinowitz 1985). Our results also suggest that
an incipient speciation process within the genus
could be occurring in this isolated biogeographical
island. The correct identification of field specimens is
clearly mandatory for conservation and management
purposes, especially for forage species that are an
invaluable resource in natural rangelands of Patago-
nia. Here we provide a tool to help in the molecular
identification of the key species F. pallescens.
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