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RESUMEN

Las plantas invasoras, ademas de representar una amenaza ambiental y econdmica, son
excelentes modelos para el estudio de la evolucion contemporénea y la prediccion de las
respuestas evolutivas ante el calentamiento global. Los parientes silvestres de un cultivo son un
caso especial de especies invasoras debido a que su presencia puede dificultar el uso de
tecnologias en sus parientes cultivados, la hibridaciéon cultivo-silvestre puede catalizar la
evolucion de poblaciones invasoras y estas pueden ser consideradas una fuente de germoplasma
atil para el mejoramiento. El girasol (Helianthus annuus L.) es una especie nativa de
Norteamérica. H annuus es un grupo taxonémico complejo, integrado por el cultivo,
poblaciones silvestres e hibridos cultivo-silvestre. Esta especie fue introducida y se naturaliz6
fuera de su rango nativo en varias regiones del mundo. Esto hace que el girasol sea un modelo
ideal para estudiar aspectos evolutivos asociados a la domesticacion, la evolucion de
poblaciones invasoras y la hibridacion cultivo-silvestre. En Argentina, el girasol silvestre fue
probablemente introducido como cultivo forrajero y se naturaliz6 y expandi6 por la zona central
del pais, convirtiéndose en una especie invasora no nativa. El objetivo general de esta tesis fue
evaluar la presencia de variabilidad genética para la tolerancia a temperaturas extremas (<0°C y
>40°C) usando un enfoque ecoldgico-evolutivo. Los objetivos especificos fueron: 1) evaluar la
importancia relativa del efecto materno y de la hibridacion sobre caracteres del fruto
(dormicion, peso, tamafio y anatomia del pericarpio) en hibridos cultivo-silvestre; 2) evaluar la
existencia de adaptacion rapida de los caracteres del fruto (dormicion, peso y tamafio) en el
rango no-nativo de girasol; 3) evaluar la divergencia evolutiva entre materiales silvestres y
cultivados para la tolerancia a temperaturas extremas durante estadios vegetativos tempranos; 4)
evaluar diferencias en la tolerancia a estrés por calor durante estadios reproductivos en
materiales silvestres y cultivados de girasol y variaciones geogréaficas de la tolerancia a estrés
dentro del germoplasma silvestre; 5) evaluar la diversidad genética y la estructura poblacional
del girasol silvestre de Argentina y caracterizar los principales procesos genéticos asociados a la
invasion. Como material vegetal se utilizaron poblaciones no-nativas de girasol silvestre en
Argentina, colectadas por el grupo de trabajo junto con poblaciones nativas y no-nativas de
Australia, provistas por el USDA y materiales cultivados, tanto hibridos comerciales de
Argentina como lineas publicas de EEUU. Todas las poblaciones silvestres utilizadas fueron
geo-referenciadas y su ambiente local se caracterizd usando una base de datos climéaticos
publica. La evaluacion de adaptacion local y/o evolucién rapida se realiz6 mediante técnicas
estadisticas utilizadas en biogeografia. Se observo una gran divergencia entre biotipos silvestres
y cultivados, de manera esperada para caracteres del fruto que fueron objetivo de la
domesticacidn, tales como la dormicidon y el tamafio de los frutos, pero también en caracteres

que probablemente no fueron, al menos de manera consciente, seleccionados durante la
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domesticacion, tales como la tolerancia a temperaturas extremas. Dentro del germoplasma
silvestre se observé divergencia entre poblaciones del rango nativo, explicadas por diferencias
en su ambiente local, en dormicion y tolerancia a estrés por calor. Se encontraron grandes
diferencias entre poblaciones nativas e invasoras que no pudieron ser explicadas totalmente por
diferencias en las condiciones climaticas entre ambientes. Finalmente, se encontré que las
poblaciones argentinas retuvieron la mayor parte de la variabilidad genética presente en el rango
nativo, lo que ayuda a explicar la diversidad observada en caracteres adaptativos como la

dormicién y de interés agrondmico como la tolerancia a temperaturas extremas.



ABSTRACT

Invasive plants represent a major environmental and economic threat, but they are also valuable
models to study contemporary evolution and to predict evolutionary responses to global change.
Crop wild relatives are a special case of invasive species because their presence can limit the
use of technology in their crop relatives, crop-wild hybridization may catalyze the evolution of
invasiveness and invasive populations can be considered useful germplasm sources for the
purposes of breeding. Sunflower (Helianthus annuus L.) is native to North America. H. annuus
is a complex taxonomic group, formed by domesticated sunflower, wild populations and crop-
wild hybrids. Wild sunflower was introduced and naturalized out of their native range in several
regions worldwide. This make sunflower an ideal model system to study the evolutionary
aspects associated to domestication, evolution of invasiveness and crop-wild hybridization. In
Argentina, wild sunflower was probably introduced as an experimental forage crop and since
then it has spread over the central region, being currently considered a non-native, invasive
species. The main objective of this thesis was to evaluate the presence of genetic variability in
the tolerance to extreme temperatures (<0°C y >40°C) by using an ecological-evolutionary
approach. The specific objectives were to: 1) evaluate the relative importance of maternal and
hybridization effects on seed traits (dormancy, weight, size and pericarp anatomy) in crop-wild
sunflower hybrids; 2) evaluate the existence of rapid adaptation of seed traits (dormancy, weight
and size) in the non-native range; 3) evaluate the evolutionary divergence in the tolerance to
extreme temepratures during early vegetative phases; 4) evaluate differences in heat stress
tolerance during reproductive phases between cultivated and wild sunflower and to explore
geographic variations in heat stress tolerance within the wild germplasm; and 5) evaluate the
genetic diversity and population structure of wild Argentinean sunflower and to characterize the
genetic processes associated with the invasion by using molecular tools. Wild germplasm
consisted of wild populations from Argentina and Australia (invasive range), and North
America (native range). Wild populations from Argentina were collected by our research group
while populations from Australia and North America were provided by the USDA. Cultivated
germplasm consisted of commercial hybrids currently grown in Argentina and public inbred
lines from USA. Geographic coordinates of every wild populations were used to characterize
their local environment by using a public climatic database. Biogeographic tools were used for
evaluating local adaptation and/or rapid evolution. Mainly, we found high divergence between
wild and cultivated sunflower in fruit traits that were target of domestication (e.g. dormancy and
size) but also in non-target traits during domestication (at least not consciously selected for) as
tolerance to extreme temperatures. Within wild sunflower, we observed divergence among
native populations for both adaptive traits (as seed dormancy) and agronomic traits (as heat

tolerance), which were explained by differences in their local environment. In addition, we



observed genetic differences between native and invasive populations, which could not be fully
attributed to differences in climatic conditions between ranges. Finally, we found that wild
sunflower from Argentina has retained most of the genetic variation observed in the native
range, which helps explaining the wide diversity observed in both adaptive and agronomic

traits.
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INTRODUCCION GENERAL

Las plantas invasoras representan una gran amenaza ambiental y econdmica, degradando la
biodiversidad nativa (Pimentel et al. 2005), disminuyendo la produccién de cultivos y pasturas
(cuando actian como malezas agricolas) (Ellstrand et al. 2010; Casquero et al. 2013) y
limitando el uso de tecnologias en sus parientes cultivados, debido al flujo génico (Presotto et
al. 2011; Mandel et al. 2016; Pandolfo et al. 2018). Ademas, las poblaciones invasoras
representan un excelente modelo para estudiar la evolucion en escalas de tiempo
contemporaneas, la rapida adaptacion local (Colautti y Barrett 2013; Turner et al. 2013; Colautti
y Lau 2015) y para predecir respuestas evolutivas al calentamiento global (Moran y Alexander
2014). Las especies emparentadas con los cultivos representan un caso especial de especies
invasoras debido a que el flujo génico entre dos taxones divergentes (cultivo y silvestre) puede
influir en la adaptacion y expansion a nuevos ambientes. Ademas, debido al fuerte cuello de
botella asociado a la domesticacidn de los cultivos, los parientes silvestres representan la reserva
natural mas importante de variabilidad genética para el mejoramiento actual y futuro de las

especies cultivadas (Hajjar y Hodgkin 2007; Dempewolf et al. 2017; Prohens et al. 2017).

Ademas de su mayor variabilidad genética, las poblaciones silvestres presentan adaptacion
local. La adaptacion local puede ser definida como un proceso en el cual la seleccion natural
favorece caracteres/alelos que maximizan la aptitud bioldgica en un determinado ambiente (y no
necesariamente en otros) de los individuos que los portan (Kronholm et al. 2012; Wolfe y
Tonsor 2014). En las especies de amplia distribucion se espera que aln en presencia de flujo
génico entre poblaciones, estas presenten diferencias en los caracteres/frecuencias alélicas que
le confieren una ventaja en su ambiente local (Montesinos-Navarro et al. 2011). Por ejemplo, en
especies distribuidas a lo largo de un gradiente latitudinal se espera que las poblaciones de altas
latitudes presenten caracteres adaptativos que permitan la supervivencia al frio mientras que
poblaciones de bajas latitudes puedan prescindir de la tolerancia al frio y necesiten adaptarse a
las altas temperaturas, la mayor competencia y/o el estrés hidrico (Koehler et al. 2012). La
variacion gradual de uno o mas caracteres a lo largo de su distribucion geografica, es
denominada cline o variacién clinal (Huxley 1938) y sugiere que sobre esos caracteres esta
actuando la seleccion natural. La divergencia de poblaciones o especies relacionadas debido a la
adaptacion local es un proceso comprobado que motivé la formulacion de la teoria de la
evolucion de Charles Darwin. Sin embargo, la adaptacion local a través de cambios evolutivos
en escalas de tiempo ecoldgicas (p. ej. 15-150 afios; evolucién rapida) fue ampliamente
ignorada en estudios ecoldgicos y actualmente se considera fundamental en la adaptacion de las
especies invasoras a los nuevos ambientes (Xu et al. 2010; Colautti y Barrett 2013; Colautti y
Lau 2015).
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Durante la domesticacion, la seleccion consciente e inconsciente de los primeros agricultores
cambid el fenotipo de las plantas cultivadas respecto de sus antecesores silvestres (Hancock
2012; Meyer y Purugganan 2013). Los caracteres tipicos de la domesticacion incluyen frutos
grandes sin dormicién, retencién de frutos, crecimiento temprano rapido y altos indices de
cosecha (Mercer et al. 2007; Hancock 2012; Presotto et al. 2012). El incremento en la
utilizacién de recursos para crecimiento en los cultivos posiblemente redujo la cantidad de
recursos destinados a la tolerancia del estrés bidtico (Agrawal et al. 2015) y abiotico (Koziol et
al. 2012). La compensacidn entre el crecimiento y la tolerancia a estrés se ha sugerido como un
factor clave en la distribucion de especies silvestres (Koehler et al. 2012; Oakley et al. 2014;
Wos y Willi 2015) y en la evolucidn del cultivo y de biotipos maleza de girasol (Mayrose et al.
2011; Koziol et al. 2012; Presotto et al. 2017).

El girasol (Helianthus annuus L.) es una especie nativa de Norteamérica, de amplia
distribucion, domesticada hace aproximadamente 4000 afios en la actual region centro-este de
Estados Unidos. H annuus es un grupo taxondmico complejo, integrado por la especie cultivada
(H. annuus var. macrocarpus), biotipos ruderales (asociados principalmente a ambientes no
agricolas) y agrestales (malezas) e hibridos cultivo-silvestre, los cuales pueden actuar como
malezas. Ademas, esta especie fue introducida y se naturalizé fuera de su rango nativo en el sur
de Europa (Muller et al. 2011), el sur de Australia (Seiler et al. 2007) y la regién central de
Argentina (Cantamutto et al. 2008, 2010a; Poverene et al. 2008). Esto hace que el girasol sea un
modelo ideal para estudiar aspectos evolutivos asociados a la domesticacién, la evolucién de
poblaciones invasoras y malezas y la hibridaciéon cultivo-silvestre. El girasol cultivado es
actualmente uno de los cultivos oleaginosos mas importantes del mundo y en algunos paises (p.
ej. EEUU, Argentina, Australia, Francia, Espafia y Serbia) su zona de produccién se solapa con
el area de distribucion de especies silvestres emparentadas. En la mayor parte de estos lugares la
hibridacion espontanea entre el girasol cultivado y silvestre ha sido bien documentada. En
Argentina, el girasol silvestre fue probablemente introducido como cultivo forrajero
experimental hace aproximadamente 70 afios, a partir del cual se naturaliz6 y se expandié por la
zona central del pais, convirtiéndose en una especie invasora no nativa (Poverene et al. 2008;
Cantamutto et al. 2010a, b; Presotto et al. 2011). Sin embargo, los procesos genéticos asociados
a la invasion del girasol en Argentina (efecto fundador, fuente de introduccién, introducciones

mdaltiples) atn no han sido explorados.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Obijetivo general

El objetivo de esta tesis fue evaluar la variacion natural de la tolerancia a temperaturas extremas

en girasol silvestre y cultivado, utilizando un enfoque ecoldgico-evolutivo.

Objetivos especificos

Hipdtesis 1: El efecto materno influye sobre los caracteres del fruto, especialmente en el
comportamieto de los hibridos entre taxones altamenente divergentes, como los materiales

silvestres y cultivados.

Objetivo 1: Evaluar la importancia relativa del efecto materno y de la hibridacion sobre

caracteres del fruto en hibridos cultivo-silvestre.

Hipotesis 2: Los caracteres del fruto son importantes en la adaptacion local en el rango nativo,
lo que da como resultado variaciones clinales. La adaptacion rapida de las poblaciones no-
nativas puede detectarse a traveés de cambios genéticos en estos caracteres en respuesta a la

introduccidn en nuevos ambientes.

Objetivo 2: Evaluar la existencia de adaptacién rapida de los caracteres del fruto en el rango
no-nativo de girasol comparando los caracteres del fruto y las condiciones ambientales de

poblaciones del rango nativo y no-nativo.

Hipotesis 3: Debido a la fuerte presion de seleccion por mayor crecimiento en condiciones
artificialmente benignas durante la domesticacion, los materiales cultivados presentan mayor

crecimiento en ausencia de estrés y menor tolerancia a estrés, como las temperaturas extremas.

Objetivo 3: Evaluar la divergencia evolutiva entre materiales silvestres y cultivados para la

tolerancia a temperaturas extremas durante estadios vegetativos tempranos.

Hipotesis 4: Debido a la adaptacion local, los materiales silvestres son mas tolerantes al estrés
por calor durante estadios reproductivos que los materiales cultivados. Los materiales silvestres
presentan una variacion clinal en la tolerancia a estrés por calor, a mayores temperaturas en el

ambiente local, mayor tolerancia y viceversa.

Objetivo 4: Evaluar diferencias en la tolerancia a estrés por calor durante estadios
reproductivos en materiales silvestres y cultivados de girasol y variaciones geograficas de la

tolerancia a estrés dentro del germoplasma silvestre.
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Hipdtesis 5: La diversidad genética de las poblaciones no-nativas es menor respecto de las
nativas debido a los cuellos de botella demograficos durante la introduccion y expansion en el
rango no-nativo. Las poblaciones no-nativas presentaran menor estructura poblacional que las

nativas por los menores tiempos de divergencia.

Objetivo 5: Evaluar la diversidad genética y la estructura poblacional del girasol silvestre de

Argentina y caracterizar los principales procesos asociados a la invasion.
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CAPITULO 1

El rol de la domesticacion y el efecto materno en caracteres
morfologicos/anatomicos y en la dormicion de frutos de hibridos

cultivo-silvestre de girasol

INTRODUCCION

La hibridacion, seguida por la introgresion de alelos entre las especies cultivadas y sus parientes
silvestres tiene implicancias en la dindmica de las poblaciones naturales como la reduccién de
su variabilidad genética y el incremento en la capacidad invasora tanto de ambientes naturales
como cultivados (Ellstrand et al. 1999; Mercer et al. 2014). Ademas, la hibridacion entre
especies cultivadas y silvestres puede promover el surgimiento de poblaciones ferales, las cuales
constituyen poblaciones estables de malezas con origen cultivado (Warwick y Stewart, 2005;
Bagavathiannan y Van Acker, 2008; Ellstrand et al. 2010). En este capitulo, definimos malezas
como aquellas poblaciones que interfieren en los sistemas agricolas, compitiendo con los
cultivos por recursos, mientras que las poblaciones silvestres son aquellas que crecen y se
reproducen fuera de los ambientes agricolas, sean nativas o no (Ellstrand et al. 1999, 2010). La
hibridacion ocurre cuando plantas cultivadas y silvestres en estado reproductivo coinciden
espacial y temporalmente y en el caso de especies polinizadas por insectos, comparten
polinizadores (Ellstrand et al. 1999). La hibridacion natural entre cultivos y sus parientes
silvestres ha sido documentada en la mayoria de las especies cultivadas y en varios casos con

implicancias en la evolucién de malezas (revisado en Ellstrand et al. 1999, 2013).

Durante el proceso de domesticacion, tanto la seleccion directa por los primeros agricultores
como la seleccion indirecta como resultado de las practicas agricolas (p. ej. mayor
disponibilidad de agua, nutrientes, menor presion de plagas) cambiaron el fenotipo de los
cultivos respecto de sus antecesores silvestres (sindrome de domesticacién; Hancock 2012;
Meyer y Purugganan 2013). Tales cambios fueron generalmente producto de una fuerte
seleccion sobre un pequefio nimero de loci de caracteres cuantitativos (QTL), cada uno con
grandes efectos sobre el fenotipo (Hancock 2012; Meyer y Purugganan 2013). El girasol
domesticado presenta el tipico sindrome de domesticacion, esto es, frutos grandes con baja
dormicion, crecimiento determinado, inflorescencia mono-cefalica, retencién de frutos en la
planta madre y un incremento tanto en la particion de biomasa a estructuras reproductivas como
en el rendimiento de los frutos por planta (Purugganan y Fuller 2009; Presotto et al. 2011;

Meyer y Purugganan 2013). Sin embargo, anlisis genéticos en girasol han demostrado que un
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gran numero de QTL de efecto menor controlan estos caracteres (Burke et al. 2002; Wills y
Burke 2007)

Los hibridos cultivo-silvestre de primera generacién (F1) presentan comunmente valores
intermedios para la mayoria de los caracteres en los cuales sus padres difieren (Mercer et al.
2007; Presotto et al. 2011). Sin embargo, algunos caracteres de las poblaciones hibridas como
los caracteres asociados a los frutos/semillas, dependen fuertemente del parental materno
(Roach 1987; Snow et al. 1998; Weiss et al. 2013; Alexander et al. 2014; Mercer et al. 2014;
Presotto et al. 2014; Pace et al. 2015). El parental materno afecta los caracteres del fruto a
través de los tejidos que rodean al embrion en desarrollo, principalmente el pericarpio (Roach
1987). Estos tejidos comienzan su desarrollo independientemente de la fertilizacion y pueden
tener una gran influencia sobre el tamafio y morfologia de los frutos, y sobre caracteres

funcionales como la dormicion y germinacion de las semillas.

La dormicidn de las semillas puede ser definida como una propiedad innata de los mismos que
impide la germinacién bajo ciertas condiciones ambientales, las cuales en ausencia de
dormicion son favorables para la germinacién (Finch-Savage y Leubner-Metzger 2006).
Mientras que los requerimientos para la germinacion (principalmente temperatura y humedad)
impiden la germinacion en ambientes desfavorables, la dormicion es un fenébmeno mucho méas
complejo que impide la germinacién en ambientes solo efimeramente favorables (Willis et al.
2014). Por esto, la dormicidn juega un rol ecoldgico fundamental, contribuyendo a la formacion
de un banco de semillas persistente, necesario para la dispersion en el tiempo, la supervivencia
en condiciones desfavorables y el establecimiento de poblaciones naturales (Alexander y Schrag
2003; Montesinos-Navarro et al. 2012). Ademas, por ser los primeros caracteres del ciclo de
vida, la dormicién y la germinacion pueden ser fuertemente seleccionados durante la
colonizacién de nuevos ambientes, condicionando la seleccion de otros caracteres expresados
mas tarde en el ciclo de vida (Huang et al. 2010; Chiang et al. 2013; Willis et al. 2014). En
especies cultivadas, la seleccién por una rapida y uniforme germinacién ha disminuido la
dormicion, el grosor de las cubiertas seminales y ha incrementado el tamafio de las semillas
(Hancock 2012). Al igual que otros caracteres asociados a la domesticacion en girasol, la
dormicion de los frutos es controlada por varios QTL de efecto menor (Burke et al. 2002;
Gandbhi et al. 2005; Wills y Burke 2007). En este sentido, un andlisis de la estructura genética de
la dormicion encontré 43 QTL asociados a la dormicion, en seis grupos de ligamiento (Brunick

2007) exhibiendo la alta complejidad de la dormicién en girasol.

El girasol cultivado fue domesticado aproximadamente hace 4000 afios a partir del girasol
silvestre (Helianthus annuus L.) en el actual centro-este de EEUU (Harter et al. 2004; Blackman
et al. 2011). H. annuus es un grupo taxonémico complejo, integrado por la especie cultivada (H.

annuus var. macrocarpus), biotipos ruderales (asociados principalmente a ambientes no
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agricolas) y agrestales (malezas) e hibridos cultivo-silvestre, los cuales pueden actuar como
malezas. Esto hace que el girasol sea un sistema modelo ideal para estudiar aspectos evolutivos
asociados a la domesticacion, a la evolucién de malezas y a la hibridacién cultivo-silvestre. El
girasol cultivado es actualmente uno de los cultivos oleaginosos mas importantes del mundo y
en algunos paises (e.g. EEUU, Argentina, Australia, Francia, Espafia y Serbia) su zona de
produccién se solapa con el area de distribucion de especies silvestres emparentadas. En la
mayor parte de estos lugares la hibridacion espontanea entre el girasol cultivado y silvestre ha
sido bien documentada (Snow et al. 1998; Ureta et al. 2008a, b; Muller et al. 2011). De las
especies de girasol silvestre, H. annuus es la de mayor area de distribucion. En Argentina, esta
especie fue probablemente introducida como cultivo forrajero experimental hace
aproximadamente 70 afios, a partir del cual se naturalizé y se expandi6 por la zona central del
pais, convirtiéndose en una especie invasora no nativa (Poverene et al. 2008; Cantamutto et al.
2010a, b; Presotto et al. 2011).

El girasol presenta dormicion fisioldgica leve (DF; Oracz et al. 2007). Los frutos con DF son
permeables al agua y tienen mecanismos de inhibicion en el embrion, los cuales impiden la
emergencia de la radicula (Baskin y Baskin 2004). Los embriones extraidos de frutos con DF
producen plantulas normales y este tipo de dormicidon puede ser removida o aliviada con
tratamientos con &cido giberélico, escarificando los frutos, almacenando los frutos bajo
condiciones de baja humedad y estratificando las semillas (Baskin y Baskin 2004; Finch-Savage
y Leubner-Metzger 2006; Presotto et al. 2014). Ademas, las cubiertas seminales pueden
prevenir la germinacion restringiendo el intercambio de agua y oxigeno con el ambiente,
aportando inhibidores de la germinacién y/o impidiendo fisicamente la emergencia de la
radicula (Baskin y Baskin 2004)

A pesar de la importancia de los caracteres del fruto en la colonizacion de nuevos ambientes,
poca importancia se le ha dado al rol ecoldgico del efecto materno sobre los caracteres del fruto
en hibridos cultivo-silvestre. Un fuerte efecto materno sobre la dormicion, junto con mas sutiles
y variables efectos paternos han sido recientemente reportados en hibridos cultivo-silvestre de
girasol (Weiss et al. 2013; Alexander et al. 2014; Presotto et al. 2014; Pace et al. 2015). Sin
embargo, la mayoria de estos estudios han focalizado en la hibridacién en un sentido (cultivo a
silvestre) y pocas exploraron caracteres anatdmicos y/o morfolégicos del fruto posiblemente

involucrados en las diferencias en dormicion.

En este capitulo, se investigo la dindmica de la dormicién de frutos y se exploraron caracteres
anatémicos y morfoldgicos del fruto, posiblemente involucrados en la dormicion de los mismos,
usando cruzamientos reciprocos de girasol silvestre y cultivado. Los objetivos especificos
fueron: 1) Cuantificar el efecto materno y de hibridacién sobre la dormicion del fruto en

diferentes momentos después de cosecha; 2) Explorar diferencias anatémicas y morfolégicas
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entre los hibridos cultivo-silvestre y sus parentales y 3) Detectar caracteres anatémicos y

morfologicos de los frutos que regulan su dormicion.

MATERIALES Y METODOS

Germoplasma

Se utilizaron cruzamientos reciprocos de materiales silvestres y cultivados de girasol. Las
poblaciones silvestres fueron colectadas en la region central de Argentina (Cantamutto et al.
2010a): Diamante (DIA; S 32°03" W 60°38") y Colonia Bardn (BAR; S 36°10° W 63°53") las
cuales fueron seleccionadas para este estudio por tener niveles de dormicion contrastante
(Presotto et al. 2014). Los materiales cultivados utilizados fueron: Cacique CL (CAC; Criadero
El Cencerro) y Paraiso 104CL (PAR; Nidera Semillas). Para minimizar los efectos del ambiente
materno todos los frutos fueron producidos en jardin comdn en el Departamento de Agronomia,
Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca, Argentina (S 38°41°38”, W 62 °14'53”) en la
campafia 2012/2013. Una parcela de al menos 30 plantas por biotipo fue asignada
aleatoriamente dentro del campo experimental. Cada parcela consistié en dos surcos de 5m de
largo y plantas espaciadas a 1my 0,3m (entre y dentro del surco, respectivamente) logrando una
poblacion de 3,3 plantas m2. Para la implantacion, la dormicion de los frutos silvestres se redujo
por estratificacion, incubando los frutos en una cdmara de crecimiento a 5°C durante una
semana (ISTA 2004). Frutos pregerminados de las poblaciones silvestres fueron sembrados en
bandejas plasticas de 200 celdas de 28x54cm (50cc por celda) y mantenida en invernadero por
30 dias a 20-25°C. Los cultivares fueron sembrados manualmente en el jardin comdn y en V4-
V6 (Schneiter y Miller 1981) se ajusté la densidad a 3,3 plantas por m? mediante raleo manual.
La siembra/transplante se realizé el 5 de noviembre. Los experimentos fueron regados por goteo
diariamente durante todo el ciclo y fertilizados con 80kg ha* de fosfato diaménico antes de la

siembra y 100kg ha* de urea en V4-V6 para lograr un crecimiento éptimo.

Se realizaron todos los cruzamientos reciprocos excepto el cruzamiento entre materiales
cultivados. Por lo tanto, 14 cruzamientos (de aqui en adelante biotipos) fueron utilizados y
caracterizados de acuerdo a su parental materno y paterno y agrupados en cuatro categorias (tipo
de cruzamiento; Tabla 1.1): silvestre, silvestre-cultivo (silvestre como parental materno),
cultivo-silvestre (cultivo como parental materno) y cultivo. Los frutos de todos los biotipos
fueron producidos bajo una polinizacién controlada de los capitulos de 20-30 plantas cubiertas
con bolsas de papel en el estado R3-R4 (Schneiter y Miller 1981). Durante la floracion, los
capitulos fueron emasculados por la mafana y polinizados a la tarde con polen fresco del
parental paterno correspondiente. Los frutos de los materiales cultivados fueron producidos por

autopolinizacion, cubriendo los capitulos, previo a la floracion, con bolsas de papel. Los frutos
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de todos los biotipos fueron cosechados simultdneamente aproximadamente 30 dias después de
madurez fisiologica (R9; Schneiter y Miller 1981) para permitir el secado en la planta madre.
Los biotipos silvestres presentan una floracion escalonada con una duracién de 100 a 170 dias,
por lo tanto, para que la produccion de frutos ocurra en el mismo momento los estados
fenoldgicos de referencia para realizar los cruzamientos y cosechar los capitulos fueron tomados
del cultivo. Esto es, en R4 del cultivo se taparon capitulos de todos los biotipos de manera

simultanea y se realizaron todos los cruzamientos.

Tabla 1.1. Parentales maternos y paternos usados en los cuatro tipos de cruzamiento. BAR:
Colonia Barén; CAC: Cacique CL; DIA: Diamante; PAR: Paraiso 104 CL. BAR y DIA son
poblaciones silvestres de Argentina elegidas por su nivel contrastante de dormicion (BAR con
alta dormicién y DIA con baja dormicion; Presotto et al. 2014) mientras que CAC y PAR son
materiales cultivados elegidos de manera aleatoria.

Biotipo Tipo de cruzamiento Materno Paterno
BAR silvestre BAR BAR
BAR x DIA silvestre BAR DIA
DIA silvestre DIA DIA
DIA x BAR silvestre DIA BAR
BAR x CAC silvestre-cultivo BAR CAC
BAR x PAR silvestre-cultivo BAR PAR
DIA x CAC silvestre-cultivo DIA CAC
DIA x PAR silvestre-cultivo DIA PAR
CAC x BAR cultivo-silvestre CAC BAR
CAC xDIA cultivo-silvestre CAC DIA
PAR x BAR cultivo-silvestre PAR BAR
PAR x DIA cultivo-silvestre PAR DIA
CAC cultivo CAC CAC
PAR cultivo PAR PAR

23



Experimentos de geminacion

Los experimentos de germinacion se llevaron a cabo bajo un disefio completamente aleatorizado
en diferentes momentos: inmediatamente (T1); a las dos semanas (T2); a los 6 meses (T3); y 18
meses (T4) después de la cosecha. Entre momentos, los frutos fueron almacenados en bolsas
trilaminadas de aluminio para protegerlos de la luz y la humedad. Después de T2, los frutos
fueron almacenados en una camara de crecimiento a 5°C constantes durante seis meses (frutos
usados en T3). Después de T3, los frutos fueron almacenados a temperatura ambiente durante
12 meses (T4). En cada uno de los momentos, los frutos fueron puestos en bandejas cerradas,
con base de papel y humedecidas con agua destilada a temperatura constante de 20°C y
fotoperiodo neutro (12 horas de luz/oscuridad). Los frutos germinados de cada repeticién fueron
contados periédicamente (cada 2-3 dias) durante 16 dias. La temperatura de incubacion fue
elegida de acuerdo a un estudio previo donde el efecto de la hibridacién sobre la germinacion
fue evaluado en diferentes momentos a temperaturas en el rango de 5°C a 30°C (Presotto et al.
2014). En dicho estudio, el efecto de la hibridacion fue detectado solo a 20°C y 25°C. Ademas,
sobre el final del presente capitulo, evaluamos el efecto de la temperatura de incubacién sobre la
germinacion de frutos almacenados durante tres afios. Para esto, se utilizaron tres temperaturas
de incubacion (10°C, 20°C y 30°C), con fotoperiodo neutro. Para cada experimento, la
proporcion de frutos germinados fue calculada como la relacion entre los frutos germinados al
final del experimento (dia 16) y el nimero total de frutos viables. La viabilidad de los frutos se
evalud usando un test de tetrazolio sobre los frutos no germinados para cada repeticion al final
de cada experimento (ISTA 2004).

Experimentos sobre la morfologia y anatomia del fruto

Luego de 18 meses desde la cosecha, diez frutos, elegidos aleatoriamente, de cada uno de los 14
biotipos se utilizaron para determinar el tamafio y la forma de los frutos. Fueron registrados el
largo y el ancho y se calcul6 la relacion largo/ancho tomando cada uno de los 10 frutos como
réplica. EI ancho se midi6 en el tercio basal del fruto. Ademas, fue registrado el peso de los
frutos para cada uno de los 14 biotipos pesando cinco muestras independientes de 50 frutos cada
una. Para evaluar las caracteristicas anatomicas del pericarpio del fruto (posiblemente
involucrado en la dormicion), se realizaron cortes transversales de los pericarpios de dos
poblaciones silvestres (DIA y BAR), un material cultivado (PAR) y sus cruzamientos reciprocos
y los mismos fueron observados con un microscopio electronico de barrido. Los cortes
transversales fueron obtenidos cortando manualmente el fruto a la mitad bajo un microscopio
Optico. Los frutos fueron previamente embebidos para ablandar los pericarpios (12 h'y 3 h para
frutos provenientes de plantas silvestres y cultivadas, respectivamente). Los cortes fueron
fijados siguiendo a Croce y Parodi (2013). Una vez hechos los cortes, estos fueron

inmediatamente fijados en gluteraldehido-agua al 2.5% en buffer a 5°C durante 2 h para ser
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deshidratados usando una serie gradual de acetona hasta el 80%. Las muestras finalmente fueron
secadas hasta el punto critico durante 1 h, cubiertas con oro y observadas con un microscopio
electronico de barrido Jeol 35 CF. Ademas, la seccion transversal de los pericarpios de una
poblacién silvestre (BAR), un material cultivado (PAR) y sus cruzamientos reciprocos fueron
observados bajo un microscopio Optico. Para esto, se siguid el protocolo de Andrade et al.
(2015). Se fijaron frutos enteros en solucién FAA (formaldehido, alcohol etilico, acido acético),
embebidos en parafina y procesados usando técnicas convencionales para el corte (10 Im) y
tefiido (safranina-fast green). Todos los cortes fueron montados en glicerol-agua (1:1). Los
cortes bajo el microscopio fueron fotografiados usando una camara Nikon Coolpix 4500 y un

micrometro ocular.

Anélisis estadistico

Para el andlisis de la varianza se utilizaron modelos mixtos lineales generalizados (GLMM)
usando PROC GLIMMIX (SAS University edition; SAS Institute Inc., Cary, NC). Los GLMM
fueron elegidos debido a que son la herramienta recomendada para analizar datos sin
distribucion normal y con efectos aleatorios (Bolker et al. 2009). Debido a la natural
distribucion no-normal de las proporciones, todos los modelos fueron ajustados usando la
distribucion Beta en lugar de la normal (Bolker et al. 2009; Montesinos-Navarro et al. 2012). La
significancia de los efectos fijos fue evaluada usando la estimacion pseudo verosimilitud Quasi-
Newton y reportada con sus valores F y P. Por otro lado, la significancia de los efectos
aleatorios fue evaluada removiendo de a uno cada factor aleatorio y comparando la pseudo
verosimilitud del residual con test 2 (Bolker et al. 2009; Montesinos-Navarro et al. 2012)
usando la opcion COVTEST GLM (SAS University edition; SAS Institute Inc., Cary, NC).
Cuando el efecto fijo principal fue significativo, las medias minimas cuadradas fueron
comparadas usando contrastes ortogonales. Todas las medias en el texto son reportadas con su

error estandar.

Efecto materno sobre la germinacién de los frutos: Fue realizado un GLMM para cada uno de
los momentos (T1-T4). Los efectos de parental materno, paterno y la interaccion parental
materno*paterno fueron considerados fijos. El efecto post-maduracion fue calculado como la
diferencia en germinacion entre T2 y T1. El efecto materno fue calculado usando la relacion de
los efectos parental materno y paterno del GLMM (Frmatemo/Fpatermo), Valores cercanos a uno
indican ausencia de efecto materno (ambos parentales contribuyen igual) mientras que mayor es

la relacion, mayor es el efecto materno.

Efecto del tipo de cruzamiento sobre los caracteres del fruto: Debido a la mayor importancia
del tipo de cruzamiento respecto a las combinaciones individuales, los biotipos fueron
agrupados en cuatro tipos de cruzamiento: silvestre, silvestre-cultivo, cultivo-silvestre y cultivo

(Tabla 1.1). Para evaluar germinacion, los cuatro momentos fueron analizados de manera
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conjunta. En el GLMM, el efecto tipo de cruzamiento fue considerado fijo mientras que el
biotipo anidado dentro de cada tipo, el momento (T1-T4) y la interaccion entre tipo de
cruzamiento y el tiempo fueron considerados aleatorios. La interaccién fue desglosada usando
contrastes ortogonales. Ademas, se evaluo el efecto del tipo de cruzamiento sobre la respuesta a
la post-maduracién. El tipo de cruzamiento fue considerado fijo y el efecto biotipo anidado
dentro de tipo de cruzamiento fue considerado aleatorio. De manera similar, para evaluar si la
hibridacion afect6 los caracteres del fruto, el tipo de cruzamiento (incluyendo solo los silvestres
y silvestre-cultivo) fue incluido como fijo y los efectos biotipo anidado dentro de tipo, tiempo y

la interaccion tipo de cruzamiento por tipo fueron considerados aleatorios.

Efecto materno sobre los caracteres morfoldgicos del fruto: Para evaluar el efecto materno
sobre la morfologia de los frutos se realizé un analisis multivariado de la varianza (MANOVA)
con los cuatro caracteres del fruto (largo, ancho, largo/ancho y peso de los frutos). Los efectos
del parental materno, paterno y su interaccion fueron considerados fijos. El test Lambda de
Wilks fue utilizado para evaluar la significancia de los efectos fijos. Cuando uno de los efectos
fue significativo en el MANOVA, se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA)
usando una matriz de correlacion para producir componentes principales (PCs) que explicaran la
variacion multivariada de la morfologia del fruto. Ademas, para evaluar la relaciéon entre la
morfologia y la germinacion de los frutos realizamos un PCA usando los seis caracteres de la
germinacion: germinacion en cada uno de los cuatro momentos, respuesta a la post-maduracion
y dormicién secundaria. Los PCA fueron realizados usando PROC PRINCOMP (SAS
University Edition; SAS Institute Inc., Cary, NC) con los valores medios de cada uno de los 14
biotipos. La regresién lineal entre los caracteres morfoldgicos y la germinacion de los frutos se
realizé usando PROC REG (SAS University Edition; SAS Institute Inc., Cary, NC). Finalmente,
los caracteres anatdmicos considerados cuantitativos (ancho de la capa media y ndmero de
capas celulares fueron medidos utilizando el microscopio 6ptico en al menos tres cortes y las

medias fueron comparadas utilizando pruebas-t no apareadas y reportadas con su error estandar.

RESULTADOS

Fuerte efecto materno sobre la dormicion del fruto y la respuesta a la post-maduracion

Se encontraron efectos significativos del parental materno, paterno y su interaccion sobre la
dormicion de los frutos (Tabla 1.2). Sin embargo, el efecto del parental materno fue mayor al
del parental paterno y al de la interaccién en los cuatro momentos evaluados (Tabla 1.2) y en las
tres temperaturas (Fig 1.1B). Inmediatamente después de la cosecha (T1), la germinacion fue
relativamente alta en los silvestres, baja en el cultivo e intermedia en sus hibridos; sin embargo,

esta tendencia se revirtié en el T2 y se mantuvo en T3 y T4 (Fig. 1.1A). En T1, el efecto del
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parental materno fue 8,5 veces mayor al del parental paterno, lo que demuestra un fuerte efecto
materno. Los hibridos producidos en plantas silvetres presentaron una menor germinacion que
sus parentales maternos (0,25+0,08 vs. 0,12+0,04, respectivamente) mientras que los frutos
producidos sobre plantas cultivadas presentaron muy baja germinacién independientemente de
la fuente de polen (~3%; Fig. 1.1A). En T2, el efecto materno fue aproximadamente el doble al
observado en T1 (16,1; Tabla 1.2). Aqui, la germinacion de los hibridos fue similar a la de sus
parentales maternos (Fig. 1.1A). En T3 y T4, los frutos producidos en plantas cultivadas no
expresaron dormicién, mientras que para aquellos producidos en plantas silvestres, la
germinacion fue mayor en los hibridos que en los frutos silvestres (0,80+0,08 vs. 0,58+0,12 en
T3y 0,45+0,12 vs. 0,35£0,13 en T4, respectivamente; Fig. 1.1A). Ademas, utilizando frutos de
tres afios después de la cosecha, diferentes temperaturas de incubacion no alteraron estos
resultados. El efecto materno fue al menos 15,6 mayor al efecto paterno. Los frutos producidos
en plantas cultivadas no presentaron dormicion en ninguna de las temperaturas (Fig. 1.1B) y las
semillas producidas en plantas silvestres germinaron en mayor proporcién cuando la fuente de
polen fue el cultivo (0,77+0,04 vs. 0,53+0,06 a 10°C, 0,48+0,09 vs. 0,33+0,12 a 20°C y
0,16+0,04 vs. 0,04+0,02 a 30°C para silvestre-cultivo y silvestre, respectivamente; Fig. 1.1B).
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Tabla 1.2. GLMM para la germinacion en cada uno de los cuatro tiempos evaluados. Los
tiempos estan expresados como tiempo después de la cosecha y son: inmediatamente (T1); dos
semanas (T2); seis meses (T3) y 18 meses (T4). Las poblaciones silvestres (BAR y DIA) y los
cultivares (CAC y PAR) fueron usados como parentales maternos y paterno en 14 de las 16

combinaciones posibles (biotipos; Tabla 1.1).

Fuente de variacion Germinacion de los frutos
a.l. F P
Tiempo 1 (T1)
Parental materno 3 52,88 <0,0001
Parental paterno 3 6,19 0,0014
Materno*Paterno 7 4,01 0,0019
Tiempo 2 (T2)
Parental materno 3 107,77 <0,0001
Parental paterno 3 6,66 0,0006
Materno*Paterno 7 15,96 <0,0001
Tiempo 3 (T3)
Parental materno 3 83,26 <0,0001
Parental paterno 3 6 0,0017
Materno*Paterno 7 2,46 0,033
Tiempo 4 (T4)
Parental materno 3 186,55 <0,0001
Parental paterno 3 5,64 0,0024
Materno*Paterno 7 3,59 0,0041
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Figura 1.1. Germinacion de los frutos en cuatro momentos después de la cosecha (A) e
incubados en distintas temperaturas (B). Las barras representan el promedio de los biotipos de
cada tipo de cruzamiento incubado a 20°C (A) y a 10°C, 20°C y 30°C (B). Todos los frutos
fueron incubados a temperatura constante usando 12 horas de luz/oscuridad. La barra de error
estandar indica variabilidad dentro de cada tipo de cruzamiento. Los momentos corresponden a
tiempo desde la cosecha T1: inmediatamente después; T2: dos semanas, T3: seis meses; T4: 18
meses. Frutos de tres afios después de la cosecha, almacenados en seco a temperatura ambiente,
fueron incubados a 10°C, 20°C y 30°C.
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Para evaluar el impacto de la dormicion de corta y larga duracion (tipica de los materiales
cultivados y silvestres, respectivamente) se incluyo la respuesta a la post-maduracién como
variable. Se encontraron efectos significativos del parental materno, y de la interaccion parental
materno por paterno (F=135,17; P<0,0001 y F=12,68; P<0,0001) sobre la respuesta a la post-
maduracion, el efecto paterno no fue significativo (F=0,74; P=0,5331). El efecto materno, fue
182,7 veces mayor al paterno. Ademas, encontramos un efecto significativo del tipo de
cruzamiento (F=5,69; P=0,0155). La respuesta a la post-maduracion fue mucho mayor en el
cultivo que en el silvestre (contraste: F=6,56; P=0,0283) y los hibridos tuvieron un
comportamiento muy similar a sus parentales maternos (contrastes: F=0,03; P=0,8637 y F=0,06;
P=0,811 para cultivo vs. cultivo-silvestre y silvestre vs. silvestre-cultivo, respectivamente). Esta
respuesta diferencial confirma las diferencias en el tipo de dormicién y no solo en el nivel de la

misma entre frutos producidos en plantas cultivadas y silvestres.

Fuerte efecto materno sobre la morfologia y anatomia de los frutos

En el MANOVA, se encontraron efectos significativos de los parentales materno, paterno y su
interaccion sobre los caracteres morfologicos del fruto (Tabla 1.3). En el GLMM, el efecto
materno fue significativo y mucho mayor al efecto paterno y a la interaccion en cada una de las
cuatro variables. El efecto materno fue 14,9 veces mayor al paterno en el MANOVA (Tabla
1.3). Ademas, el efecto tipo de cruzamiento fue significativo para el largo (F=197,06;
P<0,0001), ancho (F=164,22; P<0,0001) y peso de los frutos (F=101,25; P<0,0001) pero no asi
para la relacion largo/ancho de los mismos (F=3,04; P=0,0795). Los frutos de los cultivos
presentaron un mayor largo (0,81+0,04 vs. 0,59+0,10 cm), ancho (0,39+0,04 vs. 0,26+0,04 cm)
y peso (43,8+2,9 vs. 18,5+7,1 mg fruto™) que los frutos silvestres, mientras que estos Ultimos
presentaron una mayor relacion largo/ancho (2,28+0,06 vs. 2,12+0,09). Aungue en los hibridos
se observaron cambios sutiles en el largo, ancho y peso de los frutos en la direccién del parental
masculino, no se encontraron diferencias significativas en ningun contraste para ninguna de las

cuatro variables.
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Tabla 1.3. MANOVA para los dos juegos de caracteres. Los caracteres morfolégicos incluyen el
largo, ancho, peso y relacién largo/ancho de los frutos. Los caracteres de germinacion incluyen
la germinacion encada uno de los cuatro tiempos, la respuesta a la post-maduracién y la

dormicion secundaria.

Caracteres Efecto gl Lambdade F P
Wilks

Morfoldgicos Parental materno 12  0,0011 130,4 <0,0001
Parental paterno 12 0,2040 8,7 <0,0001
Materno*Paterno 28 0,0738 6,6 <0,0001

Germinacion Parental materno 18  0,0004 88,2 <0,0001
Parental paterno 18 0,0755 8,7 <0,0001
Materno*Paterno 42 00,0109 6,8 <0,0001
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En cuanto a la anatomia del pericarpio, se observaron claras diferencias entre cultivo y silvestre.
Las mayores diferencias fueron observadas en la capa media del pericarpio. En pericarpios de
frutos silvestres la capa media estuvo formada por 9,9+0,7 capas celulares con paredes gruesas y
fuertemente esclerificadas (Fig. 1.2B y 1.3B), mientras que la capa media de los pericarpios de
frutos cultivados consistié de 6,3+0,7 capas celulares con paredes mas delgadas y menos
esclerificadas (Fig. 1.2A y 1.3A). Ademas, los rayos parenquimaticos y las capas celulares
internas fueron impregnadas con fitomelanina en los pericarpios silvestres y no asi en los
cultivados (Fig. 1.3A y B).

Aunque los pericarpios de los hibridos fueron similares a su parental materno (Fig 1.2 y 1.3), se
observaron cambios sutiles en la direccién del parental paterno. Analizando los frutos
producidos sobre plantas silvestres, la hibridacion con el cultivo afectd la capa celular media,
disminuyendo el nimero de capas celulares (7,3+1,2 vs. 9,9+0,7 en hibridos y silvestres,
respectivamente; t=4,78, P=0,0014), el ancho de la capa (194,7£4,6um vs. 217,1+18,0um en
hibridos y silvestres, respectivamente; t=2,07, P=0,0725) y la esclerificacion de las paredes
celulares, principalmente de las capas mas internas (Fig. 1.3B y D). En el mismo sentido, en
frutos producidos en plantas cultivadas, la hibridacion afect6 la capa media disminuyendo su
ancho (183,3+8,2um vs. 232,0£10,9um en cultivo-silvestre y cultivo, respectivamente; t=8,45;
P=0,0001) e incrementando la esclerificacion de la pared celular (Fig. 1.3A y C). Ademas, en
los pericarpios de los hibridos cultivo-silvestre, los rayos parenquimaticos de la capa celular

interna fueron impregnados con fitomelanina al igual que en los pericarpios silvestres (Fig. 1.3).
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Figura 1.2. Anatomia del pericarpio, observada con un microscopio electrénico de barrido, de
frutos del cultivo (A), silvestres (B), y de hibridos cultivo-silvestre (C y D). Las imagenes
corresponden a PAR como material cultivado (A), BAR como poblacion silvestre (B) y sus
cruzamientos reciprocos C y D). H: hipodermis; ML: capa media; pf: fibras poligonales; PL:

capa de fitomelanina. Abreviaturas en minasculas corresponden a sub-estructuras.
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Figura 1.3. Anatomia del pericarpio observado con el microscopio Optico. Las imagenes
corresponden a PAR como material cultivado (A), BAR como poblacion silvestre (B) y sus
cruzamientos reciprocos C y D). BL: capa negra; e: epidermis; H: hipodermis; ICCL: células de
la capa interna comprimidas; ML capa media; pf: fibras poligonales; PL: capa de fitomelanina;

pr: rayos parenquimaticos. Abreviaturas en minusculas corresponden a subestructuras.
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Efecto de la hibridacion cultivo-silvestre sobre los caracteres del fruto

Cuando los hibridos silvestre-cultivo fueron comparados con sus parentales silvestres, no se
encontraron diferencias significativas en dormiciéon (F=0,05; P=0,8285). De manera similar,
cuando se evalu6 usando tres temperaturas de incubacion, no se encontraron efectos
significativos del tipo de cruzamiento (F=1,04; P=0,4160) ni de la interaccion tipo de
cruzamiento por temperatura (F=1,92; P=0,1605). La germinacion de los hibridos cambi¢ en la
direccion del cultivo (Fig. 1.1A y 1.1B), sin embargo, tales diferencias fueron explicadas por la
gran variabilidad dentro de cada tipo de cruzamiento (efecto aleatorio significativo; Z=1,69;
P=0,0454). Para desglosar el efecto del biotipo anidado dentro de cada tipo, se realiz6 un
GLMM para cada tiempo y temperatura con el efecto biotipo como fijo y cada poblacion
silvestre fue comparada con su hibrido silvestre-cultivo usando contrastes ortogonales. El efecto
biotipo fue significativo en los cuatro tiempos, pero la respuesta fue variable dependiendo del
tiempo y la temperatura. (Fig. 1.4A). Inmediatamente después de la cosecha, el efecto de la
hibridacion del cultivo afect6 la dormicion en DIA pero no en BAR, mientras que lo opuesto fue
observado en los tres momentos restantes (Fig. 1.4A). Con la Unica excepcion de DIA en T2,
todos los cambios estadisticamente significativos en la germinacion se produjeron en la
direccidn del cultivo (Fig. 1.4A). Ademas, con la excepcién de DIA a 20°C y BAR a 30°C, la
hibridacion del cultivo incrementd significativamente (P<0.05) la germinacion de ambas
poblaciones a cada una de las temperaturas (Fig 1.4B). Finalmente, los hibridos silvestre-cultivo
mostraron una dormicién secundaria (inducida por el almacenamiento en seco de los frutos)

mayor que sus contrapartes silvestres (0,35+0,05 vs. 0,24+0,04, respectivamente).
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Figura 1.4. Efecto de la hibridacion con el cultivo sobre la germinacién de los frutos en
diferentes momentos (A) y temperaturas de incubacién (B). Las barras representan la
proporcién media de las semillas germinadas de cada biotipo incubado a 20°C (A) y a 10°C,
20°C y 30°C (B). Todos los frutos fueron incubados a 12 horas de luz/oscuridad. Dentro de cada
tiempo y temperatura, cada poblacion silvestre (BAR y DIA) se compar6 con sus dos hibridos
silvestre-cultivo (Fig. 1.4A; PAR y CAC usados como padres) usando contrastes ortogonales.

Cuando el contraste fue significativo: **P<0,01; ***P<0,0001.
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Relacion entre los caracteres morfolégicos y la dormicién de los frutos

El PCA de las cuatro variables morfoldgicas resulté en una variable compuesta, designada como
“PC1 morfologia del fruto”, la cual capturd 79,6% de la variacion total. Mayores valores del
PC1 morfologia del fruto representan mayores valores del largo, ancho y peso de los frutos, con
autovectores de 0,51 a 0,54 y menores valores de la relacion largo/ancho, con un autovector de -
0,37. Mayores y menores valores del PC1 morfologia del fruto representan una morfologia de
fruto similar al cultivo y al silvestre, respectivamente. Por lo tanto, el PC1 morfologia del fruto
se utilizd como un proxy de la variacion multivariada de la morfologia del fruto. Ademas, el
PCA de los caracteres asociados a la germinacion/dormicion resultd en una variable compuesta
designada “PC1 germinacion del fruto”, la cual capturd 69,7% de la variacion total. Mayores
valores del PC1 germinacion del fruto representaron mayores valores de germinacion en T2, T3,
T4 y una mayor respuesta a la post-maduracion, con autovectores de 0,41 a 0,46 y menores
valores de germinacion en T1 y dormicion secundaria, con autovectores de -0,23 y -0,43,
respectivamente. Con excepcion de la respuesta a la post-maduracién, mayores y menores
valores del PC1 germinacién del fruto representaron exactamente los caracteres del cultivo y
silvestre, respectivamente. Por lo tanto, el PC1 germinacién del fruto se utiliz6 como proxy de
la variacion multivariada en la germinacion y se analizé la regresion lineal entre el “PCl
morfologia del fruto” y “PC1 germinacion del fruto”. Se encontré una fuerte relacion lineal
entre la morfologia y la germinacion de los frutos (n=14, r?=0,92, P<0,0001; Fig. 5), lo que
sugiere que el efecto materno observado en la germinacion es producido (al menos en parte) por

la morfologia de los frutos, heredada por via materna.
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Figura 1.5. Relacion entre la morfologia y la germinacion de frutos. Ambos ejes representan el
primer componente principal del PCA. Los hibridos son denominados cultivo-silvestre y
silvestre-cultivo indicando la direccion del cruzamiento (parental materno-paterno). Mayores
valores del PC1 morfologia del fruto representan mayores valores del largo, ancho y peso de los
frutos y menores valores de la relacion largo/ancho de los mismos. Mayores valores del PC1
germinacion de los frutos indican mayores valores de germinacion en T2, T3, T4 y respuesta a

la post-maduracion y menores valores de germinacion en T1 y dormicion secundaria.
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DISCUSION

En el presente estudio se identifico6 un comportamiento estacional de la germinacién y la
dormicién en los frutos silvestres, pero no asi en los cultivados. La dormicion de los frutos
silvestres disminuyé después de un periodo de almacenamiento en frio y se increment6 cuando
los frutos fueron almacenados a temperatura ambiente, mientras que los frutos cultivados
presentaron una fuerte dormicién inmediatamente después de la cosecha, la cual fue
rapidamente removida después de un periodo de post-almacenamiento. Ademas, después del
almacenamiento en frio, no observamos dormicion ni capacidad para desarrollar dormicion
secundaria en los frutos cultivados (Fig. 1.1A y B). La presion de seleccion negativa sobre la
dormicion de los frutos durante la domesticacion es la explicacion mas probable de las
diferencias en dormicién y germinacion de los frutos silvestres y cultivados. Los hibridos
cultivo-silvestre de primera generacion mostraron una germinacion muy similar a sus parentales
maternos con solo efectos sutiles del parental paterno. Por esto, analizamos caracteristicas del
fruto heredadas del parental materno, como el tamafio, la forma y el peso de los frutos y la
anatomia del pericarpio de estos. Encontramos grandes diferencias en la morfologia y anatomia
de los frutos silvestres y cultivados (Fig. 1.2 y 1.3), las cuales correlacionaron con las
diferencias observadas en la germinacion (Fig. 5). Aungue los biotipos silvestres mostraron
diferencias en dormicion entre si (Fig. 1.4), no observamos diferencias en la anatomia del
pericarpio entre BAR y DIA (datos no mostrados). Debido al efecto materno encontrado en los
caracteres morfoldgicos, anatémicos y en la germinacion, se focalizé la discusion en la
divergencia evolutiva de estos caracteres y su implicancia en los caracteres de los hibridos

cultivo-silvestre.

Divergencia evolutiva de los caracteres del fruto

La pérdida de dormicion de los frutos fue uno de los primeros caracteres en ser seleccionados
durante la domesticacion (Purugganan y Fuller 2009; Hancock 2012; Meyer y Purugganan
2013). Los frutos con dormicion fisiologica leve presentan una variacion estacional de la
dormicion (Baskin y Baskin 2004; Gardarin y Colbach 2015). Las especies cultivadas y sus
parientes silvestres con este tipo de dormicion incluyen la mayor parte de los cereales - como
trigo, cebada, sorgo, maiz y arroz - y especies modelos como Arabidopsis y girasol (Snow et al.
1998; Baskin y Baskin 2004; Finch-Savage y Leubner-Metzger 2006; Li et al. 2006; Vanhala y
Stam 2006; Montesinos-Navarro et al. 2012; Shu et al. 2015). En el presente capitulo, los frutos
silvestres mostraron niveles variables de dormicion inmediatamente después de la cosecha,
variando del 57% al 91%. Las diferencias en los niveles de dormicién entre las dos poblaciones
(DIA y BAR) fueron consistentes en el tiempo (T1 a T4) y bajo distintas temperaturas y sus
posibles causas fueron discutidas en un trabajo previo (Presotto et al. 2014). El periodo post-

maduracion no afectd la dormicion en los frutos silvestres (Fig. 1.1), posiblemente debido a su

39



corta duracidn (2 semanas). En girasol cultivado, periodos de post-maduracion de 30 a 60 dias a
25°C fueron necesarios para maximizar la germinacion en condiciones dptimas (Rodriguez et
al. 2018). Después de un periodo de post-maduracién en frio (T3), la dormicion disminuyd
hasta un 42% y volvié a aumentar hasta un 65% cuando los frutos fueron almacenados a
temperatura ambiente (Fig. 1.1A). En ambas poblaciones y en cada uno de los cuatro tiempos y
tres temperaturas, una proporcion de frutos permanecié dormida, lo que ayuda a explicar la
habilidad de las poblaciones silvestres para formar bancos de semillas persistentes en el suelo
(Fig. 1.1A).

El comportamiento estacional en la dormicion observado en condiciones controladas ha sido
previamente reportado en experimentos a campo usando frutos de girasol silvestre (Snow et al.
1998; Pace et al. 2015) y revisado por Gardarin y Colbach (2015) usando frutos de varias
especies de malezas. La variacion estacional de la dormicidn es uno de los principales caracteres
adaptativos de las poblaciones anuales de ciclo primavero-estival. Esto evita la germinacion
durante el otofio (y por lo tanto la mortandad de plantas por las bajas temperaturas invernales) y
contribuye a la formacion de bancos de semilla persistentes. Desafortunadamente, con estos
experimentos, no es posible separar los efectos del tiempo post-maduracion y de las bajas
temperaturas sobre la salida de la dormicion. El almacenamiento post-maduracion tiene fuerte
efecto sobre la germinacion del girasol cultivado, maximizando la germinacién en 30 a 70 dias,
dependiendo de las temperaturas durante el almacenamiento y de incubacién (Andrade et al.
2015; Rodriguez et al. 2018). A pesar de esto, el aumento en la dormicidn observada en T4
respecto a T3 sugiere que las bajas temperaturas son las responsables, al menos parcialmente, de
la salida de la dormicion de los frutos silvestres. Futuros experimentos evaluando los efectos de
las bajas temperaturas y el tiempo post-maduracion simultdneamente son necesarios para

mejorar la comprensién de la variacién estacional de la dormicidn en girasol silvestre.

Por otro lado, la mayor parte de los frutos cultivados presenté dormicién inmediatamente
después de la cosecha (Fig. 1.1A) y respondieron fuertemente al periodo post-almacenamiento
germinando hasta en un 58% después de solo dos semanas de almacenamiento a temperatura
ambiente (Fig. 1.1A). En T3, no se observd dormicion en los frutos del cultivo (Fig. 1.1A).
Ademas, cuando los frutos del cultivo perdieron la dormicién primaria, no se observé dormicion
secundaria en ninguna de las tres temperaturas (Fig. 1.1B), germinando hasta un 90% en los

primeros cuatro dias (datos no mostrados).

Una dormicién de corta duracion es un caracter deseable en las especies cultivadas ya que
previene la germinacion sobre la planta madre (brotado en el campo) y a la vez permite una
rapida y uniforme germinacion en la siguiente temporada de crecimiento (Shu et al. 2015). Una
fuerte dormicion primaria, total o parcialmente removida por un proceso de post-maduracion ha

sido previamente publicada en girasol cultivado (Brunick 2007; Andrade et al. 2015;
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Dominguez et al. 2016; Roselld et al. 2016; Rodriguez et al. 2018) y tales resultados son
similares a otros reportados en cultivos como trigo, maiz y arroz (revisado en Shu et al. 2015).
Este tipo de dormicion de corta duracidn en los cultivos de grano podria ser el resultado de una
dormicién remanente del proceso de domesticacion (Dominguez et al. 2016), de seleccion
directa en contra de la germinacion en la planta madre durante el mejoramiento moderno (Shu et
al. 2015) o de una combinacién de ambos. Debido a que la pérdida de dormicidn esta asociada
con las primeras etapas de la domesticacion (Purugganan y Fuller 2009; Hancock 2012; Meyer

y Purugganan 2013) es poco probable que la misma sea un remanente de la domesticacion.

Ademas de la pérdida de dormicion de los frutos, durante las primeras etapas de la
domesticacién fueron seleccionados frutos de mayor tamafio y pericarpios mas delgados y
blandos (Purugganan y Fuller 2009; Hancock 2012; Meyer y Purugganan 2013). Como era de
esperar, se observaron grandes diferencias en los caracteres morfoldgicos entre frutos silvestres
y cultivados. Los frutos del cultivo fueron, en promedio, 1,4 veces mas largos y 2,4 veces mas
pesados que los silvestres. El incremento del tamafio de los frutos debido a la domesticacion es
la regla en los cultivos en los cuales se consume el fruto/semilla y este caracter posiblemente fue
seleccionado por su correlacion positiva con una rapida y uniforme germinacion y un mejor
establecimiento de las plantulas emergidas (Purugganan y Fuller 2009; Hancock 2012; Meyer y
Purugganan 2013). Por otro lado, pericarpios mas delgados y blandos fueron probablemente
seleccionados por la facilidad de “descascarar” las semillas/frutos para su consumo. En girasol
cultivado, ademas de la esperada reduccion en el ancho del pericarpio durante la domesticacién
(Hancock 2012), la mayor parte de la ganancia genética en la concentracién de aceite durante el
mejoramiento moderno fue lograda disminuyendo la relacién pericarpio/embriéon (Mantese et al.
2006; de la Vega et al. 2007).

Para explorar diferencias a nivel de anatomia del pericarpio se analizaron los pericarpios de un
material cultivado, de las dos poblaciones silvestres y de sus hibridos reciprocos. El pericarpio
del girasol cultivado consiste de epidermis, hipodermis, capa media y en algunos materiales,
una capa de fitomelanina, con pocas diferencias anatomicas entre frutos con y sin dormicién
primaria (Andrade et al. 2015). La capa de fitomelanina es exclusiva de unas pocas tribus de la
familia Asteraceae (Pandey y Dhakal 2001) y es una capa dura, negra y resistente la cual es
responsable del color negro de los frutos y de la resistencia a la polilla de girasol en el girasol
cultivado (Rogers y Kreitner 1983; Pandey y Dhakal 2001). En el presente capitulo, se observé
una estructura tipica del pericarpio del cultivo, la cual consistié en una fina hipodermis y una
capa media formada por células parenquimaticas. Las células parenquimaticas presentaron una
pared celular delgada y se agruparon de manera laxa (Fig. 1.2 y 1.3; Rogers y Kreitner 1983;
Mantese et al. 2006; Andrade et al. 2015). Esta estructura podria imponer dormicién en los

materiales cultivados en una o mas de las siguientes vias: disminuyendo la tasa de imbibicion,
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retrasando la entrada de oxigeno al embridn, aportando inhibidores de la germinacién o evitando
la salida al exterior de tales inhibidores provenientes del embridn (Baskin y Baskin 2014). Sin
embargo, es poco probable que esta estructura pueda actuar como una barrera fisica. En
contraste, el pericarpio de los frutos silvestres mostré una gruesa hipodermis, una gruesa capa
de fitomelanina y pequefias fibras poligonales con paredes celulares mucho méas gruesas que las
observadas en el pericarpio del cultivo (Fig. 1.2 y 1.3). La capa media presentd una estructura
mas similar a un esclerénquima que a un parénquima. Ademas del mayor ancho y lignificacion
de las paredes celulares de las fibras poligonales, la capa de fitomelanina llend los espacios de la

capa media (Fig. 1.3) haciendo la estructura mas compacta.

La capa de fitomelanina adopta su morfologia a medida que llena los espacios intercelulares en
el pericarpio, usualmente entre la hipodermis y el esclerénquima (Rogers y Kreitner 1983) pero
a veces también cruzando verticalmente la capa media y formando bloques rectangulares (Fig.
1.3). Dichos bloques podrian actuar como una barrera fisica similar a las barreras encontradas
en frutos con dormicion fisica. Esto podria explicar parcialmente la mayor tasa de imbibicion de
frutos con y sin escarificacion (Presotto et al. 2014) pero no puede explicar las variaciones
estacionales en la dormicion. Los frutos o semillas con dormicion fisica no son capaces de
germinar debido a la presencia de una cubierta impermeable al agua, tienen normalmente
embriones no dormidos y una o mas capas de células en empalizada, responsables de la
impermeabilidad al agua (Baskin y Baskin 2004). La germinacién de los frutos con dormicion
fisica comunmente ocurre debido a la formacion de estructuras anatémicas especializadas en la
cubierta del fruto, las cuales actian como canales a partir de los cuales el agua se puede mover
(Baskin y Baskin 2004, 2014). Weiss et al. (2013) reportaron que el pericarpio de girasol
permitia la imbibicién del embrién a través de una apertura presente en la mayoria de los frutos
del cultivo pero ausente en los frutos silvestres, sugiriendo un mecanismo fisico responsable de
la dormicién. Sin embargo, la variacion estacional de la dormicién observado en este capitulo
(Fig. 1.1A) y la ausencia de una capa de células en empalizada en el pericarpio (Fig. 1.2B y
1.3B) aportan evidencia fisioldgica y anatémica de la presencia de dormicion fisiologica y no

fisica en los frutos de girasol silvestre.

El rol del efecto materno y la domesticacion en los caracteres del fruto de los hibridos cultivo-
silvestre

En el presente capitulo, la germinacion de los hibridos producidos sobre plantas silvestres
cambi6 en la direccion del cultivo en los cuatro tiempos y las tres temperaturas evaluadas (Fig.
1.1A y B). La germinacion de los frutos hibridos en T1 fue menor que la de frutos silvestres
(Fig. 1.1A). La dormicion del cultivo es usualmente descripta como de corta duracion e
impuesta principalmente por el embrion, con efectos variables de dormicion impuesta por el

pericarpio, principalmente expresada en altas temperaturas (Brunick 2007; Andrade et al. 2015;
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Dominguez et al. 2016; Rosell6 et al. 2016) mientras que la dormicion de los frutos silvestres es
de larga duracién e impuesta principalmente por el pericarpio (Brunick 2007). El incremento en
la dormicién de los frutos hibridos en T1 podria ser explicado por un efecto aditivo del
pericapio (proveniente del silvestre) y el efecto de la combinacion de alelos del cultivo y
silvestre en el embrion. Después del tratamiento de frio, el embridn hibrido seria el responsable
de la mayor germinacion de los hibridos ya que el pericarpio es compartido por los frutos
silvestres e hibridos (Fig. 1.1A). De todas maneras, el efecto de la hibridacion sobre los eventos
post-fertilizacién en el pericarpio, como esclerificacion de la capa media y/o el depésito de
fitomelanina no puede ser descartado. El incremento en la dormicion observado a 30°C (Fig.
1.1A) ha sido previamente reportado (Presotto et al. 2014) y podria deberse a un incremento en

la dormicion impuesta por el pericarpio (Dominguez et al. 2016).

El incremento en la germinacion con la hibridacion del cultivo ya fue reportado en hibridos
silvestre-cultivo de girasol (Snow et al. 1998; Mercer et al. 2006), y otros complejos cultivo-
silvestre como colza-nabo (Adler et al. 1993) y arroz (Dong et al. 2011). Ademas del efecto
general arriba descripto, se observé un efecto diferencial segun la poblacion silvestre (Fig. 1.4A
y 4B). Inmediatamente después de la cosecha, la hibridacion del cultivo solo afect6 a la
poblacion con menor dormicion (DIA) pero en los tres tiempos restantes la hibridacion
incrementd la germinacion en la poblacion con mayor dormicion (BAR; Fig. 1.4A). Resultados
similares se encontraron en experimentos de campo por Snow et al. (1998) quienes reportaron
un incremento en la germinacién en respuesta a la hibridacién en las poblaciones con mayor
dormicién. Esta respuesta diferencial podria tener implicancia en introgresién de alelos del
cultivo. Por ejemplo, si la hibridacion del cultivo no produce cambios en la dormicién, la
aptitud relativa de los hibridos F1 dependera de caracteres expresados mas tarde en el ciclo,
como la habilidad para competir de las plantulas, el tiempo a floracién y la produccion de
biomasa y frutos. Aungue la aptitud relativa de los hibridos F1 es generalmente menor que en
sus contrapartes silvestres (Presotto et al. 2012), esta ventaja es reducida y puede incluso
desaparecer bajo condiciones de estrés (Mercer et al. 2007, 2014). Por otro lado, el incremento
en la germinacion de los hibridos aparentemente reduciria las chances de introgresion debido a
un incremento de la germinacion otofial (y la consecuente mortandad de plantulas durante el
invierno; germinacion maladaptativa) y a la exposicion de los hibridos a una intensa
competencia con las plantas silvestres (Alexander et al. 2014). Sin embargo, la germinacion
otofial maladaptativa puede ser rapidamente eliminada por seleccion (Huang et al. 2010) y una
mayor germinacién primaveral podria incrementar la agresividad de las poblaciones hibridas.
Con respecto a las poblaciones silvestres utilizadas en el presente capitulo, estas no presentaron
evidencia morfoldgica de mayor introgresion del cultivo con respecto a poblaciones nativas

(Cantamutto et al. 2010a). En el caso de DIA, la ausencia de simpatria explica la ausencia de
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introgresion del cultivo. En contraste, BAR es simpatrica con el cultivo y se han reportado

hibridos cultivo-silvestre naturales (Ureta et al. 2008a).

Respecto de los caracteres de los frutos producidos sobre plantas cultivadas, no se observaron
cambios con la hibridacidn del parental silvestre. Inmediatamente después de la cosecha, los
hibridos cultivo-silvestre mostraron una dormicién primaria profunda similar a sus parentales
cultivados (Fig. 1.1A). En T2, la dormicién de los frutos hibridos y cultivados fue muy similar
pero varié de acuerdo a la fuente de polen, por ejemplo, los frutos de CAC germinaron hasta un
30%, pero la germinacion se incrementé cuando la fuente de polen fue BAR (66%) y disminuyd
con DIA (20%). Lo opuesto ocurrié cuando PAR fue el parental materno, los frutos germinaron
hasta un 82%, pero la hibridacion con BAR y DIA disminuyd (66%) y aumentd (93%) la
germinacion, respectivamente. Por lo tanto, aunque la hibridacion del silvestre afecté la
dormicion y germinacion de los frutos, no se observd un patron claro de variacion (datos no
mostrados). Después del invierno simulado, no se observd dormicion en ninguno de los
cruzamientos producidos sobre plantas cultivadas (Fig. 1.1A), ni dormicion secundaria en
ninguna de las temperaturas evaluadas (Fig. 1.1B). El rapido incremento de la germinacion
junto con la pérdida de dormicion después del tratamiento frio (T3 y T4) y la ausencia de
dormicion secundaria explican por qué los frutos producidos sobre plantas cultivadas rara vez
persisten por mas de un afio bajo condiciones de campo (Warwick y Stewart 2005;
Bagavathiannan y Van Acker 2008). La germinacion en T2 podria considerarse maladaptativa
en condiciones de campo (Pace et al. 2015); es decir, la mayoria de las plantas provenientes de
frutos que germinan en otofio no sobreviven el invierno y por lo tanto no contribuyen ni al
banco del suelo ni a la siguiente generacién. La ausencia de efectos de la hibridacion del biotipo
silvestre en la dormicion podria residir en las caracteristicas del pericarpio. De la anatomia de
frutos cultivo-silvestre y del cultivo, se observa que no existen barreras fisicas a nivel del
pericarpio (Fig. 1.2 y 1.3). Recientemente, Andrade et al. (2015) comparando lineas de girasol
con y sin dormicion primaria impuesta por el pericarpio notaron que los perfiles hormonales del
pericarpio explicaron las diferencias en dormicién y no asi la anatomia de los mismos. Por lo
tanto, en cultivos con dormicion fisioldgica leve, aun cuando el pericarpio juega un rol en la
dormicion, dicho efecto pareceria estar mediado por los niveles hormonales, ser de corta
duracién y podria ser facilmente eliminado por un periodo post-almacenamiento (Andrade et al.
2015; Shu et al. 2015; Rosellé et al. 2016). Finalmente, queda por responder si los perfiles
hormonales pueden explicar la dormicion impuesta por el pericarpio bajo altas temperaturas de
incubacion (Dominguez et al. 2016) y/o altas temperaturas durante el llenado de granos
(Bodrone et al. 2017).

A pesar de las bajas probabilidades de supervivencia de los frutos producidos en plantas

cultivadas, la supervivencia de una pequefia fraccién de estos durante solo una temporada de
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crecimiento puede ser clave para la evolucion de biotipos ferales. Los caracteres que primero se
expresan en el ciclo, como la dormicién y germinacion son claves en los biotipos ferales
(Warwick y Stewart 2005; Bagavathiannan y Van Acker, 2008) y pueden ser fuertemente
seleccionadas durante la colonizacion de nuevos ambientes (Huang et al. 2010). Bajo
condiciones de campo, los frutos producidos en plantas cultivadas que caen al suelo pueden
presentar una fuerte dormicion primaria, independientemente de que sean hibridos cultivo-
silvestre o no (Fig. 1.1A). La respuesta a la post-maduracién puede eliminar total o parcialmente
la dormicion de los frutos, pero la germinacion solo ocurrira si se retinen los requerimientos de
temperatura y humedad. En este caso, las plantas de frutos que germinen en otofio dificilmente
sobrevivan hasta la primavera. En este capitulo, mas del 50% de los frutos producidos sobre el
material cultivado con mayor dormicion (CAC) permanecieron dormantes. Aunque la
germinacion podria haber sido mayor debido a periodos mas largos de post-maduracién o por
menores temperaturas de incubacion (menor expresion de la dormicion), altas temperaturas
durante el llenado de granos (Bodrone et al. 2017) podrian incrementar la dormicion expresada
en el otofio, incrementando asi las chances de supervivencia hasta la primavera. Por otro lado,
una mayor germinacion maladaptativa de los frutos producidos sobre plantas cultivadas
expondria los hibridos cultivo-silvestre a una intensa seleccion por dormicion, condicionando la
seleccion de caracteres expresados mas tarde en el ciclo (Huang et al. 2010). El surgimiento de
biotipos maleza de girasol de origen cultivado ha sido reportado en Argentina (Casquero et al.
2013) y el sur de Europa (Muller et al. 2011), en ambos casos facilitado por la hibridacién con
poblaciones silvestres. Estos casos se suman a los informes de biotipos malezas de sorgo, arroz
y rabanito con similar origen (Ellstrand et al. 2010) y advierten sobre la importancia de la

hibridacion cultivo-silvestre en la rapida evolucién de malezas.

En resumen, en el presente capitulo se demostrd la fuerte influencia que tiene el efecto materno
sobre caracteres ecol6gicamente relevantes, como la dormicion y germinacion de los frutos. La
hibridacion entre taxones muy divergentes como los cultivos y sus parientes silvestres puede
exacerbar la importancia del efecto materno sobre sobre los caracteres del fruto. Las
caracteristicas cultivadas o silvestres de los frutos heredadas del parental materno
probablemente afectaran el comportamiento de los hibridos en condiciones naturales. Por lo
tanto, después de la hibridacion, hibridos de similar composicién genética podrian ser expuestos
a distintas presiones o fuerzas de seleccion, afectando la seleccion de caracteres expresados mas

tarde en el ciclo y en las siguientes generaciones.
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CAPITULO 2

Evolucidon rapida de la dormicion durante la invasion del girasol en

Argentina

INTRODUCCION

Las plantas invasoras representan una gran amenaza ambiental y econémica, degradando la
biodiversidad nativa (Pimentel et al. 2001; Todesco et al. 2016), disminuyendo la produccién de
cultivos y pasturas cuando actian como malezas agricolas (Casquero et al. 2013) y limitando el
uso de tecnologias OGM y no OGM en sus parientes cultivados, debido al flujo génico cultivo-
silvestre (Cantamutto y Poverene 2007; Presotto et al. 2012; Mandel et al. 2016; Pandolfo et al.
2018). Ademas, las poblaciones invasoras representan excelentes modelos para estudiar la
evolucion en escalas de tiempo contemporaneas (Maron et al. 2004; Prentis et al. 2008; Turner
et al. 2013) y para predecir respuestas evolutivas al calentamiento global (Moran y Alexander
2014). La rapida adaptacion al clima ha sido recientemente reconocida como factor clave en las
invasiones bioldgicas (Buswell et al. 2011; Turner et al. 2013). Sin embargo, el muestreo no
aleatorio (Colautti et al. 2009; Colautti y Lau 2015) y el desconocimiento de la fuente de

introduccion (Xu et al. 2010; Colautti y Lau 2015) cominmente complican su deteccidn.

Después de la introduccién de una especie no-nativa, una invasion exitosa involucra los
procesos de colonizacién, naturalizacion y expansion a partir del/los punto/s de entrada (Keller
y Taylor 2008). Una naturalizacion exitosa puede ser definida como el establecimiento de
poblaciones que se auto-perpetlan por varias generaciones (Richardson et al. 2000) y esta a
menudo requiere que las poblaciones introducidas se adapten a las nuevas condiciones bidticas
y abidticas encontradas en el rango no-nativo. Esta adaptacion puede involucrar cambios
genéticos en respuesta al nuevo ambiente (evolucion rapida) pero también puede observarse
adaptacion si los genotipos introducidos son transportados directamente entre regiones con
caracteristicas bidticas y/o abidticas similares (coincidencia ambiental; Maron et al. 2004;
Montague et al. 2008). Ademas, la plasticidad de los caracteres adaptativos puede permirle a las
poblaciones introducidas adaptarse al nuevo ambiente sin necesidad de cambios genéticos. La
coincidencia ambiental y la plasticidad fenotipica de las poblaciones introducidas juegan un rol
importante durante el establecimiento, la naturalizacion y/o la expansion sobre pequefias areas
(Keller y Taylor 2008). Sin embargo, es esperable que la expansion sobre &reas mayores,
heterogéneas en clima e interacciones bioticas, involucre una evolucion adaptativa dentro del

rango no-nativo (Montague et al. 2008; Konarzewski et al. 2012; Colautti y Barrett 2013).
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Por ser los primeros caracteres expresados en el ciclo de vida, la dormicién y la germinacion
determinan el éxito de las poblaciones naturales a través de varias vias. Estos caracteres ajustan
el momento de germinacion al periodo favorable de crecimiento (construccion de nicho), evitan
la germinacion fuera de la estacién de crecimiento (p. ej. veranos secos o inviernos frios) y
condicionan fuertemente la seleccién sobre caracteres expresados mas tarde en el ciclo (Huang
et al. 2010; Donohue et al. 2010; Chiang et al. 2013). La construccién de nicho probablemente
es el aspecto evolutivo mas importante del momento de germinacién (Donohue et al. 2005;
Donohue 2014; Arana et al. 2016; Burghardt et al. 2016) y es especialmente importante durante
la colonizacion de nuevos ambientes (Huang et al. 2010; Xia et al. 2011; Postma y Agren
2016). En especies de amplia distribucion, variaciones clinales en la dormicién contribuyen en
la conservacion de condiciones ambientales similares (y Optimas para la especie) durante la
reproduccion a lo largo de su distribucién geografica (Montesinos-Navarro et al. 2012;
Burghardt et al. 2016). Por ejemplo, en especies invernales de ciclo anual, poblaciones de bajas
latitudes muestran una mayor dormicién, lo cual les permite sobrevivir a los veranos secos en
forma de semilla dormida (Postma et al. 2016). Por esto, los caracteres del fruto (especialmente
la dormicion) son excelentes candidatos para evaluar la evolucién rapida en respuesta a nuevos

ambientes.

El girasol silvestre presenta una dormicién fisioldgica leve, con efectos mayores del pericarpio y
variacion estacional de la dormicion (Brunick 2007; Presotto et al. 2014; Pace et al. 2015).
Previamente se reportd divergencia para los niveles de dormicién entre poblaciones del rango
nativo (Mercer et al. 2006; Brunick 2007) y no-nativo (Presotto et al. 2012, 2014), sin embargo

la importancia adaptativa de tal divergencia ain no ha sido evaluada.

En este capitulo, se investigd la probable evolucion adaptativa rapida de caracteres del fruto en
respuesta a las nuevas condiciones abidticas encontradas en el rango no-nativo. Los objetivos
especificos fueron: 1) Evaluar si las poblaciones nativas y no-nativas muestran cambios
fenotipicos en la dormicidn, el tamafio (largo y ancho) y peso de los frutos, 2) Evaluar si los
rangos nativo y no-nativo difieren en las condiciones climaticas y 3) Si existen diferencias
fenotipicas en los caracteres del fruto entre rangos, evaluar si tales diferencias pueden ser
explicadas por las variables climaticas locales. En este capitulo se aporta evidencia de evolucion
adaptativa rapida de la dormicién en respuesta a las mayores temperaturas (asociadas a menores
latitudes) encontradas en el rango no-nativo y se discute la importancia de los procesos

evolutivos durante las invasiones bioldgicas.

47



MATERIALES Y METODOS
Germoplasma

El rango nativo estuvo representado por 10 y 14 poblaciones en los experimentos 1y 2,
respectivamente. El rango no-nativo estuvo representado por cuatro poblaciones en el
experimento 1 (BAR de Argentinay EAU, SAU y WAU de Australia) y siete poblaciones en el
experimento 2 (BAR, DIA, LMA y RCU de Argentina y EAU, SAU y WAU de Australia). La
tabla 2.1 resume la informacién de cada una de las poblaciones estudiadas en el presente
capitulo. Las poblaciones argentinas fueron colectadas en la region central de Argentina
(Cantamutto et al. 2010a) mientras que las poblaciones nativas y australianas fueron provistas
por el North Central Regional Plant Introduction Station del USDA. En cuanto a las poblaciones
argentinas, al menos 50 plantas fueron colectadas de cada poblacién original. De las
poblaciones provistas por el USDA, al menos 18 plantas fueron colectadas de las poblaciones
originales (G. Seiler, comunicacion personal; Tabla 2.1). Cuando fue necesario, cada poblacion
fue regenerada bajo condiciones de polinizacion controlada usando 25-50 plantas hermanas para

mantener la integridad genética de la poblacion original (Cronn et al. 1997; Seiler 2015).

Para minimizar el efecto del ambiente materno, todos los frutos fueron producidos en un jardin
comun en el Departamento de Agronomia, Universidad Nacional del Sur, durante las estaciones
de crecimiento 2015/16 (experimento 1) y 2016/17 (experimento 2). Una parcela de al menos 30
plantas por biotipo fue asignada aleatoriamente dentro del campo experimental. Cada parcela
consistio en dos surcos de 5m de largo y plantas espaciadas a 1m y 0,3m (entre y dentro del
surco, respectivamente) logrando una poblacién de 3,3 plantas m?. Para la implantacion, la
dormicién de los frutos silvestres se redujo por estratificacién, incubando los frutos en una
camara de crecimiento a 5°C durante una semana (ISTA 2004). Frutos pregerminados de las
poblaciones silvestres fueron sembrados en bandejas plasticas de 200 celdas de 28x54cm (50cc
por celda) y mantenida en invernadero por 30 dias a 20-25°C. Los cultivares fueron sembrados
manualmente en el jardin comin y en V4-V6 (Schneiter y Miller 1981) se ajusté la densidad a
3,3 plantas por m? mediante raleo manual. La siembra se realizé el 23 y el 14 de noviembre
para los afios 1 y 2, respectivamente. Los experimentos fueron regados por goteo diariamente
durante todo el ciclo y fertilizados con 80kg ha* de fosfato diaménico antes de la siembra y

100kg ha™ de urea en VV4-V6 para lograr un crecimiento 6ptimo.

Los frutos de cada poblacion fueron producidos bajo condiciones de polinizacion controladas de
los capitulos de 20-30 plantas cubiertas con bolsas de papel previo a la floracion, siguiendo a
Presotto et al. (2014). Durante la floracion, los capitulos fueron manualmente polinizados con
polen fresco de plantas hermanas en el tercer, quinto y séptimo dia desde la floracion para

asegurar la polinizacion de todas las flores. Todos los capitulos fueron cosechados
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simultaneamente, 60-80 dias después de floracion (R5; Schneiter y Miller 1981). Después de la
cosecha, los frutos fueron inmediatamente trillados y almacenados en condiciones de

temperatura ambiente durante dos meses, momento en el cuél empezaron los experimentos.

Tabla 2.1. Localizacion geografica de las poblaciones de girasol silvestre. El superindice indica
el experimento en el cual la poblacién fue incluida. Se indican el nimero de registro, la ciudad
mas cercana (Argentina) o el estado (Australia, Canada y EEUU) y el pais del cual proviene

cada poblacion.

Poblacién 1D Estado/ciudad Rango Pais N"de Latitud Longitud
plantas

TX12 613728 TEXAS Nativo EEUU - 27,4 -97,8
NM?L2 468470 NUEVA MEXICO Nativo EEUU 25 333 -104,5
OoK? 468483 OKLAHOMA Nativo EEUU 18 35,3 -99,6
AK12 613727 ARKANSAS Nativo EEUU - 36,4 -93,7
IN2 468633 INDIANA Nativo EEUU 25 38,5 -87,3
CA? 413131 CALIFORNIA Nativo EEUU - 38,7 -121,8
co? 468621 COLORADO Nativo EEUU 30 39,1 -108,6
OH2 649853 OHIO Nativo EEUU 25 39,2 -84,5
MIL2 613789 MISURI Nativo EEUU ~120 40,0 -95,3
NE? 586867 NEBRASKA Nativo EEUU 35 41,0 -95,9
Lt 435540 ILLINOIS Nativo EEUU 90 41,5 -88,1
102 613779 IOWA Nativo EEUU ~100 41,7 -96,0
ND!?2 586888 DAKOTA DEL NORTE Nativo EEUU 28 46,0 -98,4
MQ?2 531035 MONTANA Nativo EEUU ~100 46,6 -108,5
SAL2 592321 SASKATCHEWAN Nativo Canada ~150 49,4 -104,3
EAUL2 653582 NUEVA GALES DEL SUR No-nativo  Australia 21 -26,6 148,9
DIA? 834 DIAMANTE No-nativo  Argentina ~50 -32,0 -60,4
RCU? 832 RIO CUARTO No-nativo  Argentina ~150 -33,1 -64,2
WAUL? 664685 AUSTRALIA OCCIDENTAL No-nativo Australia 22 -33,8 121,9
SAU2 653586 AUSTRALIA MERIDIONAL No-nativo  Australia ~150 -34,2 140,6
LMA? 835 LAS MALVINAS No-nativo  Argentina ~150 -34,5 -68,2
BAR!? 833 COLONIA BARON No-nativo  Argentina ~100 -36,2 -63,9
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Experimentos de germinacion

Los experimentos de germinacion se llevaron a cabo en un disefio en blogques completos
aleatorizados en dos momentos: dos meses (T1) y ocho meses (T2) después de la cosecha y
temperaturas constantes de 20°C (experimento 1) y 10, 20 y 30°C (experimento 2). La
germinacion de los frutos fue registrada en dos tiempos para capturar la variacién estacional de
la dormicion del girasol silvestre (Presotto et al. 2014): fuerte dormicion primaria para evitar la
germinacion en otofio (evaluada en T1) y dormicidn disminuida por las bajas temperaturas
invernales, las cuales permiten una alta germinacion durante la primavera temprana (evaluada
en T2). Entre T1y T2, los frutos fueron almacenados en bolsas trilaminadas de aluminio para

protegerlos de la luz y la humedad en una cdmara de crecimiento a 5°C durante seis meses.

En cada uno de los momentos, los frutos se colocaron en bandejas cerradas, con base de papel y
humedecidas con agua destilada a temperatura constante y fotoperiodo neutro (12 horas de
luz/oscuridad). Los frutos germinados de cada repeticion fueron contados periédicamente (cada
2-3 dias) durante 16 dias. En el experimento 2, se utilizaron tres temperaturas de incubacion
(10°C, 20°C y 30°C) en cuatro poblaciones nativas (AK, IN, ND y TX) y tres poblaciones no-
nativas de Argentina (BAR, DIA y RCU). La proporcion de frutos germinados fue calculada
siguiendo a Presotto et al. (2014). Por otro lado, se midieron 10 frutos de cada poblacion,
elegidos de manera aleatoria, para determinar el tamario del fruto (largo y ancho). El peso de los
frutos fue obtenido pesando tres muestras independientes de 50 fruto cada una. Los frutos
utilizados para medir tamafio y peso son frutos almacenados en condiciones de temperatura

ambiente durante al menos 6 meses, suponiendo humedad similar y constante entre poblaciones.
Anélisis estadistico

Diferencias entre rangos de los caracteres del fruto: el analisis de la varianza de los cinco
caracteres del fruto se realiz6 usando modelos lineales mixtos generlizados (GLMM) usando
PROC GLIMMIX (SAS University edition; SAS Institute Inc., Cary, NC). Debido a la
distribucion no-normal de los datos expresados en proporcidn, los modelos que incluyeron este
tipo de datos (germinacion en T1y T2) fueron ajustados usando una distribucion Beta en lugar
de una distribucion normal (Bolker et al. 2009; Montesinos-Navarro et al. 2012). Para el resto
de las variables se utilizé una distribucion normal y los datos fueron transformados con la raiz
cuadrada para mejorar la normalidad y homocedasticidad. La significancia de los efectos fijos
fue evaluada usando la estimacion pseudo verosimilitud Quasi-Newton y reportada con sus
valores F y P. Por otro lado, la significancia de los efectos aleatorios fue evaluada comparando
la pseudo verosimilitud del residual (modelo con y sin efectos aleatorios) con test x? (Bolker et
al. 2009; Montesinos-Navarro et al. 2012) usando la opcion COVTEST GLM (SAS University

edition; SAS Institute Inc., Cary, NC). Cuando el efecto aleatorio no fue significativo (es decir,
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no mejoré el modelo), este fue removido del modelo (Montesinos-Navarro et al. 2012). En el
texto, todas las medias son reportadas con su error estandar, a menos que se especifique otra
cosa. Cuando las diferencias entre rangos fueron significativas, las medias minimas cuadradas
fueron comparadas usando cuatro contrastes ortogonales: nativo vs. no-nativo (Argentina y

Australia); nativo vs. Argentina; nativo vs. Australia y Argentina vs. Australia.

Caracterizacion climatica de los rangos nativos y no-nativos: se obtuvieron 19 variables
climéticas biol6gicamente relevantes de la base de datos BIOCLIM (Hijmans et al. 2005) para
cada una de las 22 poblaciones geo-referenciadas incluidas en este capitulo. Ademas, a partir de
estas se calcularon y agregaron cuatro variables relacionadas a la temperatura (temperaturas
medias y maximas durante la primavera y el verano) y dos relacionadas a las precipitaciones
(cantidad de precipitaciones durante la primavera y el verano) para reflejar mejor las
condiciones climaticas durante la estacion de crecimiento del girasol. Debido a la alta
correlacion entre variables, se realizardn correlaciones multiples y para todas las comparaciones
con r>0,90 una variable del par fue removida del andlisis. Esto se realizd para evitar la
redundancia en los analisis y para facilitar la interpretacion de los resultados. A partir de esta
remocion, 13 variables BIOCLIM representaron los datos climaticos de entrada para los analisis
de componentes principales (PCA) y canénico discriminante (CDA) (Tabla 2.2). EI PCA se
utiliz6 para producir componentes principales (PCs) que expliquen la variacion ambiental
independientemente del rango del cual proviene cada poblacion. Por el contrario, el CDA se
utiliz6 para identificar aquellas variables climaticas que maximizan la variacion entre grupos
(aqui, rangos). EI PCA y el CDA fueron realizados usando PROC PRINCOMP y PROC
CANDISC (SAS University edition; SAS Institute Inc., Cary, NC), respectivamente.
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Tabla 2.2. Variables BIOCLIM utilizadas para los analisis de componentes principales (PCA) y canénico discriminante (CDA). Para cada variable BIOCLIM

(B101-13) se proveen los autovectores sobre los primeros cuatro (PC) o dos (Can) ejes. Las columnas y filas de latitud y longitud indican los coeficientes de

correlacién con el resto de las variables. Las correlaciones significativas se indican en negrita. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,0001.

Variable y descripcion Canl Can2 PClcum PC2cLim PC3cLim PCdlcuim Latitud  Longitud
Porcentaje de la variacién explicada (%) 93,5 6,5 31,9 26,7 17,2 9,4

Autovectores

BIO1 Temperatura (T°) mediaanual  -0,56  -0,02 0,11 0,51 0,02 -0,13 -0,97"  0.06
BIO2 Rango de T° media mensual 0,00 0,11 -0,38 0,12 0,17 0,32 0,00 0.22
BI1O3 Rango de T° anual 0,78 0,03 -0,15 -0,40 0,25 0,36 0,78 0.01
BI04 T° media trimestre mas hiimedo -0,18 0,36 -0,01 0,14 0,54 -0,35 -0,46" -0.27
BIO5 T° media trimestre mas seco -0,64 -0,21 0,03 0,44 -0,30 -0,13 -0,68™ 0.27
B106 T° media del verano 0,16 -0,05 0,13 0,36 0,35 0,25 -0,69™ 0.06
BI1O7 T° maxima del verano 0,03 0,05 -0,07 0,41 0,29 0,34 -0,62™ 0.15
B108 Precipitacion (pp) anual 0,14 0,22 0,47 -0,09 0,08 0,05 -0,10 -0.44"
B109 Pp del mes mas himedo 0,11 0,35 0,43 -0,01 0,10 -0,02 -0,16 -0.46"
BIO10 Estacionalidad de las pp 0,18 0,10 0,10 0,00 0,02 0,51 0,17 -0.01
BlO11 Pp del trimestre mas seco 0,16 -0,03 0,40 -0,07 0,01 0,21 -0,13 -0.24
BIO12 Pp del trimestre mas himedo 0,01 -0,33 0,31 0,10 -0,42 0,30 -0,17 0.13
B1013 Pp del verano 0,14 0,43 0,35 -0,18 0,36 -0,18 0,00 -0.56™
Latitud 0,57 0,06 -0,25 -0,89™" 0,43" 0,36

Longitud -0,04 -0,78"" -0,36 0,21 0,24 -0,39 -0,07
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Relacién entre las variables climéaticas y los caracteres del fruto: se utiliz6 un andlisis de
covarianza (ANCOVA) para evaluar si las diferencias entre rangos encontradas en el modelo
nulo podrian ser explicadas por las covariables ambientales. Con el CDA, primero identificamos
variables BIOCLIM que difirieran entre rangos. Las variables BIOCLIM significativas fueron
incluidas como covariables sustituyendo al efecto fijo poblacién anidado dentro de rango y se
compard el modelo nulo (son covariables) con el modelo completo. EI modelo completo incluyé
el efecto de la covariable y la interaccion covariable por rango. Si las diferencias entre rangos
son reducidas o desaparecen después de incluir la covariable climatica, tales diferencias pueden
ser atribuidas a diferencias climaticas entre los rangos (Colautti et al. 2009). En este caso, una

regresion lineal entre el caracter y la covariable determinara la fuerza y direccion del cline.

Efecto de la temperatura de incubacion sobre la dormicidn de los frutos: el nivel de dormicién
de los frutos controla la proporcién de semillas germinadas a una temperatura especifica (p. ej.
20°C) pero también el rango de temperaturas dentro del cual la germinacion ocurre (Batlla y
Benech-Arnold 2015; Arana et al. 2016). Entonces, para explorar la expresion de dormicién en
funcion de la temperatura, se incubaron frutos de tres poblaciones argentinas y cuatro
poblaciones nativas a 10, 20 y 30°C. El rango (Argentina y nativo), la temperatura (10, 20 y
30°C), la latitud y todas las interacciones fueron considerados efectos fijos mientras que el

bloque dentro de cada temperatura fue considerado aleatorio.

RESULTADOS
Diferencias entre rangos en los caracteres del fruto

Se encontraron diferencias significativas entre rangos y poblacion dentro de rango para la
germinacion en T1y T2 (Tabla 2.3). En T1, los efectos experimento e interaccion experimento
por rango no fueron significativos, pero en T2 se observd un efecto significativo de la
interaccion experimento por rango (Tabla 2.3). Las poblaciones invasoras germinaron en mayor
proporcién que las nativas en T1 (F=34,1, P<0,0001; 0,53+0,10 y 0,22+0,07, respectivamente) y
T2 (F=60,2, P<0,0001; 0,67+0,08 y 0,46+0,07, respectivamente). Dentro del rango no-nativo,
las poblaciones australianas germinaron en proporcion significativamente mayor que las
argentinas en T1 (F=8,4, P=0,0045; 0,65+0,12 y 0,39+0,16, respectivamente) pero no en T2
(F=0,32, P=0,5738; 0,76+0,07 y 0,60+0,14, respectivamente).
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Tabla 2.3. Analisis de la varianza y covarianza para los cinco caracteres del fruto en modelos
nulo (sin covariable) y completo (con latitud como covariable). Los efectos significativos

(P<0,05) estan indicados en negrita.

Modelo nulo Modelo completo
Fuente de Fuente de
Caracter variacién F P variacion F P
Rango 38,5 <0,0001 Rango 3,78 0,0257
Germinacién Experimento 2,43 0,1224 Experimento 0,63 0,4294
(T1) Rango*Exp 0,32  0,7256 Rango*Exp 0,26 0,7712
Pob (Rango) 14,4 <0,0001 Latitud 21,6 <0,0001
Lat*Rango 4,14 10,0182
Rango 30,1  <0,0001 Rango 5,00 0,0083
. ., Experimento 0,04 0,8328 Experimento 0,00 0,9953
Germinacion
(T2) Rango*Exp 13,3  <0,0001 Rango*Exp 1,35 0,2634
Pob (Rango) 23,2 <0,0001 Latitud 22,7 <0,0001
Lat*Rango 5,31 0,0063
Rango 354,5 <0,0001 Rango 0,14 0,8654
Peso del Experimento 1,87 0,176 Experimento 0,04 0,847
fruto Rango*Exp 0,55  0,5767 Rango*Exp 0,60 0,5501
Pob (Rango) 92,8  <0,0001 Latitud 1,49 0,2256
Lat*Rango 0,11 0,9003
Rango 7,90 0,0008 Rango 2,65 0,0765
Largo del Experimento 0,04 0,836 Experimento 0,07 0,798
fruto Rango*Exp 1,33 0,272 Rango*Exp 0,35 0,7061
Pob (Rango) 10,8  <0,0001 Latitud 7,07 0,0093
Lat*Rango 3,84 0,0253
Rango 7,22  0,0014 Rango 0,88 0,4165
Ancho del Experimento 2,53 0,116 Experimento 0,50 0,483
fruto Rango*Exp 1,24 0,295 Rango*Exp 0,64 0,5288
Pob (Rango) 6,16  <0,0001 Latitud 0,31 0,5791
Lat*Rango 1,49 0,2314
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Ademés, los frutos de las poblaciones invasoras tuvieron mayor peso (F=646,1, P<0.0001;
13,5+1,4 vs. 9,2+1,4 mg fruto?), largo (F=15,7, P=0,0002; 0,49+0,02 vs. 0,45+0,02 cm) y
ancho (F=13,4, P=0,0005; 0,23+0,01 vs. 0,20+0,01 cm) que los frutos de las poblaciones
nativas. Dentro del rango no-nativo, las poblaciones australianas presentaron mayor peso gque
las poblaciones argentinas (F=170,0, P<0,0001; 16,3+1,2 vs. 11,5+0,9 mg fruto) pero no
fueron significativamente mas largas (F=0,48, P=0,4919; 0,51+0,03 vs. 0,49+0,02 cm) ni anchas
(F=3,6, P=0,0628; 0,25+0,01 vs. 0,22+0,01 cm). En todos los caracteres se observd una amplia
variabilidad dentro del rango (Fig. 2.1).
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Figura 2.1. Diferencias entre rangos en los caracteres del fruto. Germinacion de los frutos en T1
(A) y T2 (B), peso (C), largo (D) y ancho (E) de los frutos. Cada punto corresponde al valor
medio de una poblacion dentro de un experimento y tiempo (A y B) o al valor medio de dos
experimentos (C-E). Las poblaciones nativas, argentinas y australianas estan representadas por

simbolos rojos, azules y negros, respectivamente.
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Caracterizacion climatica de los rangos nativos y no-nativos

El andlisis de PCA de las 13 variables BIOCLIM resultd en cuatro variables compuestas
designadas PClcLm-PC4cuim, las que captutaron 31,9%, 26,7%, 17,2% y 9,4% de la variacion
total, respectivamente (Tabla 2.2). ElI PClcum estuvo representado por valores positivos de
todas las variables relacionadas con la cantidad de precipitaciones, mientras que el PClcum lo
estuvo por valores positivos de todas las variables relacionadas con la temperatura y un valor
negativo de BIO3 (Tabla 2.2). La distribucion de las poblaciones nativas ocurri6 en todo el
rango climatico mientras que las poblaciones invasoras (rango no-nativo) no se encontraron en
los ambientes mas frios (Fig. 2.2A). Por esto, se realizd un CDA para identificar las variables

BIOCLIM que explicaran las diferencias climaticas entre rangos.

El CDA mostr6é diferencias significativas entre rangos (lambda de Wilks =0,0053, F=6,89,
P=0,0002; Fig. 2.2B). El primer eje canonico (Canl) explico el 93,5% de la variacion entre
rangos y claramente diferencié los rangos no-nativos (Argentina y Australia) del rango nativo
(F=14.1, P=0,0009 y F=16,1, P=0,0006, respectivamente; Fig. 2.2B). Tres de las 13 variables
BIOCLIM estuvieron asociadas significativamente al Canl (BIO1, BIO3, y BIO5). Cuanto
mayor el Canl, menor la temperatura media anual (BIOl; F=4,3, P=0,0297), menor la
temperatura media del trimestre méas seco (BIO5; F=7,2, P=0,0048) y mayor el rango de
temperatura anual (B1O3; F=14,4, P=0,0002). La media y el desvio estandar de estas tres
variables es provista para cada rango en la Fig. 2.2B. Por otro lado, el segundo eje candnico
(Can2) explico solo el 6,5% de la variacion entre rangos y diferencio6 los rangos no-nativos entre
si (Fig. 2.2B); sin embargo, tal diferencia no fue estadisticamente significativa (F=2,1;
P=0,1521). Las tres variables BIOCLIM que explicaron las diferencias entre rangos mostraron
una fuerte correlacion con la latitud (Tabla 2.2) indicando que la latitud puede ser utilizada

como un buen proxy de las diferencias climaticas entre rangos.
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Figura 2.2. Variabilidad ambiental dentro de los rangos nativos y no-nativos del girasol
silvestre. Ambos ejes representan el primer y segundo eje del analisis de componentes
principales (PCA; A) y del anlisis candnico discriminante (CDA; B) de las 13 variables

BIOCLIM (Tabla 2.2). Las
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poblaciones nativas, argentinas y australianas estan representadas

por simbolos rojos, azules y negros, respectivamente.
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La variacion geogréfica explica las diferencias en dormicion, pero no en el peso ni el tamafio

de los frutos

Cuando la latitud fue incluida como covariable en los modelos de germinacion, el efecto latitud
fue significativo y explicd la mayor parte de las diferencias entre rango (Tabla 2.4). En el
modelo completo, se observaron efectos significativos del rango, latitud y de la interaccién
rango por latitud, tanto en T1 como T2 (Tabla 2.4). Sin embargo, el efecto latitud explico la
mayor parte de la variacion (~70%; Tabla 2.4). Los efectos experimento y experimento por
rango no fueron significativos (Tabla 2.4). Ademas, se obtuvieron resultados similares cuando
BIO1, BIO3 y BIO5 fueron incluidas individualmente en el modelo (Tabla 2.5). Para desglosar
la interaccién latitud por rango observada se realizd una regresion lineal entre la latitud y la
germinacion para cada uno de los tres rangos. Las poblaciones invasoras de Argentina y nativas
mostraron similar direccion del cline (a mayor latitud menor germinacion; Fig. 2.3) pero la
respuesta a la latitud fue mucho mas fuerte en las poblaciones argentinas (Fig. 2.3). Por otro
lado, no se observo una regresion significativa entre la germinacion y la latitud en el rango de
Australia (Fig. 2.3). En cuanto a las variables morfoldgicas, se observé un efecto significativo
de la latitud y de la interaccion rango por latitud solo en el largo de los frutos (Tabla 2.4). El
largo de los frutos se increment6 con la latitud en las poblaciones australianas (b=0,018;
r’=0,58; P=0,0006) pero la regresion no fue significativa dentro de los rangos Argentina y
nativo (P=0,3548 y P=0,1109, respectivamente).
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Figura 2.3. Relacion entre la latitud y la germinacion de los frutos en el girasol nativo y no-
nativo. Las poblaciones nativas, argentinas y australianas estan representadas por simbolos
rojos, azules y negros, respectivamente. Cada punto representa el valor medio y el error estandar
de una poblacion. Las lineas roja y azul (poblaciones nativas y argentinas, respectivamente)
indican una regresion lineal significativa entre la latitud y la germinacién. Se proveen la

pendiente (b), los valores r2 y p de las regresiones significativas.
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Tabla 2.4. Anélisis de la varianza para la germinacion de los frutos en T1 y T2 bajo tres

temperaturas de incubacién constantes (10, 20 y 30°C). Los efectos signficativos (P<0,05) estan

indicados en negrita. *Numerador, denominador de los grados de libertad de cada efecto.

Caracter Germinacion del frutoen T1 Germinacion del fruto en T2
Efecto F gl* P F gl* P
Temperatura 24,62 2/66 <0,0001 13,07 2167 <0,0001
Rango 0,00 1/66 0,9524 2,47 1/67 0,121
Temp*Rango 8,83 2/66 0,0004 8,89 2/67 0,0004
Latitud 3,33 1/66 0,0725 1,09 1/67 0,3001
Lat*Temp 22,05 2/66 <0,0001 11,95 2/67 <0,0001
Lat*Rango 0,07 1/66 0,7936 3,17 1/67 0,0797
Lat*Rango*Temp 6,31 2/66 0,0008 7,91 2/67 0,0001
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Tabla 2.5. Andlisis de covarianza para los cinco caracteres del fruto usando independientemente

BIO1, BIO3 y BIO5 como covariables. Efectos significativos (P<0,05) en negrita. FV: fuente de

variacion.
Caracter BIO1 BIO3 BIO5
FV F P F P F P
Germinacion
(T1) Rango 4,3 0,0158 8,74 0,0003 12,33  <0,0001
Experimento 2,76 0,0991 3,54 0,0625 2,7 0,1029
Rango*Exp 1,6 0,2062 1,63 0,2010 1,2 0,3038
BIO 18,6  <0,0001 10,58 0,0015 15,14  0,0002
BlO*Rango 3,86 0,0237 9,19 0,0002 13,23  <0,0001
Germinacion
(T2) Rango 2,85 0,0622 3,24 0,0431 7,33 0,0010
Experimento 0,69 0,4063 2,28 0,1337 0,25 0,6205
Rango*Exp 0,5 0,6076 0,05 0,953 0,65 0,56221
BIO 11,25 0,0011 17,04  <0,0001 7,36 0,0077
BlIO*Rango 2,54 0,0836 3,67 0,0287 6,52 0,0021
Peso de los
frutos Rango 1,99 0,1426 8,06 0,0006 1,89 0,1577
Experimento 0,05 0,8244 0,14 0,7078 0,04 0,8352
Rango*Exp 0,59 0,5572 0,09 0,9181 0,55 0,5807
BIO 3,76 0,0558 0,17 0,6802 1,39 0,2415
BlIO*Rango 0,99 0,3747 4,43 0,0148 1,16 0,3188
Largo de los
frutos Rango 7,97 0,0007 11,45  <0,0001 5,37 0,0063
Experimento 0,07 0,7872 0,19 0,6624 0,13 0,7228
Rango*Exp 0,35 0,7044 0,82 0,4417 0,34 0,7126
BIO 16,09 0,0001 0,1 0,7531 0,95 0,3322
BlIO*Rango 6,77 0,0019 10,27  <0,0001 6,73 0,0019
Ancho de los
frutos Rango 2,48 0,0899 4,17 0,0187 0,57 0,5681
Experimento 0,51 0,4788 1,39 0,2411 0,46 0,4999
Rango*Exp 0,65 0,5262 0,72 0,4872 0,63 0,5328
BIO 3,5 0,0647 0,45 0,5027 0 0,9575
BlIO*Rango 1,92 0,1533 3,41 0,0376 1,18 0,3129
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Efecto de la temperatura de incubacién sobre la expresion de la dormicion

Frutos de tres poblaciones invasoras (Argentina) y cuatro nativas fueron incubados a
temperatura constante de 10, 20 y 30°C. En ambos tiempos (T1 y T2) se observaron efectos
significativos de la temperatura y de las interacciones rango por latitud, rango por temperatura y
rango por latitud y temperatura (Tabla 2.4). En promedio, la germinacion de los frutos del rango
nativo en T1 vari6 desde cero a 10°C a 0,20+0,05 a 20°C (Fig. 2.4A), mientras que la
germinacion dentro del rango no-nativo varié desde 0,18+0,04 a 30°C a 0,54+0,07 a 20°C (Fig.
2.4B). En T2, la germinacion de los frutos del rango nativo varié desde 0,11+0,04 a 30°C a
0,50£0,04 a 20°C (Fig. 2.4C), mientras que la germinacion dentro del rango no-nativo varié
desde 0,13+0,03 a 30°C a 0,71+0,06 a 20°C (Fig. 2.4D). El efecto de la interaccion latitud por
rango y temperatura (Tabla 2.4) indica que el efecto de la latitud vari6 con la temperatura, pero
ademas esta variacion fue rango-dependiente. En el rango nativo, tres de las cuatro poblaciones
mostraron una dormicion muy fuerte a 10°C y 30°C (Fig. 2.4A 'y C) pero a 20°C se observo una
correlacion significativa con la latitud (r=-0,85; P<0,0001 y r=-0,78; P=0,0003 para la
germinacion en T1 y T2, respectivamente). Dentro del rango no-nativo, se observé un cline
similar a 20°C (r=-0,79; P=0,0041y r=-0,68; P=0,0157 para la germinacion en Tl y T2,
respectivamente). Sin embargo, a 10°C este cline se invirtid, la germinacion de los frutos se
incremento con la latitud (r=0,91; P<0,0001 y r=0,90; P<0,0001 para la germinacién en T1y
T2, respectivamente; Fig. 2.4B y D).

62



104 * ND 1.04 & LMA
= & = ' - RCU
rur
= 0g{ * I = 0.8 9 DIA
5 g
g 0.6 % 0.6
£ 04 S 04
L] )

] 0.2 &) 0.2
0.0 -.- . 0.0 T T
10 20 30 10 20 30
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
C D

1.0 - ND 1.0 -2 IMA
a & X & & RCU
— -8 IN i & DA
‘E’ 0.8 4 @ TX ~ 0.8+
-.o \g
§ 0.6 1 E 064
S 04 k= 0.4 4
E =1
o G
6] 0.2 1 &) 024

0.0 T 0.0 T T T

10 20 30 10 20 30
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 2.4. Germinacién de los frutos de poblaciones nativas e invasoras de girasol incubados
en tres temperaturas constantes (10, 20, y 30 °C) en T1 (A y B para nativos e invasores,

respectivamente) y T2 (C y D para nativos e invasores, respectivamente).
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DISCUSION

En el presente capitulo se revelaron diferencias genéticas para caracteres del fruto entre
poblaciones provenientes del rango de distribucidn nativo y no-nativo de girasol. Los frutos del
rango no-nativo mostraron mayor peso, tamafio y germinacion (menor dormicién) que los frutos
del rango nativo (Fig. 2.1). Dichas diferencias en caracteres ecol6gicamente relevantes podrian
haber contribuido al establecimiento, naturalizacion y/o expansion del girasol silvestre fuera del
rango nativo, limitando el uso de tecnologias en el cultivo de girasol debido al flujo génico
cultivo-silvestre (Cantamutto y Poverene 2007; Presotto et al. 2012). Las diferencias entre
rangos en dormicion fueron principalmente explicadas por una variacion latitudinal de la
dormicion observada tanto en el rango nativo como en uno de los rangos no-nativos (Tabla 2.3;
Fig. 2.3) mientras que las diferencias en el peso y tamafio de los frutos no pudieron ser
explicadas por las variables climéaticas (Tabla 2.3). En resumen, con el uso de diferentes
enfoques complementarios, el presente capitulo aporta evidencia de una evolucién adaptativa
rapida de la dormicién en el girasol argentino en respuesta a las mayores temperaturas

encontradas en el rango no-nativo.
Diferencias entre rangos en el peso y tamafio de los frutos

El incremento del tamafio y la germinacién de los frutos fueron previamente propuestos como
caracteres que promueven la invasion (Buckley et al. 2003; Leiblein-Wild et al. 2014; Ortmans
et al. 2016). En este capitulo, el peso y tamafio de los frutos fueron consistentemente mayores
en el rango no-nativo que en el rango nativo (Fig. 2.1C-E) y tales diferencias no pudieron ser
explicadas por diferencias climaticas entre rangos (Tabla 2.3). La divergencia fenotipica del
peso y tamafio de los frutos podria ser el resultado de uno o mas factores: 1) Seleccién natural
durante el establecimiento, naturalizacion y/o expansién en el rango no-nativo; 2) Eventos
estocasticos (p. ej. introduccion de frutos grandes); 3) Flujo génico reciente con el cultivo
(Keller y Taylor, 2008; Presotto et al. 2012, 2017; Colautti y Lau 2015). Con la excepcion de
una poblacién nativa con frutos excepcionalmente grandes (IN; Fig. 2.1D y E), todas las
poblaciones nativas presentaron frutos mas pequefios y livianos que cada una de las poblaciones
invasoras (Fig. 2.1D y E). Por lo tanto, al menos con nuestra muestra de poblaciones, el mayor
tamafio y peso de los frutos observados en las poblaciones invasoras no puede ser atribuido a la

introduccién de una poblacion con frutos grandes.

La hibridacién cultivo-silvestre es una posible explicacion del mayor tamafio de frutos
encontrado en el rango no-nativo. El flujo génico entre el girasol cultivado y silvestre ha sido
documentado tanto en el rango nativo (Arias y Rieseberg 1994; Snow et al. 1998) como en el
no-nativo (Ureta et al. 2008a, b; Mondon et al. 2018). La hibridacion cultivo-silvestre produce

rdpidamente un incremento en el tamafio de los frutos en la progenie hibrida (Presotto et al.
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2011, 2015, 2017), por lo tanto, seria una forma rapida de incrementar la variabilidad fenotipica
sobre la cual la seleccién puede actuar. Sin embargo, un estudio reciente usando estas mismas
poblaciones argentinas no detect6d introgresién significativa del cultivo en las poblaciones

silvestres (Mondon et al. 2018), convirtiendo poco probable esta hipotesis.

Estudios previos han reportado variaciones geogréaficas en el peso de los frutos, sugiriendo un
papel adaptativo para este caracter. Por ejemplo, el peso de los frutos varié a lo largo de un
gradiente de aridez (Volis 2009; Konarzewski et al. 2012) y con la latitud (Moles y Westoby
2003; Murray et al. 2004). En este capitulo, no se identificd ningun cline geografico en los
carateres morfoldgicos. Solo hubo una excepcion, la relacion positiva entre el largo de los frutos
y la latitud en Australia, sin embargo, esta relacion no fue observada en ninguno de los otros dos
rangos y podria ser el resultado de una poblacién con frutos especialmente grandes (WAU) que
junto con el bajo numero de poblaciones utilizadas podria producir una relacion no funcional.
La ausencia de variacién latitudinal en el peso y tamafio de los frutos ha sido publicada en el
girasol nativo (McAssey et al. 2016). Por lo tanto, es posible que factores bidticos (p. ej.
seleccion pre-dispersion por pajaros, Presotto et al. 2015), factores abidticos no capturados en
este estudio y/o mecanismos de compensacion con caracteres no medidos (p. ej. tamafio de
planta, habilidad para competir) estén actuando sobre el peso y tamafio de los frutos de girasol.
Ademas, es interesante destacar que no se encontr6 correlacion entre el peso de los frutos y su
dormicidén en ninguno de los rangos (P>0.46 y r?<0.03), indicando que ambos caracteres pueden

evolucionar independientemente.
Evolucién adaptativa rapida de la dormicion en el girasol argentino

En este capitulo se aporta evidencia de una evolucién rapida y adaptativa de la dormicion del
fruto en el girasol argentino en respuesta a las mayores temperaturas encontradas en el rango
no-nativo. Dos lineas de evidencia complementarias soportan esta idea: 1) Las diferencias
genéticas entre rangos en dormicion son explicadas en gran parte por diferencias en latitud
(Tabla 2.3); 2) La direccion del cline latitudinal en Argentina es similar al observdo en el rango

nativo (es decir, presencia de clines paralelos; Fig. 2.3)

En este capitulo, la mayor germinacion de las poblaciones invasoras fue explicada
principalmente por un cline latitudinal (Tabla 2.3). Diferencias entre rangos explicadas por
clines geogréaficas ha sido previamente utilizada para inferir evolucién dentro del rango no-
nativo (post-introduccién; Colomer-Ventura et al. 2015). Este enfoque asume que la
convergencia fenotipica entre rangos es el resultado de una evolucién rapida dentro del rango
no-nativo. Sin embargo, una mayor germinacion de las poblaciones invasoras podria deberse a
la introduccion de poblaciones pre-adaptadas (Keller y Taylor 2008; Colautti et al. 2009;

Colautti y Lau 2015), especialmente si la distribucion en el rango no-nativa no es amplia, 0 a

65



flujo génico reciente con el girasol cultivado (Presotto et al., 2014; Hernandez et al., 2017).
Estudios fenotipicos previos sugieren dos fuentes de introduccion independientes en la
Argentina: 1) La region suroeste para DIA, involucrando poblaciones desde California a
Colorado (Cantamutto et al. 2010a) y 2) La regidn centro-este para el resto de las poblaciones,
incluyendo poblaciones desde Nebraska a Ohio (Cantamutto et al. 2010a). En este capitulo, se
observé una amplia variedad de fenotipos de dormicion entre las probables fuentes de
introduccion (Fig. 2.1A, B), siendo posible la hipétesis de introduccion de genotipos pre-
adaptados. Sin embargo, la expansién después de una probable Unica introduccion cerca de la
poblacién de RCU (Cantamutto et al. 2010a, b) y la variacién clinal observada (discutido abajo)

sugieren gue la divergencia en dormicidn fue post-introduccion.

Por otro lado, la presencia de clines geogréficos dentro del rango nativo sugiere fuertemente que
esos caracteres estan bajo seleccion natural y por lo tanto confieren adaptacion local (Montague
et al. 2008; Konarzewski et al. 2012; Colomer-Ventura et al. 2015). Aunque la deriva génica en
poblaciones muy chicas puede causar la aparicion de clines no adaptativos (Colautti y Lau
2015), la evidencia previa sugiere que no hubo cuellos de botella severos durante la
introduccidn del girasol en Argentina (Cantamutto et al. 2010a; Garayalde et al. 2011; Mondon
et al. 2018). En este capitulo se demuestra que la dormicién en el girasol argentino evoluciond
en respuesta a la temperatura, reestableciendo el cline latitudinal observado en el rango nativo
(Fig. 2.3). Mas aln, las poblaciones argentinas mostraron una variacion similar a las
poblaciones nativas en dormicidn en una regién de distribucion mucho méas pequefia, lo cual
produjo una clina mas fuerte (Fig. 2.3). Por el contrario, no observamos ningln tipo de

variacién clinal en la dormicién del girasol australiano (Fig. 2.3).

La divergencia entre poblaciones de girasol para los niveles de dormicién fue previamente
reportada, tanto en Argentina (Presotto et al. 2014) como en el rango nativo (Brunick 2007) y la
importancia adaptativa de tal divergencia fue recientemente evaluada a campo. En un
experimento de banco de frutos en el campo, realizado en el limite sur de la distribucién del
girasol argentino (S 38°41°38”), se observo que la baja dormicion de la poblacion DIA resulto
en una alta germinacion durante el otofio, con la consecuente muerte de la mayoria de las
plantas durante el invierno. Por otro lado, la alta dormicion de la poblacion BAR le permitio a la
poblacion sobrevivir el invierno en estado de fruto dormante y germinar durante la primavera
temprana (resultados no publicados). Experimentos de transplante reciprocos usando los
extremos de la distribucion de girasol representan un enfoque interesante para detectar el
impacto de diferencias fenotipicas en la dormicién sobre la aptitud biol6gica de las poblaciones.
Finalmente, dentro del rango nativo se reporté evidencia de adaptacion local para un gen
asociado a la dormicion (el factor de transcripcion DELLA; McAssey et al. 2016) aunque

lamentablemente la dormicién no fue registrada en dicho estudio. Futuros estudios que
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relacionen la evolucién de genes candidatos con datos fenotipicos ayudaran a mejorar la

comprension de las bases moleculares de la adaptacion local.
Respuesta diferencial a la temperatura entre el girasol nativo y no-nativo

Ademas del efecto principal de la temperatura sobre las variaciones en dormicién a lo largo de
un gradiente latitudinal, la temperatura también puede afectar tanto la expresion de la dormicién
como la velocidad de germinacion de los frutos no dormantes en variaciones mucho mas
pequefias, como los microclimas (Batlla y Benech-Arnold 2015; Arana et al. 2016; Marcer et al.
2018). Cuando los frutos fueron incubados en tres temperaturas distintas (10, 20 y 30°C) la
latitud explico las diferencias en dormicidn entre rangos pero de una manera mas compleja, a
través de las interacciones con la temperatura y el rango (Tabla 2.4). A 30°C, la germinacion fue
muy baja en la mayoria de las poblaciones y contrariamente a lo observado a 20°C no se
incrementd después del invierno simulado (T2). En T1, la baja germinacion puede ser explicada
por una mayor expresion de la dormicion en altas temperaturas de incubacion, es decir, los
frutos germinan en un rango méas estrecho de temperaturas (Batlla y Benech-Arnold 2015)
mientras que en T2 la induccion de dormicion secundaria por altas temperaturas es la causa mas
probable (Batlla y Benech-Arnold 2015). En T2 a 30°C, todos los frutos germinados fueron
registrados en los primeros cuatro dias (datos no mostrados), sugiriendo que los frutos con
menor dormicion primaria (debido al almacenamiento en frio) fueron rapidamente inducidos en

dormicion secundaria.

A 10°C, se observo que el cline latitudinal fue invertido en las poblaciones argentinas; es decir,
a mayor latitud, mayor germinacién, tanto en T1 como en T2 (Fig. 2.4). Se sugiere que este
comportamiento es resultado de diferencias genéticas en las temperaturas cardinales para la
expresion de la dormicion (en este caso, la temperatura minima a la cual se expresa la
dormicién; Batlla y Benech-Arnold 2015; Arana et al. 2016). Por lo tanto, mientras el nivel de
dormicién expresado a 20°C, explicaria las grandes diferencias en la distribucion sobre un
gradiente latitudinal (a mayor latitud, mayores niveles de dormicion; Burghardt et al. 2016), las
temperaturas cardinales podrian ajustar la germinacion en respuesta a variables microclimaticas,
permitiendo una rapida germinacion durante la primavera temprana (Arana et al. 2016). Aunque
la fisiologia de la dormicién es un proceso ampliamente estudiado, raramente se ha reportado
divergencia evolutiva en las temperaturas cardinales (Xia et al. 2011; Leiblein-Wild et al. 2014;
Rosbakh y Poschlod 2015; Arana et al. 2016). Por lo tanto, son necesarias futuras
investigaciones sobre las bases fisiol6gicas de la dormicion y su relacion con la adaptacion

local. En este sentido, el girasol invasor es un sistema modelo prometedor.

En conclusion, en este capitulo se aporta evidencia de evoluciéon adaptativa rapida de los

caracteres del fruto en poblaciones invasoras de girasol. En Argentina, la dormicion evoluciond
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en respuesta a la temperatura, estableciendo el cline latitudinal observado en el rango nativo y
contribuyendo a la adaptacion local durante la expansién. Por otro lado, el incremento del
tamafio de los frutos de las poblaciones invasoras no pudo ser adjudicado a diferencias
climéticas entre rangos, esto podria indicar que dicho caracter juega un rol en la invasion en si
misma aunque el efecto de flujo génico reciente con el cultivo no puede ser descartado. Entre
las poblaciones australianas no se encontrd evidencia de adaptacién local, por lo tanto es
necesario un muestreo mas amplio para evaluar qué tan comun es la evolucion rapida en el
girasol silvestre. Finalmente, se demostr6 que los parientes silvestres de los cultivos pueden
evolucionar rapidamente en respuesta a las nuevas condiciones abioticas encontradas en el
rango no nativo, lo cual es importante en el manejo de las plantas invasoras y en la prediccién

del riesgo de escape de alelos del cultivo hacia los sistemas naturales.
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CAPITULO 3

Tolerancia a eventos extremos de temperatura en girasol silvestre y

cultivado durante estadios vegetativos tempranos

INTRODUCCION

Las condiciones de estrés abidtico producidas por salinidad, sequia y/o temperaturas extremas
son la principal causa de pérdida de rendimiento de los cultivos extensivos en el mundo (IPCC,
2014). EIl estrés abidtico es capaz de disminuir los rendimientos a través de diferentes vias,
como pueden ser: la reduccion de la acumulacién de biomasa total, reduccién de la biomasa
particionada a 6rganos de cosecha (es decir, indice de cosecha) y en los casos mas extremos
causando mortandad de las plantas cultivadas (Witcombe et al. 2008). Existe acuerdo entre las
predicciones climéaticas acerca del incremento, no solo de la temperatura media sino también de
la variabilidad climatica en los proximos 50-100 afios (Battisti y Naylor 2009; Gornall et al.
2010). Una mayor variabilidad climatica aumenta la probabilidad de ocurrencia de eventos

extremos, como los extremos de temperatura y los periodos extendidos de sequia/inundaciones.

Los eventos extremos pueden ser definidos de acuerdo a dos grandes perspectivas (Diez et al.
2012). Primero, poniendo el foco solo en las condiciones climéticas, los eventos extremos
pueden ser definidos como episodios climaticos estadisticamente raros (p. ej. temperaturas
mayores/menores que el 95% de las temperaturas histéricas para un determinado momento). Sin
embargo, esta definicion dice poco o nada acerca del impacto de los eventos extremos sobre la
performance de los organismos. Por esto, siguiendo un criterio focalizado en los organismos, los
eventos extremos son aquellos que exceden la capacidad de aclimatacion de los organismos,
alterando irreversiblemente sus funciones normales. En plantas, los eventos extremos de
temperatura podrian afectar la supervivencia, la tasa de crecimiento, la aptitud biologica de las
poblaciones naturales y el rendimiento de los cultivos (Deryng et al. 2014; Niu et al. 2014;
Orsenigo et al. 2014). En cultivos de verano, temperaturas extremas (p. ej. olas de calor o
heladas tardias) pueden afectar draméaticamente la supervivencia de las plantas durante la etapa
de implantacion (Hnilickova et al. 2017; Prasad et al. 2017), comprometiendo el rendimiento de

los cultivos.

La tolerancia al estrés es la habilidad de una planta para mantener el crecimiento, la aptitud
bioldgica o el rendimiento aun en presencia del estrés (Mickelbart et al. 2015). En plantas, la
tolerancia a temperaturas extremas es comunmente adquirida después de un periodo de

exposicion a temperaturas estresantes, pero no letales, proceso llamado aclimatacion

69



(Thomashow 2010; Mickelbart et al. 2015) o tolerancia termo-adquirida (Senthil-Kumar et al.
2003; Yeh et al. 2012). La duracién del proceso de aclimatacién puede variar desde horas
(Senthil-Kumar et al. 2003; Rampino et al. 2009) para el estrés por calor a dias (Byun et al.
2014; Robison et al. 2017) para el estrés por heladas o frio. Durante la aclimatacion, el nivel de
expresion de cientos de genes sensibles al estrés es alterado con el objetivo de preparar a la

planta para soportar el estrés (Rampino et al. 2009; Thomashow 2010; Jia et al. 2016).

En las poblaciones silvestres, la dormicidén y el momento de germinacion son responsables de
ubicar las etapas reproductivas en el periodo mas favorable para el crecimiento (Donohue 2014;
Arana et al. 2016) mientras que, en los cultivos, el manejo de la fecha de siembra determina el
ambiente durante las fases reproductivas. En cultivos de verano, para minimizar la ocurrencia de
estrés durante la floracion, los productores siembran al inicio de la primavera después de la
fecha media de la Gltima helada (Andrade 1995) y més recientemente en Argentina, durante el
inicio del verano (Bonelli et al. 2016; Gambin et al. 2016) exponiendo las fases tempranas del
cultivo a estrés por frio (o heladas; EF) y calor (EC), respectivamente.

Durante la domesticacion, la seleccién consciente e inconsciente de los primeros agricultores
cambi6 los fenotipos de las plantas cultivadas respecto de sus antecesores silvestres (Hancock
2012; Meyer y Purugganan 2013). Los caracteres tipicos de la domesticacion incluyen frutos
grandes sin dormicion, retencion de frutos, crecimiento temprano rapido y altos indices de
cosecha (Mercer et al. 2007; Hancock 2012; Presotto et al. 2012). El incremento en la
utilizacién de recursos para crecimiento en los cultivos probablemte redujo la cantidad de
recursos destinados a la tolerancia del estrés bidtico (Agrawal et al. 2015) y abiotico (Koziol et
al. 2012). La compensacidn entre el crecimiento y la tolerancia a estrés se ha sugerido como un
factor clave en la distribucion de especies silvestres (Koehler et al. 2012; Oakley et al. 2014;
Wos y Willi 2015). Por ejemplo, poblaciones adaptadas a altas latitudes mostraron una mayor
tolerancia al estrés por heladas y un menor crecimiento, aln en ausencia de estrés mientras que
las poblaciones adaptadas a menores latitudes mostraron una seleccion relajada sobre la
tolerancia a heladas, lo que les permitidé destinar mayor cantidad de recursos a crecimiento
(Koehler et al. 2012; Oakley et al. 2014). Ademés, se ha sugerido un rol importante de la
compensacion entre el crecimiento y la tolerancia a estrés en la evolucion del cultivo y de

biotipos maleza de girasol (Mayrose et al. 2011; Koziol et al. 2012; Presotto et al. 2017).

Los objetivos del presente capitulo fueron 1) Desarrollar una técnica de alto rendimiento para
evaluar la tolerancia a temperaturas extremas (EC y EF), 2) Evaluar el comportamiento de
materiales silvestres y cultivados de girasol y 3) Evaluar la existencia de un mecanismo de

compensacion entre crecimiento y tolerancia a las temperaturas extremas.
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MATERIALES Y METODOS
Germoplasma

Los frutos de los biotipos utilizados en este capitulo fueron producidos en 2014/15 en un jardin
comun en el Departamento de Agronomia, Universidad Nacional del Sur, mediante
cruzamientos manuales controlados. Una parcela de al menos 30 plantas por biotipo fue
asignada aleatoriamente dentro del campo experimental. Cada parcela consistio en dos surcos de
5m de largo y plantas espaciadas a 1m y 0,3m (entre y dentro del surco, respectivamente)
logrando una poblacion de 3,3 plantas m-2. Para la implantacion, la dormicion de los frutos
silvestres se redujo por estratificacion, incubando los frutos en una cdmara de crecimiento a 5°C
durante una semana (ISTA 2004). Frutos pregerminados de las poblaciones silvestres fueron
sembrados en bandejas plasticas de 200 celdas de 28x54cm (50cc por celda) y mantenida en
invernadero por 30 dias a 20-25°C. Los cultivares fueron sembrados manualmente en el jardin
comun y en V4-V6 (Schneiter y Miller 1981) se ajusté la densidad a 3,3 plantas por m-2
mediante raleo manual. La siembra/transplante se realizd el 3 de noviembre. Los experimentos
fueron regados por goteo diariamente durante todo el ciclo y fertilizados con 80kg ha-1 de
fosfato diamoénico antes de la siembra y 100kg ha-1 de urea en V4-V6 para lograr un

crecimiento éptimo.

En los biotipos silvestres, capitulos de al menos 15 plantas por biotipo fueron cubiertos en R3-
R4 (Schneiter y Miller 1981) y polinizados a partir de R5 cada 2-3 dias con polen fresco de
plantas hermanas. En los materiales cultivados, los frutos de las lineas HA89 y B59 se
produjeron cubriendo los capitulos en R3-R4 hasta madurez fisioldgica mientras que los frutos
de los cultivares HS03 y VDH487 fueron provistos por Advanta Semillas. Para la produccién de
frutos de los hibridos cultivo-silvestre, se cubrieron capitulos del parental femenino en R3-R4 y
durante R5 todas las flores fueron emasculadas diariamente por la mafiana y polinizadas por la
tarde con polen fresco del parental masculino correspondiente. En los cruzamientos con parental
femenino silvestre se utilizaron al menos 10 plantas madre y tres a cinco plantas del cultivo
como fuente de polen mientras que en los cruzamientos con parental femenino cultivado se
utilizaron de tres a cinco plantas madre y cinco a 10 plantas silvestres como fuente de polen.
Todos los capitulos fueron cosechados simultaneamente, 60-80 dias después de floracion (R5;
Schneiter y Miller 1981). Después de la cosecha, los frutos fueron inmediatamente trillados y

almacenados en condiciones de temperatura ambiente hasta el inicio de los experimentos.

En los distintos experimentos fueron utilizadas siete poblaciones silvestres, cinco colectadas en
la region central de Argentina (Cantamutto et al. 2010a; Casquero et al. 2013): Rio Cuarto
(RCU), Barrow (BRW), Adolfo Alsina (AAL), Diamante (DIA) y Las Malvinas (LMA) y dos
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provenientes de Norteamérica: Indiana (IN; P1 468633) e lllinois (IL, Pl 435540). El panel
cultivado estuvo representado por dos lineas puras (HA89 y B59) y dos cultivares comerciales
(HS03 y VDH487, ambos de Advanta Semillas). Ademas, se incluyd un experimento realizado
por el Dr. Alejandro Presotto en el Laboratorio de la Dra. Kristin Mercer (Department of
Horticulture and Crop Science, Ohio State University), en el cual se evaluaron un material
silvestre (una mezcla de 10 poblaciones colectadas alrededor de Lawrence, Kansas, USA), una
linea pura (HA89) e hibridos cultivo-silvestre de primera generacion y retrocruzas. Detalle de
los genotipos incluidos en cada experimento figuran en la Tabla 3.1. Los frutos utilizados en
este ultimo experimento fueron producidos mediante cruzamientos manuales controlados, de

manera similar al resto de los experimentos de este capitulo.
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Tabla 3.1. Informacidn sobre los tratamientos y biotipos incluidos en cada experimento. AAL, BRW, DIA, LMA y RCU son biotipos invasores colectados en
la region central de Argentina (Cantamutto et al 2010; Casquero et al 2013) mientras que IN e IL son poblaciones nativas provistas por el USDA (Pl 468633 y
435540, respectivamente). HS03 y VDH487 son cultivares comerciales mientras que HA89 es una linea publica. BCW: retrocruza con el parental silvestre;
BCC: retrocruza con el parental cultivado. En los experimentos a campo, la temperatura provista es el promedio de las temperaturas maximas y minimas (EC y

EF, respectivamente) durante el experimento. CC: camara de crecimiento.

Tipo de estrés Exp. Temperatura erjnrt?icel r?tllz ; Biotipo silvestre Biotipo cultivado Hibrido C-S

1 52 y54°C 2-3h; CC AAL, BRW, DIA, LMA, RCU HS03, VDH487 -
) 2 52°C 3h;CC AAL, BRW, DIA, LMA, RCU HS03, VDH487 -

Estrés por calor (EC) 4 54°C 3h:CC BAR, DIA, BRW HS03, VDH487 F1, BCW
4 43.5°C 10d; Campo DIA HS03 F1
1 -2y-4°C 2-4 h; CC AAL, DIA HA89 -
2 -4 °C 4 h; CC AAL, BRW, DIA, IL, IN HS03, VDH487 -
3 -4 °C 4 h; CC DIA, LMA HSO03, VDH487 -

Estrés por helada (EF) 4 -4 °C 4 h; CC BRW, DIA, LMA, RCU B59 -
5 -4 °C 4 h; CC BAR, DIA, BRW HS03, VDH487 F1, BCW, BCC, NH
6 -25°C 3h;CC - HA89 F1, BCW, BCC
7 3.8 32d; Campo DIA HS03 F1
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Disefio experimental
Estrés por calor: experimentos en camara de crecimiento

Se llevaron a cabo dos experimentos para evaluar el comportamiento del girasol silvestre y
cultivado ante el estrés por calor (EC). EI germoplasma silvestre estuvo representado por cinco
poblaciones argentinas y el cultivado, por dos cultivares comerciales (Tabla 3.1). El
experimento 1 consistio en cuatro tratamientos: EC1 (52°C-2h), EC2 (52°C-3h), EC3 (54°C-2h)
y EC4 (54°C-3h) mientras que en el experimento 2 fue utilizado un solo tratamiento (EC2).
Todos los genotipos fueron asignados aleatoriamente en tres repeticiones de 20 plantas en
bandejas pléasticas de 100 celdas (15cc por celda, 54cm x 28cm; Fig. 3.1A). Las bandejas se
rellenaron con sustrato comercial GROW-MIX MULTIPRO (Terrafertil) y fueron regadas dos
veces al dia (8:00h y 20:00h) mediante riego por aspersion automatico. Antes del tratamiento de
estrés, las plantas recibieron un tratamiento de aclimatacién, segin Senthil-Kumar et al. (2003)
con pequefias modificaciones. La aclimatacion consistio en el incremento de la temperatura
desde 28°C a 42°C en 4 horas (28°C-1h, 40°C-1h, 42°C-2h) en condiciones de luz constante. La
luz en la camara fue provista por lamparas fluorescentes (220 pmolm™2 s!). Después de esta
induccion, las plantas fueron regadas y transferidas a la temperatura del tratamiento.
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Figura 3.1. Vista de las parcelas en los distintos tipos de experimento: (A) camara de
crecimiento; (B) estrés por calor a campo; (C) estrés por frio a campo y (D) termo-higrometro

de mano utilizado para registrar temperatura y HR.
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Estrés por heladas: experimentos en camara de crecimiento

Se llevaron a cabo cuatro experimentos para evaluar el comportamiento del girasol silvestre y
cultivado ante el estrés por heladas (EF). El girasol silvestre y cultivado estuvieron
representados por dos a cinco poblaciones silvestres y uno o dos cultivares, respectivamente
(Tabla 3.1). En el experimento 1 se utilizaron cuatro tratamientos: EF1 (-2°C-2h), EF2 (-2°C-
3h), EF3 (-4°C-3h) y EF4 (-4°C-4h) mientras que solo un tratamiento (EF4: -4°C-4h) fue
utilizado en los experimentos 2, 3 y 4 (Tabla 3.1). Todos los genotipos fueron asignados
aleatoriamente en tres repeticiones de 20 plantas en bandejas plasticas de 100 celdas (15 cc por
celda, 54 cm x 28 cm; Fig. 1A). Las bandejas se rellenaron con sustrato comercial GROW-MIX
MULTIPRO (Terrafertil) y fueron regadas dos veces al dia (8:00h y 20:00h) mediante riego por
aspersion automatico. Antes del tratamiento de estrés, las plantas recibieron un tratamiento de
aclimatacion de cuatro dias a 4°C constantes (12 h luz/oscuridad) y luego fueron transferidas a
la temperatura del tratamiento. La luz en la cAmara fue provista por lamparas fluorescentes (220

pmolm 2 s71).
Estrés por calor: experimento de campo

Se realiz6 un experimento para evaluar el comportamiento del girasol silvestre, cultivado y sus
hibridos silvestre-cultivado a campo. La poblacion silvestre DIA, el cultivar HS03 y sus
cruzamientos reciprocos fueron aleatoriamente asignados en seis repeticiones de 12 plantas cada
una y dos tratamientos (control y EC). Las plantas fueron establecidas sembrando 12 frutos
pregerminados en macetas plasticas de 15 cm de didmetro con una mezcla de suelo arenoso
colectado en el campo experimental y sustrato comercial GROW-MIX MULTIPRO (70:30) y
se mantuvieron en invernadero hasta el estadio de cuatro hojas. En ese estadio, seis repeticiones
por genotipo fueron transferidas a una carpa de calor por 10 dias (Fig. 3.1B) mientras que las
seis repeticiones restantes por genotipo se mantuvieron en invernadero. La carpa de calor es una
estructura fija de 18 metros de largo por 10 metros de ancho y cuatro metros de alto, cubierto
con polietileno transparente. Una vez emergidas las plantas, todas las macetas fueron regadas
diariamente y no se observaron sintomas de ataques de plagas ni enfermedades. Los valores
minimos y maximos de temperatura y humedad fueron registrados en el invernadero y en la
carpa de calor durante 10 dias consecutivos. Después del tratamiento, las plantas del tratamiento
estrés fueron transferidos nuevamente al invernadero y después de cinco dias de recuperacién se
registro la supervivencia y la biomasa en cada uno de los tratamientos. La temperatura del
tratamiento de EC fue significativamente mayor que la del tratamiento control (Tmepia=23,6°C
y 30,1°C para el control y el EC, respectivamente; T=5,3; P<0,0001; Tmax=28,8°C y 43,5°C
para el control y el EC, respectivamente; T=13,9; P<0,0001).

Estrés por heladas: experimento de campo
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En este experimento, DIA (silvestre), HS03 (cultivado) y sus cruzamientos reciprocos fueron
aleatoriamente asignados en seis repeticiones de 26 plantas cada una. Las plantas fueron
establecidas sembrando 50 frutos en macetas de 23cm de didmetro (10 litros) en el campo (Fig.
3.1C). La fecha de siembra fue el 20 de abril de 2017. El 12 de junio (tiempo 1), se registré el
numero de plantas establecidas para cada repeticion (en promedio 26+4 plantas por repeticién y
genotipo); esta fecha fue considerada como el inicio del experimento. El 14 de agosto (tiempo
2) se calcul6 el nimero de plantas y la relacion entre el tiempo 2 y el tiempo 1 (supervivencia de
plantas) para cada repeticion y genotipo. Desde el inicio del experimento, las macetas fueron
regadas semanalmente y no se observaron sintomas de dafios por plagas ni enfermedades. Las
temperaturas durante el tiempo 1y 2 fueron Tmepia=9,9+0,6°C, Tmax=16,9+0,7 y Tmin=3,910,8.
Durante este periodo, se registraron tres dias con temperaturas bajo cero (-2,4°C, -0,2°C y -
1,2°C). En el tiempo 1 no hubo plantas con dafios visibles por frio y el nimero minimo y
maximo de plantas por repeticion y genotipo fue 19 y 30, respectivamente.

Analisis estadistico

Los analisis de la varianza se realizaron con modelos lineales mixtos generalizados (GLMM)
usando PROC GLIMMIX (SAS University edition; SAS Institute Inc., Cary, NC). GLMM
fueron seleccionados para incorporar modelos aleatorios cuando fuese necesario y cambiar la
distribucion de los datos expresados como proporcion (Bolker et al. 2009). La significancia de
los efectos fijos fue evaluada usando la estimacion pseudo verosimilitud Quasi-Newton y
reportada con sus valores F y P. Debido a que todos los datos de entrada del presente capitulo
estan expresados en proporcion, los modelos fueron fijados con una distribucion Beta en lugar

de una normal.

Seleccién del tratamiento para la evaluacién de la tolerancia a temperaturas extremas: se
realizd un experimento por estrés (EC y EF), el cual consistié en cuatro tratamientos cada uno
(EC1-4, EF1-4; Fig. 3.2A y B). Los efectos tratamiento, tipo de germoplasma (silvestre o
cultivado; desde aqui solo tipo) y la interaccion tipo por tratamiento fueron considerados fijos.
El efecto biotipo anidado dentro de tipo (cultivares dentro del tipo cultivado y poblaciones

silvestres dentro de tipo silvestre) fue considerado aleatorio.

Divergencia evolutiva en la repuesta a las temperaturas extremas: dos y cuatro experimentos
fueron utilizados para evaluar la respuesta a EC y EF, respectivamente (Tabla 3.1). Los efectos
tipo y biotipo anidado dentro de tipo fueron considerados fijos. En los experimentos con mas de
un tratamiento el efecto tratamiento fue considerado aleatorio. Para evaluar la presencia de
compensacion entre crecimiento y tolerancia a estrés se utilizd un andlisis de covarianza
(ANCOVA) siguiendo a Presotto et al. (2017): cuando el efecto tipo fue significativo la

biomasa previa al estrés fue incluida como covariable. Si el efecto de la covariable es
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significativo y explica el efecto tipo (reduciendo la suma de cuadrados de dicho efecto) la
compensacion entre crecimiento y tolerancia a estrés es evidente. En los experimentos de
campo, los efectos tratamiento, tipo y la interaccion tipo por tratamiento fueron considerados

fijos en EC mientras que solo el efecto tipo fue considerado fijo en EF.

Relacion entre el porcentaje de alelos de cultivo y la tolerancia a temperaturas extremas: se
realizé un experimento para cada estrés (EC y EF). Los efectos tipo y biotipo dentro de tipo (aca
silvestre, cultivo y cultivo-silvestre) fueron considerados fijos. Ademas, se utilizé el analisis
regresion lineal para evaluar la relacion entre el porcentaje de alelos del cultivo y la biomasa
previo al estrés y la supervivencia. El porcentaje de alelos del cultivo fue: 0, poblaciones
silvestres; 25, retrocruza de los hibridos cultivo-silvestre con el parental silvestre; 50, hibridos
cultivo-silvestre de primera o segunda generacion; 75, retrocruza de los hibridos cultivo-

silvestre con el parental cultivado y 100, cultivares o lineas cultivadas.

RESULTADOS
Seleccidn del tratamiento para la evaluacién de la tolerancia a temperaturas extremas

Estrés por calor: Se encontraron diferencias significativas para la supervivencia de plantas entre
tratamientos (F=7,84; P=0,0002). La supervivencia de las plantas disminuyé a medida que
aumento la intensidad del tratamiento (Fig. 3.2A) desde 0,97+0,01 (EC1) a 0,44+0,08 (EC4).
Los tratamientos de intensidad intermedia (EC2 y EC3) produjeron valores de supervivencia
intermedios y muy similares entre si (0,70+0,07). Por otro lado, se observé un efecto tipo
significativo (F=13,78; P=0,0138) pero no asi interaccién tipo por tratamiento (F=0,62;
P=0,606) indicando una respuesta similar a los cambios de tratamiento entre germoplasma
cultivado y silvestre. La supervivencia fue mucho mayor en el cultivo que en el silvestre en tres
de los cuatro tratamientos (Fig. 2B). Por lo tanto, tres de los cuatro tratamientos (EC2-EC4)

fueron Utiles para discriminar materiales silvestres y cultivados.

Estrés por helada: Se observaron diferencias significativas en la supervivencia entre
tratamientos (F=25,3; P<0,0001). La supervivencia fue similarmente alta en los tratamientos a -
2°C (~0.90 para EF1 y EF2; Fig. 3.1C), sin embargo, esta disminuyd con el aumento de la
intensidad (0,55+0,07 y 0,29+0,07 para EF3 y EF4, respectivamente; Fig. 3.2C). En este
experimento, no se observaron efectos significativos del tipo (F=1,32; P=0,4555) y de la
interaccion tipo por tratamiento (F=2,29; P=0,1011). Sin embargo, el tratamiento méas intenso

(EF4: -4°C-4h) permiti6 discriminar materiales silvestres y cultivados (Fig. 3.2D).
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Figura 3.2. Tratamiento Optimo para la evaluacién de la tolerancia a temperaturas extremas en
girasol cultivado y silvestre. Supervivencia en funcion de la intensidad de tratamiento de EC (A)
y EF (B). Supervivencia en funcién de la intensidad del EC (C) y EF (D) para materiales
silvestres y cultivados. EC1: 52°C-2 h; EC2: 52°C-3 h; EC3: 54°C-2h; EC4: 54°C-3h. EF1: -
2°C-2h; EF2: -2°C-3h; EF3: -4°C-3h; EF4: -4°C-4h. Todos los tratamientos fueron aplicados
después de un tratamiento de induccién (28°C-1h, 40°C-1h, 42°C-4h para EC y 4 dias a 4°C

constante para EF).
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Divergencia evolutiva en la respuesta a temperaturas extremas

Estrés por calor: Se observaron diferencias significativas en la supervivencia entre materiales
silvestres y cultivados (Fig. 3.3A). Los cultivares mostraron mayor tolerancia al estrés por calor
que las poblaciones silvestres (0,94+0,18 vs. 0,60+0,32 en el experimento 1 y 0,64+0,35 vs.
0,29+0,26 en el experimento 2, para cultivo y silvestre, respectivamente). Ademas, no se
encontré efecto biotipo anidado dentro de tipo significativo (F=1,34; P=0,2565 y F=0,22;
P=0,9491) indicando que no hubo diferencias en la tolerancia a estrés térmicos dentro de los
materiales cultivados ni silvestres. Cuando la biomasa previa al estrés fue incluida como
covariable, explico las diferencias entre el cultivo y el silvestre en el experimento 2 (efecto tipo:
F=0,13; P=0,7262) pero no asi en el experimento 1 (efecto tipo: F=15,11; P=0,0002).

Estrés por helada: Se observaron diferencias significativas en la supervivencia entre materiales
cultivados y silvestres en dos de los cuatro experimentos (Fig. 3.3B). Las poblaciones silvestres
mostraron una mayor tolerancia al EF que los materiales cultivados en todos los experimentos
(Fig. 3.3B). Ademas, en el experimento 1 se observo efecto significativo del biotipo anidado
dentro de tipo (F=11,42; P=0,0020) indicando diferencias en la tolerancia de las dos poblaciones
silvestres incluidas en este experimento (AAL= 0,64+0,10 y DIA= 0,79+0,07). Cuando la
biomasa fue incluida como covariable, se observo efecto significativo del tipo de germoplama
en dos de los tres experimentos (F=9,76; P=0,0261 y F=5,61; P=0,042 para los experimentos 2

y 4, respectivamente). El experimento 1 no fue incluido debido a que no se registro la biomasa.
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Figura 3.3. Diferencias entre tipo de germoplasma en la tolerancia a temperaturas extremas. A:

girasol cultivado y silvestre bajo estrés por calor (54°C-3h). B: girasol cultivado y silvestre bajo

estrés por helada (-4°C-4h). Ambos tratamientos fueron aplicados después de un periodo de
aclimatacion (28°C-1h, 40°C-1h, 42°C-4h para EC y 4 dias a 4°C constantes para EF). Los
valores F y P son provistos para los experimentos con efecto tipo significativo. Barras negras y

grises representan la media del girasol cultivado y silvestre, respectivamente.
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Relacién entre el porcentaje de alelos del cultivo y la tolerancia a temperaturas extremas

Estrés por calor: En el experimento en camara de crecimiento no se encontraron diferencias
significativas entre tipo (F=1,77; P=0,1892). Sin embargo, tanto la biomasa como la
supervivencia ante el EC fueron intermedios en los hibridos cultivo-silvestre respecto de sus
parentales. Los materiales cultivados mostraron una mayor tolerancia al EC que los hibridos
cultivo-silvestre 'y los materiales silvestres (0,92+0,03, 0,79+0,05 vy 0,72+0,07,
respectivamente). Ademas, cuando se analizo la regresion lineal entre el porcentaje de alelos del
cultivo y ambas, biomasa y supervivencia, se observd una regresion positiva y significativa
entre estas variables (Fig. 3.4A y B). En el experimento de campo, usando la biomasa
acumulada como proxy de la aptitud, observamos diferencias significativas entre tipo (F=13,88;
P=0,0002) pero no se observaron efectos significativos del tratamiento ni de la interaccion tipo
por tratamiento (F=0,06; P=0,8125 y F=0,29; P=0,7508, respectivamente). Por lo tanto, en
nuestro experimento en condiciones de campo el estrés por calor no afecté ni la supervivencia ni

la acumulacion de biomasa.

Estrés por helada: En los experimentos en camara de crecimiento no se encontraron diferencias
significativas entre tipo (F=0,57; P=0,5717). Sin embargo, las poblaciones silvestres mostraron
una mayor tolerancia al estrés por helada que los materiales cultivados y que los hibridos
cultivo-silvestre (0,49+0,02, 0,39+0,04, y 0,39+0,05, respectivamente). El porcentaje de alelos
del cultivo explicé las diferencias en la supervivencia en el experimento realizado en EEUU
pero no asi en el de Argentina (Fig. 3.4C y D, respectivamente). En el experimento a campo, se
encontrd efecto significativo del tipo de germoplasma (F=15,24; P<0.0001). La supervivencia
fue mucho mayor en la poblacion silvestre que en el cultivar (0,85+0,09 y 0,13+0,02,
respectivamente), los hibridos cultivo-silvestre mostraron un comportamiento intermedio a sus
parentales (0,68+0,09).
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Figura 3.4. Relacion entre el porcentaje de alelos del cultivo y la biomasa previo al estrés (A) y

la supervivencia (B-D) en los experimentos en camara de crecimiento. Cada punto representa el

valor medio de un genotipo; los circulos llenos corresponden a genotipos silvestres y cultivados

mientras que los circulos vacios corresponden a los hibridos cultivo-silvestre. El porcentaje de

alelos del cultivo: 0, poblaciones silvestres; 25, retrocruza de los hibridos cultivo-silvestre con

el parental silvestre; 50, hibridos cultivo-silvestre de primera o segunda generacion; 75,

retrocruza de los hibridos cultivo-silvestre con el parental cultivado y 100, cultivares o lineas

cultivadas. Los valores de r?, P y b (pendiente) son provistos para las regresiones lineales

significativas. En el experimento de EEUU no se incluy6 una poblacion silvestre (C).
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DISCUSION

En este capitulo se aporta evidencia de diferencias genéticas en la tolerancia a temperaturas
extremas entre materiales silvestres y cultivados de girasol, tanto en condiciones controladas
como en experimentos de campo. El girasol cultivado mostré mayor tolerancia al estrés por
calor que el girasol silvestre a través de los experimentos (Fig. 3.2C y 3.3A). Por el contrario, en
condiciones de estrés por helada, los materiales silvestres mostraron una mayor tolerancia que
los cultivados (Fig. 3.2D y 3.3B). Finalmente, no observamos compensacién entre el
crecimiento en ausencia de estrés y la tolerancia a temperaturas extremas, lo cual facilitaria la
introgresion de la tolerancia a temperaturas extremas en ambos sentidos, con implicancias tanto

en el mejoramiento como en la prediccion de flujo génico cultivo-silvestre.

Desarrollo de una técnica de alto rendimiento para la evlauacion de la tolerancia a

temperaturas extremas

Con las disminuciones drasticas en los costos de genotipado y la disponibilidad de chips de
SNPs para la mayoria de los cultivos, la evaluacién fenotipica representa el cuello de botella en
los actuales programas de mejoramiento para tolerancia a estrés (Zhu et al. 2008; Fan et al.
2016; Anderson et al. 2016). En este capitulo se desarroll6 una técnica de fenotipado de alto
rendimiento para evaluar la tolerancia a temperaturas extremas. Para la evaluacion del EC, se
adaptd la técnica TIR (Senthil-Kumar et al. 2003, 2007) para evaluar la tolerancia en el estadio
de 2-4 hojas (Fig. 3.1A) y para el EF, se desarrolld6 un protocolo similar (tratamiento de
aclimatacion antes del estrés). Con esta técnica, se pudo controlar la intensidad del estrés (Fig.
3.2A 'y B) y descubrir diferencias genéticas tanto en la tolerancia a EC como a EF (Fig. 3.2C-D,
3.3A y B). Independientemente de las diferencias entre genotipos observados en cada tipo de
estrés, tanto el girasol cultivado como el silvestre mostraron capacidad para enfrentar el estrés
después de un periodo de aclimatacién, es decir, presentaron una termotolerancia adquirida
(Senthil-Kumar et al. 2003; Yeh et al. 2012).
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Implicancias para el mejoramiento del cultivo

La estacion de crecimiento de los cultivos anuales esta determinada por el periodo libre de
heladas de cada regién. La fecha media de la Gltima helada limita la fecha de floracién de los
cultivos invernales (p. e]. trigo) y la fecha de siembra de los cultivos de verano (p. ej. maiz, soja
y girasol). El supuesto de que los cultivos de verano no pueden tolerar el estrés por heladas
desalentd los esfuerzos del mejoramiento en la mejora de este caracter. Sin embargo,
recientemente se han reportado algunos casos exitosos de tolerancia a heladas en girasol
(Cabello et al. 2012; Hnilickova et al. 2017), maiz (Li et al. 2016) y soja (Robison et al. 2017),
utilizando principalmente medidas indirectas de tolerancia a estrés (p. ej. fuga de electrolitos
después de la exposicion a bajas temperaturas, cambios en la expresion de genes relacionados
con estrés por heladas en epecies modelo). En este capitulo, se aporta evidencia sobre la
tolerancia a EF en girasol silvestre tanto en condiciones controladas como a campo. Ademas, la
mayor tolerancia de las poblaciones silvestres no fue explicada por diferencias en la biomasa, es
decir, no observamos la compensacion entre crecimiento y tolerancia a estrés presente en otras
especies (Koehler et al. 2012; Cabello et al. 2014). A partir de estos resultados, se propone el
uso de germoplasma silvestre para la mejora de la tolerancia a heladas en girasol cultivado. En
este sentido, identificar las bases moleculares de la tolerancia a EF facilitara la introgresion de
este caracter en el germoplasma cultivado y probablemente aumentara la utilidad del

germoplasma silvestre por parte de los mejoradores.

Por otro lado, se observd una tolerancia a EC extremo dentro del germoplasma cultivado tanto
en condiciones controladas como a campo. En camara de crecimiento, se necesitaron
temperaturas de hasta 54°C para producir disminuciones en la supervivencia de plantas (Fig.
3.2C y 3.3A) mientras que a campo, 10 dias consecutivos de estrés por calor (Twmepia=
30,1+0,7°C y Tmax= 43,5£0,9°C) no afectaron ni la superviencia ni la acumulacién de biomasa.
Esta tolerancia al EC natural del girasol cultivado podria explicar el desplazamiento exitoso del
cultivo hacia areas marginales de produccion en la Argentina (Hall et al. 2013), como su uso
como fuente de genes/alelos de tolerancia a estrés en la mejora biotecnolédgica (Cabello et al.
2014, 2017).

Implicancias para la evolucion de malezas

La baja aptitud biolégica de los hibridos cultivo-silvestre relativa a sus parentales silvestres es
una de las principales barreras del flujo génico cultivo-silvestre (Mercer et al. 2007; Presotto et
al. 2012). Sin embargo, esta diferencia en la aptitud entre hibridos cultivo-silvestre y silvestre
puede reducirse e incluso desaparecer bajo algunas condiciones de estrés (p. ej. aplicacion de
herbicidas, competencia interespecifica; Mercer et al. 2007, 2014) haciendo que la introgresion

del cultivo sea altamente dependiente del ambiente. En este capitulo, los hibridos cultivo-
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silvestre mostraron un comportamiento intermedio en la supervivencia de plantas respecto a sus
parentales, tanto en EC (Fig. 3.4B) como EF (Fig. 3.4C).

En el girasol silvestre la dormicion y los requerimientos de germinacién son responsables de la
supervivencia de las poblaciones durante el invierno (Weiss et al. 2013; Presotto et al. 2014).
Sin embargo, en poblaciones naturales la germinacion temprana durante la primavera es un
caracter positivamente seleccionado (Kost et al. 2015; Arana et al. 2016), por lo tanto es
esperable encontrar tolerancia a las heladas primaverales. En este sentido, la menor tolerancia a
EF observada en los hibridos cultivo-silvestre (Fig. 3.4C) podria reducir las posibilidades de
introgresion en ambientes naturales. Por el contrario, en ambientes agricolas, en los cuales se
favorecen caracteres asociados a un rapido crecimiento (Casquero et al. 2013; Presotto et al.
2017), una mayor tolerancia al EC junto con el mayor crecimiento observado en los hibridos
(Fig. 3.4A) podria ser positivamente seleccionada aumentando las posibilidades de introgresion
de alelos del cultivo en poblaciones silvestres. Ademas, la mayor tolerancia al EC de los
hibridos podria facilitar la expansion del girasol silvestre en &reas més calurosas. Por lo tanto,
previendo ambientes mas calurosos y erraticos debido al cambio climatico, se deben considerar
los efectos de las temperaturas extremas y las diferencias en tolerancia a las mismas entre
taxones para mejorar la prediccion del riesgo de flujo génico cultivo-silvestre con sus

implicancias ecoldgicas.
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CAPITULO 4

Efecto del estrés por calor sobre caracteres reproductivos en girasol
silvestre y cultivado: evidencia de adaptacion local dentro del

germoplasma silvestre

INTRODUCCION

Existe un consenso general en las predicciones climéticas acerca de un incremento, no solo en
las temperaturas medias sino también en la variabilidad climatica en los proximos 50-100 afios
(Battisti y Naylor 2009; Gornall et al. 2010; IPCC 2014). Esto producira un aumento en la
frecuencia y severidad del estrés por calor (EC) en la mayoria de las regiones agricolas. EI EC
afecta el rendimiento de los cultivos de manera directa, p. ej., exponiendo etapas claves del
crecimiento a temperaturas supra-optimas, e indirecta, p. €j., incrementando la probabilidad de
ocurrencia de déficit hidrico por el aumento en la evapotranspiracion e incrementando la
agresividad de las malezas, plagas y enfermedades (Fuhrer 2003; Debaeke et al. 2017). Por el
contrario, el aumento en las concentraciones de CO,, la expansion del area agricola hacia
latitudes mas altas y el incremento en la duracion de la estacién de crecimiento podrian atenuar
tales efectos negativos (Ainsworth y Long, 2005; Lobell et al. 2015; Debaeke et al. 2017).
Aunque el EC afecta a los cultivos durante la fase vegetativa disminuyendo las tasas
fotosintéticas, aumentando la evapotranspiracion y acelerando las tasas de desarrollo, los
cultivos son particularmente sensibles al EC durante las fases reproductivas (Wahid et al. 2007;
Jha et al. 2014; Prasad et al. 2017).

Entre las fases reproductivas, la floracion es la etapa mas sensible a breves periodos de EC
(Hatfield y Prueger 2015; Prasad et al. 2017). Se ha observado que la viabilidad del polen es
especialmente sensible al EC, siendo los tejidos femeninos menos sensibles (Hatfield y Prueger
2015; Driedonks et al. 2016; Mesihovic et al. 2016). En varias especies cultivadas se reportaron
reducciones en el numero de frutos debido a una menor viabilidad del polen, incluyendo
legumbres, cereales de invierno y verano y oleaginosas (Barnabas et al. 2008; Rattalino Edreira
et al. 2011; Devasirvatham et al. 2012; Jha et al. 2014; Kalyar et al. 2014; van der Merwe et al.
2015). Por otro lado, el efecto de temperaturas supra-Optimas sobre los rendimientos es bien
capturado en los modelos de simulacion de cultivos utilizados para evaluar el impacto del
calentamiento global (Gourdji et al. 2013). Sin embargo, el efecto de breves periodos de EC ha

sido menos explorado y usualmente no estd bien cuantificado en los modelos actuales,
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subestimando asi las pérdidas futuras en los rendimientos debido al cambio climéatico (Gourdji
et al. 2013; Lobell et al. 2015).

La adaptacién de los cultivos al estrés por calor deberia combinar practicas de manejo como
cambios en la fecha de siembra y ajustes en la fenologia con mayor tolerancia genética al estrés
de los nuevos cultivares. Tanto en especies modelos como cultivadas, varios genes involucrados
en la respuesta al EC han sido descubiertos (Hu et al. 2009; Yeh et al. 2012, Barah et al. 2013)
mejorando la comprension de las bases genéticas de la tolerancia al EC. Sin embargo, la
mayoria de los estudios fueron realizados en fases vegetativas tempranas (Yeh et al. 2012) y por
lo tanto deben ser validados en fases reproductivas. En este sentido, la falta de técnicas a campo
para la evaluacion fenotipica surge como el principal cuello de botella en el mejoramiento
genético del EC (Jha et al. 2014).

Debido a la seleccién y a la deriva génica durante la domesticacion y el mejoramiento moderno,
los cultivares sufrieron una reduccion en la variabilidad genética, lo cual atenta contra futuras
ganancias genéticas en la tolerancia a estrés (Hajjar y Hodgkin 2007; Dempewolf et al. 2014).
Los parientes silvestres de los cultivos constituyen la principal reserva de variabilidad genética
para el mejoramiento (Guarino y Lobell 2011; Warschefsky et al. 2014; Zhang et al. 2017).
Estos han sido utilizados para aumentar exitosamente la tolerancia a estreses bidticos y tienen
potencial para mejorar la tolerancia a estreses abidticos de los nuevos cultivares (Hajjar y
Hodgkin 2007; Warschefsky et al. 2014). Ademas de la mayor variabilidad genética, los
parientes silvestres poseen adaptacion local al estrés, es decir, fueron seleccionados en
ambientes con un determinado estrés por cientos de afios. Se ha reportado evidencia de
adaptacion local al estrés, principalmente en especies modelo pero también en parientes
silvestres (Baruah et al. 2009; Zuther et al. 2012; Barah et al. 2013; Kang et al. 2013; Wolfe y
Tonsor 2014;).

En girasol, investigaciones previas demostraron que breves periodos de EC durante el llenado
de frutos tiene un impacto negativo en la mayoria de los componentes de rendimiento como son
el numero y peso de los frutos, el rendimiento en aceite y la composicion de &cidos grasos
(Rondanini et al. 2003; van der Merwe et al. 2015). Sin embargo, el efecto de breves periodos
de EC durante la floracion, que representa el periodo critico para la determinacion del
rendimiento (Andrade 1995; Andrade et al. 2005), no ha sido explorado. Moriondo et al. (2011)
evaluaron la incidencia en el rendimiento de breves periodos de EC utilizando dos modelos
climaticos futuros (ambos de calentamiento global pero incluyendo o no breves episodios de EC
durante la floracion). La inclusién de breves periodos de EC durante la floracion incremento las
pérdidas de rendimiento estimadas desde un 13% hasta un 34% vy la probabilidad de ocurrencia
de bajos rendimientos desde un 7% hasta un 23%, remarcando la fuerte incidencia sobre el

rendimiento de breves periodos de EC en el periodo critico.
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Recientemente, un estudio detallado de la distribucidn de 36 taxones emparentados del género
Helianthus (Kantar et al. 2015) identificé poblaciones adaptadas a ambientes extremos, las
cuales probablemente tienen caracteres (tiles para el mejoramiento del girasol cultivado. Aun
mas importante para el mejoramiento es que el pool génico primario (H. annuus silvestre) se
encuentra en estos ambientes extremos, indicando que este probablemente tiene caracteres y
alelos utiles para el mejoramiento de la tolerancia a estrés abi6tico en el girasol cultivado
(Kantar et al. 2015). Sin embargo, el girasol silvestre posee varias estrategias de adaptacién al
estrés, las cuales no son (tiles para el mejoramiento, p. €j., incremento en la dormicion de los
frutos, mayor ramificacién y produccién de pequefos capitulos (Whitney et al. 2010). Por lo
tanto, la tolerancia al EC de las poblaciones silvestres debe ser evaluada junto los materiales

cultivados usando técnicas comunes de fenotipado.

Los objetivos de este capitulo fueron: 1) Desarrollar una técnica de alto rendimiento para la
evaluacion de la tolerancia al EC durante la floracion (R5) en condiciones de campo; 2)
Explorar la variabilidad genética en la tolerancia al EC en materiales silvestres y cultivados y 3)
Evaluar la existencia de adaptacion local al EC dentro del germoplasma silvestre.

MATERIALES Y METODOS
Germoplasma

El girasol cultivado estuvo representado por tres cultivares comerciales (HS03, VDH487 y
PAR1000) evaluados dos afios (2015/16 y 2016/17). El girasol silvestre estuvo representado por
11 poblaciones en el afio 1 (2015/16): seis nativas (AR, IL, IN, ND, NM y TX) y cinco
invasoras (BRW, DIA y LMA de Argentinay SAU y WAU de Australia). En el afio 2 (2016/17)
el girasol silvestre estuvo representado por 12 poblaciones nativas (AK, CA, CO, IN, 10, Ml,
ND, MO, OH, OK, SA'y TX) y ocho poblaciones invasoras (AAL, BRW, DIA, LMA 'y RCU de
Argentina y EAU, SAU y WAU de Australia). La Tabla 4.1 provee informacion de cada
poblacion utilizada en este capitulo. Los cultivares fueron provistos por los semilleros de
Argentina. Las poblaciones silvestres de Argentina fueron colectadas por el grupo de trabajo, en
la region central del pais (Cantamutto et al. 2010a), mientras que las poblaciones invasoras de

Australia y las poblaciones nativas fueron provistas por USDA.
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Tabla 4.1. Poblaciones silvestres utilizadas en el presente capitulo y su ubicacién. El
superindice indica el afio del experimento en el cual la poblacion fue incluida. Se detallan la
ciudad méas cercana (Argentina) o el estado (Australia, Canada y Estados Unidos) del que
proviene cada poblacién y el nimero de registro. Se indica el nimero de identificacion de las
poblaciones colectadas en la regién central de Argentina, depositadas en el Banco de
Germoplasma de Girasol del INTA y de las poblaciones no-nativas Australianas y nativas
provistas por el USDA. *Poblacion agrestal colectada en un lote de maiz.

Poblacién Estado/ciudad ID/USDAPI  Rango Latitud Longitud Altitud
SAl? SASKATCHEWAN 592321 Nativo 49,4 -104,3 671
MQ*2 MONTANA 531035 Nativo 46,6 -108,5 1058
ND!?2 DAKOTA DEL NORTE 586888 Nativo 46,0 -98,4 428
102 IOWA 613779 Nativo 41,7 -96,0 305
It ILLINOIS 435540 Nativo 41,5 -88,1 178
MI? MISURI 613789 Nativo 40,0 -95,3 291
OH? OHIO 649853 Nativo 39,2 -84,5 213
Cco? COLORADO 468621 Nativo 39,1 -108,6 1405
CA? CALIFORNIA 413131 Nativo 38,7 -121,8 17
IN2 INDIANA 468633 Nativo 38,5 -87,3 144
BRW!? BARROW * No-nativo  -38,2 -60,1 161
AAL? ADOLFO ALSINA 839 No-nativo  -37,2 -62,6 134
AK? ARKANSAS 613727 Nativo 36,4 -93,7 433
OK? OKLAHOMA 468483 Nativo 35,3 -99,6 561
LMAL2 LAS MALVINAS 835 No-nativo -34,5 -68,2 611
SAU2 AUSTRALIA MERIDIONAL 653586 No-nativo  -34,2 140,6 37
WAUL2 AUSTRALIA OCCIDENTAL 664685 No-nativo -33,8 121,9 20
NM? NUEVA MEXICO 468470 Nativo 33,3 -104,5 1096
RCU? RIO CUARTO 832 No-nativo  -33,1 -64,2 389
AR?? ARIZONA 613731 Nativo 32,7 -114,6 39
DIA!? DIAMANTE 834 No-nativo -32,0 -60,4 86
TX12 TEXAS 613728 Nativo 27,4 -97,8 13
EAU? NUEVA GALES DEL SUR 653582 No-nativo  -26,6 148,9 340

90




Disefio experimental

Los experimentos fueron conducidos en jardin comin en el Departamento de Agronomia,
Universidad Nacional del Sur. Tres repeticiones de los cultivares se asignaron aleatoriamente en
tres blogues. Debido a la baja disponibilidad de frutos de la mayoria de las poblaciones
silvestres fue utilizada, solo una parcela (repeticién) por poblacién silvestre y éstas fueron
aleatoriamente asignadas en uno de los tres blogques. Por lo tanto, el experimento consisti6 en 20
parceles el afio 1 (nueve del cultivo-3 cultivares por 3 repeticiones- y 11 para cada una de las
poblaciones silvestres) y 29 parcelas en el afio 2 (nueve del cultivo y 20 de poblaciones
silvestres). Los tratamientos control y EC fueron aplicados sobre plantas elegidas al azar dentro
de cada una de las parcelas. Para evaluar si las poblaciones silvestres podian tener un sesgo
debido a su posicion en el jardin coman, se utilizo el rendimiento de los materiales cultivados en
condiciones control para evaluar el efecto bloque. Como no se encontré efecto bloque, cada
planta (silvestre o cultivada) fue utilizada como repeticion, con bajo riesgo de efecto de pseudo-
repeticion. Cada parcela consistié en tres surcos de 2m de largo y plantas espaciadas a 1m 'y
0,3m (entre y dentro del surco, respectivamente) logrando una poblacién de 3,3 plantas m2. La
dormicion de los frutos silvestres fue removida por estratificacion, incubando los frutos en una
camara de crecimiento a 5°C durante una semana (ISTA 2004). Frutos pregerminados de las
poblaciones silvestres fueron sembrados en bandejas plasticas de 200 celdas de 28x54cm (50cc
por celda) y mantenida en invernadero por 30 dias a 20-25°C. Los cultivares fueron sembrados
manualmente en el jardin comdn y en V4-V6 (Schneiter y Miller 1981) se ajusté la densidad a
3,3 plantas por m? mediante raleo manual. La siembra se realiz6 el 23 y el 14 de noviembre
para los afios 1y 2, respectivamente. Los experimentos fueron regados por goteo y fertilizados
con 80kg ha? de fosfato diamoénico antes de la siembra y 100kg ha de urea en V4-V6 para
lograr un crecimiento 6ptimo. Los datos fueron colectados de 220 y 230 capitulos (individuos

en girasol cultivado) en los afios 1y 2, respectivamente.
Descripcidn del tratamiento

El EC durante la floracion fue impuesto tapando capitulos (solo capitulos secundarios en plantas
silvestres) con bolsas de papel negras (6x19cm y 12x43cm, para los capitulos silvestres y del
cultivo, respectivamente). Esto increment6 la temperatura del aire alrededor del capitulo por una
mayor absorcion de la radiacion. Bolsas blancas y negras fueron utilizadas para los tratamientos
control y EC, respectivamente (Fig. 4.1A). Los tratamientos fueron aplicados sobre plantas
elegidas de manera aleatoria dentro de cada una de las parcelas (Fig. 4.1A y B). Los capitulos
fueron cubiertos en la etapa R4 (cuando la inflorescencia comienza a abrirse y las flores
liguladas son visibles; Fig. 4.1B) durante siete dias consecutivos para cubrir el periodo R5
completo (Schneiter y Miller 1981). Los tratamientos control y EC fueron impuestos

simultdneamente para evitar diferencias en las condiciones ambientales durante el llenado, no
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atribuibes al tratamiento. En el caso de los materiales cultivados, la sincronizacion de la
fenologia facilit6 la aplicacién de los tratamientos el mismo dia mientras que en las poblaciones
silvestres, debido a la floracién escalonada, los tratamientos se aplicaron durante dos a tres
semanas (ver resultados). Para evitar diferencias en las condiciones ambientales no impuestas
por el tratamiento, cada vez que se cubrieron los capitulos se us6 el mismo nimero de sobres
blancos y negros dentro de cada biotipo. EI momento y la duracién del estrés fueron elegidos de
acuerdo con el periodo critico para la determinacion del rendimiento en girasol (floracion; de R5
a R6; Andrade 1995) y al nimero minimo de dias con EC considerado como ola de calor (De
Boeck et al. 2010). Por lo tanto, el EC se aplicd durante la floracion, momento en que se

definen el diametro del capitulo, el nimero de frutos y su peso potencial.
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Figura 4.1. A: Bolsas de papel utilizadas para los tratamientos control y estrés por calor (EC). B:
Los capitulos fueron cubiertos en R4 con bolsas blancas y negras para los tratamientos control y
EC, respectivamente. A los 7 dias de iniciados los tratamientos, los sobres negros fueron

reemplazados por sobres blancos hasta la cosecha.
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Debido a la autoincompatibilidad, los capitulos de las plantas silvestres fueron polinizados
manualmente con plantas hermanas del mismo tratamiento (control y EC) para asegurar que los
tejidos masculinos y femeninos estuvieran bajo la misma condicion. Para asegurar la
polinizacion de todas las flores, los capitulos fueron polinizados a los tres, cinco y siete dias de
iniciado el tratamiento. Después de los siete dias, las bolsas negras fueron reemplazadas por
bolsas blancas del mismo tamafio hasta la cosecha. Para medir el grado del EC, se registré la
temperatura de las bolsas control y EC, usando un termémetro infrarrojo de mano (Scout 1,
INF155), en momentos aleatorios durante el dia. Se registraron 36 y 39 pares de lecturas
(control y EC) en los afios 1y 2, respectivamente. Cada lectura fue el promedio de dos lecturas
en ambas caras de la bolsa de papel. Ademas, se registraron la temperatura y humedad relativa
del aire dentro de las bolsas usando un termo-higrdmetro de mano (TA298) en distintos
momentos durante el dia. Dieciocho lecturas fueron registradas simultaneamente en los
tratamientos control y EC durante nueve dias. La cosecha de los capitulos se realiz6 en R9
(Schneiter y Miller, 1981) en los materiales cultivados y cuando la ramificacion que sostiene el
capitulo se tornd color marrén en los biotipos silvestres. Todos los caracteres reproductivos:
numero y peso de los frutos, diametro y rendimiento del capitulo fueron registrados después de
la cosecha sobre capitulos secados a temperatura ambiente durante un mes. El diametro del
capitulo (cm) fue el promedio de dos medidas opuestas, el peso de los frutos (mg) fue el peso de
50 frutos en cada capitulo, el rendimiento fue el peso total de los frutos por capitulo (mg
capitulo?) y el nimero de frutos fue estimado como el cociente entre rendimiento y peso
individual de los frutos. Cuando el nimero de frutos fue inferior a 50, los frutos fueron contados
y el peso estimado como la relacion entre el rendimiento y el namero de frutos. Ademas, cuando
el nimero de frutos fue inferior a 10, el peso de los frutos estimados no fue incluido en los

analisis. Solo se consideraron los frutos llenos.
Analisis estadistico

Para el andlisis de la varianza se utilizaron modelos mixtos lineales generalizados (GLMM)
mediante PROC GLIMMIX (SAS University edition; SAS Institute Inc., Cary, NC). Los
GLMM fueron elegidos debido a que son la herramienta recomendada para analizar datos sin
distribucion normal y con efectos aleatorios (Bolker et al. 2009). Debido a la distribucién
natural no-normal de las proporciones, todos los modelos fueron ajustados usando la
distribucion Beta en lugar de la normal (Bolker et al. 2009; Montesinos-Navarro et al. 2012). La
significancia de los efectos fijos fue evaluada usando la estimacion pseudo verosimilitud Quasi-
Newton y reportada con sus valores F y P. Por otro lado, la significancia de los efectos
aleatorios fue evaluada removiendo de a uno cada factor aleatorio y comparando la pseudo
verosimilitud del residual con test y2 (Bolker et al. 2009; Montesinos-Navarro et al. 2012)
usando la opcion COVTEST GLM (SAS University edition; SAS Institute Inc., Cary, NC).

93



Todos los datos fueron transformados con la raiz cuadrada para mejorar la homocedasticidad.

Todas las medias en el texto son reportadas con su error estandar.

Efecto del EC sobre el rendimiento y sus componentes: Se realizé un GLMM para cada caracter.
Los efectos del afio (1 y 2), el tratamiento (control y EC) y grupo (cultivado, nativo, no-nativo)
junto con las interacciones fueron considerados fijos. El efecto del biotipo anidado dentro del
grupo fue considerado aleatorio. Debido a que cada planta represent6 una repeticion, no fue
posible cuantificar el efecto repeticién ni sus interacciones. El porcentaje de la varianza

explicada por cada efecto fue calculado usando el valor F de cada efecto.

Tolerancia al EC en los germoplasmas silvestre y cultivado: Debido a las grandes diferencias
en los cuatro caracteres reproductivos asociadas a la domesticacion (Tabla 4.2), se estandarizé
la respuesta al EC como el cociente entre el valor bajo EC de cada repeticion y el valor medio
del biotipo en condiciones de control. Para obtener el valor medio del tratamiento control de
cada biotipo, se realizaron dos GLMM, una para el grupo cultivado y el otro para el grupo
silvestre (nativas e invasoras) incluyendo solo los datos del tratamiento control. Los efectos afio,
biotipo e interaccion biotipo por afio fueron considerados fijos. Si los efectos afio e interaccion
biotipo por afio no fuesen significativos (P>0,05), se utilizaria un Unico valor medio como
control. Si el efecto del afio y/o su interaccidn con el biotipo fuesen significativo/s, entonces un
valor medio del control seria calculado para cada biotipo y afio. Por lo tanto, la tolerancia al EC
varié comunmente entre 0 (sin frutos cuajados por el EC) y 1 (sin efecto del EC). En el GLMM,
los efectos afio, tipo e interaccion afio por tipo fueron considerados fijos. Cuando la interaccién
afio por tipo fue significativa, se realizaron cuatro contrastes ortogonales, contrastando cultivo
vs. silvestres (nativo y no-nativo), cultivo vs. nativos, cultivo vs. no-nativos y nativos vs. no-

nativos.
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Tabla 4.2. Media + error estandar para los cuatro caracteres reproductivos (DC, PF, NF y

REND) en cada uno de lo tres grupos (Cultivados, Nativos e Invasores), en condiciones control

y de EC y en los Afios 1y 2. n: nimero de muestras usadas para cada estimacién. DC: diametro

del capitulo (cm); PF: peso de los frutos (mg fruto); NF: nimero de frutos (nimero capitulo™?)

y REND: rendimiento del capitulo (mg).

Afio Grupo Caracter n Control n Estrés por calor
1 Cultivado DC 19 17,7+0,7 25 15,0+0,7
1 Cultivado PF 19 82,4142 25 93,2+4,2
1 Cultivado NF 19 1125,7473,1 25 130,5+39,0
1 Cultivado REND 19 93553,9+8217,9 25 12467,9+3748,9
1 Invasores DC 43 4,2+0,2 45 3,90,2
1 Invasores PF 43 17,6+1,3 45 21,1+1,7
1 Invasores NF 43 151,1+19,5 45 97,6+17,9
1 Invasores  REND 43 2852,3+2,7 45 1443,9+341,6
1 Nativos DC 69 3,1+0,2 47 3,0+0,3
1 Nativos PF 69 11,5+1,5 47 20,6+2,4
1 Nativos NF 69 132,5+14,1 47 84,7+19,6
1 Nativos REND 69 1394,2+204,8 47 1046,6+264,2
2 Cultivado DC 20 16,3+0,6 22 13,4+0,7
2 Cultivado PF 20 67,7+3,8 22 88,9+19,6
2 Cultivado NF 20 1049,9472,5 22 519,2+60,4
2 Cultivado REND 20 69834+5439,6 22 33129,1+4177,4
2 Invasores DC 38 4,6+0,2 43 3,90,2
2 Invasores PF 38 15,0+1,0 43 15,8+01,1
2 Invasores NF 38 252,9+19,1 43 121,7+16,8
2 Invasores  REND 38 3951,3+482,4 43 1894,2+275,3
2 Nativos DC 62 3,4+0,1 64 2,9+0,1
2 Nativos PF 62 10,2+0,7 64 9,7+0,7
2 Nativos NF 62 133,4+10,2 64 59,0+7,2
2 Nativos REND 62 1398,3+175,3 64 580,0+88,0
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Datos climéticos y PCA de las variables climaticas: Se obtuvieron 19 variables climaticas
bioldgicamente relevantes de la base de datos BIOCLIM (Hijmans et al. 2005) para cada una de
las 23 poblaciones geo-referenciadas incluidas en este capitulo. Ademas, a partir de estas se
calcularon y agregaron cuatro variables relacionadas a la temperatura (temperaturas medias y
méaximas durante la primavera y el verano) y dos relacionadas a las precipitaciones (cantidad de
precipitaciones durante la primavera y el verano) para reflejar mejor las condiciones climéaticas
durante la estacién de crecimiento del girasol. Debido a la alta correlacion entre variables, se
realizaron correlaciones multiples y, para todas aquellas comparaciones con r>0,90, una
variable del par fue removida del anélisis. Esto se realizd para evitar la redundancia en los
analisis y para facilitar la interpretacién de los resultados. A partir de esta remocion, 13
variables BIOCLIM representaron los datos climaticos de entrada para el analisis de
componentes principales (PCA) (Tabla 4.3). EI PCA se utiliz6 para producir PCs que expliquen
la variacion multivariada en las variables ambientales. Para separar los efectos de las
temperaturas y las precipitaciones, se realizaron dos PCAs, uno con siete variables relacionadas
a la temperatura y el otro con seis variables asociadas a las precipitaciones (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Variables BIOCLIM utilizadas en los analisis de componentes principales (PCA).
Las variables para cada una de las poblaciones fueron obtenidas usando el software DIVA-GIS
7.5 (Hijmans et al. 2005).

Variable Descripcion

BIOCLIM temperatura

BIO1 Temperatura media anual

BIO2 Temperatura méaxima del mes mas caluros
BIO3 Temperatura minima del mes mas frio
BIO4 Temperatura media durante la primavera
BIO5 Temperatura media durante el vernano
BIO6 Temperatura méaxima durante la primavera
B107 Temperatura maxima durante el verano
BIOCLIM agua

B108 Precipitacion anual

BI0O9 Precipitacion del mes mas himedo

B1010 Precipitacion del mes mas seco

BlO11 Estacionalidad de la precipitacion (CV)
BIO12 Precipitacion durante la primavera

BIO13 Precipitacion durante el verano
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Adaptacion local dentro del germoplasma silvestre: Para evaluar la presencia de adaptacion
local, se compararon dos modelos, el modelo nulo (sin covariables) y el modelo completo (con
los PCs ambientales como covariables). Los efectos afio, tipo e interaccién afio por tipo fueron
considerados fijos tanto en el modelo nulo como el completo. Se evalud la significancia del PC1
y PC2 de cada uno de los dos PCA pero solo los PCs con efecto significativo permanecieron en
el modelo. Si las diferencias en la tolerancia al EC observadas en modelo nulo se reducen o
desaparecen en el modelo completo, tales diferencias pueden ser atribuidas a diferencias en el
ambiente local de cada poblacion (Colautti et al. 2009). En este caso, una correlacion entre la
respuesta al EC y el PC significativo determinara la fuerza y direccion del cline. Ademas, si el
efecto del PC ambiental es significativo pero las diferencias entre nativos y no-nativos persisten,
esto indica que, aunque existe un cline en la tolerancia al EC (efecto PC significativo) las
diferencias entre tipos se deben a factores no incluidos en el PCA.

RESULTADOS
Condiciones ambientales durante la estacién de crecimiento

Las parcelas de los materiales cultivados alcanzaron la etapa de floracién (R5) alrededor del 25
de enero (afio 1) y 19 de enero (afio 2). Para estas fechas, todos los capitulos de ambos
tratamientos, control y EC, habian sido tapados con bolsas de papel blancas y negras,
respectivamente. Por lo tanto, las condiciones ambientales para el grupo cultivo durante
floracion fueron los valores medios de las variables climaticas de los siete dias posteriores a esa
fecha (Tabla 4.4). Por otro lado, la floracion tipicamente escalonada del grupo silvestre
comenzo el 14 de diciembre en el afio 1 y el 22 de diciembre en el afio 2 y se extendio hasta el
17 y 8 de febrero en las poblaciones mas precoces, en los afios 1 y 2, respectivamente. Sin
embargo, los tratamientos fueron aplicados desde el 14 de enero hasta el 9 de febrero (afio 1) y
desde el 25 de enero hasta el 27 de febrero (afio 2), por lo tanto las condiciones ambientales para

el grupo silvestre durante floracion fueron los valores medios de este periodo (Tabla 4.4).
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Tabla 4.4. Media y error estdndar de las variables ambientales registradas para la estacion
completa de crecimiento y la etapa de floracion. Los valores en negrita indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05) entre afios usando una prueba t. Las temperaturas media
y méxima del tratamiento de EC fueron obtenidas sumando 9,4°C a los valores del control. Los
datos climaticos diarios fueron obtenidos del Aer6dromo de Bahia Blanca (S 38°44748""; W
62°9°367").

Afo
Variable 1 2
Estacion de crecimiento
N (nimero de datos) 160 137
Temperatura media (°C) 20,4+0,3 22,3%0,3
Temperatura méaxima (°C) 29,2+0,3 31,3+0,4
Humedad relativa (%) 60,6£0,9 52,4+1,4
Precipitaciones acumuladas (mm) 297,2 323,8
Floracion
N (numero de datos) 27 34
Temperatura media (°C) 22,740,6 23,8%0,6
Temperatura maxima (°C) 31,2+0,7 33,2+0,7
Temperatura media (EC, °C) 32,1 33,2
Temperatura maxima (EC, °C) 40,6 42,6
Humedad relativa (%) 63,5+2,4 56,0+2,6
Precipitaciones acumuladas (mm) 104,1 149,1

99



La temperatura media durante la floracion fue similar para los grupos silvestre y cultivado, tanto
en el afio 1 (22,7+0,5°C y 20,6+0,8°C, respectivamente; t=-1,63, P=0,1122) como en el afio 2
(24,0+0,6°C y 24,1+1,7°C, respectivamente; t=0,07, P=0,9466), sin embargo la temperatura
méaxima media durante la floracién fue mayor para el grupo silvestre en el afio 1 (31,2+0,7°C y
28,0+£1,1°C, respectivamente; t=-2,28, P=0,0147) y menor (aunque estadisticamente no
significativa) en el afio 2 (32,4+0,7°C y 34,6+1,8°C, respectivamente; t=1,33, P=0,0963).
Durante el ciclo completo y el periodo de floracion, el afio 2 fue méas caluroso y seco que el afio
1 (Tabla 4.3). Sin embargo, la temperatura registrada por el termdmetro infrarrojo manual
(medida en momentos aleatorios durante el dia) fue significativamente superior en el afio 1 que
en el afio 2, tanto para el control (30,7+0,6°C vs. 25,5+1,0°C; t=4,11, P=0,0001) como para el
EC (40,0+0,9°C vs. 35,0+1,2°C; t=2,72, P=0,0084). A pesar de esto, el incremento de
temperatura del tratamiento de EC respecto al control no varié entre afios (9,3+0,6°C y
9,5+0,8°C para los afios 1 y 2, respectivamente; t=-0,96; P=0,3406), por esto las diferencias
entre tratamientos fueron combinadas (75 valores) y la temperatura del tratamiento de EC fue
estimada sumando 9,4°C a la temperatura registrada. Ademas, la HR durante el dia fue menor
en el tratamiento de EC respecto al control (24,4+2,1% y 29,2+2,9%, respectivamente) aunque
tales diferencias no fueron significativas (t=1,34; P=0,1907). Es importante destacar que las
mediciones de HR fueron registradas durante el dia. EI valor medio de HR durante el
tratamiento fue 54,7+3,5% y mostré una correlacion significativa con los valores medidos en el
control y EC (n=9, P=0,0476, r 0,67 y n=9, P=0,0304, r=0,71, respectivamente).

Efecto del estrés por calor sobre el rendimiento y sus componentes

Cuando se analizaron los datos no estandarizados, el EC redujo significativamente el didmetro
del capitulo (DC), nimero de frutos (NF) y rendimiento del capitulo (REND) (F=774,
P<0,0001; F=312,6, P<0,0001; F=464,3; P<0,0001, respectivamente) y aumento el peso de los
frutos (PF) (F=7,24, P=0,0076). A pesar de las grandes diferencias entre grupos para las cuatro
variables reproductivas (Tabla 4.2), el efecto tratamiento explicé la mayor parte de las
diferencias observadas en el NF y REND (64% y 50% del total de la variacion,
respectivamente). El efecto grupo explicd la mayor parte de la variacion observada en el PF
(~80%) mientras que la combinacién de los efectos grupo y tratamiento explicaron la mayor
parte de la variacion en el DC (41% y 49,7%, respectivamente). Ademas, se observo efecto
significativo de la interaccion Grupo por Tratamiento en el DC, NF y REND (F=6,74,
P=0,0013; F=66,07, P<0,0001; F=174,4, P<0,0001, respectivamente) lo que sugiere una
respuesta diferencial al EC entre grupos. Ademas, se observd interaccion afio*tratamiento y
afio*tratamiento*grupo en NF (F=18,5, P<0,0001; F=21,6, P<0,0001, respectivamente) y
REND (F=64,0, P<0,0001; F=40,1, P<0,0001, respectivamente) indicando que las reducciones

en estos caracteres causadas por el EC variaron entre afios y ademas esta variacion fue diferente
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para los dos grupos. Por otro lado, no se observaron intereacciones afio*tratamiento ni
afio*tratamiento*grupo en el PF (F=0,6, P=0,4324; F=2,5, P=0,0794, respectivamente) ni en DC
(F=0,1, P=0,7744; F=0,2, P=0,8257, respectivamente).

Tolerancia al EC en el germoplasma silvestre y cultivado

Cuando se analizaron los caracteres estandarizados (EC/control), se observaron efectos
significativos afio, grupo y afio*grupo para NF (F=6,37, P=0,0124; F=5,1, P=0,0070; y F=7,1,
P=0,0010, respectivamente) y REND (F=15,6, P=0,0001; F=4,4, P=0,0133; y F=3,3, P<0,0383,
respectivamente). No se encontraron efectos signficativos para el PF ni DC (todos los P>0,1),
indicando una respuesta al EC similar entre silvestre y cultivado. En el afio 1, se observo una
mayor tolerancia en el grupo silvestre respecto del cultivado para el NF (0,47+0,06 vs.
0,15+0,04, respectivamente) y REND (0,34+0,05 vs. 0,15+0,05, respectivamente). La mayor
parte de las diferencias fueron explicadas por la diferencia entre los grupos cultivo e invasores,
siendo intermedio el grupo nativos (Fig. 4.2). En el afio 2, se observd un comportamiento muy
superior del cultivo respecto del afio 1 tanto para NF como REND (Fig. 4.2). Al igual que en el
afio 1, el grupo invasor mostr6é una mayor tolerancia que los grupos cultivo y nativo pero solo se
observaron diferencias significativas entre los grupos silvestres y entre el cultivo y nativo para
NF y REND (Fig. 4.2).
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Figura 4.2. Numero de frutos (A'y B) y rendimiento (C y D) relativos (estrés respecto al control)
en los grupos cultivados, nativos e invasores para los afios 1 (Ay C) y 2 (B y D). Las barras
representan los valores medios de cada grupo. Las barras de error estandar indican variabilidad
dentro de cada grupo. Dentro de cada afio y variable, los grupos fueron comparados usando tres

contrastes ortogonales. Los contrastes significativos se muestran en negrita.
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PCA de las variables climaticas

El PCA de las variables relacionadas con la temperatura dio como resultado dos variables
compuestas designadas PCltemp y PC2temp, las cuales capturaron 79,8% y 17,5% del total de
la variacion, respectivamente (Fig. 4.3A). EI PCA de las variables relacionadas con las
precipitaciones dio como resultado dos variables compuestas designadas PClagua y PC2agua,
las cuales capturaron 74,4% y 18,8% del total de la variacién, respectivamente (Fig. 4.3B). El
PCltemp estuvo representado por valores positivos de todas las variables relacionadas con la
temperatura (Tabla 4.2) con coeficientes desde 0,31 a 0,41 (Tabla 4.4), es decir, cuanto mas
grandes los valores de PCltemp, mas caluroso el ambiente. EI PC2temp estuvo representado
por valores positivos de BIO2, BIO5 y BIO7, asociados con la temperatura maxima del mes
mas caluroso y las temperaturas media y maxima del verano (Tabla 4.4). EI PClagua estuvo
representado por valores positivos de todas las variables asociadas a la cantidad de
precipitaciones (Tabla 4.2) con coeficientes desde 0,41 a 0,47 (Tabla 4.4) mientras que el
PC2agua estuvo principalmente representado por la estacionalidad de las precipitaciones
(BIO11, coeficiente de 0,76; Tabla 4.2). Por lo tanto, a mayores valores de PClagua, mayor
disponibilidad de agua en el ambiente y cuanto mayor el PC2agua, mayor la estacionalidad de
las precipitaciones, especialmente debido a veranos secos.
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Figura 4.3. Variabilidad climatica de los ambientes locales de poblaciones nativas y no-nativas
de girasol. Ambos ejes representan el primero y el segundo eje resultante del PCA de las siete

variables asociadas a la temperatura (A) y las seis asociadas a las precipitaciones (B).
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Figura 4.4 Namero de frutos (A) y rendimiento (B) relativos en los grupos nativos y no-nativos.

Cada punto corresponde al valor medio de tolerancia al EC dentro de cada afio. Se incluyeron

los datos de ambos afios. La linea horizontal mayor representa el valor medio del Grupo. Las

barras representan el desvio estandar. Los valores F y P son del efecto Grupo en el modelo nulo

(GLMM sin covariables ambientales).
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La comparacion entre girasoles nativos e invasores revela adaptacion al estrés por calor

Los grupos nativos e invasores fueron comparados para los dos caracteres con efecto grupo
significativo (NF y REND). En el modelo nulo, no se encontraron efectos significativos del afio
ni interaccion afo*grupo para NF ni REND (Tabla 4.5). El grupo invasor mostré una mayor
tolerancia al EC que el Nativo tanto para NF como para REND (Fig. 4.4). En el modelo
completo, el PClagua fue el Unico PC significativo tanto para NF como para REND (Tabla 4.5)
y las diferencias entre nativos e invasores fueron mayores (Tabla 4.5). Por lo tanto, a mayor
cantidad de precipitaciones en el ambiente local de la poblacidn, mayor la tolerancia a EC, tanto
para NF como REND (Fig. 4.5). Ademas, la mayor tolerancia al EC del grupo invasores (aln
después de controlar por PCagua) sugiere que otros factores ademas del cline ambiental estan

involucrados en su mayor tolerancia al EC.
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Figura 4.5. Relacion entre el PClagua y el nimero de frutos (A) y rendimiento (B) relativos. El
PClagua representa el primer eje del PCA de las seis variables asociadas a las precipitaciones
(Tabla 4.2). Cada punto es el valor medio de una poblacion dentro de cada afio. Los puntos
rojos y azules representan a las poblaciones nativas e invasoras, respectivamente. Se muestran

los valores n, py r de la correlacion de Pearson.
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Tabla 4.5. Anélisis de la varianza y covarianza para el namero de frutos y el rendimiento, con y sin los PCs de las variables ambientales como covariables
(modelo nulo y completo, respectivamente). Analisis de covarianza previos, incluyendo los cuatro PCs de las variables ambientales (PCltemp y PC2temp;
PClagua y PC2agua) fueron realizados y solo se incluy6 el PC con efecto significativo (PClagua en ambos casos). Efectos significativos (P<0,05) en negrita.

G.l: grados de libertad; den g.l: denominador de los grados de libertad.

Modelo simple Modelo completo

Caracter Efecto fijo | gl deng.l F P | gl deng.l F P

Afio 1 165 0,08 0,7779 | 1 164 0,17 0,6848

. Rango 1 165 5,47 0,0206 | 1 164 7,02 0,0088
Numero de frutos

Afio*Rango | 1 165 0,28 05949 | 1 164 0,10 0,7508

PClagua 1 164 14,14 0,0002

Afio 1 192 346 0,0645| 1 191 1,90 0,1701

- Rango 1 192 7,33 0,0074 | 1 191 9,75 0,0021
Rendimiento -

Afio*Rango | 1 192 0.69 0,4080 | 1 191 0,33  0,5657

PClagua 1 191 21,12 <0,0001
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Figura 4.6. Rendimiento relativo de cada uno de los biotipos utilizados en el presente capitulo
en los afios 1 (A) y 2 (B). Las barras representan el valor medio del biotipo dentro de cada afio.
Las barras de error estandar indican variabilidad dentro de cada biotipo. La poblacion MO en el

afio 1 fall6 completamente el cuajado de frutos.
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Mayores valores de los carateres reproductivos explican la mayor tolerancia al EC de las

poblaciones invasoras

Para evaluar si la tolerancia al EC puede ser predicha por lo valores reproductivos en
condiciones sin estrés, se compararon los grupos nativos e invasores para los cuatro caracteres
reproductivos registrados en este capitulo y las variables con diferencias entre grupos fueron
correlacionadas con la tolerancia al EC. Los invasores mostraron mayores valores de DC
(F=929, P=0,0063), NF (F=14,3, P=0,0013), PF (F=6,84, P=0,0166) y REND (F=15,1,
P=0,0009) que los nativos. Ademas, cuando los PCs ambientales fueron incluidos como
covariables el PClagua fue el Unico significativo para tres de las cuatro variables. Debido a que
las cuatro variables mostraron diferencias significativas entre nativos e invasores, se realizon un
PCA para los cuatro caracteres, el cual dio como resultado una variable compuesta designada
PClrep, la cual explicé el 82,4% de la variacion total. PClrep estuvo representado por valores
positivos de las cuatro variables reproductivas (coeficientes de 0,53, 0,47, 0,46 y 0,54 para el
DC, PF, NF y REND, respectivamente). Dentro del grupo nativos se observo una fuerte
correlacion entre el PCrep y la tolerancia al EC para NF (r=0,64, n=23, P=0,0012) y REND
(r=0,62, n=23, P=0,0017). Sin embargo, no se observ6 correlacion significativa entre estas dos
variables dentro del grupo invasores (r=-0,08, P=0,8221 y r=-0,04, P=0,9134 para REND y NF,

respectivamente).

DISCUSION

En el presente capitulo, se desarroll6 una técnica de alto rendimiento para la evaluacion de la
tolerancia al EC durante la fase mas sensible (floracion) en condiciones de campo. El uso de
carpas de calor y de calentadores infrarrojos son técnicas prometedoras para la evaluacion a
campo de la tolerancia al EC en la fase critica de los cultivos, la floracion (Rattalino Edreira et
al. 2011; Prasad y Djanaguiraman 2015; Siebers et al. 2015, 2017). Sin embargo, la principal
limitante de esas técnicas es la escala de los experimentos, que permite la evaluacion de pocos
genotipos simultdneamente. Por el contrario, con la presente técnica utilizada, se pudo evaluar
una amplia variedad de genotipos silvestres y cultivados e identificar poblaciones candidatas
para el mejoramiento de la tolerancia al EC. Ademads, esta técnica permitié la evaluacion
simultanea de grupos muy divergentes como lo son los materiales cultivados y silvestres. Sin
embargo, de este enfoque surge una limitacion: la humedad producida por las bolsas de papel
podria limitar el uso de esta técnica fuera de las regiones aridas y semiaridas. La viabilidad del
polen de girasol disminuye en condiciones de alta HR (p. ej. >85-90%). En regiones himedas,
las mafianas con rocio y los dias Iluviosos durante floracion pueden afectar la eficiencia de la

técnica propuesta en este capitulo. Por esto, para superar esta limitacién se recomienda cubrir
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los capitulos en las horas cercanas al mediodia y durante la tarde, momentos en que la HR es
baja y la radiacion alta. De esta manera se evitarian los momentos mas himedos del dia

(amanecer y noche) sin afectar el incremento de temperatura durante el dia.
Tolerancia al estrés por calor en los germoplasmas silvestre y cultivado

La tolerancia al EC del girasol cultivado para REND vari6 desde 13% a 17% en el afio 1y de
39% a 52% en el afio 2. Debido a que el afio 2 fue mas caluroso y seco que el afio 1 (Tabla 4.3),
otros factores ademas que la temperatura, estuvieron involucrados en la variacion de la
tolerancia al EC observada en el grupo cultivado. Por ejemplo, la mayor HR en el afio 1 (Tabla
4.3) sumada a las condiciones de humedad impuestas por las bolsas de papel podria incrementar
la severidad del tratamiento de EC. Por lo tanto, la combinacion de EC y alta HR podria haber
afectado nuestros resultados, afectando diferencialmente al grupo cultivado en el afio 1. A pesar
de esto, la HR durante el dia fue similar para ambos tratamientos (control y EC) y mucho menor
a los valores de HR usados en experimentos de EC en condiciones controladas (65-85%;
Pradhan et al. 2012, Pradhan y Prasad 2015; Prasad y Djanaguiraman 2015; Valluru et al.
2016).

Al igual que en este capitulo, reducciones severas en el rendimiento (>60%) debido al EC en
fases reproductiva fueron reportadas en otros cultivos, como garbanzo (Devasirvatham et al.
2012), maiz (Rattalino Edreira et al. 2011) y trigo (Prasad y Djanaguiraman 2015). En
contraste, Siebers et al. (2015, 2017) observaron disminuciones menores en el rendimiento
(~10%) debido al EC en maiz y soja, respectivamente. Tales diferencias son probablemente el
resultado de las temperaturas utilizadas para el tratamiento de EC: ~30°C en los experimentos

de Sieber y ~40°C en el resto.

Se identificaron al menos cinco poblaciones silvestres en el afio 1 (BRW, DIA, LMA, IL, y IN)
y dos en en el afio 2 (LMA y RCU) que claramente mostraron una mayor tolerancia al EC que el
grupo cultivado, la mayor parte de estas fueron poblaciones invasoras (Fig. 4.6). Es interesante
remarcar que todas estas poblaciones tolerantes al EC mostraron fuerte evidencia de
introgresion con el cultivo, tanto a nivel morfoldgico (Cantamutto et al. 2010a; Casquero et al.
2013) como gendmico (Mondon et al. 2018), lo que sugiere un rol de la hibridacién cultivo-
silvestre en la tolerancia al EC. A pesar de la menor tolerancia al EC del cultivo, la
hibrididacién de taxones diferentes produce fenotipos transgresoros (extremos) que pueden ser
seleccionados. En especies anuales del género Helianthus, la seleccion sobre fenotipos
transgresores, generados por hibridacion, ha facilitado la colonizacién de ambientes extremos,
como los desiertos y los ambientes salinos (Rieseberg et al. 2003, 2007). A pesar de esto, el rol
de la hibridacion cultivo-silvestre en la tolerancia a EC debe ser evaluado en futuros

experimentos.
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De los tres caracteres evaluados asociados al rendimiento, DC y PF fueron muy poco afectados
por el EC, mientras que las diferencias entre poblaciones tolerantes y suceptibles al EC fue la
mayor capacidad de cuajar frutos en condiciones de EC de las primeras (rne-reno=0,86, n=33,
P<0,0001). La fuerte correlacién entre el NF y el REND estd comUnmente asociada a procesos
empiricos mas que funcionales (Sinclair y Jamieson 2006), es decir, los recursos disponibles
para la planta (nitrégeno, carbono, agua, luz) determinan el rendimiento y el nimero de frutos
cuajados es solo un ajuste consecuente de ese rendimiento. A pesar de esto, breves periodos de
EC podrian no afectar la acumulacién de biomasa pero si resultar en un bajo nimero de frutos
cuajados (Jha et al. 2014). En este capitulo, el EC se aplico solo sobre los capitulos, simulando
un breve periodo de EC, por lo tanto, el NF final no fue consecuencia de cambios en la
disponibilidad de recursos por planta sino de la capacidad de los tejidos reproductivos para
sobrevivir y completar el cuajado de frutos. Queda por responder si esta tolerancia al EC de los
tejidos reproductivos se debe a una menor esterilidad del polen y/o a un menor aborto de los
6vulos fertilizados en condiciones de EC. Por ejemplo, genotipos de garbanzo tolerantes al EC
mostraron una mayor fijacion de vainas debido a mayores niveles de viabilidad del polen
(Devasirvatham et al. 2012). Por otra parte, en arroz silvestre, se encontrd un carécter que
permite cambiar el pico de floracion desde las horas cercanas al mediodia hasta la mafiana
temprano, evitando asi las horas méas calurosas del dia. Este caracter fue exitosamente
introgresado en lineas élite de arroz, incrementando la tolerancia al EC de las mismas
(Hirabayashi et al. 2015; Bheemanahalli et al. 2017) y representa un ejemplo interesante de un
caracter silvestre introgresado en el germoplasma cultivado, el cual podria ser explorado en el

girasol silvestre.
La comparacion entre girasoles nativos e invasores revela adaptacion al estrés por calor

Las poblaciones invasoras cominmente presentan mayor tamafio, mayor particion a estructuras
reproductivas y aptitud biolégica que sus contrapartes nativas (van Kleunen et al. 2010; Felker-
Quinn et al. 2013; Turner et al. 2013;). Utilizando técnicas biogeograficas, se observo que los
girasoles invasores mostraron una mayor tolerancia al EC que los nativos en NF y REND (Fig.
4.4A y B), aun cuando las diferencias en condiciones climéticas locales fueron controladas.
Ademas, se encontré una fuerte correlacion positiva entre la cantidad de precipitaciones del
ambiente local y la tolerancia al EC (Fig. 4.5) lo que evidencia adaptacién local, pero no se
encontrd correlacion entre la temperatura del ambiente local y la tolerancia al EC. La ausencia
de correlacion entre las variables asociadas a la temperatura y la tolerancia al EC podria ser
explicada por las distintas estrategias utilizadas por el girasol silvestre para enfrentar el EC. Por
ejemplo, bajos niveles de dormicion junto con una floracion temprana previa a los meses mas
calurosos y una alta produccién de pequefios capitulos para escalonar la produccion de frutos

podrian ser caracteres adaptativos en ambientes extremos como Arizona, Nueva México y
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Texas, orientados mas a evitar el calor extremo que a tolerarlo. Apoyando esta idea, se encontrd
evidencia de seleccion sobre estos caracteres durante la colonizacion de ambientes extremos en
especies silvestres de girasol (Ludwig et al. 2004; Whitney et al. 2010). Otro punto a destacar es
que en el presente capitulo no se evalué el comportamiento de las poblaciones en condiciones
de temperatura supra-optima durante el ciclo (p. €j., 2-4°C por encima del control) sino el
comportamiento ante un evento extremo de EC (siete dias consecutivos con temperaturas
méaximas de ~40°C). Por lo tanto, aunque los eventos extremos de EC ocurriran con mayor
probabilidad en climas calurosos, no esta claro si la frecuencia de tales eventos esta capturada
en los PCs climaticos de este capitulo o si tales eventos pueden actuar como agentes de

seleccién natural.

La correlacion positiva observada entre los caracteres reproductivos en condiciones control y la
tolerancia al EC ayuda a explicar por qué los invasores toleran méas el EC que los nativos y por
qué la tolerancia al EC esté correlacionada con el PClagua (Fig. 4.5). Primero, los invasores
mostraron mayores valores de todos los caracteres reproductivos que los nativos y tales
diferencias no fueron explicadas por el ambiente local. La hibridacién entre poblaciones
previamente aisladas por distancia y mas probablemente entre poblaciones silvestres y el cultivo
durante la introduccion en ambientes no-nativos son las causas mas probables del incremento en
los valores de caracteres reproductivos (van Kleunen et al. 2015; Mesgaran et al. 2016; Mondon
et al. 2018;). Una amplia variabilidad fenotipica y molecular en el girasol invasor de Argentina
(Cantamutto et al. 2010a; Garayalde et al. 2011) hace que la hibridacién sea un escenario
probable. Segundo, debido a que el PClagua explic6 tanto la variacién en los caracteres
reproductivos como la tolerancia al EC, esta Gltima correlacién podria ser empirica y no
funcional. En este contexto, un enfoque basado en los caracteres reproductivos de las
poblaciones y no en su ambiente local seria recomendable para futuras actividades de pre-

mejoramiento en girasol.

Finalmente, el incremento en la tolerancia al EC encontrado en los girasoles invasores amplia la
base genética del germoplasma silvestre y convierte a estas poblaciones en un recurso valioso
para los programas de mejoramiento actuales y futuros. Esto demanda su conservacion in-situ y
ex-situ, independientemente del monitoreo por su condicion de especie invasora. Ademas, es
necesario focalizarse en las actividades pre-mejoramiento, p. ej. construccion de poblaciones
segregantes, caracterizacion molecular de la tolerancia a EC e introgresion de caracteres de
tolerancia en lineas élite, para aumentar la utilidad del gemoplasma silvestre por parte de los

mejoradores.
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CAPITULO 5

Diversidad genética y estructura poblacional del girasol silvestre en

Argentina: rastros genéticos del proceso de invasion

INTRODUCCION

Reconstruir las rutas de invasion de las especies no-nativas es un factor clave para entender por
qué solo una pequefia fraccion de las especies introducidas se convierte en invasoras y para
disefiar mejores estrategias de prevencion y control de estas (Estoup y Guillemaud 2010; Keller
et al. 2012; Fraimout et al. 2017). Durante las introducciones, son esperables reducciones
dramaticas en el tamafio poblacional, debido a que solo unos pocos individuos son introducidos
0 se establecen, especialmente en las introducciones accidentales. En estos casos, es esperable
que la deriva génica y el efecto fundador (cuello de botella genético) sean las principales fuerzas
que actlen sobre la estructura genética de las poblaciones introducidas (Nei et al. 1975;
Dlugosch y Parker 2008; Sziics et al. 2017a). Este efecto fundador disminuiria la variabilidad
genética de las poblaciones introducidas respecto a sus contrapartes nativas, comprometiendo
asi el potencial de adaptacion al nuevo ambiente (Estoup et al. 2016; Szlics et al. 2017a; Vahsen
et al. 2018). A pesar de estas predicciones, al menos tres caracteristicas deben ser consideradas:
1) Una fraccion pequefia de individuos podria contener la mayor parte de la variabilidad
genética de la poblacién original (especialmente en plantas alégamas); 2) La varianza aditiva es
mucho menos afectada por cuellos de botella demograficos que la diversidad genética estimada
a través de marcadores moleculares neutros, 3) Una baja diversidad genética no impide
necesariamente la capacidad invasora de una poblacion (Dlugosch y Parker 2008; Uller y Leimu
2011; Dlugosch et al. 2015; Estoup et al. 2016).

Por otro lado, introducciones mdaltiples seguidas de hibridacion (definida aqui como el
cruzamiento de genomas historicamente aislados; Keller et al. 2014) podria atenuar, e incluso
revertir, la pérdida de variabilidad genética en las poblaciones invasoras, incrementado el
tamafio de la poblacion fundadora (efecto demografico) y/o creando nuevas combinaciones
genéticas (efecto genético) (Dlugosch et al. 2015; Sziics et al. 2017a; van Boheemen et al.
2017). Cada vez mas evidencia sugiere que los cuellos de botella y la hibridacion, debido a
introducciones multiples, cominmente coexisten en las invasiones bioldgicas, siendo la
estructura genética de las poblaciones invasoras resultado de la fuerza relativa de cada proceso
(cuello de botella/hibridacion) (Dlugosch y Parker 2008; Colautti et al. 2017; Fraimout et al.

2017). Por ejemplo, una serie de estudios recientes exploré la importancia relativa de la presion
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de propagulos (tamafio y namero) durante la introduccion, la composicion genética de las
poblaciones fundadoras (endogamicas o exogamicas) y la evolucién adaptativa sobre el
establecimiento y la expansion del insecto modelo Triboleum castaneum demostrando que cada
uno de los tres factores puede conducir independientemente a una invasion exitosa (Sziics et al.
2017b,a; Vahsen et al. 2018). Esto indica no solo que los tres factores deben ser considerados en
las evaluaciones del riesgo de invasion de una especie sino también que algunas combinaciones

(p. €j. alta presidn de propagulos e hibridacion) pueden conducir a invasiones muy rapidas.

Tradicionalmente, las rutas de invasion fueron inferidas usando métodos directos, basados en
registros historicos de presencia/ausencia de especies no-nativas (p. ej. colecciones de herbarios,
revisiones bibliograficas) y/o datos de intercepcion (p. ej. controles de cuarentena). Estos datos
son comUnmente escasos, desuniformes tanto en tiempo como espacio y muchas veces erroneos
(Estoup y Guillemaud 2010). Actualmente, los métodos indirectos, basados en las relaciones
genéticas entre individuos y poblaciones de los rangos nativo y no-nativo (inferidas con el uso
de marcadores moleculares), nos dan mucha mas informacion que los métodos directos
(Cristescu 2015). Ademas, el reciente desarrollo de modelos basados en aproximaciones
bayesianas computacionales (ABC) (Guillemaud et al. 2010; Cornuet et al. 2014; Cabrera y
Palsbgll 2017) ha mejorado nuestra capacidad de inferir rutas de invasién complejas usando
datos genéticos, pero también datos historicos (Lombaert et al. 2010; Barker et al. 2017;
Hargrove et al. 2017; van Boheemen et al. 2017). Con los modelos ABC es posible comparar
estadisticamente los escenarios mas probables (inferidos por ejemplo, de analisis genéticos
clasicos o de datos histéricos, morfoldgicos, etc.), calcular los pardmetros demogréaficos para el
escenario mas probable (tamafio efectivo de las poblaciones y tiempo desde la
introduccidn/expansion, duracion de los cuellos de botella, etc.) y cuantificar el nivel de
confianza con el cual se elige un escenario por sobre los demas (Guillemaud et al. 2010;
Cornuet et al. 2014; Cabrera y Palsbgll 2017). Por lo tanto, estos modelos aparecen como un

excelente complemento de los métodos tradicionales para dilucidar las rutas de invasion.

El primer paso en la reconstruccion de una ruta de invasion es la identificacion de la poblacion
fuente. En el rango nativo, especialmente en especies de amplia distribucion, la variabilidad
intraespecifica suele estar espacialmente estructurada en grupos genéticos, los cuales no son
introducidos aleatoriamente en el nuevo rango (muestreo no aleatorio; Keller y Taylor 2008),
siendo el primer condicionante de la estructura genética de las poblaciones introducidas, pero
también de la distribucion fenotipica de las mismas. Una vez que la fuente es identificada, se
puede hacer una serie de preguntas ecoldgicas y evolutivas acerca del proceso de invasion, por
ejemplo: {Hubo una pérdida significativa de la variabilidad genética durante la introduccion y/o
expansion en el rango no-nativo? ;Qué caracteres fenotipicos cambiaron después de la

introduccion? ;Existen diferencias climaticas entre el ambiente nativo e introducido? Ademas
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de aclarar los procesos genéticos y ecoldgicos asociados a la invasion, la identificacion de la
fuente geografica tiene implicancias practicas directas como la introduccion de enemigos

naturales para el control biol6gico y la identificacion de los vectores de introduccién.

La regién central de EEUU es el rango nativo histérico del girasol silvestre, mientras que la
expansion hacia el sur (sur de Texas) y hacia el oeste (California) es considerada méas reciente
(~500 afios; Rieseberg et al. 2007; Owens et al. 2016). Estudios genéticos previos mostraron, en
general, una baja estructura poblacional en el rango nativo (Mandel et al. 2011; Baute et al.
2016), lo cual dificultaria la identificacion de la fuente geogréafica. Sin embargo, también se
reportdé un cierto grado de diferenciacién genética, posiblemente debido al aislamiento por
distancia dentro de la regién central de EEUU y también estructura genética entre las regiones
sur y oeste, respecto a la region central de EEUU (Baute et al. 2016; Owens et al. 2016). En la
region central de Argentina, el girasol silvestre fue probablemente introducido en la provincia
de Cordoba ~70 afios atrés y desde alli se expandié y naturalizé en al menos seis provincias
(Cantamutto et al. 2008, 20104, b; Poverene et al. 2008). Los modelos multivariados, basados
en conexiones de rutas, sugieren el transporte accidental por camiones de carga y maquinaria
agricola como el principal vector de dispersion (Cantamutto et al. 2010b). Por otro lado, la alta
variabilidad fenotipica encontrada, en comparacion con poblaciones nativas, sugiere alta

variabilidad genética y la presencia de multiples introducciones (Cantamutto et al. 2010a).

En este capitulo se estudid la variabilidad genética y la estructura poblacional del girasol
silvestre de Argentina y se reconstruyd la ruta de invasion mas probable utilizando analisis
genéticos clasicos y modelos ABC. Para esto se utilizaron 14 marcadores SSR nucleares, tres
marcadores SSR del cloroplasto y 23 variables morfolégicas y fenoldgicas en seis poblaciones
de Argentina y nueve poblaciones de EEUU. Los objetivos especificos del capitulo fueron: 1)
Determinar la variabilidad y la estructura genética de las poblaciones de Argentina; 2)
Identificar la fuente geografica dentro del rango nativo y 3) Reconstruir la ruta de invasion mas
probable. Se identifico la fuente geogréafica de la introduccion inicial y se demostré que las
poblaciones invasoras retuvieron la mayor parte de la variabilidad genética presente en el rango
nativo, como resultado de una alta presion de propégulos durante la introduccion inicial y de

mualtiples introducciones.
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MATERIALES Y METODOS
Poblaciones utilizadas y genotipado

Se colectaron muestras de ADN de 115 individuos pertenecientes a 15 poblaciones distribuidas
a lo largo de Estados Unidos (rango nativo) y la regién central de Argentina (rango no-nativo).
Dentro del rango nativo, se seleccionaron nueve poblaciones de tres regiones geogréaficas; sur de
EEUU: Nueva México (NM), Texas (TX) y Oklahoma (OK); oeste de EEUU: California (CA),
Colorado (CO) y Nevada (NV) y centro de EEUU: Indiana (IN), lowa (10) y Dakota del Norte
(ND). De la region central de Argentina se utilizaron seis poblaciones: Adolfo Alsina (AAL),
Colonia Barén (BAR), Diamante (DIA), Las Malvinas (LMA), Media Agua (MAG) y Rio
Cuarto (RCU). La localizacion geografica de cada poblacion se encuentra en la Tabla 2.1,
excepto para las poblaciones AAL (Latitud: -37,3; Longitud: -63,0), MAG (Latitud: -32,0;
Longitud: -68,5) y NV (Latitud: 39,6; Longitud: -119.3).

El ADN gendmico fue extraido de tejido foliar deshidratado en silica gel proveniente de plantas
creciendo en un jardin comdn, usando la técnica CTAB (CYMMYT, 2006). Cada individuo fue
genotipado usando 14 marcadores SSR nucleares (nSSR) y tres marcadores SSR del cloroplasto
(cpSSR), elegidos de una amplia base de marcadores y previamente utilizados en Mandel et al.
(2011) y Wills et al. (2005), respectivamente. Los marcadores nucleares fueron elegidos
basados en su neutralidad (no mostraron evidencias de seleccion durante la domesticacion ni el
mejoramiento moderno) y su distribucion en el genoma (un marcador en 14 de los 17 grupos de
ligamiento del girasol) mientras que los tres cpSSR fueron seleccionados por la presencia de
polimorfismo dentro de H. annuus (Wills et al. 2005; Wills y Burke 2006).

El genotipado de SSR se realizé usando el protocolo de Schuelke (2000), que consiste en
adherir un pequefio fragmento universal (M13) marcado radiactivamente a cada cebador
forward. Las condiciones de PCR fueron las utilizadas en Mandel et al. (2011). Cada producto
de PCR fue diluido 1:30 en agua y visualizado usando un mini secuenciador automatico (ABI
3130xI DNA; Applied Biosystems, Foster City, CA) con el marcador interno GeneScan 500 LI1Z
(Applied Biosystems) incluido en cada muestra para una mejor determinacién del tamafio de los
fragmentos. Los alelos fueron registrados usando el software GeneMarker v. 2.6.3
(SoftGenetics, State College, PA).
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Anélisis de genética poblacional

Para los nSSR, las medidas de diversidad genética, incluyendo el nimero promedio y efectivo
de alelos por locus, la heterocigosis observada y esperada, el indice de informacion de Shannon
y diversidad genética no sesgada de Nei, fueron calculados a nivel de poblacion y de rango
(EEUU y ARG) usando GenAleEx v.6.5 (Peakall y Smouse 2012). Para los cpSSR, las medidas
de diversidad genética, incluyendo el nimero promedio y efectivo de haplotipos, la riqueza de
haplotipos, la diversidad genética y el nmero de haplotipos privados fueron calculados a nivel

de poblacién y de rango usando Haplotype Analysis v.1.05 (Eliades y Eliades 2009).

La estructura poblacional fue evaluada realizando un andlisis de la varianza molecular
(AMOVA), implementado en GenAlEXx, el cual particiona de manera jerarquica la variacion
genética y estima el Fsr de Wright. En el AMOVA, las fuentes de variacion fueron el rango
(ARG y EEUU), las poblaciones dentro de cada rango y los individuos dentro de cada
poblacion. Ademéas del AMOVA, se calcul6 el Fsr para cada una de las combinaciones de a
pares entre poblaciones. La significancia estadistica (hip6tesis nula= no existen diferencias
genéticas) tanto del AMOVA como de los Fst apareados, fue determinada realizando 10000

permutaciones.

El agrupamiento bayesiano, usando el software STRUCTURE v.2.3.4 (Pritchard et al. 2000), se
utilizé para asignar cada genotipo individual a un grupo. Para este analisis, se implementé el
modelo admixture con las frecuencias alélicas correlacionadas y el resto de los pardmetros
fueron dejados con los valores default del software. Se realizaron 10 corridas independientes
para cada valor K (1-15; el minimo indica un solo grupo y el maximo, cada poblacién pertenece
a un grupo distinto) con 100000 simulaciones MCMC y un periodo de burn-in de 50000
simulaciones. EI niamero de grupos (K) éptimo fue elegido basado en el método de Evanno et
al. (2005). Las 10 repeticiones del STRUCTURE fueron alineadas con el software CLUMPP
(Jakobsson y Rosenberg 2007) y graficadas con distruct (Rosenberg 2004) usando el servidor
CLUMPAK (Kopelman et al. 2015). La estructura poblacional también fue investigada
utilizando un andlisis de coordinadas principales (PCo), basado en la matriz de distancia
genética de Nei, construida con los 14 nSSR. Finalmente, para comparar la estructura genética
de los genomas del cloroplasto (cpSSR) y del nucleo (nSSR), se realizé un AMOVA basado en
las distancias ®st. El uso de esta matriz de distancia, al no considerar la variabilidad dentro de
cada individuo, permite la comparacion de genotipos haploides y diploides y marcadores
dominantes y codominantes. De manera similar, para evaluar las diferencias en flujo génico a
través del polen y semillas entre rangos, se realiz6 un AMOVA para cada rango y tipo de

marcadores (NSSR y cpSSR).
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Estructura poblacional basada en variables morfolégicas

Para el andlisis de la estructura poblacional, basado en datos morfoldgicos, se utilizaron 19
variables morfoldgicas y cuatro variables fenoldgicas previamente utilizadas en Cantamutto et
al. (2010a) (Tabla 5.1). Las variables fueron registradas en jardin comin en el Departamento de
Agronomia, Universidad Nacional del Sur, durante dos afios consecutivos (2004/05 y 2005/06)
sobre al menos 10 plantas de cada poblacion. El andlisis discriminante se utiliz6 para maximizar
la variacion entre poblaciones, independientemente de su procedencia (nativas o invasoras) con

el objetivo de identificar grupos genéticos basados en la morfologia.
Analisis ABC con DIYABC

Para reconstruir la ruta de invasion mas probable del girasol silvestre en Argentina se utilizaron
modelos ABC en el software DIYABC (Cornuet et al. 2014). ABC permite establecer un
ranking de escenarios, basado en la probabilidad posterior aproximada de cada uno de estos.
Para esto, los datos observados son comparados con un gran numero de datos simulados
(escenarios con distintas combinaciones de parametros historicos y demograficos) y la
ocurrencia de cada escenario entre los datos simulados mas cercanos a los datos observados
permite la estimacion de su probabilidad posterior (Estoup y Guillemaud 2010; Guillemaud et
al. 2010; Barres et al. 2012; Cabrera y Palsbgll 2017). Debido a que el nimero de escenarios
crece exponencialmente con el nimero de poblaciones, se compararon solo los escenarios mas
probables, basados en datos histéricos y en el analisis de genética de poblaciones. En el primer
analisis ABC se compararon cuatro escenarios, incluyendo las seis poblaciones argentinas y la
fuente de introduccion mas probable (10). En el segundo analisis ABC, se evalu6 la posibilidad
de una introduccion independiente en AAL, incluyendo solo RCU, AAL, BAR y LMA.

Para la construccion de cada escenario fueron incluidas todas las variables genéticas
implementadas en DIYABC (Cornuet et al. 2014), calculadas a partir de los 14 marcadores
nSSR. Debido a que los tiempos de divergencia en nuestros escenarios son recientes, para los
parametros histéricos se eligio una distribucién log-uniforme que favorece valores cercanos al
minimo. En el primer andlisis, los valores minimos del tiempo de introduccion en RCU y DIA
fueron elegidos en base a registros historicos: 70 afios para RCU (registro de 1947; Bauer 1991)
y 60 afios para DIA (registro de 1960 en el herbario del Instituto de Botanica Darwinion). Los
valores minimos y maximos del resto de los parametros historicos fueron 10 y 150 afios con la
condicion de que estos deben ser menores al tiempo de introduccion en RCU. En el segundo
analisis, los valores minimo y maximo de los parametros histéricos fueron ajustados a 10 y 100
afios, respectivamente. La probabilidad posterior de cada escenario fue calculada utilizando un
analisis discriminante sobre las variables genéticas utilizando un enfoque directo y uno logistico
(Cornuet et al. 2014).

118



Tabla 5.1. Variables morfologicas utilizadas para el andlisis discriminante de las 15 poblaciones
(seis argentinas y nueve de Estados Unidos). Las variables fueron registradas en un jardin

comun y extraidas de Cantamutto et al. 2010a.

Variable Unidad
Altura de planta al inicio de floracion cm
Diametro del tallo a mitad de altura cm
Altura insercion del capitulo cm

Numero de capitulos

Ancho de la hoja cm
Largo de la hoja cm
Tamafio de la hoja (Ancho*largo) cm?
Largo del peciolo cm

Relacién largo hoja/peciolo

Forma de la hoja (Largo/ancho) cm?
NUmero de hojas

Numero de flores liguladas

Ancho de ligulas cm
Largo de ligulas cm
NUmero de filarias

Largo de filarias cm
Ancho de filarias cm

Relacion largo/ancho de las filarias

Diametro del capitulo cm

Dias a 10% floracién dias
Dias de 10% a 50% de floracion dias
Dias de 50% a 100% floracion dias
Duracion ciclo total dias
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RESULTADOS
Diversidad genética dentro de las poblaciones

El namero efectivo de alelos (Ng) en los 14 nSSR vari6 desde 1,31 a 3,47 por locus, con un
promedio de 2,54 (Tabla 5.2). Dentro de las poblaciones, el Ag promedio varié desde 1,80 a
3,23 y las diferencias no fueron estadisticamente significativas entre rangos (EEUU: Ag
promedio = 2,41; ARG: Ae promedio: 2,47; prueba t, t=1,90, P=0,0805). De manera similar, el
indice de informacién de Shannon (I) y la heterocigosis no sesgada (uHg) no mostraron
diferencias entre rangos (EEUU: | y uHe= 0,89 y 0,55; ARG: | y uHe: 1,03 y 0.57; prueba t,
t=2,01, P=0,0652 y t=0,45, P=0,6634 para | y uHg, respectivamente). Cuando las variables
genéticas fueron comparadas entre regiones geogréaficas definidas previamente, las poblaciones
ARG mostraron mayor variabilidad genética que cada una de las tres regiones de EEUU vy la
region central de EEUU mostrd mayor variabilidad genética que las regiones Sur y Oeste (Tabla
5.2). Estos resultados indican que las poblaciones invasoras retuvieron la mayor parte de la

variabilidad genética observada en el rango nativo.
Estructura poblacional

Se encontr6 moderada a fuerte estructura genética entre poblaciones (Fst=0,225; P<0,0001) y
muy baja estructura entre rangos (Fst entre ARG y EEUU=0,027; P<0,0001; ~3% de la
variacién total). Los Fsr apareados variaron desde 0,036 a 0,368 (Tabla 5.3) y todos los valores
fueron significativamente distintos de cero (todos los P<0,001 con excepcion de RCU-IO,
P=0,027). Dentro de Argentina, DIA claramente se separ6 del resto de las poblaciones (Fsr
promedio=0,289; 0,232-0,321; Tabla 5.3) pero también de las poblaciones de EEUU (Fsr
promedio=0,307; 0,234-0,368; Tabla 5.3). Por otro lado, el resto de las poblaciones de
Argentina mostraron los menores valores de Fsr con las poblaciones de la region central de
EEUU (Fstpromedio=0,143; 0,036-0,214; Tabla 5.3), lo que sugiere que esta region es la fuente
de introduccion geografica mas probable. Es interesante que las poblaciones RCU de Argentina
e 10 de EEUU mostraron el valor mas bajo de Fsr (Tabla 5.3) sugiriendo estas poblaciones
como la introduccion inicial y la fuente de introduccion, respectivamente. Dentro de EEUU, las
poblaciones de la region central mostraron una baja estructura (Fsr promedio=0,099; 0,083-
0,123; Tabla 5.3) mientras que las poblaciones dentro de las regiones Sur y Oeste mostraron una
estructura intrarregional mucho mayor (region Sur: Fsr promedio=0,284; 0,238-0,320; region
Oeste: Fstpromedio=0,220; 0,200-0,228; Tabla 5.3).
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Tabla 5.2. Diversidad genética, basada en 14 SSR nucleares y tres SSR del cloroplasto, de

poblaciones de H. annuus provenientes EEUU y Argentina (ARG). Las poblaciones TX y NM

mostraron un alelo nulo para el locus 2 en 9 de los 10 individuos, por lo tanto, fueron excluidas

del analisis de cpSSR. Ne: Numero efectivo de alelos; I: indice de informacién de Shannon; Ho:

heterocigosis observada; He: heterocigosis esperada; uHe: heterocigosis no sesgada; Hape:

numero efectivo de haplotipos; Hapr: riqueza de haplotipos; Happ: diversidad genética de los

haplotipos; Haper: NnUmero de haplotipos privados. Después del nombre de cada poblacion, se

indica entre paréntesis el niamero de plantas utilizado en los analisis moleculares.

SSR del nucleo

SSR del cloroplasto

Rango Region Poblacién
Ne [ Ho He UHe Hape Hapr Hapo Haper

EEUU Oeste CA (5) 223 0,78 049 047 0,52 1,00 0,00 0,00 0
EEUU Oeste CO (7) 2,44 087 037 047 0,52 1,00 0,00 0,00 1
EEUU Oeste NV (10) 242 1,00 0,37 054 0,57 192 098 0,53 0
EEUU Centro IN (6) 264 098 027 052 0,57 1,00 0,00 0,00 0
EEUU Centro 10 (6) 252 094 027 051 0,56 257 183 0,73 1
EEUU Centro ND (5) 292 102 056 057 0,67 147 100 0,40 1
EEUU Sur NM (5) 1,80 061 024 0,39 0,44 . . : .
EEUU Sur OK (6) 2,38 089 0,33 050 0,55 1,00 0,00 0,00 0
EEUU  Sur TX (5) 2,37 0,90 0,49 050 0,57 . . . .
ARG  Argentina AAL(10) | 2,90 1,07 041 0,52 0,55 192 098 0,53 1
ARG  Argentina BAR(10) | 3,01 1,13 0,37 057 0,61 227 156 0,62 1
ARG  Argentina DIA (10) | 243 0,86 0,38 047 0,50 352 229 081 1
ARG  Argentina LMA (10) | 2,57 0,92 032 049 0,52 1,22 050 0,20 2
ARG  Argentina MAG (10) | 2,30 0,96 0,28 0,52 0,55 426 2,73 0,86 3
ARG  Argentina  RCU(10) |[323 123 045 0,63 0,67 245 154 0,67 1
EEUU (55) 540 182 0,37 0,75 0,76 574 7,00 0,84 5
ARG (60) 520 172 0,36 0,72 0,72 9,57 13,02 0,91 12
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Tabla 5.3. Estimaciones de Fsr apareados basadas en 10000 permutaciones para las 15 poblaciones utilizadas en el presente capitulo, basados en 14

marcadores SSR nucleares. Los mayores valores se indican en verde y los menores en rojo. Todas las comparaciones fueron estadisticamente significativas
P<0,05. Todos los P<0,001, excepto P=0,027 para la comparacion RCU-10.

Argentina Oeste de EEUU Centro de EEUU Sur de EEUU
AAL BAR DIA LMA MAG RCU CA co NV IN 10 ND NM OK X
AAL
BAR 0,179
DIA 0,321 0,274
LMA 0,172 0,213 0,320
MAG 0,212 0,138 0,300 0,262
RCU 0,164 0,112 0,232 0,188 0,159
CA 0,271 0,197 0,368 0,293 0,225 0,197
co 0,217 0,165 0,305 0,243 0,211 0,180 0,228
NV 0,295 0,221 0,361 0,321 0,243 0,219 0,200 0,233
IN 0,165 0,145 0,249 0,204 0,140 0,104 0,200 0,214 0,242
[e] 0,185 0,103 0,234 0,181 0,161 0,036 0,201 0,223 0,244 0,083
ND 0,204 | 0,070 0,271 0,214 0,137 0,098 0,180 0,156 0,215 0,123 0,090
NM 0,274 0,187 0,308 0,329 0,262 0,171 0,313 0,270 ~ 0,339 0,244 0,236 0,171
OK 0,262 0,246 | 0,350 0,221 0,263 0,221 0,283 0,263 0,317 0,265 0,242 0,202 0,320
TX 0,258 0,196 = 0,318 0,280 0,235 0,178 0,200 0,175 0,219 0,180 0,182 0,186 0,238 0,294
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El analisis con STRUCTURE sugiere la presencia de tres grandes grupos genéticos (K=3; Fig.
5.1y 5.3). Los tres grupos genéticos estan presentes tanto en el rango nativo (EEUU) como no-
nativo (ARG), sugiriendo introducciones multiples. Dentro de EEUU, los individuos de las
regiones central y oeste fueron asignados principalmente a los grupos 1 (Q: promedio=0,80) y 2
(Q2 promedio= 0,79), respectivamente (Fig. 5.1). Sin embargo, las poblaciones de la region sur
fueron asignadas a diferentes grupos (Fig. 5.1). En Argentina, los individuos de RCU fueron
claramente asignados al grupo 1 (9/10 individuos con Q>0,95) mientras que los individuos de
las poblaciones AAL y LMA fueron asignados al grupo 3 (18/20 individuos con Q>0,88). Por
otro lado, los individuos de las poblaciones BAR, DIA y MAG mostraron un claro origen
hibrido entre los dos principales grupos genéticos (1 y 2; Fig. 5.1 y 5.3). Es importante destacar
gue no encontramos individuos del grupo genético 2 en Argentina, lo que sugiere que la
hibridacion ocurrié en el rango nativo. EI PCoA separa claramente DIA del resto de las
poblaciones (Fig. 5.2A) y, en menor medida, la region Oeste (especialmente NV) del resto de
las regiones (Fig. 5.2A y B). Al igual que en el andlisis con STRUCTURE, el PCoA no separa
las poblaciones del sur de EEUU del resto (Fig. 5.2B y C) y sugiere un tercer grupo genético
para las poblaciones OK, AAL y LMA (Fig. 5.2C).
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K=3
AK=5,34

AK= 4,54

CA co IN 10 ND NM NV OK X AAL BAR DIA LMA MAG RCU

Poblaciones de Estados Unidos Poblaciones de Argentina

Figura 5.1. Analisis bayesiano de la estructura genética para K=3 y K=6 basado en 14 SSR nucleares. Los valores de K y AK se indican a la derecha del
grafico, los individuos son ordenados segun el rango y la poblacién de las cuales provienen.
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Figura 5.2. Andlisis de coordenadas principales de la estructura genética. La distancia genética
se calcul6 para cada individuo en base al genotipo de 14 SSR nucleares. Los individuos son
coloreados segun la poblacion (A), la regién (B) o el grupo genético segin andlisis con

STRUCTURE (C).
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Diversidad genética en el genoma del cloroplasto

El namero de alelos por locus en los tres cpSSR fue tres, cuatro y ocho (NTCP7, NTCP30 y
NTCP39, respectivamente) lo cual dio como resultado 20 haplotipos. Dentro de las poblaciones,
el numero efectivo de haplotipos (Hape) varié desde 1,00 a 4,26 (Tabla 5.2; Fig. 5.3), aunque el
mismo varié draméaticamente entre rangos (EEUU: Hape promedio=1,42, 1,00-2,57; ARG: Hape
promedio=2,61, 1,22-4,26; prueba t, t=2,44, P=0,0328). De manera similar, las poblaciones de
Argentina mostraron valores muy superiores de riqueza haplotipica (EEUU: Hapg
promedio=0,54, 0,00-1,83; ARG: Hapg promedio=1,60, 0,50-2,73; prueba t, t=2,45, P=0,0324)
y diversidad genética (EEUU: Happ promedio=0,24, 0,00-0,73; ARG: Happ promedio=0,61,
0,20-0,86; prueba t, t=2,42, p=0,342) que las poblaciones de EEUU. La mayoria de los
haplotipos (12 de 20) estuvieron presentes en frecuencias muy bajas (<5%) mientras que los
haplotipos 15, 17 y 19 fueron los mas comunes (9,8%, 15,7% y 10,8%, respectivamente). De
estos, los haplotipos 15 y 19 solo fueron encontrados en poblaciones de EEUU (haplotipo 15:
fijado en IN y 4 de 5 individuos en ND; haplotipo 19: fijado en CA y OK) mientras que el
haplotipo 17 estuvo presente en tres poblaciones: NV en EEUU (6 de 10) y BAR (6 de 10) y
RCU (4 de 9) de Argentina. Cabe destacar que todas las poblaciones de Argentina presentaron
al menos un haplotipo privado (Tabla 5.2; Fig. 5.3), indicando la gran diversidad haplotipica

dentro de las poblaciones invasoras.

Para comparar la estructura de los genomas nuclear y del cloroplasto, se realizaron AMOVAs
basados en las distancias ®sr. Para los nSSR, se encontr6 variacion significativa dentro de las
poblaciones (®sr=0,290, P<0,0001) y entre poblaciones (®sr=0,286, P<0,0001), pero no entre
rangos (®gr=0,005, P=0,075). Los rangos nativo y no-nativo mostraron valores de ®sr muy
similares (Fig. 5.4) lo que indica similar diferenciacion genética entre poblaciones. Para los
CpSSR, se encontrd variacion significativa dentro de las poblaciones (®sr=0,831, P<0,0001) y
entre las poblaciones (®sr=0,836, P<0,0001), pero no entre rangos (®r=-0,029, P=0,956). Sin
embargo, la estructura poblacional fue muy diferente dentro de cada rango (Fig. 5.4): las
poblaciones de Argentina mostraron una variacion intra-poblacional mucho mayor que las
poblaciones de EEUU (Fig. 5.4), indicando mayor nivel de flujo génico por semillas en

Argentina.
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Figura 5.3. Distribucién geografica de los grupos genéticos y los haplotipos en Estados Unidos

(A) y Argentina (B). Los graficos muestran la contribucion de cada grupo genético basada en el
andlisis con STRUCTURE (circulos grandes) y la contribucion de cada haplotipo (circulos
pequefios). Las poblaciones nativas NM y TX presentaron un alelo nulo para uno de los tres

cpSSR y fueron excluidas del andlisis de haplotipos.
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VARIACION EN EL NUCLEO VARIACION EN EL CLOROPLASTO

O5=0,977 0s=0,775

EEUU ARG EEUU ARG

Figura 5.4. Particion de la variacion genética para los 14 SSR nucleares (A) y los tres SSR del
cloroplasto (B). WP: variacion dentro de las poblaciones; AP: variacion entre poblaciones.

Variacién morfologica en Argentina y Estados Unidos

El analisis discriminante basado en 23 variables morfolégicas y fenoldgicas, indica una baja
estructura poblacional pero claramente separa DIA y en menor medida CA del resto de las
poblaciones (Fig. 5.5A). A pesar de la baja estructura poblacional, se observa un claro patrén
regional (Fig. 5.5B). Dentro de EEUU, el eje Canl separa las poblaciones del sur respecto a las
del centro, mientras que el eje Can2 separa la region Oeste de la region Central de EEUU (Fig.
5.5B). Las poblaciones de Argentina (aun excluyendo a DIA) mostraron una alta variabilidad
fenotipica, distribuyéndose a lo largo del eje Can2 (Fig. 5.5B). Reforzando los datos genéticos,
RCU mostr6 una morfologia muy similar a 10 (Fig. 5.5A) mientras que el resto de las
poblaciones mostraron una morfologia intermedia entre las tres regiones de EEUU (Fig. 5.5B).
La estructura basada en datos morfol6gicos estuvo bien explicada por la estructura genética
(Fig. 5.5C), los tres grupos genéticos estan bien delimitados y las poblaciones con origen
hibrido mostraron morfologia intermedia (p. ej. BAR) o transgresiva (p. ej. ND, CA 'y DIA; Fig.
5.5C).
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Figura 5.5. Analisis discriminante de la estructura genética basado en 19 variables morfologicas
y cuatro variables fenoldgicas. Los individuos son agrupados segun la poblacion (A), la region

(B) o el grupo genético segun andlisis con STRUCTURE (C).
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Los modelos ABC sugieren introducciones multiples en Argentina

En el primer andlisis, se compararon dos modelos principales, uno que asume la expansién de
todas las poblaciones desde RCU después de su introduccion desde 10 (modelo mainland-
island; escenarios 1 y 4; Fig. 5.6A y D) y el otro que asume una expansion lineal desde RCU
hasta LMA (modelo linear-stepping; escenarios 2 y 3; Fig. 5.6B y C), los cuales incluyen
(escenarios 3 y 4) 0 no (escenarios 1y 2) introducciones independientes en MAG y DIA. El
enfoque directo sugiere los escenarios 3 y 4 como los méas probables (escenario 3: 0,42; [0,00-
0,85; 95% intervalo de confianza]; escenario 4: 0,39; [0,00-0,82]). El enfoque logistico sugiere
ampliamente que el escenario 3 es el mas probable (0,89; [0,88-0,90]). El escenario 3 propone
un modelo de expansion lineal desde RCU hasta LMA y una introduccién independiente, tanto
en MAG como en DIA (Fig. 5.6C). Los parametros demograficos del escenario mas probable
figuran en la Tabla 5.4.

En el segundo analisis, los escenarios comparados fueron: una expansion lineal desde RCU
hasta LMA, sin incluir cuellos de botella genéticos en cada paso (escenario 1; Fig. 5.7A) o
incluyéndolos (escenario 2; Fig. 5.7B), un evento de hibridacion entre RCU y una poblacion no
muestreada (fantasma) que dio lugar a BAR (escenario 3; Fig. 5.7C) y una introduccion
independiente en AAL, previo a su expansion a LMA (escenario 4; Fig. 5.7D). Los escenarios 3
y 4 tuvieron similares probabilidades usando el enfoque directo (escenario 3: 0,484; [0,046-
0,922]; escenario 4: 0,498; [0,060-0,936]), sin embargo, el escenario 4 fue el mas probable
usando el enfoque logistico (0,965; [0,958-0,972]). Este escenario propone una introduccion
independiente en AAL (Fig. 5.7D). Los parametros demograficos del escenario mas probable

figuran en la Tabla 5.4.
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Figura 5.6 Escenarios de invasion del modelo ABC 1 evaluados en DIYABC. A: modelo main-
island, asume que después de la introduccién en RCU todas las poblaciones surgieron de esta.
B: modelo linear-stepping, asume que MAG y DIA surgieron de RCU pero que la expansion
desde RCU hasta LMA fue lineal, donde cada poblacion destino fue fuente de la siguiente. C:
modelo linear-stepping con introducciones independientes en MAG y RCU desde una poblacion
no incluida (fantasma). D: modelo main-island con introducciones independientes en MAG y
RCU desde una poblacion no incluida (fantasma). El escenario méas probable esta resaltado en

negrita.
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Figura 5.7. Escenarios de invasion del modelo ABC 2 evaluados en DIYABC. A: modelo
linear-stepping desde RCU a LMA. B: modelo linear-stepping incluyendo un cuello de botella
en cada evento. C: modelo linear-stepping incluyendo un evento de hibridacion con una
poblacion fantasma. D: modelo linear-stepping incluyendo una introduccion independiente en

AAL. El escenario més probable esta resaltado en negrita.
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Tabla 5.4. Pardmetros demogréaficos previos y estimados para el escenario mas probable en los
modelos 1y 2 (Fig. 5.6C y 5.7D, respectivamente). El tamafio efectivo de cada poblacion se
indica como numero de individuos (N) mientras que el tiempo de cada evento (t) estad indicado

como generaciones antes del presente (en este caso afios por ser una especie anual).

Modelo  Descripcion del parametro Distribucién [\)/raelvoirc()?ss F::?nn:ae(tj:)c;s
Media  1.C. 95%
Poblacion efectiva de AAL N1 Uniforme 10-1000 389 134-855
Poblacién efectiva de BAR N2 Uniforme 10-1000 495 209-899
Paoblacion efectiva de DIA N3 Uniforme 10-1000 331 39-458
Poblacion efectiva de LMA N4 Uniforme 10-1000 241 24-495
Poblacion efectiva de MAG N5 Uniforme 10-1000 635 30-588
Poblacion efectiva de RCU N6 Uniforme 10-1000 632 660-984
Poblacion efectiva de 10 N7 Uniforme 10-10000 513 255-941
! Poblacion efectiva (fantasma) N8 Uniforme 10-10000 3300 1080-6670
Evento fundador en LMA t1 Log-uniforme 10-150 68 17-147
Evento fundador en AAL t2 Log-uniforme 10-150 76 77-140
Evento fundador en BAR t3 Log-uniforme 10-150 87 87-143
Introduccidn inicial en Argentina tint Log-uniforme 70-150 111 81-147
Introduccidn secundaria en DIA tsecl Log-uniforme 60-150 82 64-99
Introduccidn secundaria en MAG tsec2 Log-uniforme 10-150 55 14-96
Poblacion efectiva de AAL N1 Uniforme 10-1000 222 77-418
Poblacion efectiva de BAR N2 Uniforme 10-1000 393 159-699
Poblacion efectiva de LMA N3 Uniforme 10-1000 77 22-135
Poblacion efectiva de RCU N4 Uniforme 10-1000 678 408-977
2 Poblacion efectiva (fantasma) N5 Uniforme 10-10000 3832 713-8820
Evento fundador en LMA t1 Log-uniforme 10-100 24 10-69
Evento fundador en AAL t2 Log-uniforme 10-100 31 12-56
Evento fundador en BAR t3 Log-uniforme 10-100 59 45-98
Divergencia entre RCU y fantasma tdiv Log-uniforme 10-10000 814 146-1340
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DISCUSION

La historia de invasidn del girasol silvestre en Argentina fue previamente descripta, utilizando
principalmente datos histéricos y ecoldgicos, sugiriendo una unica introduccion en Rio Cuarto y
una expansion desde ese punto (Poverene et al. 2008; Cantamutto et al. 2010a, b). En este
capitulo, usando datos de marcadores SSR, aportamos evidencia genética que soporta a RCU
como el punto de introduccidn inicial y ademas identificamos su fuente geografica, dentro de la
region central de EEUU (Fig. 5.1; 5.2A y 5.3). Se comprobd, ademas, que el girasol invasor de
Argentina retuvo la mayor parte de la variabilidad genética presente en el rango nativo de la
especie, lo que ayuda a explicar la alta variabilidad morfoldgica previamente observada
(Cantamutto et al. 2010a) pero también la habilidad para adaptarse rapidamente a nuevos
ambientes durante la invasion (Capitulos 2 y 4). Finalmente, usando datos de marcadores SSR
del genoma del cloroplasto, identificamos altos niveles de flujo génico por semilla (Fig. 5.4), lo
que sugiere que la hibridacidn entre poblaciones previamente aisladas fue importante en la
adaptacion durante la expansion en Argentina y ademas advierte sobre la incidencia del
transporte accidental (por camiones de carga y maquinaria agricola) en la dispersion de especies

invasoras en la Argentina.
Estructura poblacional del rango nativo

El primer paso para identificar la fuente geografica de las poblaciones invasoras es definir la
estructura poblacional en el rango de distribucion nativo (Keller y Taylor 2008; Abbott et al.
2013), especialmente en especies de amplia distribucion. En girasol, estudios previos reportaron
una baja estructura poblacional entre poblaciones de EEUU (Mandel et al. 2011; Baute et al.
2016), con algun grado de diferenciacion entre las poblaciones de la region central (rango
ancestral de la especie) y las regiones de los extremos oeste y sur de EEUU (es decir, del rango
expandido de la especie; Rieseberg et al. 1990, 2007; Dorado et al. 1992; Baute et al. 2016;
Owens et al. 2016). En el presente capitulo, se observd una moderada a alta estructura genética
dentro de EEUU (Fig. 5.1; Tabla 5.3), la cual puede ser explicada por la estrategia de muestreo
utilizada. Esta consistié en elegir tres poblaciones de cada una de las tres regiones definidas
previamente (central, oeste y sur), que presentaban diferencias geograficas y morfolégicas, para
maximizar las posibilidades de encontrar la fuente geogréafica de introduccién. Probablemente,
el muestreo de un mayor nimero de poblaciones de la regién central hubiese generado menores
valores de estructura poblacional (basado en los valores bajos de Fsr hallados dentro de la
region central; Tabla 5.3). A pesar de esto, la estimacion global de la estructura genética en
EEUU fue muy similar a la reportada recientemente usando marcadores SNP (Fst=0,22 y 0,21,

respectivamente; McAssey et al. 2016).
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Dos de los tres grupos genéticos mostraron un claro patron geografico (K1 y K2 para las
regiones central y oeste, respectivamente; Fig. 5.1; 5.2D y 5.3), lo cual es consistente tanto con
la diferenciacion genética propuesta durante la colonizacion del oeste de EEUU (Dorado et al.
1992; Baute et al. 2016; Owens et al. 2016) como con la diferenciacion morfologica
previamente (y aqui) reportada (Cantamutto et al. 2010a; Fig. 5.5C). Por otro lado, el grupo
genético 3 estuvo conformado por solo una poblacion de EEUU (OK; Fig. 5.1), mientras que las
otras dos poblaciones del sur fueron asignadas a los grupos genéticos 1y 2 (Fig. 5.1). Oklahoma
representa el extremo sur del rango de distribucion ancestral de la especie (Heiser et al. 1969;
Rieseberg et al. 2007), lo cual hace posible que el aislamiento por distancia sea responsable de
su diferenciacion genética respecto de las poblaciones del centro de EEUU (Baute et al. 2016;
McAssey et al. 2016). Los datos morfolégicos apoyan esta idea (Fig. 5.5; Cantamutto et al.
2010a). Por otro lado, las poblaciones NM y TX estan distribuidas fuera del rango ancestral
(Heiser et al. 1969; Rieseberg et al. 2007) y probablemente representan eventos de colonizacion
mas recientes. Esto explicaria por qué a pesar de su distribucion mas al sur que OK, estas
poblaciones aun no se diferenciaron genéticamente de su fuente de introduccion (Fig. 5.1). En
este sentido, son necesarios experimentos que incluyan un mayor nimero de poblaciones

nativas para confirmar la presencia de un tercer grupo genético en EEUU.
Diversidad genética de las poblaciones nativas e invasoras

Durante la introduccion y expansion fuera del rango nativo, las poblaciones invasoras
comunmente experimentan cuellos de botella demograficos, los cuales pueden afectar
negativamente su diversidad genética y por lo tanto su potencial evolutivo (Dlugosch y Parker
2008; Dlugosch et al. 2015). Grandes pérdidas de variabilidad genética durante las invasiones
son comUnmente reportadas en animales (Uller y Leimu 2011; Yang et al. 2012), mientras que
en plantas, dicha pérdida pareceria ser mas la excepcién que la regla (Bossdorf et al. 2005; Xu
et al. 2010; Uller y Leimu 2011; Keller et al. 2012). En este capitulo, no encontramos evidencia
de cuellos de botella genéticos durante la invasién en Argentina (Tabla 5.2). La alta variabilidad
genética de las poblaciones invasoras podria ser explicada por una alta presion de propéagulos
durante la introduccidn inicial (Lockwood et al. 2005; Simberloff 2009; Sziics et al. 2017a) y/o
por multiples introducciones, seguido de hibridacion, de poblaciones espacialmente separadas
en el rango nativo (Keller y Taylor 2008; Dlugosch et al. 2015; Colautti et al. 2017; Sziics et al.
2017a). Aqui, encontramos que ambos procesos (alta presion de propagulos durante la
introduccidn inicial e introducciones maltiples) contribuyeron con la alta variabilidad genética
observada en Argentina y que estos dos procesos fueron importantes en diferentes etapas de la
invasion.

Primero, durante la introduccion inicial en RCU, la alta similitud entre RCU e 10 (tanto

genética como morfoldgica; Tabla 5.3; Fig. 5.1; 5.2A; 5.3 y 5.5A) junto con la alta variabilidad
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genética en ambos genomas (nuclear y del cloroplasto; Tabla 5.2) indica que la introduccion
Unica de un alto numero de individuos es el escenario mas probable. La presion de propéagulos
es uno de los mejores predictores de una invasién exitosa (Lockwood et al. 2005; Simberloff
2009; Sziics et al. 2017a). Esta alta presion de propagulos durante la introduccion inicial
probablemente ayudd a superar los efectos negativos que afectan especialmente a poblaciones
pequefias (deriva génica, depresion endogamica). Ademas de la alta presion de propagulos, la
naturalizacion exitosa en Rio Cuarto podria haber sido facilitada por la adaptacion previa a los
ambientes disturbados (Heiser et al. 1969; Alexander y Schrag 2003; Pace et al. 2015), por las
condiciones climaticas benignas encontradas en Argentina (climas templados, suelos con altos
niveles de materia organica, Alpert et al. 2000; Rouget y Richardson 2003) y por la ausencia de
enemigos naturales. Identificada la fuente de introduccién geogréfica, el rol de la presion de
propagulos, la adaptacion previa y la evolucion rapida sobre el establecimiento del girasol

podrian ser evaluados experimentalmente.

La presencia en Argentina de dos de los tres grupos genéticos encontrados en EEUU (Fig. 5.1y
5.3) junto con la alta variabilidad morfoldgica (Cantamutto et al. 2010a; Fig. 5.5) son
indicadores de introducciones multiples (lo cual es soportado por los modelos ABC, discutidos
abajo). Las introducciones multiples son una caracteristica comun en las invasiones bioldgicas,
incrementando comunmente la diversidad genética de los invasores (Dlugosch y Parker 2008;
Uller y Leimu 2011; Dlugosch et al. 2015). Ademas, las introducciones multiples son el primer
paso para la hibridacion en el rango introducido. Se ha sugerido que la hibridacion post
introduccién cataliza la capacidad invasora de las especies introducidas incrementado su
diversidad genética, y por lo tanto ayudando a evitar efectos fundadores negativos (Sziics et al.
2017a), creando nuevas combinaciones genéticas sobre las cuales la seleccion puede actuar
(Lexer et al. 2004; Ellstrand y Schierenbeck 2006; Rieseberg et al. 2007; Schierenbeck y
Ellstrand 2009) y generando poblaciones con vigor hibrido para caracteres asociados a la
invasion (Keller et al. 2014; van Kleunen et al. 2015). En Argentina, en la década del 1960, se
introdujeron deliberadamente poblaciones silvestres de H. annuus, H. petiolaris, H. argophyllus
y H. debilis para su utilizacion como variedades interespecificas con mayor resistencia a
enfermedades (Bauer 1991; Bertero de Romano y Vazquez 2003; Castafio 2017). Estas
variedades fueron localmente seleccionadas y ampliamente cultivadas en Argentina durante
décadas y aunque el escape directo desde estaciones experimentales no fue comprobado
(Cantamutto et al. 2010b), estas variedades podrian haber contribuido con el proceso de
invasion, por ejemplo, a través de la introgresion de alelos localmente seleccionados (Currat et
al. 2008).

En este capitulo, no se encontr6 evidencia directa de hibridacion post introduccion, las grandes

diferencias genéticas entre poblaciones de Argentina parecerian ser explicadas por
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introducciones independientes (p. ej. RCU vs. AAL y LMA). Sin embargo, la presencia de
poblaciones hibridas (BAR, MAG y DIA) sugiere que la hibridacion entre los dos principales
grupos genéticos encontrados en Norteamérica (Fig. 5.1 y 5.3) ocurri6 en algin momento previo
0 posterior a la introduccion y fue importante en el proceso de invasion. Es interesante destacar
que las dos poblaciones a las cuales no se pudo asignar un origen (DIA y MAG; Fig. 5.1)
mostraron valores inusualmente altos de diversidad haplotipica (Tabla 5.2), sugiriendo que las
mismas representan nuevas combinaciones genéticas como resultado de la hibridacién de
maultiples genotipos histéricamente aislados. Otra posibilidad, especialmente en DIA, es el
escape de poblaciones ornamentales y/o cultivadas, introducidas por inmigrantes europeos, muy
numerosos en la provincia de Entre Rios. Estos fueron los primeros en introducir girasol
cultivado en Argentina a fines del siglo XIX para consumo personal, alimento de aves y para
uso ornamental (Bertero de Romano y Véazquez 2003; Castafio 2017). Esta posibilidad podria
ser evaluada en el futuro incluyendo variedades ornamentales de Europa como potenciales

fuentes de introduccion.
Reconstruccion de la ruta de invasion con modelos ABC

En el presente capitulo, utilizando comparaciones multiples de Fsr y analisis de agrupamiento
bayesiano, se obtuvieron conclusiones similares acerca de la introduccién inicial en Rio Cuarto
desde lowa y sobre la estructura poblacional general, tanto dentro de EEUU como Argentina
(Tabla 5.3; Fig. 5.1 y 5.3). Para reconstruir la ruta de invasion completa y estimar los
parametros demograficos asociados a la invasion (p. ej. los momentos de
introduccidn/expansion), se utilizaron modelos ABC con el software DIYABC (Guillemaud et
al. 2010; Cornuet et al. 2014). Los resultados con modelos ABC sugieren fuertemente
introducciones multiples en Argentina. En el primer andlisis, incluyendo todas las poblaciones
de Argentina junto con la fuente de introduccion (10), el escenario mas probable fue una
expansion lineal desde RCU hasta LMA junto con introducciones independientes en MAG y
DIA (Fig. 5.6C). EI momento de introduccion en RCU fue estimado 110 afios atras (Tabla 5.4),
coincidiendo con el primer registro historico en la provincia de Cérdoba (1907 en Los Cocos).
Ademas, las introducciones independientes en DIA y MAG habrian ocurrido aproximadamente
82 y 55 afios atras, respectivamente (Tabla 5.4). Aunque no existen registros histdricos de la
poblacion MAG para comparar con los valores estimados, el primer registro histérico en DIA es
una coleccion de herbario de 1960 (58 afios atras), lo cual se acerca al momento estimado por el

modelo.

Respecto de la introduccion inicial en Rio Cuarto, es importante destacar que el escenario mas
probable es la introduccién deliberada de girasol silvestre para uso forrajero en la década del
1940 (Bauer 1991), mucho después de los primeros registros histéricos. Hugo Bauer, uno de los

primeros mejoradores de girasol en Argentina, sefiala que en 1947 una poblacién de girasol
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silvestre proveniente de Rio Cuarto fue introducida como parental en el programa de
mejoramiento de INTA Manfredi para incrementar la variabilidad y la tolerancia a
enfermedades del girasol cultivado y que esa poblacién estaba siendo utilizada como forrajera
experimental (Bauer 1991). Este es el primer y mas s6lido registro de la presencia de girasol
silvestre en Rio Cuarto, aungue no hay certeza si esta poblacion fue introducida en ese momento

0 ya se encontraba naturalizada.

En el segundo andlisis, el escenario mas probable incluye una introduccién independiente en
Adolfo Alsina (AAL, Fig. 5.7D). En este escenario, dicha introduccion ocurrié 33 afios atras
desde una fuente que se separ6 de RCU hace aproximadamente 800 afios (Tabla 5.4), indicando
claramente que la divergencia ocurrid en el rango nativo (introduccion independiente). Por otro
lado, la expansion de RCU a BAR ocurrié 60 afios atras (~1957; Tabla 5.4), una década después
de la introduccion mas probable en RCU (Bauer 1991).

Importancia de la dispersion accidental del girasol invasor de Argentina

El transporte accidental con la maquinaria agricola fue propuesto como el principal agente de
dispersion del girasol silvestre en Argentina (Cantamutto et al. 2010b; Casquero et al. 2013)
como asi también de otras especies y cultivos en el mundo (Michael et al. 2010; Allnutt et al.
2013; Hecht et al. 2014). Aqui surge evidencia genética de altos niveles de flujo génico por
semillas; las poblaciones de Argentina mostraron una diversidad en el genoma del cloroplasto
muy superior a las poblaciones de EEUU (Tabla 5.2; Fig. 5.4). En Argentina, desde los Gltimos
20 afos, la maquinaria agricola (sembradoras, fumigadores y cosechadoras) es compartida por
los productores mediante un sistema de contratacion del servicio de siembra, fumigacién y/o
cosecha (Binimelis et al. 2009). Esto implica que los prestadores de servicio cada afio recorran
el pais, arrastrando accidentalmente semillas de especies silvestres y cultivadas. Este tipo de
dispersién mediada por el hombre estd bien documentado en el caso de dispersion de malezas
resistentes a herbicidas (Binimelis et al. 2009; Michael et al. 2010; Pandolfo et al. 2018) y
cultivos transgénicos (Allnutt et al. 2013; Hecht et al. 2014; Nishizawa et al. 2016), sin
embargo, el mismo ha recibido menor atencion en especies invasoras. Ademas, en el caso de
girasol silvestre, debido a su presencia y preferencia por ambientes disturbados no agricolas
(banquinas, baldios, canales de riego) (Heiser et al. 1969; Poverene et al. 2008), el transporte
accidental por maquinarias de la construcciéon, como motoniveladoras y retroexcavadoras,

deberia ser tenido en cuenta.
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CONSIDERACIONES FINALES

Los principales resultados y conclusiones de esta tesis son provistos debajo de cada una de las
cinco hipotesis inicialmente planteadas.

El efecto materno influye sobre los caracteres del fruto, especialmente en el
comportamieto de los hibridos entre taxones altamenente divergentes, como los materiales

silvestres y cultivados.

Los frutos de las poblaciones silvestres y los materiales cultivados difirieron ampliamente en
todos los caracteres del fruto evaluados y el fenotipo de los hibridos cultivo-silvestre fue similar
al del parental femenino. Sin embargo, la fecundacion con polen del cultivo cambid
significativamente la germinacién en la direccion del cultivo. Los caracteres morfolégicos y
anatomicos de los frutos asociados a la domesticacion correlacionaron fuertemente con las
diferencias observadas en la dormicién de hibridos cultivo-silvestre. Actualmente, se estan
realizando experimentos de campo para evaluar la importancia ecoldgica y evolutiva de los

efectos materno y de hibridacién en hibridos cultivo-silvestre.

Los caracteres del fruto son importantes en la adaptacién local en el rango nativo, lo que
da como resultado variaciones clinales. La adaptacion rapida de las poblaciones no-
nativas puede detectarse a través de cambios genéticos en estos caracteres en respuesta a

la introduccion en nuevos ambientes.

Se observo una variacion latitudinal en la dormicién en el rango nativo de la especie. A mayor
latitud, mayor dormicidn. Las poblaciones invasoras mostraron un mayor tamafio y peso de los
frutos y una menor dormicion. Las variaciones en dormicién entre rangos fueron, en gran parte,
explicadas por diferencias en latitud entre rangos mientras que no se encontraron variables
climaticas asociadas a las variaciones en peso y tamafio de los frutos. En el rango no-nativo
(Argentina), donde las variaciones en latitud son mucho menores, se observd una variacion
paralela en la dormicién, a mayor latitud, mayor dormicion, indicando una evolucion réapida de
los niveles de dormicion en respuesta a los ambientes encontrados durante la introduccion y
expansion en Argentina. En este capitulo detectamos evolucion rapida en un caracter de
importancia adaptativa como es la dormicion, el cuél posiblemente contribuyd con la répida
expansion del girasol silvestre en Argentina. A partir de estos resultados sugerimos la busqueda
de variabilidad genética en caracteres de importancia adaptativa pero también de interés
agrondmico como la tolerancia a estrés de tipo abiotico (tolerancia a temperaturas extremas y

sequia) y bidtico (plagas y enfermedades) dentro de las poblaciones invasoras de Argentina.
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Debido a la fuerte presion de seleccion por mayor crecimiento en condiciones
artificialmente benignas durante la domesticacién, los materiales cultivados presentan
mayor crecimiento en ausencia de estrés y menor tolerancia a estrés, como las

temperaturas extremas.

Se encontraron grandes diferencias en la tolerancia a temperaturas extremas entre materiales
silvestres y cultivados. Como esperabamos, las poblaciones silvestres mostraron una mayor
tolerancia a heladas. Por otro lado, los materiales cultivados mostraron una mayor tolerancia al
estrés por calor. Las diferencias en crecimiento en ausencia de estrés no explicaron las
diferencias en la tolerancia a heladas ni a calor, indicando que la introgresion de la tolerancia a
estrés podria ocurrir sin costos en el crecimiento temprano, lo que facilitaria la introgresién de la
tolerancia a estrés por heladas en el germoplasma cultivado, pero también la introgresion de la
tolerancia a estrés por calor en las poblaciones silvestres. A partir de estos resultados sugerimos
avanzar en la identificacion de las bases moleculares de la tolerancia a temperaturas extremas
para facilitar su introgresion en el germoplasma cultivado y evaluar la aptitud relativa de los
hibridos cultivo-silvestre en condiciones de estrés por calor para mejorar la prediccion de la

introgresion de alelos del cultivo en estas condiciones.

Debido a la adaptacion local, los materiales silvestres son més tolerantes al estrés por calor
durante estadios reproductivos que los materiales cultivados. Los materiales silvestres
presentan una variacion clinal en la tolerancia a estrés por calor, a mayores temperaturas

en el ambiente local, mayor tolerancia y viceversa.

Las poblaciones silvestres mostraron una mayor tolerancia al estrés por calor que los materiales
cultivados. La variacion en la tolerancia a estrés dentro del germoplasma silvestre no fue
explicada por variaciones en las temperaturas del ambiente local sino por variaciones en las
precipitaciones. Poblaciones provenientes de ambientes con mayor disponibilidad de agua
fueron mas tolerantes al estrés por calor. Ademas, las poblaciones invasoras fueron mas
tolerantes al estrés que las nativas, ain cuando los resultados fueron corregidos por variaciones
en el ambiente local, indicando que las primeras son una nueva fuente de tolerancia a estrés para
el mejoramiento del cultivo. Creemos que avanzar en actividades de pre-mejoramiento como la
construccion de poblaciones cultivo-silvestres segregantes en la tolerancia a estrés y la
introgresion de la tolerancia en lineas elite fomentara el uso del germoplasma silvestre por parte

de los mejoradores de girasol.

140



La diversidad genética de las poblaciones no-nativas es menor respecto de las nativas
debido a los cuellos de botella demogréaficos durante la introduccion y expansion en el
rango no-nativo. Las poblaciones no-nativas presentaran menor estructura poblacional

que las nativas por los menores tiempos de divergencias.

Las poblaciones invasoras de Argentina retuvieron la mayor parte de la variabilidad genética
presente en el rango nativo de la especie, como resultado tanto de una alta presién de
propagulos durante la introduccién inicial como de introducciones multiples. Esta alta
variabilidad genética nos ayuda a explicar la invasion exitosa en la regién central de Argentina,
pero también la alta variabilidad encontrada en caracteres adaptativos (como la dormicién) y de
interés agronémico (como la tolerancia a temperaturas extremas). Finalmente, aportamos
evidencia genética de altos niveles de flujo génico por semilla, lo que pone en evidencia la
necesidad de aplicar medidas de control para evitar futuras dispersiones. Estos resultados son el
primer paso para la identificacion de caracteres y genes asociados al proceso de invasion.
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