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Parao en la loma
Llenito de espinas

Asi es el cardon

Fierito por fuera
Ternuras adentro

Lo mesno que yo

Cuando llega el tiempo
El cardon mas pobre

Presenta una flor

Por eso 1’ venido
Domando caminos

Buscandote a vos

Guapeando a la nieve
Guapeando a los vientos

Asi es el cardon

Solito y arisco
Rodeau de silencio

Lo mesmo que yo

Asi es el cardon
Lo mesmo que yo

Atahualpa Yupanqui



Resumen

La historia geoldgica y climatica del noroeste Argentino presenta fuertes cambios producto de
los constantes procesos orogénicos y climéaticos ocurridos durante el Nedgeno y periodos
glaciares e interglaciares del Cuaternario que afectaron la distribucion de poblaciones de
plantas y sus patrones de diversidad genética, como es el caso de Echinopsis terscheckii. El
objetivo general de este estudio fue evaluar tanto los niveles y la distribucion de la
variabilidad genética en E. terschekii a distintas escalas espaciales, utilizando distintos tipos
de marcadores moleculares como asi también evaluar su papel como especie indicadora de la
diversidad taxonomica de las cactaceas del noroeste de Argentina. La hipotesis planteada es
que los factores historicos y ecologicos se veran reflejados en la estructura genética a distintas
escalas espaciales de las poblaciones de E. terscheckii, una especie de cactus columnar que
caracteriza los ambientes aridos y semiaridos del sur de los Andes Centrales de Sudamérica, y
cuyos patrones de diversidad genética pueden ser utilizados como sustituto de la diversidad
taxonémica de la familia Cactaceae. A escala regional, se utilizaron polimorfismos genéticos
de tres regiones no codificantes del ADN del cloroplasto y una region no codificante del ADN
nuclear para evaluar el rol que tuvieron los eventos orogénicos y climaticos en modelar el
acervo genético de E. terscheckii. También se exploraron los efectos regionales de las
oscilaciones climaticas del Cuaternario en base a modelos de nicho ecoldgico (Ultimo
Maximo Glaciar, Holoceno-Medio y presente), y sobre el acervo genético de esta especie,
utilizando 15 loci isoenzimaticos. A escala local fina, se analiz6 el impacto de la cobertura
vegetal y variables climaticas en la estructura genética espacial de las poblaciones en base a
muestreos espacialmente explicitos en diferentes climas y tipos de vegetacion en cuatro sitios
utilizando marcadores isoenzimaticos. Para identificar los sitios prioritarios para la
conservacion in situ de E. tercheckii y evaluar su rol como sustituto de la diversidad
taxondmica de cactéceas, se utilizaron modelos de distribucion y algoritmos de optimizacion.
En relacion con las actuales amenazas antrdpicas, se analizaron los efectos del cambio en el
uso del suelo mediante modelos de transicion y la vulnerabilidad de la especie a tales
cambios. Los analisis a escala regional mediante analisis filogeograficos muestran la
presencia de dos variantes haplotidicas estructuradas latitudinalmente al norte-sur de los 27°S.
Los modelos de nicho mostraron dos areas con una mayor estabilidad en el sur de la
distribucion. Los patrones isoenzimaticos reflejan las oscilaciones climéticas del Cuaternario
presentando las poblaciones de latitudes meridionales una mayor diversidad genética, lo cual
refleja la persistencia en poblaciones de mayor tamafio durante el Ultimo Méaximo Glacial,
mientras que las poblaciones septentrionales con menor diversidad genética sufrieron efectos
de deriva y aislamiento. Estos resultados muestran la divergencia entre grupos norte y sur de
las poblaciones de E. terscheckii como un reflejo de la persistencia a largo plazo en toda el
area de distribucion, a través de los ciclos climaticos, viéndose reforzada esta divergencia por
la presencia de una barrera orografica en las latitudes medias. A escala local, en ambientes
mas aridos la facilitacion promueve el establecimiento debajo de la vegetacion formando
pequefios manchones que resulta en una estructura familiar de escala fina como en las
localidades de Andalgald y Valle Fértil. En los bosques xerdfilos climaticamente mas
benignos, la competencia por los recursos, por ejemplo la luz, resulta en individuos dispersos
y, por tanto, en vecindarios de escala gruesa como en la localidad de Las Higuerillas. Los
métodos de optimizacién establecieron un minimo de seis poblaciones necesarias para
conservar toda la diversidad genética conocida de E. terscheckii y una alta proporcion de
especies de la familia Cactaceae que estuvieron representadas en las reservas genéticas de E.
terscheckii, siendo superior al 90 % para todas las metas fijadas a priori. Esto implica que la



diversidad genética de la especie focal tuvo un buen desempefio como sustituto de la
diversidad taxonémica. EI modelo més explicativo para el cambio del uso de la tierra, incluyd
a las variables de elevacion y distancia a caminos. El andlisis de vulnerabilidad mostré que
solo un 1,8% del area de distribucion de la especie en la provincia de Salta se encuentra sujeta
a un alto riesgo de cambio de uso, siendo significativa la pérdida de diversidad genética en las
poblaciones ubicadas en las tierras afectadas a la actividad productiva en relacion a los
potenciales de cambio de uso de suelo. En este estudio se encontré que tanto la diversidad
como la estructura genética actual de E. terscheckii es el resultado complejo de la
combinacion de procesos actuantes a distintas escalas espaciales y temporales.



Abstract

The geological and climatic history of northwestern Argentina presents strong changes as a
result of orogenic and climatic processes that occurred during the Neogene and glacial and
interglacial periods of the Quaternary that affected the distribution of plant populations and
their genetic diversity patterns, as is the case of Echinopsis terscheckii. The general objective
of this study was to evaluate both the levels and distribution of genetic variability in E.
terschekii at different spatial and temporal scales using different types of molecular markers
as well as to evaluate its role as a surrogate of the taxonomic diversity of other cacti from
northwestern Argentina. The hypotheses tested is that historical and ecological factors will be
reflected in the genetic structure at different spatial scales of the populations of E. terscheckii,
a species of columnar cactus that characterizes the arid and semi-arid environments of the
South Central Andes of South America and whose genetic diversity can be used as a
substitute for the taxonomic diversity of the Cactaceae family. At the regional level, we used
genetic polymorphisms from three non-coding regions of the chloroplast DNA and one region
of nuclear DNA to evaluate the role of orogenic and climatic events modeling the gene pool
of E. terscheckii. We also explored the regional effects of Quaternary climatic oscillations on
the genetic pool of this species using fifteen isozyme loci. We modeled the potential past
(Last Glacial Maximum and Mid-Holocene) and present distributions using ecological niche
models. At the local level, we analyzed the impact of vegetation cover and climatic variables
on the fine-scale genetic structure of populations based on spatially explicit sampling of
individuals under different climates and vegetation types at four sites using isoenzymatic
markers. To identify the priority sites for the in situ conservation of E. tercheckii and to
evaluate the role of genetic diversity as a substitute for taxonomic diversity of cactaceae, we
used distribution models and optimization algorithms. In consideration of the current
anthropogenic threats, the effects of the change in the use of the soil through models of
potential transition and the vulnerability of the species to such changes were analyzed.
Regional analyzes using phylogeographic methods show the presence of two latitudinally
structured haplotype variants north and south of 27 °S. The niche models showed two areas
with greater stability in the south of the distribution. Isozyme patterns reflect the climatic
oscillations of the Quaternary and southern populations had greater genetic diversity, which
reflects a climatic stability during the Last Glacial Maximum, whereas northern populations
with less genetic diversity suffered drift effects and isolation. These results show the
divergence between northern and southern populations of E. terscheckii as a reflection of
long-term persistence along the range, through the climatic cycles. This divergence was
reinforced by the presence of a geographical barrier in mid-latitudes. At the local level, in
more arid environments facilitation promotes establishment under the vegetation cover
producing a fine-scale family structure as in the localities of Andalgald and Valle Fértil. .
Under climatically benign xerophilous forests, competition for resources, such as light, results
in scattered individuals and therefore in large-scale neighborhoods such as at Las Higuerillas.
The optimization methods established a minimum of six populations necessary to conserve all
the known genetic diversity of E. terscheckii and a high proportion of species of the family
Cactaceae were represented in the genetic pool of E. terscheckii, being superior to 90% for all
the goals set a priori. This implies that the genetic diversity of the focal species performed
well as a substitute for taxonomic diversity. The most explanatory model for land use change
included the variables of elevation and distance to roads. The vulnerability analysis showed
that only 1.8% of the range of distribution of the species in the Salta province is subjected to a
high risk of change of use, being significant the loss of genetic diversity in the populations
located in productive lands in relation to the potential change of land uses. In this study it was



found that both the diversity and current genetic structure of E. terscheckii is the complex
result of the combination of processes that occurred at different spatial and temporal scales.
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La heterogeneidad ambiental, produce respuestas en los individuos, que pueden
generar estructuracion espacial de la variabilidad genética. En especies con distribuciones
geograficas amplias, se puede predecir que dicha variabilidad ambiental podria resultar en una
marcada diferenciacion genética inter-poblacional en respuesta a variadas presiones de
seleccion y/o restricciones al flujo génico debido al aislamiento de las poblaciones.
Asimismo, procesos que ocurren a escalas espaciales reducidas, tales como condiciones
particulares de micrositios y patrones locales de polinizacion y/o de establecimiento de
semillas pueden afectar la demografia y generar una estructuracion genética a escalas de
cientos de metros (Hamrick y Nason 1996).

La estructura genética de las poblaciones estd determinada por los niveles de
diversidad dentro de las poblaciones y su distribucidn entre distintas poblaciones, la cual es el
resultado de distintos procesos que han ocurrido a lo largo de la historia evolutiva de las
especies (Loveless y Hamrick 1984, Hamrick et al. 1992). Entre éstos procesos se pueden
mencionar los cambios climéticos ocurridos durante el Cuaternario, particularmente durante el
ultimo periodo glacial (Hewitt 2000, 2004). Los impactos de dichos cambios han sido
estudiados en Europa, Norteamérica y Sudameérica (Hewitt 1996, Taberlet et al. 1998, Hewitt
2001, Petit et al. 2002, Quiroga y Premoli 2007, Mathiasen y Premoli 2010) y en forma
general se postula que las especies han respondido a las fluctuaciones climéticas dependiendo
de sus caracteristicas autoecologicas (Anderson et al. 2006, Premoli et al. 2010).

En los ambientes aridos y semaridos de América del Sur las fluctuaciones climaticas
llevaron a proponer a Prado y Gibbs 1993 la teoria del arco pleistocénico (TAP). Estos
autores explican la actual distribucién fragmentada y disjunta de los Bosques Secos
Estacionales Neotropicales (BSEN) como vestigios de una extensa formacion boscosa y
continua que puede haber alcanzado su méxima extension durante un periodo climético seco-
frio hace aproximadamente 18,000-12,000 BP (ver seccién 1.2).

Pocos trabajos han evaluado el impacto de los disturbios histéricos y contemporaneos
sobre el acervo genético de plantas que habitan regiones aridas y semiaridas. Las cactaceas
son plantas caracteristicas de estos ambientes, con poblaciones que se distribuyen en forma
continua o aisladas. Las poblaciones aisladas de cactus columnares al este de Brazil han sido
interpretados como fragmentos de una distribucion mas amplia como lo sugerido por
Pennington et al. (2000).

Echinopsis terscheckii (Parmentier ex Pfeiff.) H.Friedrich & G.D.Rowley (=
Trichocereus terscheckii), Hunt (2006), conocido vulgarmente como el "cardén del valle", es

un cactus columnar endémico del noroeste de Argentina (segun Hunt 2006). Se distribuye a lo
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largo de amplios gradientes ambientales y altitudinales. Estas variaciones y el nivel de
aislamiento geografico tanto histérico como contemporaneo se espera hayan influido en sus
caracteristicas genéticas. De este modo el estudio de la variabilidad y estructura genética
permitiran hacer distintos tipos de inferencias respecto a procesos que han operado a lo largo

de la historia de esta especie.

1.1 Evolucion geoldgica y paleoclimatica en los Andes Centrales

La historia del levantamiento de los Andes resulta de importancia para los estudios
climaticos. Autores como Broccoli y Manabe (1997), a través de modelos climaticos,
indicaron que la existencia de climas aridos a latitudes medias, puede estar relacionada con la
distribucion moderna de la orografia. Se postula que las montafias actian como barreras para
la circulacion de los vientos, conformando las llamadas “sombras de lluvias” (Raymo Yy
Ruddiman 1992, Broccoli y Manabe 1997, Strecker et al. 2007, Garzione et al. 2008, Hoorn et
al. 2010).

Si bien sedimentos de evaporitas dan cuenta de regiones con condiciones aridas en el
desierto de Atacama al norte de Chile y sur del Per( a partir del Triasico tardio (Clarke 2006),
se sugiere que los cambios mas importantes que intensificaron la aridez preexistente fueron
las elevaciones de los Andes en el Mioceno medio entre 14-11 Ma, donde se alcanzo la fase
Quechua con una altura de 2.000 a 3.000 metros, generando la formacion de la Puna y el
desarrollo de climas secos en el lado este de los Andes. Datos sedimentoldgicos e is6topos de
carbono sugieren que el Altiplano central se volvié mas arido en los Gltimos 10 y 6 Ma
(Garzione et al. 2008).

Durante el Plioceno tardio - Pleistoceno, conocida como fase Diaguita, se elevo la
Cordillera Central de Argentina y Chile y las Sierras Pampeanas, generandose ambientes
extremadamente xéricos en las laderas a sotavento (Alberdi et al. 1997, Kleinert y Strecker
2001, Ortiz-Jaureguizar y Cladera 2006). El levantamiento final de las Sierras Pampeanas es
la barrera méas importante que bloque6 el ingreso de los vientos himedos provenientes del
Atlantico (Alberdi et al. 1997).

Posteriormente las oscilaciones climaticas del Cuaternario contribuyeron a la
expansion de las regiones aridas y semiaridas de Sudamérica (Hewitt 2000, Pennington et al.
2000). La vegetacion del Cuaternario en el noroeste de Argentina analizada a través de
isétopos de carbono muestran la dominancia de plantas C4 y los is6topos de oxigeno revelan

una intensa evaporacion del agua del suelo (Kleinert y Strecker 2001).
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Se ha discutido exhaustivamente qué factores han promovido la formacion de
ambientes aridos en diferentes regiones de la Tierra. Particularmente el surgimiento de estos
ambientes en América del Sur durante el Mioceno medio al Pleistoceno ha sido asociado con
la interaccion de otros factores como la separacion de Sudamérica de la Antartida, la
subsecuente glaciacion del oeste de la Antartida y generacion de la corriente circumpolar y
Corriente de Humboldt (Hinojosa y Villagran 1997, Villagran y Hinojosa 1997, Fernandez-
Pacella 2015).

También se propuso que los efectos combinados de reajuste de relieve y topografia
dentro de la Cordillera Oriental y el levantamiento del altiplano han provocado la desviacion
hacia el sur de los South American Low Level Jet (LLJ, por sus siglas en ingles) alrededor de
9-8Ma. Los LLJ determinan actualmente el control dominante sobre la estacionalidad y la
cantidad de precipitacion a lo largo de los flancos orientales de los Andes (Mulch et al. 2010).

Otro componente importante del sistema climéatico son los Westerlies (vientos del
oeste del Hemisferio Sur). Las variaciones tanto en su intensidad como la posicion latitudinal
durante el Ultimo Maximo Glacial (UMG) han sido propuestas como impulsores del cambio
climatico global debido a su influencia en la circulacion del océano profundo y los cambios en
el CO, atmosférico (Imbrie et al. 1992). Rojas et al. (2009) analizaron la circulacion
atmosférica mediante modelos de simulaciones de los vientos para el UMG, sugiriendo una
disminucion en la intensidad del viento producto de la caida de los gradientes de temperatura
en la troposfera.

Estos eventos climéticos y geoldgicos dan cuenta de la influencia de los mismos, en el
origen y distribucion de las plantas de biomas aridos. Autores como Ortiz-Jaureguizar y
Cladera (2006) han revisado los cambios paleoambientales en el sur de Sudamérica a través
del Cenozoico, utilizado el registro fésil de los mamiferos terrestres como fuente de
informacién. Estos autores determinaron un aumento progresivo de la aridez a partir de
principios del Paleoceno al Pleistoceno tardio, donde las condiciones climéticas del sur de
América del Sur han cambiado de caliente/himedo y no estacional, a frio/seco y estacional.
Durante el Cuaternario, y como consecuencia de los ciclos glaciales, las condiciones frias y

secas fueron interrumpidas por periodos més calidos y hiumedos.

1.2 Caracteristicas de los bosques secos Neotropicales

Los bosques secos han sido definidos de diferentes maneras (Sarmiento 1975, Murphy
y Lugo 1986, Gentry 1995, Prado 2000 y Pennington et al. 2000). Segun Murphy y Lugo

(1986) los diversos tipos de bosques secos se determinan en su mayoria por la precipitacién
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anual y la estacionalidad de la distribucion de las precipitaciones. Pennington et al. (2000), los
describen como formaciones forestales con una precipitacion anual inferior a 2.000 mm y una
estacion seca que varia entre 5 a 6 meses en donde las precipitaciones son menores a 100 mm.

De acuerdo con Linares-Palomino et al. (2004) y acufiando la definicion de
Pennington et al. 2000, se propuso la division de los bosques secos estacionales en el
Neotrépico en cuatro grupos fitogeograficos (1) grupo Ecuatoriano-Peruano, (2) grupo
Mesoamericano-Caribefio, (3) grupo Boliviano-Argentino y (4) Caatingas (Prado 1991). Las
posibles causas de estas distribuciones disjuntas se deberian tanto al levantamiento de los
Andes como a los eventos climaticos del Cuaternario (Linares- Palomino et al. 2003).

Los cambios climéaticos del Cuaternario han sido propuestos como los grandes
impulsores de los cambios en la distribucién de los biomas de Sudamérica. De acuerdo con la
Teoria Arco Pleistoceno (TAP) propuesto por Prado y Gibbs (1993), los actuales fragmentos
disjuntos de los bosques secos neotropicales de Sudamérica central serian evidencia de una
distribucién méas amplia y continua durante el Pleistoceno que han sido moldeados por
periodos alternos himedos y calidos con ciclos frios y secos (Pennington et al. 2000, 2009;
Mayle 2004). Estos bosques secos estacionales Neotropicales (BSEN) son floristica y
ecoldgicamente diferentes de los bosques tropicales (Prado y Gibbs 1993, Prado 2000, Mogni
et al. 2015). Este patrén comun atraviesa el continente en forma de arco, extendiéndose desde
el NE de Brasil (Caatinga) al NE Argentina y este de Paraguay, a través del Chiquitania al NO
de Argentina y SO de Bolivia y en los valles inter Andinos secos de Per y Ecuador, con
ingresos en el Gran Chaco (Fig. 1, Pag. 23). El concepto actual de los BSEN, en Sudameérica,
abarca tipos de vegetacion lefiosa correlacionados con una fuerte estacionalidad climatica, con
una estacion seca bien definida pero de duracion muy variable.

La teoria (TAP) ha sido apoyada por la presencia de cinco especies de leguminosas
lefiosas (Anadenanthera colubrina, Enterolobium contortisiliquum, Pterogyne nitens,
Amburana cearensis y Piptadenia viridiflora). Sin embargo Mogni et al. (2015) mostraron la
casi ausencia de Anadenanthera colubrina en el Chaco, mostrando asi la falta de vinculos
floristicos entre esta regidn, la Caatinga y los BSEN.

Existe un debate sobre qué proceso (vicarianza o dispersion a larga distancia) puede
explicar el patron de TAP (Pennington et al. 2000, Mayle 2004).

1.3 Origen y radiacion de la familia Cactaceae

La familia Cactaceae es originaria del continente americano, siendo Mexico y el

suroeste de Estados Unidos los que albergan la mayor cantidad de especies de esta familia,
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seguido por los Andes Centrales (Peru, Bolivia, sur de Ecuador, noreste de Chile y noroeste
de Argentina) y este de Brasil (Herndndez y Godinez 1994). Se distribuyen desde los desiertos
extremos como el de Atacama hasta las selvas tropicales y desde el nivel del mar hasta
aproximadamente los 5.200 m de altitud en los Andes. Se reconocen cuatro Subfamilias:
Pereskioideae, Maihuenioideae, Opuntioideae y Cactoideae (Anderson 2001) con
aproximadamente 1.450 especies, distribuidas en 127 géneros (Hunt et al. 2006).

En la Repablica Argentina se reconocen unos 36 géneros y alrededor de 300 especies
de cactaceas siendo notables en las provincias fitogeograficas del Chaco, del Espinal, de la
Prepuna y del Monte (Kiesling 1975). La subfamilia Cactoideae engloba cerca del 80% de las
especies de la familia, incluyendo una amplia diversidad de formas de crecimiento y
sindromes de polinizacion (Barthlott y Hunt 1993, Anderson 2001, Hunt et al. 2006,
Herndndez-Hernandez 2011). El area de origen propuesto para esta subfamilia es la regién
andina central de Peru, Bolivia y el norte de Argentina (Edward et al. 2005).

Las caracteristicas morfolégicas que caracterizan a los miembros de la familia
Cactaceae, son la presencia de brotes cortos modificados en areolas, los meristemas de las
yemas apicales organizados en cuatro zonas, y ovarios inferos cubiertos por las bracteas o
areolas (Gibson y Nobel 1986, Nyffeler 2002). Esta familia refleja una de las radiaciones
evolutivas més llamativas de los taxa de biomas &ridos de América. La falta de evidencia fosil
dificulta la calibracion del reloj molecular para determinar los tiempos de divergencia en la
misma, sin embargo la combinacién de datos moleculares del ADN nuclear y del cloroplasto
sugiere que las cactaceas tuvieron su origen hace aproximadamente 30 millones de afios
durante el periodo del Terciario medio (Hershkovitz y Zimmer 1997, Herndndez-Hernandez
et al. 2014).

Las filogenias moleculares indican a este grupo como monofilético, con altas tasas de
especiacion y cuya radiacién ocurrid recientemente durante la expansion de ambientes aridos,
probablemente en el Mioceno/Plioceno (Arakaki et al. 2011). La radiacion coincide también
con la reduccion en la concentracion de CO, (Arakaki et al. 2011), y con eventos geoldgicos
continentales, como la elevacion de los cordones montafiosos de Norteamérica y de
Sudamérica que aislaron cuencas, intensificaron las condiciones de aridez y crearon una
diversidad de habitats que pudieron ser colonizados por las cactaceas (Hershkovitz y Zimmer
1997, Ritz et al. 2007, Arakaki et al. 2011).
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1.4 Marcadores Moleculares como herramientas en la reconstruccion de eventos

histéricos

La diversidad genética puede presentarse espacialmente estructurada a diferentes
escalas y su distribucion estd influenciada, por la accion de fuerzas evolutivas (seleccion
natural, migracion, mutacién y deriva génica), por procesos demograficos, el sistema
reproductivo y eventos historicos que afectaron el grado de expansion, contraccion y
fragmentacion de las poblaciones, el aislamiento en refugios y la recolonizacion de las
especies (Hewitt 1996, Taberlet et al. 1998, Petit et al. 2002, Storz y Beaumontt 2002,
Quiroga y Premoli 2007, Mathiasen y Premoli 2010).

El estudio del flujo génico constituye un componente importante en la estructuracion
de las poblaciones. El flujo génico es el movimiento de individuos o gametos entre las
poblaciones, que promueve la mezcla de genes. Cuando es bajo las poblaciones empiezan a
diverger, lo que puede contribuir al aislamiento reproductivo y a la estructuracion poblacional
que puede resultar en el establecimiento de linajes evolutivamente independientes (Slatkin,
1994). En las plantas, el flujo de genes ocurre a través del movimiento de polen y semillas
(McCauley 1995).

Wright (1965) introdujo un método para analizar la estructuracion poblacional a
distintos niveles jerarquicos. El coeficiente de endogamia en una poblacion subdividida,
puede descomponerse en un componente debido a apareamientos no aleatorios dentro de
poblaciones (F;s) y otro componente debido a la subdivision entre poblaciones (Fst). Fst mide
la reduccion en la heterocigocidad de las subpoblaciones debido a la deriva génica por el
efecto de las divisiones de una poblacién. Se relaciona con la migracion ya que la tasa a la que
un alelo se fija en una poblacion es inversamente proporcional al tamafio efectivo de la
misma, Ne. Esta tasa de fijacion puede ser contrarrestada por el flujo génico que llega de otras
poblaciones a una tasa m. Bajo este modelo, una tasa de migracién >1 en cada generacién es
suficiente para contrarrestar la diferenciacion genética debida a deriva génica. Si m es mucho
menor que 1, la deriva actta en forma casi independiente en cada poblacion.

Los marcadores moleculares, cuyas caracteristicas son neutras (Ver seccion 1.5) como
las isoenzimas y secuencias de ADN del cloroplasto (ADNc), han permitido rastrear flujo
génico tanto contemporaneo como histérico respectivamente. Las isoenzimas son marcadores
nucleares de herencia biparental y codominantes, lo que significa que las frecuencias de
genotipos Yy alelos pueden ser calculadas directamente. Markert y Moller (1959) acuiiaron el

término de isoenzimas para referirse a las diferentes formas moleculares de una enzima con
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afinidad por un mismo sustrato. Las isoenzimas han mostrado un buen desempefio en el
andlisis de la diversidad y estructura genética en cactaceas (Hamrick et al. 2002, Nassar et al.
2003, Clark-Tapia y Molina Freaner 2003, Contreras-Negrete et al. 2014), permitiendo
realizar generalizaciones sobre los niveles de variacion genética existentes y de como pueden
ser influenciados por otros factores, como la historia de vida, rango de distribucion
geogréfica, y sistema reproductivo (Hamrick y Godt 1996). Ademas son relativamente de bajo
costo, lo que permite analizar un gran numero de individuos y poblaciones. En el presente
trabajo, las isoenzimas se han utilizado para evaluar patrones relativamente actuales de flujo
génico entre poblaciones, como lo ocurrido en el Ultimo Maximo Glacial.

Al igual que las isoenzimas, el marcador nuclear ITS (del inglés Internal Transcribed
Spacer), ofrece la posibilidad de registrar flujo génico a través de la dispersion del polen. Este
marcador corresponde a la regién no codificante (ITS1-2) del ARN ribosomal y tiene como
ventajas la herencia biparental, y su caracter neutral. Por otro lado, los marcadores de
secuencias del ADN del cloroplasto (ADNCc), con herencia uniparental (en caso de
angiospermas de herencia materna), sin recombinacion y menores tasas de mutacion y por lo
tanto mas conservados, permiten detectar patrones de migracion/dispersion de las poblaciones
mucho més antiguos. Estos marcadores han sido utilizados en estudios filogeograficos y en el
presente estudio se utilizaron para evaluar los efectos de los procesos histéricos de la orogenia
andina previo al Pleistoceno.

El estudio de la estructura genética, puede ser Gtil en la determinacion espacial de la
variabilidad genética y su asociacion con variables ambientales (Teich 2012). La estructura a
escalas espaciales méas reducidas (< a los 100 metros) esta dada por la agrupacion espacial de
genotipos, es decir el apareamiento preferente entre individuos geograficamente proximos.

Esta estructura resulta de la combinacion de varios procesos microevolutivos, como la
dispersion de genes limitada, ya sea via polen o semillas o presiones de seleccion
diferenciales a nivel de micrositios (Loveless y Hamrick 1984, Linhart y Grant 1996), que
provocan una estructura genética a escala fina (Wright 1953). Dadas las caracteristicas de los
ambientes en la cual se distribuye E. terscheckii, en el presente estudio se evaluo el rol de la
vegetacion circundante y de variables ambientales como la precipitacion, en la distribucién

espacial de los genotipos a escala espacial fina utilizando datos de isoenzimas.
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1.5 Modelado de nicho ecoldgico en modelos climaticos globales pasados

Los patrones espaciales de presencia de organismos pueden ser estudiados a través de
modelos de distribucion de especies. Estos modelos se basan en procedimientos estadisticos y
cartograficos que parten de datos reales de presencia e infieren zonas potencialmente idoneas
en funcion de sus caracteristicas ambientales.

Los modelos de distribucion se realizan bajo el concepto de nicho ecoldgico. La
concepcién de nicho maés utilizada es la desarrollada por Hutchinson (1957), quién refiere al
nicho como un espacio hipervolumen de n-dimensiones donde se encuentran las condiciones
ambientales (factores) en las cuales la especie puede sobrevivir, es decir permite relacionar
directamente el espacio geogréafico a través de la nocién de espacio multidimensional de n
variables, donde una especie se encuentra habitando o potencialmente lo podria hacer.

Un modelo de distribucion pasada, involucra la proyeccién actual de la especie
analizada y su posterior proyeccion bajo un escenario de cambio climatico. Para ello existen
modelos climaticos globales, tanto para escenarios futuros, como pasados (Hijmans et al.,
2005), que sirven como fuentes para crear conjuntos de variables descriptoras bajo diferentes
ventanas de tiempo.

La proyeccion de la distribucién en tiempos pasados, requiere considerar la estabilidad
(posibilidad de que las especies/ecosistemas puedan mantener en el tiempo las condiciones
climaticas en que persisten) y la conservacion de nicho (posicion de las especies dentro de su
arbol filogenético, donde las especies que tienen mas cercania dentro del arbol deberian tener
un espacio climatico mas similar) (Nogués-Bravo 2009) para definir los nichos o espacios
climaticos.

Una de las técnicas de modelado de la distribucién geografica de las especies es la
basada en el software Maxent (Phillips et al. 2006, Elith et al. 2011), el cual utiliza un
algoritmo de méaxima entropia, logrando resultados robustos en términos de la proyeccion
espacial de la distribucion, fundamentalmente cuando se cuenta con pocos datos de
presencias.

La construccion de modelos de distribucion de especies consiste en asociar
estadisticamente los datos conocidos sobre la distribucion del organismo de interés con
diferentes variables independientes que describen las condiciones ambientales. De existir, esta
relacion se extrapola al resto del area de estudio y se obtiene un valor en cada lugar que suele
interpretarse como la probabilidad de presencia de la especie en ese punto o valor de

idoneidad para el desarrollo de la especie.
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La distribucion potencial de la especie E. terscheckii en escenarios actuales y pasados
ha sido analizada utilizando el software Maxent.

1.6 Técnicas moleculares y su aplicacion en conservacion

La proteccion del medio ambiente, debe ser considerada un tema de gran interés
social, asi las acciones humanas bien dirigidas pueden proporcionar los medios para conservar
la biodiversidad. En los ultimos afios se ha generado un cuerpo de conocimientos en una
nueva disciplina llamada “Genética de la Conservacion”, la cual otorga un peso importante al
contexto evolutivo en la conservacion de la diversidad bioldgica (Frankel y Soulé 1981).
Segln el Teorema Fundamental de la Seleccion Natural (Fisher 1930), la tasa de cambio
evolutivo es directamente proporcional a la varianza genética aditiva del valor adaptativo de
la poblacion. Es decir, cuando se reduce la diversidad genética de una poblacion, su potencial
evolutivo disminuye, por lo tanto conservar la diversidad genética implica preservar la
capacidad de respuesta de las especies ante futuros cambios ambientales.

Se distinguen dos tipos de variacion genética: la variacion adaptativa y la variacion
neutra. La variacion genética adaptativa, es la variacion bajo seleccion natural, la cual se
analiza en base a caracteres genéticos cuantitativos bajo condiciones ambientales controladas
como jardines comunes y/o transplantes reciprocos. Por el contrario, la variacién neutra no
tiene ningun efecto directo sobre la aptitud, es selectivamente neutra y no otorga informacion
sobre el potencial adaptativo o evolutivo de una poblacion o una especie (Holderegger et al.
2006). Esta variacion puede estimarse mediante marcadores moleculares (isoenzimas y
regiones del ADN) como lo descripto en la seccion 1.4. Asi, las frecuencias de las diferentes
variantes son consecuencia de procesos aleatorios o direccionales, como la migracion entre
poblaciones y la deriva genética, mientras que el mantenimiento de nuevos fenotipos surgidos
por mutacion depende de su valor selectivo.

Para determinar la cantidad y distribucion de la diversidad genética en una especie, se
precisa el analisis de ambos tipos de variacion, debido a que la seleccion natural no actda de
igual modo en todas las partes del genoma, en cambio las tasas de migracién son iguales para
todos los genes, por lo que los marcadores neutrales no predicen necesariamente los patrones
de variacion de los rasgos sujetos a seleccion diferencial (Karhu et al, 1996, McKay y Latta
2002). Las caracteristicas de los marcadores neutros, permiten estudiar procesos que

configuran la estructura genética de una especie como deriva, endogamia, flujo de genes,
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migracion o dispersion a escala de paisaje (Holderegger et al. 2006), y la historia respecto a
patrones geograficos y la importancia del aislamiento histérico (Moritz 1999).

Holderegger et al. (2006) consideraron estas diferencias en ambos tipos de
marcadores, sugiriendo que los datos genéticos neutrales no pueden servir como un sustituto
de los datos genéticos adaptativos. A pesar que los marcadores molecuares brindan
informacion genética neutral, permiten el andlisis de numerosos individuos y poblaciones a
partir del cual puede inferirse procesos como el flujo génico o la ausencia de éste, que son
relevantes en el contexto de la conectividad espacial y en el manteniemiento de unidades
evolutivamente independientes.

Actualmente los desafios de la Genética de la Conservacion, se relacionan en
determinar cudl es la conexion entre la variacion molecular y la variacion adaptativa, ya que
la mayoria de los trabajos estan basados en el conocimiento de la variacion neutral. Las
comparaciones de diversidad y diferenciacion para marcadores moleculares y para caracteres
cuantitativos muestran una correlacion positiva significativa, pero débil y variable entre
poblaciones, caracteres y estudios, siendo todavia una cuestién controvertida (McKay y Latta
2002).

1.7 Filogeografia en Cactéceas

En Norteamérica a lo largo del Plioceno y Pleistoceno los eventos biogeograficos y
climaticos configuraron la distribucion actual de los biomas aridos, de manera que tuvieron un
fuerte impacto en la distribucion de la variacion genética de las cactaceas y su especiacion
(Cornejo Romero 2013).

La filogeografia analiza la distribucion espacial de los linajes de genes, para
comprender la influencia de procesos historicos y ecoldgicos sobre la evolucion de
poblaciones y especies (Avise 2000, 2009). Estos procesos pueden deducirse porque la
variacion en la distribucién de las especies, responde a los cambios en las condiciones
ambientales, dejando huellas en la composicion genética de las poblaciones y especies (Byrne
2008). Asi, los mecanismos como la dispersion y flujo génico, expansion y contraccion,
colonizacién y fragmentacién producen asociaciones genético-espaciales, que pueden
observarse mediante técnicas moleculares (Avise 2000, Byrne 2008).

Estudios con enfoque filogeografico en cactaceas que ponen a prueba hipdtesis
biogeograficas pertenecen al Desierto de Sonora de Norteamérica. Las poblaciones de estas

especies revelan linajes genéticos estructurados geograficamente a causa de la vicarianza y
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dispersion, asi como a los cambios climaticos del Pleistoceno (Nason et al. 2002, Cornejo
Romero et al. 2014). Por otro lado, los trabajos en cactaceas Sudamericanas de Venezuela y
Brasil coinciden en que las regiones aridas son habitats remanentes, aislados espacialmente,
que albergan informacion genética Unica y pueden funcionar como reservorios genéticos de la

vegetacion xerofila (Nassar et al. 2002, Moraes et al. 2005).

1.8 Uso e importancia de la familia Cactaceae en acciones de Conservacion

A lo largo de la historia pre y pos-colombina, los cactus han representado elementos
del paisaje de mucha importancia cultural. Esta familia tiene especies apreciadas por sus usos
como plantas ornamentales, medicinales, de importancia alimenticia, forraje para el ganado,
cercos Vvivos, fertilizantes organicos, pegamentos, hospedero para la cochinilla del carmin y
materia prima para la elaboracion de artesanias, entre otros (Anderson 2001, Nobel 2002)
(Fig. 2, Pag. 24).

Todo esto remarca la importancia de la familia Cactaceae desde el punto de vista
bioldgico, ecoldgico y fitogeogréfico, en la elaboracion de programas de manejo para la
conservacion de este recurso. El estado de conservacion de las cacticeas es critico debido
principalmente a actividades humanas como alteracion del habitat, trafico internacional y
colecta ilegal que amenazan a las poblaciones (Boyle y Anderson 2002). Un gran nimero de
cactaceas estan incluidas en listas de especies amenazadas de varias organizaciones
internacionales como la IJUCN 2004 (Arias et al. 2005).

A nivel de establecimiento de las especies de cactaceas, existe variacion en las tasas de
germinacién y en la supervivencia de plantulas (Valiente-Banuet et al. 1991, Godinez-Alvarez
et al. 1999, Godinez-Alvarez et al. 2003). Se asume que estos procesos estan afectados por la
variacion espacial y temporal en las precipitaciones (Pierson y Turner 1998) y por la
disponibilidad de micrositios favorables, asociados a las plantas nodrizas (Valiente-Banuet et
al. 1991, Valiente-Banuet y Ezcurra 1991).

Estas caracteristicas ecoldgicas de las cactaceas las hacen vulnerables a perturbaciones
ambientales y pueden dificultar el mantenimiento de sus poblaciones (Godinez-Alvarez et al.
2003, Ortega-Baes y Godinez-Alvarez 2006).
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1.9 Sistema de estudio

Para comprobar las posibles consecuencias genéticas de eventos historicos, tanto
climaticos como orogénicos en los bosque secos subtropicales de Sudameérica, se utilizé como
modelo de estudio la especie Echinopsis terscheckii (Parmentier ex Pfeiff.) H.Friedrich &
G.D.Rowley (= Trichocereus terscheckii), Hunt (2006), (Fig. 3, Pag. 25), que al igual que
otras especies de plantas constituye un recurso natural importante en zonas aridas y
semiaridas, ya que establece diversas relaciones con otras plantas y animales, incluido el ser
humano.

Echinopsis terscheckii es un cactus columnar gigante endémico de Argentina (Hunt
2006), distribuido en el Noroeste de Argentina y regiones de Cuyo dentro de un rango
altitudinal que oscila entre los 700-2.200 m.s.n.m. (Kiesling 1978, Hunt 2006) (Fig. 4, Pég.
26). Habita en las laderas secas de las montafias mezcladas con vegetacion xerofila de la Puna
Andina Central y en las tierras bajas del ecotono con bosques transicionales como el Chaco
seco, el Monte Alto y las Yungas (Brown y Pacheco 2006), donde el 80% de las
precipitaciones caen en verano, desde noviembre hasta febrero (Fig. 5, Pag. 27). La especie se
encuentra a lo largo de los valles y sierras, en laderas accidentadas, sobre afloramientos de
rocas en suelos muy pedregosos, de tipo entisol, constituyendo poblaciones discontinuas. Al
igual que muchas otras especies de cactaceas, los individuos se encuentran asociados a otras
especies de plantas, las que se comportarian como plantas nodrizas (Ortega-Baes observacion
de campo).

Son plantas con muchas ramas que nacen del tercio inferior del tronco, con
ramificaciones de segundo y tercer orden. Presentan tronco principal hasta 45 cm de didmetro
y 15 m de altura, costillas 8-18 en los brazos, obtusas, entre 2-4 cm de alto, arélolas grandes,
de 1-1,5 cm de didmetro, con tomento castafio denso y espinas 8-15 en aréolas jovenes,
amarillas, de 3-12 cm (Kiesling 1978).

La especie florece de noviembre a febrero con varios picos de floracion, aunque dicha
floracion es variable entre sitios. Las flores tienen forma de embudo, antesis nocturna, con un
ciclo floral extendido a la mafiana siguiente (Fig. 3, Pag. 25). La especie es autoincompatible,
siendo sus visitantes florales abejas y mariposas nocturnas, siendo estas ultimas los
polinizadores principales (Ortega-Baes et al. 2010). Sin embargo, observaciones de campo
sugieren que la contribucion relativa de los visitantes nocturnos podria variar espacialmente.

Los frutos son carnosos con numerosas semillas y pequefias con una masa media de

0,0172 + 0,0007 g (Fig. 3, Pag. 25), no presentan dormicion y son fotoblasticas positivas
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(Ortega-Baes y Rojas-Aréchiga 2007, Ortega-Baes et al. 2010). Observaciones de campo
sugieren la dispersion de las semillas por aves frugivoras. La germinacion esta afectada por
temperaturas extremas, aungue no existe variacion en la respuesta germinativa a la
temperatura entre poblaciones (Ortega-Baes y Rojas-Aréchiga 2007).
La especie es diploide, con una dotacién cromosémica de 2n=22 (Diers 2008a).

Echinopsis terscheckii forma parte de la lista roja de especies de la UICN (Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) y estd catalogada como especie

vulnerable (Ortega-Baes y Lowry 2013 http://www.iucnredlist.org/details/152300/0).

1.10 Objetivos e Hipdtesis generales

El objetivo general es analizar los patrones geograficos de variacion genética de la
cactacea columnar Echinopsis terscheckii a distintas escalas espaciales para establecer

pautas de manejo y conservacion.

La hipdtesis general es que tanto el efecto de la cobertura vegetal como los factores
historicos tanto climaticos como orogénicos restringen el flujo génico dentro y entre

poblaciones resultando en una estructuracion genética a distintas escalas espaciales.

1.11 Objetivos e Hipétesis particulares

Objetivo 1: Analizar la estructura genética de Echinopsis terscheckii intra- e inter-
poblacional a lo largo de su distribucion geografica en el noroeste de Argentina y
zonas de Cuyo, teniendo en cuenta las variaciones ambientales y de los habitats donde

la especie se distribuye.

Hipdtesis 1: Las variaciones en las caracteristicas ambientales entre poblaciones y
el nivel de aislamiento geografico histérico y contemporaneo de las mismas
(natural o antrdpico) afectaran las caracteristicas genéticas de Echinopsis

terscheckii a lo largo del rango geografico de la especie.

Objetivo 2: Determinar la distribucion espacial de la diversidad genética a escala
espacial fina para guiar pautas de manejo y colecta de germoplasma de poblaciones

naturales tendientes a su conservacion.
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Hipotesis 2: Las caracteristicas de la vegetacién acompafiante y condiciones
ambientales como la precipitacion afectan la disposicion espacial de los genotipos

de Echinopsis terscheckii.

Objetivo 3: Seleccionar areas prioritarias para la conservacion de esta especie en base
a la deteccion de centros de elevada diversidad genética y presencia de variantes
genéticas unicas, evaluando la efectividad de las mismas para conservar la diversidad

taxondmica de las cactaceas del noroeste de Argentina.

Hipotesis 3: Los niveles de variacion geogréafica en las caracteristicas genéticas de
Echinopsis terscheckii establecen un nimero minimo de sitios para la
conservacion de esta especie siendo estos, efectivos en conservar la diversidad

taxondmica de las cactaceas del noroeste de Argentina.

Objetivo 4: Determinar el nivel de amenaza en las poblaciones de Echinopsis
tercheckii debido al cambio en el uso del suelo, principalmente en la provincia de
Salta.

Hipotesis 4: El avance de la frontera agricola tiene un efecto significativo en la

pérdida de diversidad genética en las poblaciones de Echinopsis terscheckii

localizadas en las tierras bajas.
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1.12 Figuras
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Fig.l1.1: Esquema de los Bosques secos estacionales: 1. Caatinga. 2. Nucleo Misiones. 3.
Region Boliviana de Chiquitania. 4. Nucleo Piedemonte. 5. Valles interandinos Boliviano y
Peruanos. 6. Costa Pacifica Ecuatoriana.7. Valles interandinos Colombianos. 8. Costas
caribefia de Colombia y Venezuela. 9. Mesoamérica. 10. Antillas. Sabanas: Ce. Cerrado. LI.

Llanos Ru. Rupununi Ch: Chaco (Extraido de Pennington et al. 2000).
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Fig.1.2: Diferentes usos de la familia Cactaceae. A. B. Articulos decorativos y C. D. Uso

ornamental.

24



Fig.1.3: A. Individuos adultos B. C. Flores, D. Fruto, E. Semilla vista al microscopio

electrénico de Echinopsis tercheckii.
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Fig.1.4: Area de distribucion potencial de Echinopsis terscheckii en el noroeste de
Argentina. En rojo se representan los sitios de alta probabilidad de ocurrencia, mientras
que en verde los valores de baja o nula probabilidad pasando por amarillo de
probabilidades intermedias. Alta: probabilidad de ocurrencia maxima. Baja: probabilidad

de ocurrencia minima.
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Fig.1.5: Poblaciones de Echinopsis terscheckii en las dos principales Ecorregiones a lo
largo de su distribucién. A. Pcia. Del Chaco (Cabrera 1976) en Metan, Salta. B. Pcia. del
Monte (Cabrera, 1976) en Valle Fértil, San Juan.
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I1.1Resumen

El incremento de la aridificacion en los ambientes de Sudameérica, asociado principalmente a
la elevacion de los cordones montafiosos andinos a partir del Nedgeno y las oscilaciones
climaticas del Cuaternario con ciclos frios-secos y humedos-calidos tuvieron una gran
influencia en las especies que habitan en las zonas &ridas de las montafas tropicales y
subtropicales. Estos eventos histéricos impactaron sobre la estructura genética vy
filogeografica de las poblaciones, que pueden ser reveladas mediante marcadores
moleculares.

Echinopsis terscheckii es un cactus columnar gigante dominante de la vegetacion xerofila de
los ambientes chaquefios y del monte del noroeste de Argentina. En este capitulo se describen
los patrones de distribucion presentes y pasados de la especie, combinando modelos de nicho
ecologico, con polimorfismos moleculares de isoenzimas y secuencias de ADN para dilucidar
sefiales actuales e historicas, respectivamente. La distribucion potencial fue modelada usando
88 registros de entrenamiento de presencia de E. terscheckii y un conjunto reducido de 10
variables bioclimaticas modernas. Las distribuciones del Ultimo Méximo Glaciar (UMG) y
del Holoceno-Medio se obtuvieron mediante la proyeccion del modelo, sobre los datos
bioclimaticos derivados de Modelos Climaticos Globales CCSM4 y MIROC-ESM.

Se muestrearon 24 poblaciones. Se resolvieron 15 loci isoenziméticos, los que resultaron
100% polimorficos. El analisis de tres regiones del ADNc y una region nuclear ITS1-2, para
44 individuos secuenciados, mostr6 la presencia de 2 haplotipos estructurados
latitudinalmente. Los patrones de variacion geografica mediante regresiones multiples entre
los pardmetros de diversidad genética de loci isoenzimaticos y la latitud detectaron un
aumento de la diversidad hacia el sur. El analisis multivariado de cluster mostré dos grupos de
poblaciones que son geograficamente concordantes con los haplotipos del ADNc y ADN
nuclear localizadas al norte y al sur de los 27°S. Los modelos de distribucion mostraron
expansion de rango durante el UMG en el sur, separadas por una zona de baja idoneidad a
27°S. Las areas adecuadas en el sur fueron cercanas a las distribuciones de las poblaciones
actuales, mientras que en el norte las poblaciones sobrevivieron en lugares mas alejados,
sufriendo posiblemente de efectos fundadores. En contraste, las condiciones bioclimaticas del
Holoceno-Medio fueron relativamente inadecuadas en el sector sur.

Estos resultados aluden a que la divergencia entre grupos norte y sur de las poblaciones de E.
terscheckii reflejan la persistencia a largo plazo, a través de los ciclos climaticos viéndose

reforzada por la presencia de una barrera geogréafica en las latitudes medias.
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11.2 Introduccion

Los fendmenos climéticos y geoldgicos del Nedgeno han promovido la expansion de
las regiones aridas (Arakaki et al. 2011). Las regiones aridas de las laderas orientales y
occidental de los Andes de América del Sur constituyen uno de los principales centros de
diversidad de cactaceas (Nyffeler 2002). Debido a la ausencia de registros fosiles, se hace
dificil estimar los tiempos de divergencia en el grupo. Arakaki et al. (2011) postulan que la
mayor parte de la diversidad existente en este grupo fue generado por las radiaciones
significativas que ocurrieron en el Mioceno-medio al Plioceno-tardio coincidente con la
expansion de la aridez (Garzione et al. 2008). La orogenia andina también se considera como
una causa importante de la diversificacion de otros linajes de plantas (Raven y Axelrod 1974,
Burnham y Graham 1999).

Estudios filogeograficos han asociado los cambios de la geomorfologia del Valle de
Tehuacén en México y su incremento de la aridez, con la evolucion de linajes independientes
y la especiacion de cactaceas, particularmente Mammillaria pectinifera y Cephalocereus
columna-trajani (Cornejo Romero 2013). Otros estudios realizados en Lophocereus schottii,
en los desiertos del norte de México, muestran patrones de variacion genética y estructura
consistentes con cambios en la distribucion, debido tanto a eventos biogeogréaficos, como a las
fluctuaciones climaticas del Pleistoceno (Nason et al. 2002).

Los biomas de vegetacion abierta de América del Sur, se producen a traves de una
variedad de condiciones ambientales, rangos latitudinales y altitudinales (Sarmiento 1975,
Pennington et al. 2006). Posiblemente la expansion de vegetacion semiarida se vincula con el
clima glaciar seco y frio del UMG. Prado y Gibbs (1993) han sugerido estas condiciones
climaticas mas aridas para explicar la distribucion disjunta actual de los bosques secos
estacionales Neotropicales (BSEN), que sugiere que estos fragmentos constituyen refugios
modernos, como resultado de vicarianza de una distribucion anteriormente mas extendida en
el UMG (Pennington et al. 2004).

En contraparte a esto, autores como Werneck et al. (2011) utilizando modelos de
paleodistribucion, describieron la posible distribucion historica de los BSEN como una
distribucion restringida durante el UMG, seguida de una expansion que se inicié en el
Holoceno temprano, aludiendo a que estas disyunciones y endemismos pueden haberse
originado tanto por eventos de dispersion antiguos como por un periodo de expansion en el
Terciario seguido por una fragmentacion previa al UMG.

Estudios filogeograficos del complejo Pilosocereus aurisetus en las sabanas

neotropicales al este de America del Sur revelaron aislamiento en mdltiples parches de
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vegetacion xerofila que parecen haber funcionado como microrefugios durante los periodos
interglaciales del Pleistoceno (Bonatelli et al. 2014). Moraes et al. (2005) estudiaron
poblaciones de cactus al este de Brasil y sus resultados apoyan la hipotesis de la
fragmentacion historica en los periodos interglaciarios. La magnitud de la influencia de las
fluctuaciones climaticas historicas y los cambios en la vegetacion sobre la diversificacion en
el Neotrdpico se encuentra ain en discusion (Werneck et al. 2011).

Echinopsis terscheckii, es una especie de cactus columnar dominante de areas
ecotonales secas tropicales y subtropicales, de las provincias biogeogréaficas del Chaco, Monte
y Prepuna (Kiesling 1975) Su distribucion fragmentaria actual también podria representar una
reliquia de un rango previamente extendido durante las fases frias y secas del UMG. Las
zonas habitadas por E. terscheckii en el sur de los Andes centrales han sido sometidos a
variaciones importantes en el clima en escalas de tiempo de 10° a 10° afios (Strecker et al.
2007).

Ademaés, dada la complejidad de la zona habitada por E. terscheckii también se espera
encontrar un efecto de la orogenia no s6lo como una barrera directa para el flujo de genes,
sino también como un efecto indirecto sobre los regimenes de precipitacion a lo largo de su

distribucioén actual e historica.

11.3 Objetivos e Hipdtesis

El objetivo de este capitulo fue reconstruir la historia biogeogréafica de Echinopsis
terscheckii a partir de patrones de distribucion de la variacion genética a lo largo de su rango
de distribucién geografica, utilizando isoenzimas, ADNc y ADN nuclear como marcadores
moleculares.

Se analiza la hipotesis que tanto factores orogénicos y los cambios climéaticos como
los ocurridos en el Ultimo Maximo Glacial han influido en las caracteristicas genéticas de la
especie.

Se predice un rango mas amplio durante el UMG y una contraccion durante las fases
mas célidas del Holoceno, y una correlacion entre el grado de ocupacion del area y la
diversidad genética como una indicacion de la persistencia de largo plazo a lo largo del rango.
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11.4 Materiales y Métodos
11.4.1 Coleccion de muestras

Para el anélisis genético, se seleccionaron 24 sitios, cubriendo un amplio rango de
condiciones ambientales habitadas por la especie (Tabla 11.1, Pag. 54). Los sitios de muestreo
fueron seleccionados dentro de las areas con probabilidades > a 0,55 basado en el modelo de
distribucion potencial realizado para esta especie por Sosa (2016). EI umbral de corte de 0,55,
que permitio transformar el mapa de probabilidades en un mapa de presencia-ausencia, fue
obtenido a través de validacion del modelo en terreno (Sosa 2016). En cada sitio se muestred
al azar en promedio 30 individuos. La distancia aproximada entre individuos muestreados fue
mayor a los 8 m, para evitar recolectar individuos cercanamente emparentados. De cada
individuo se tomd tejido fresco del tronco principal o las ramas secundarias. Las muestras
consistieron de un cubo de aproximadamente 5cm de lado, las que fueron etiquetadas y
almacenadas en un refrigerador portatil para el transporte hasta el laboratorio. En total se
colectaron 748 individuos.

11.4.2 Electroforesis isoenziméatica

La extraccién de isoenzimas se realizd en un periodo menor a los 7 dias de su
recoleccion. Una vez llegadas las muestras al laboratorio, se tomo y se coloco 2 g de tejido
fresco parenquimatico en morteros de mano, posteriormente se adiciond nitrogeno liquido
para la ruptura mecanica del tejido y luego se adiciond 1,5 ml de buffer de extraccion (Mitton
et al. 1979). Los homogeneizados de proteinas se almacenaron a -70 °C, como mechas de
papel de cromatografia Whatman N°3 sumergidas en los homogenatos y en tubos Eppendorf
de 0,5 ml como stock. Una combinacion de tres buffer y nueve sistemas enzimaticos fueron
utilizados para resolver 15 loci de isoenzimas. Ademas se revelaron otras enzimas que no
fueron incluidas en el analisis final, debido a que no revelaron para todas las poblaciones
(Tabla 1l. 2, P&g. 55).

Las enzimas incluidas fueron aldolasa (Ald), glicerato-2-deshidrogenasa (G2d),
isocitrato deshidrogenasa (ldh), y malato deshidrogenasa (Mdh-1, Mdh-2, Mdh-3) en el
sistema de histidina (18) por King y Dancik (1983); menadiona reductasa (Mnr-1, Mnr-2),
peroxidasa (Per), fosfoglucomutasa (Pgm-1, Pgm-2), y shikimato deshidrogenasa (Skdh) en el
sistema de morfolina-citrato (MC) (Ranker et al. 1989), y fosfoglucoisomerasa (Pgi-1, Pgi-2 y
Pgi-3) en el sistema B de Conkle et al. (1982). La electroforesis se realizdé durante 6 horas
utilizando geles de almidén al 12% P/V (Starch Art, Starch Art Corporation, Smithwille, TX,
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USA). Las bandas fueron tefiidas para enzimas especificas cuyas tinciones se suspendieron en
agar al 1% vertido individualmente sobre las rodajas de gel. Los patrones de bandas se
visualizaron utilizando un transiluminador (Porta-Trace, Gagne Inc. NY, USA.). Los loci y
alelos fueron anotados por su movilidad relativa asignando al mas anodico (rapido) el nimero
mas bajo (Fig.ll. 1, Pag. 44). Los loci se consideraron putativos dado que ningun control
genético se realizo sobre las isoenzimas analizadas. Sin embargo, los patrones de bandas son
similares para las mismas enzimas analizadas en otras especies de plantas para las que se

realizaron analisis formales (Murphy et al. 1996).

11.4.3 Amplificacion por PCR y secuenciacion del ADN del cloroplasto e ITS

Se seleccionaron entre 2-5 individuos por poblacion de las muestras colectadas a
campo o0 a partir del extracto de isoenzimas cuando no se dispuso de material fresco.
Aproximadamente 0,025 g de tejido parenquimatico fresco se tomd de cada individuo, se
adicion0 nitrégeno liquido y se extrajo el ADN de las muestras utilizando el método de Cetyl
Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) (Doyle y Doyle 1990) modificado para plantas con
alta concentracion de polisacaridos (Apéndice I1.1, Pag. 67-68). La extraccion a partir del
extracto de isoenzimas se realizd segun el protocolo de Arbetman y Premoli (2011). Las
concentraciones de ADN y el tamafio de los fragmentos fueron estimados por electroforesis
en gel de agarosa al 1% y comparados con marcadores de peso molecular de 1 kb
(Fermentas). Posteriormente el producto de ADN fue conservado en freezer -20°C hasta la
realizacion de las PCR (reacciones en cadena de la polimerasa).

Se probo la optimizacion de reacciones de PCR de regiones no codificantes de ADNc
e ITS, utilizando 14 pares de iniciadores universales (Tabla I1.3, Pag. 56). Las regiones de los
espaciadores intergénicos trnH-psbA (HA) (Hamilton 1999), trnS-trnG (SG) (Hamilton 1999)
y psbM-trnD (MD) (Shaw et al. 2007) y la region nuclear ITS1-2 (Shaw et al. 2007), fueron
las mas variables y se seleccionaron para los posteriores analisis.

Las PCR se llevaron a cabo en el termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf) en
un volumen total de 25 pul que contenia 2ul ADN gendémico (diluido 1:10), 2,5 ul de Buffer
10X, 0,25uM cada dNTP, 0,75 pl de cada iniciador, 1,5 mM de Mg C12, 1ul DMSO, 1ul BSA
(albumina de suero bovino) y 0,1U de Taqg polimerasa (Invitrogen), bajo las siguientes
condiciones: H-A: desnaturalizacion inicial de 4 min. a 95°C, seguido por 30 ciclos de
desnaturalizacion de 30seg. a 94°C, alineamiento 30seg. a 54°C, y extension de 1min. a 72°C,
y una extension final de 10 min. a 72 °C, S-G: 4 min. en 95°C, seguido de 30 ciclos de 1min. a

95°C, 30 seg. a 51.5°C, y 1.5 min. a 72°C y 10 min. a 72°C, M-D: 4 min. a 95°C, seguido de
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5 ciclos de 30 seg. a 94°C, 30 seg. a 48°C, 40 seg. a 72°C, 30 ciclos de 30 seg. a 94°C, 30 seg.
a 50°C y 40 seg. a 72°C y 10 min. a 72°C, 1TS1-2: 2 min. a 95°C, seguido de 5 ciclos de 1
min. a 95°C, 1 min. a 56°C, 2 min. a 72°C, 30 ciclos de 1 min. a 95°C, 1 min. a 48°C y 2 min.
a 72°C y 10 min. a 72°C. Todos los productos fueron examinados en un gel de agarosa al 1%
con buffer TAE usando un transiluminador (Fotodyne, Foto UV 26) (Fig. Il. 2, Pag. 44). Las
amplificaciones positivas fueron enviadas a Macrogen Inc., Corea del Sur, y los resultados de
secuencias fueron corregidas manualmente usando el programa Aliview (Larsson 2014) y
alineadas con MEGA 5.05 (Tamura et al. 2011).

Se secuenciaron dos individuos por poblacién para los espaciadores intergénicos del
cloroplasto y dos individuos por poblacion para la region nuclear ITS1-2, excepto para las

poblaciones (LP, MN, TRAN) donde se secuenciaron de 3 a 5 individuos.
11.4.4 Modelado de distribucion de la especie

La distribucion potencial de E. terscheckii fue modelada utilizando 88 registros de
presencia localizados sobre toda el area de estudio. Estos datos de ocurrencia fueron
obtenidos de las poblaciones muestreadas para los analisis genéticos (Tabla Il. 1, Pag. 54), de
informacion disponible en las bases de datos publicas, tales como la Global Biodiversity
Information Facility (http://www.gbif.org/), datos de Documenta Florae Australis
(www.darwin.edu.ar/iris/), registros del Herbario del Instituto Miguel Lillo, datos de campo
(Ortega-Baes datos no publicados) y datos de ejemplares de referencia de la flora Argentina
(www.floraargentina. edu.ar). También, se utiliz6 la aplicacion Street View de Google Earth
para localizar la presencia real de los especimenes a lo largo de las rutas principales siguiendo
la distribucion documentada de la especie.

Para el conjunto de datos biocliméaticos modernos se descargaron las capas de datos de
www.worldclim.org (Bio 1-19) con una resolucién de 30 segundos (~1 km?) correspondiente
al periodo 1.960-1.990 y las grillas para cubrir la extension del area de estudio c. 60° - 76° W
y 17° - 37°S. Los datos bioclimaticos de las condiciones climaticas del pasado se descargaron
para dos Modelos Climéaticos Globales (GCMs por sus siglas en inglés) CCSM4 y MIROC-
ESM de la base de datos WordClim con una resolucion de 30 segundos, para el Ultimo
Méaximo Glacial (aproximadamente 22.000 afios BP) y el Holoceno-Medio (aproximadamente
6.000 afios BP).

Para modelar la distribucién potencial de E. terscheckii se utilizé el enfoque de
méaxima entropia implementado en Maxent 3.0 (Philips et al. 2006). Este programa requiere

pocos datos de presencia, no asi datos de ausencia, combina las variables continuas y
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categodricas, proporciona la contribucién de cada variable al modelo, controla el ajuste
excesivo de las distribuciones y la salida es una probabilidad de ocurrencia continua. Maxent
genera modelos de distribucion basados en los acontecimientos presentes y extrae las
variables climéticas actuales y luego proyecta la relacion de estas variables utilizando
escenarios climaticos presentes y pasados para desarrollar potenciales rangos presentes y
pasados, respectivamente. Por lo tanto, cada modelo utilizado en este estudio tiene rangos
potenciales actuales y pasados de E.terscheckii. Para obtener un mejor ajuste y una medida de
la dispersion del modelo, se realizaron 100 simulaciones utilizando los parametros estandar de
Maxent. El 30% de los datos de presencia se utilizd para la validacion interna y los datos
restantes (70%) se utilizaron para la construccion del modelo. La precisién del modelo fue
evaluada de acuerdo al valor de AUC (area bajo la curva) de las curvas ROC (caracteristica
operativa del receptor). Estas curvas se obtienen a partir de los valores de sensitividad (la tasa
de verdaderos positivos) y de especificidad (la tasa de falsos positivos) del modelo (Fielding y
Bell 1997, Phillips et al. 2006). Un valor superior a 0,75 se considera adecuado en los
estudios orientados al manejo y conservacion (Pearcy y Ferrier 2000). Para obtener un modelo
con un conjunto reducido de variables se utilizaron las contribuciones relativas heuristicas y
de Jackknife (Phillips et al. 2006, Phillips y Dudik 2008) para eliminar las variables
redundantes altamente correlacionadas. El conjunto final de 10 variables biocliméticas
actuales que contribuyeron significativamente al modelo fueron: la temperatura media anual,
la estacionalidad de la temperatura, la temperatura minima del mes mas frio, rango de
temperatura anual, la temperatura media del trimestre mas himedo, la temperatura media del
trimestre mas frio, la precipitacion anual, la precipitacion del mes més seco, la estacionalidad
de la precipitacion, y la precipitacion del trimestre mas frio.

El modelo final fue reproyectado sobre las condiciones bioclimaticas al pasado para
los dos Modelos Climaticos Globales, el UMG y Holoceno-Medio. Los valores de idoneidad
pasados de E. terscheckii para cada intervalo de tiempo se promediaron entre los dos modelos.
El cambio absoluto y relativo en la idoneidad entre cada intervalo de tiempo y el presente se
calcularon sobre la base de los valores de idoneidad promedio en las 88 localizaciones de los

sitios de entrenamientos.

11.4.5 Analisis de datos

Analisis de electroforesis de isoenzimas:
Los genotipos de las isoenzimas se utilizaron para calcular las medidas de diversidad
genética, utilizando BIOSYS-1 (Swofford y Selander 1989) y POPGENE v. 1.32 (Yeh et al.,
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1999); estas fueron: el namero medio de alelos por locus (Na), el nimero medio efectivo de
alelos por locus, que mide la equitatividad de las frecuencias alélicas (Ng), el nimero de
alelos Unicos como los que estan presentes en una unica poblacion (Aup) y/o grupos de
poblaciones (Aug), la proporcion de loci polimorficos criterio sensu stricto (P) y la
heterocigosis observada (Ho) y esperada (Hg) bajo las condiciones de equilibrio Hardy-
Weinberg. La heterocigosis observada y esperada para cada locus polimorfico se compararon
mediante el calculo del indice de fijacion de Wright (donde F =1-Ho / Heg) (Wright 1931) y
para determinar las desviaciones esperadas de los apareamientos aleatorios (valores cero) se
analizaron mediante pruebas de y* (Li y Horvitz 1953). La variacién de los parametros de
diversidad genética dentro de las poblaciones con la latitud, longitud y altitud se analizaron
mediante regresion lineal maltiple usando STATISTICA v.7.0 (StatSoft. 2004).

La estructura genética fue analizada por la heterogeneidad en las frecuencias alélicas a
través de las poblaciones mediante pruebas de y?. Se realizé un AMOVA siguiendo Excoffier
et al. (1992) utilizando Genalex (Peakall y Smouse 2006). Los estadisticos F jerarquicos de
Wright (Wright 1965) como la endogamia promedio dentro (Fs), entre las poblaciones (Fst)
y la total (Ft), se calcularon mediante métodos de remuestreo de Weir y Cockerham (1984)
que estiman los intervalos de confianza en FSTAT v2.9.3 mediante remuestreo (método de
bootstrap) en basea a los loci analizados (Goudet 2001). El aislamiento por distancia se
analizd mediante la prueba de Mantel que correlaciona los valores de Fsr linealizados como
Fst / (1 - Fst) con las distancias geograficas entre todos los pares de las poblaciones. Se
estim¢ indirectamente el flujo génico como Nm = (1 - Fst)/4 Fst (Wright 1951). Las medidas
de endogamia dentro (Fs) y entre las poblaciones (Fst) de cada grupo de muestras norte y sur
fueron comparadas por locus mediante una prueba pareada no paramétrica U de Mann-
Whitney. Las relaciones genéticas entre poblaciones se estudiaron mediante analisis
multivariado de cluster utilizando la distancia genética no sesgada de Nei (1978) siguiendo el
método de agrupamiento en pares por la media aritmética no ponderada (UPGMA por sus
siglas en ingles). El tiempo de divergencia entre los dos grupos de poblaciones producidas por
las secuencias de ADN del cloroplasto y nuclear (norte y sur) se estimd utilizando los datos de
isoenzimas por Approximate Bayesian Computation (ABC) del software DIYABC (Cornuet
et al. 2014). Los cuellos de botella poblacionales se analizaron por el exceso de heterocigosis
en relacion con lo esperado bajo la condicion de equilibrio mutacion-deriva bajo el modelo de
alelos infinitos (IAM) usando pruebas no paramétricas con el software BOTTLENECK
(Cornuet y Luikart 1996).
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Andlisis de las secuencias de ADN:

Las secuencias corregidas y alineadas de 44 individuos (dos individuos por poblacién),
para las tres regiones del ADNc y nuclear fueron concatenadas manualmente en una Unica
base de datos para los analisis posteriores. Los distintos haplotipos fueron determinados en
base a las sustituciones nucleotidicas y a las inserciones-deleciones (indels). Se calcularon
distintos parametros de diversidad, como el nimero de haplotipos (H), contenido de C/G
(%CG), numero de sitios variables, nimero de transiciones (Ts), nUmero de transversiones
(Tv), nimero de inserciones/deleciones o indels (1), y la diversidad haplotidica (h) y
nucleotidica (w). La diversidad haplotipica es la probabilidad de que dos secuencias de ADN
tomadas al azar de una poblacion sean diferentes mientras que la diversidad nucleotidica es el
namero de diferencias nucleotidicas entre dos pares de secuencias tomadas al azar.

Para estudiar la demografia histérica de E. terscheckii, se analizo la distribucién de las
frecuencias observadas del numero de diferencias mutacionales entre pares de secuencias
“distribucion Mismatch” (Roger & Harpending 1992). Cuando existe un desajuste de la
distribucion observada con lo esperado bajo un modelo de expansién repentina, se espera
distribuciones multimodales, que indica una poblacién con tamafio estable o que estd
declinando, o caso contario se espera una distribucion unimodal en poblaciones que han
experimentado una expansion poblacional reciente. Ademas, se utilizaron pruebas de
neutralidad de Fu y Li (Fu y Li 1993) y D de Tajima (Tajima 1989). Si las poblaciones se han
mantenido estables por largos periodos de tiempo, los estadisticos F y D son cercanos a cero
(desviaciones significativas de cero permiten rechazar la hipotesis de estabilidad poblacional).
Valores negativos (menores a -2), indican que las poblaciones experimentaron recientes
procesos de expansion poblacional, debido a que los alelos raros son mas numerosos de lo
esperado; si los valores son positivos (mayores a 2), la poblacién esta atravesando un cuello
de botella y por lo tanto los alelos raros son menos numerosos de lo esperado (Tajima 1989).

Todos los analisis se realizaron con el programa DnaSP5 (Librado y Rozas, 2009).
I1.5 Resultados

11.5.1 Variacion y estructura genética de isoenzimas

A nivel de especie el 100% de los 15 loci isoenzimaticos analizados fueron
polimorficos (Tabla Il. 4, Pag. 57-58). Las frecuencias alélicas fueron heterogéneas en todas

las poblaciones para todos los loci analizados (pruebas y* p <0,01) (Tabla Il. 5, Pag. 59). Las
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regresiones lineales de los parametros de diversidad genética Na, Ng, He, y P produjeron un
efecto significativo con la latitud creciente hacia el sur y de Ng, He disminuyendo con la
altitud (Fig. 11.3 a-f, Pag. 45).

De un total de 325 pruebas para las desviaciones de las condiciones de equilibrio

41,54% no fueron significativas, mientras que 40,61% arrojaron valores de indices de fijacion
positivos (déficit de heterocigotas) y 17,85% negativos (exceso de heterocigotas) (% p <0,01)
(Tabla I1. 6, Pag. 60-61). EI promedio de déficit de heterocigotas produjo un valor de Fis =
0,11 [IC -0,06 - 0,34], una divergencia entre poblaciones Fsr = 0,12 [IC 0,09 - 0,15] y Nm =
1,83 migrantes por generacion. Estos parametros indican que no hay endogamia significativa
dentro de las poblaciones y que existe una divergencia moderada entre las poblaciones. Una
diferenciacion genética entre las distintas poblaciones también es evidente en el analisis de
AMOVA que produjo un ®pt = 0,199 p <0,001 (Tabla II. 7, Pag. 62). La correlacion
significativa entre las distancias genéticas y geograficas por medio de la prueba de Mantel r =
0,27, p <0,05 (Fig. Il. 4, Pag. 46) sugiere que la estructura genética puede deberse en parte a
las diferencias en las tasas de flujo de genes con respecto a la distancia.
El analisis multivariado de cluster produjo dos grupos estructurados latitudinalmente,
ubicados al norte y al sur de una division a los 27°S (Fig. 11. 5, P4g. 47). El nimero de alelos
unicos difiere ampliamente entre estos grupos, 6 en el norte y 13 en el sur (Apéndice 11.2, Pag.
69-71). Estos grupos también difieren significativamente para distintos parametros de
divrsidad como Na, Ng, Hg, y P (test no paramétrico U de Mann-Whitney, p <0,05) con los
mayores valores en el sur (Tabla Il. 2, Pag. 55). La divergencia latitudinal entre estos grupos
fue datado por inferencia de coalescencia, en aproximadamente 10.740 Ka BP [IC 1.536-
28.080] utilizando un tiempo generacional de 30 afios. Los tests para el exceso de
heterocigotos como consecuencia de cuellos de botellas genéticos rechazaron la hipotesis de
equilibrio mutacion-deriva en 15 de las 24 poblaciones estudiadas. Mas de la mitad de las
posibles pruebas (62%) produjo efectos cuello de botella en las poblaciones del sur, mientras
que so6lo un (26%) se produjo en las del norte (tabla Il. 8, Pag. 62).

11.5.2 Diversidad de secuencias de ADN

Un total de 11 sitios fueron polimoérficos La principal fuente de diversidad fueron
sustituciones de nucle6tidos e indeles, cuyas longitudes variaron en las distintas regiones del
DNAc: 3 pb (SG), 5 pb (MD) y 72 pb (HA) (Tabla Il. 9, Pag. 63) (Fig. Il. 6, Pag. 48). El
andlisis de 44 individuos, tanto para el ADNc como la region nuclear ITS1-2 mostro 2
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haplotipos geograficamente estructurados concordantes con la divisoria a latitudes de 27°S
(Fig. I1. 7, P4g. 49).

La reducida diversidad de nucleétidos, indica que algunas mutaciones ocurrieron en el
conjunto completo de datos (Tabla Il. 10, Pag. 64). Los test de neutralidad fueron positivos y
significativos: Tajima D (3,67, p <0,001) y Fu y Li's F (2,56, p <0,02) indicando una
disminucion en el tamafio de la poblacion. La distribucién Mismach arrojé un patrén bimodal

revelando equilibrio demografico o poblaciones estables (Fig. Il 8, Pag. 50).
11.5.3 Modelo de distribucion de la especie

El modelo tuvo un buen desempefio en predecir la distribucién potencial de Echinopsis
terscheckii con un valor de AUC de 0.989 y una ganancia de entrenamiento regularizado de
2,769. Los valores de idoneidad en el modelo por encima de 0,420 incluyeron al menos el
90% de los puntos de entrenamiento de E. terscheckii. Cuando se proyectaron a las
condiciones del UMG y Holoceno-Medio, se produjo una restriccion de las extrapolaciones
sobre los limites de las variables predictoras, de cero o cercano a cero en toda la region de
estudio, lo que sugiere que las condiciones climéticas pasadas estaban dentro del rango de
valores representados en los datos de entrenamiento.

La distribucion potencial actual de E. terscheckii se compuso de dos areas de alta
idoneidad: una pequefia zona al norte en las provincias de Salta, Tucuman y Jujuy y al sur una
zona méas amplia que abarca Catamarca, La Rioja y el norte de San Juan. Ambas zonas
claramente separadas por una region de baja idoneidad, entre 26°42'- 27°18'S (Fig. Il. 9c, Pag.
51).

Las condiciones climaticas pasadas durante el Ultimo Maximo Glacial y el Holoceno-
Medio, generaron fuertes cambios y espacialmente heterogéneos en la idoneidad de E.
terscheckii. Durante el UMG los modelos de distribucion de la especie mostraron una
expansion general de areas adecuadas en el este (tierras bajas) (Fig. Il 9a, Pag. 51) y un
deterioro general de las condiciones en sitios al oeste y de mayor altitud. Mientras que la
porcion sur de la distribucion de E. terschekii muestra mayor idoneidad durante el UMG en
areas cercanas (unos pocos kilébmetros) a las poblaciones actuales, la porcion norte de la
distribucion muestra un area central de mayor idoneidad en el UMG localizada a unos 100
kilometros al este de las poblaciones existentes (Fig. Il 10a, Pag. 52). Localmente, la
ubicacion de las poblaciones actuales fue testigo de disminuciones generales en la idoneidad
durante el LGM (Fig. Il 9a, Pag. 51), sin embargo, las condiciones fueron mucho peores para
el sector norte, que para el sur de las poblaciones actuales (Fig. 1l 10b, Pag. 52). Las
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condiciones del Holoceno-Medio también fueron generalmente peores, que la idoneidad
actual, con poca o ninguna zona de condiciones mejoradas (Fig. 1l 9b, Pag. 51, Fig. Il 10c,
Pag. 52). Generalmente, la porcion sur de la distribucion de E. terschekii muestra condiciones
empeoradas en comparacion con la porcion norte que permanecié mas estable (Fig. 11 10c, d,
Pag. 52).

11.6 Discusion

Las poblaciones de E. terscheckii presentaron una alta diversidad genética estructurada
latitudinalmente. Estudios de genética de poblaciones en cactus columnares que evaluaron la
variacion genética utilizando isoenzimas, también evidenciaron patrones de elevada
diversidad (Tabla Il. 11, P4g. 65-66). La diversidad genética (Hg) en E. terscheckii oscil6 en
valores poblacionales medios entre 0,32 a 0,573, lo cual se asemeja a lo encontrado en otro
cactus columnar (Stenocereus pruinosus) con la mayor diversidad reportada hasta la
actualidad (He = 0,583, Tabla II. 11, P4g. 65-66). Los cactus columnares son especies
longevas, por lo general con altas tasas de exogamia, y dispersion a larga distancia de semillas
y polen mediada por animales. Estos rasgos de historia de vida han sido asociados con una
alta diversidad genética en las plantas vasculares y en particular en cactus columnares (Nassar
et al. 2003, Moraes et al. 2005). Ademas, la alta diversidad genética también se ha asociado a
grandes tamafios poblacionales y distribucion continua (Nassar et al. 2003). La moderada
divergencia entre las poblaciones de E. terscheckii (Fst = 0,12, Nm = 1,83) es similar a otros
cactus columnares polinizados por murciélagos e insectos (Tabla Il. 11, Pag. 65-66). La
relativamente moderada divergencia entre las poblaciones de cactus columnares parece estar
relacionada con la polinizacion mediada por animales y los sindromes de dispersion de
semillas. Sin embargo, se necesitan mas estudios para determinar su papel efectivo sobre la
estructura genética de las poblaciones.

En general, la diferenciacion interpoblacional en cactaceas se relaciono con la accion
de deriva génica, escaso flujo de genes y endogamia (Nassar et al. 2001, Moraes et al. 2005).
La autofecundacion es probablemente rara, por cuanto E. terscheckii es auto-incompatible
(Ortega-Baez et al. 2010) y esto se ve reflejado en un indice de endogamia Fis= 0,11 no
significativo distinto de cero. Sin embargo, el déficit de heterocigotas para el 40% de los
analisis de desvio de las condiciones de equilibrio, puede ser el resultado de la endogamia
biparental debido al establecimiento de individuos genéticamente relacionados en las
proximidades. Los analisis de la estructura genética a escala fina dentro de las poblaciones de

E. terscheckii mostraron un efecto significativo de la distancia asociado a la cobertura vegetal
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y a las condiciones ambientales en diferentes sitios de la distribucién de la especie (Ver
capitulo I11).

Los modelos de nicho mostraron que las condiciones climéticas durante el UMG en el
sur permitieron la persistencia local, asi como en sitios cercanos de baja altitud. En contraste,
las areas idoneas del norte fueron en general reducidas y posiblemente ubicadas en zonas
alejadas en las tierras bajas al este del Chaco Saltefio. Por lo tanto, las poblaciones actuales
del norte son el resultado de la subsistencia local en poblaciones pequefias que resistieron las
condiciones del UMG y/o que sufrieron los efectos de la dispersion a larga distancia. En
cualquiera de los casos, las poblaciones del norte sufrieron deriva genética y efectos
fundadores que erosionaron la diversidad genética. No obstante, las condiciones ambientales
durante el Holoceno-Medio mejoraron en el norte mientras se deterioraron en el sur. Como
consecuencia de ello, muchas poblaciones del sur probablemente se extinguieron localmente
manteniendo la variacion genética y la cohesion que puede verse reflejada, por una
divergencia genética significativamente menor a través del valor de Fst en comparacion con
las del norte.

La presencia de la sierra del Aconquija localizada a ~ 27°S podria ser en parte
responsable de las diferencias entre ambos grupos estructurados latitudinalmente. La sierra
del Aconquija es una barrera orografica que comenzé su elevacién durante los ultimos 6 Ma
(Ramos et al. 2002, Strecker et al. 2007). Actualmente forma un paisaje prominente sobre sus
Ilanuras adyacentes, alcanzando elevaciones mayores de 5 km (Bonnet 2009) y representa una
barrera topogréafica importante para el flujo de humedad procedente del Océano Atlantico: el
flanco este recibe mucha mas precipitacion (> 2myr™) que el flanco oeste (Sobel et al. 2003),
destacandose el papel relevante de la tectonica en la evolucién del clima en esta parte de los
Andes (Coutand et al. 2006).

Los patrones fijados en las secuencias de ADN nuclear y del cloroplasto analizadas,
mostraron una significativa estructura genética al norte y sur de los 26-27°S que se
correlacion6 con la presencia de la sierra del Aconquija y su efecto sobre el clima. La
datacion molecular de tal divergencia no pudo estimarse, debido a la ausencia de
polimorfismo dentro de cada grupo. Probablemente estos dos grupos divergieron de un
ancestro comun ampliamente distribuido, consecuencia de una barrera orografica que excluyé
la influencia de la humedad, sobre todo en las poblaciones del norte. En consecuencia las
poblaciones del linaje sur tuvieron una influencia mas continua de las precipitaciones lo que
resultd en poblaciones mas estables. Esto se refleja en la mayor variacion isoenzimatica en el

sur lo cual convierte a estas poblaciones en reservorio a largo plazo de la diversidad genética.
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Nassar et al. (2001) en un estudio con Melocactus curvispinus también han atribuido la alta
diversidad isoenzimética observada en algunas poblaciones como parte de una vegetacion
arida mas amplia durante el UMG, y las poblaciones menos diversas son explicadas por haber
sufrido efecto de deriva genética.

La presencia de variantes genéeticas unicas del ADN del cloroplasto en las poblaciones
sur de Podocarpus parlatorei también fueron interpretadas como refugios a largo plazo
(Quiroga et al. 2012, Quiroga y Premoli 2013). En contraste, el area ocupada por las
poblaciones del norte de E. terscheckii se encuentra a sotavento de la Sierra del Aconquija y
por lo tanto probablemente sufrieron de hiperaridez. Sin embargo, la retencion de variantes
conservadas en las secuencias del ADNc e ITS, concordantes con los grupos norte y sur
producidos por el analisis de cluster, y la presencia de alelos Unicos en ambos grupos de
poblaciones apoyan la idea de persistencia a larga plazo de E. terscheckii en todo el rango.

Por lo tanto, la reducida diversidad isoenzimatica en el norte, no es consecuencia de la
migracion desde el sur, sino reflejo de los efectos de la deriva en esas poblaciones. Por lo
tanto, estos resultados proveen evidencia de refugios multiples durante el UMG como lo
sugerido para taxones microtérmicos (resistentes al frio) que habitan areas templadas. Estos
persistieron localmente durante los periodos frios (Premoli 1998, Premoli et al. 2000) y que
las principales respuestas bioticas a los cambios climaticos implicaron persistencia y
capacidad de recuperacion, en lugar de migracion a grandes distancias (Byrne 2008). La
moderada divergencia medida por Fsr la cual es asociada con la distancia geografica entre
poblaciones, fue significativa (test de Mantel) sugiriendo que las expansiones poblacionales
se produjeron a partir de poblaciones localmente cercanas dentro de cada sector norte y sur.

Estos resultados muestran que la aridez climatica global del UMG produjo efectos
diferenciales en las poblaciones de E. tercheckii localizadas a diferentes latitudes debido a la
presencia de cadenas montafiosas que intensificaron la influencia de la sequia.

El modelado de las condiciones del Holoceno-medio produjo una reduccion
significativa de la idoneidad en todo el rango de E. terscheckii. Las condiciones 6ptimas del
Holoceno-Medio mejoraron la ocupacion de E. terscheckii en especial de la zona norte que a
su vez alcanzd elevaciones mas altas (Fig. Il. 11, Pag. 53). Durante este periodo, varias
localidades en el noroeste de Argentina y los Andes Tropicales parecen haber retenido
condiciones mas humedas, en su mayoria ubicadas en las altas elevaciones o cercanas a rios y
lagos (Tchilinguirian y Morales 2013). El clima de los Andes tropicales es el resultado de un
equilibrio entre los vientos del este que permite la entrada de humedad del Amazonas durante

el verano austral (diciembre-marzo) y el desplazamiento hacia el norte de los vientos del oeste
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que moderan la humedad proveniente del este (Tchilinguirian y Morales 2013). Por lo tanto,
la influencia de los vientos del oeste en el Holoceno-Medio podria haber fomentado la
expansion de las poblaciones a barlovento del norte, mientras que favorecié probablemente a
otras especies en el sur, por ej. bosques transicionales que afectaron por competencia a las
poblaciones de tierras bajas de E. terscheckii en el sur, reduciendo asi su &rea de distribucién
natural. Esto es coherente con los resultados que proporcionan evidencia de cuellos de botella
genéticos y aumento de la endogamia en las poblaciones del sur como resultado de
disminucion de los tamafios poblacionales. Por el contrario, las poblaciones del norte han
sufrido una dinamica de contraccién-expansion que resultd en una reducida diversidad
genética y baja endogamia. Esto puede ocurrir en poblaciones historicamente pequefias donde
la seleccion puede favorecer a individuos menos endogamicos, es decir, individuos que no
llevan alelos deletéreos homocigdticos. Por lo tanto, la retraccion del rango de principios a
mediados del Holoceno ha promovido la divergencia genética entre los grupos de poblaciones
norte y sur, fechadas por isoenzimas en aproximadamente 10.000 afios BP.

Las variantes fijadas de las secuencias de ADN nuclear y del cloroplasto, junto con el
analisis multivariado de cluster que produjo dos grupos latitudinalmente estructurados y la
presencia de variantes isoenziméticas Unicas en cada sector sugieren diferentes unidades
evolutivas significativas que merecen acciones de conservacion separadas. El gradiente de
diversidad genética con una mayor variacion isoenzimatica, pero con el aumento de la
endogamia debido a los cuellos de botella recientes en el sur, requiere a su vez, la necesidad
de disefiar acciones de conservacion para proteger su potencial evolutivo, particularmente en
areas donde la expansién de tierras para la agricultura puede amenazar la persistencia de E.

terscheckii.
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11.7 Figuras y tablas
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Fig.11.1: Gel de almiddn con tincion para la enzima Pgi. Se muestra la codificacion de los loci

para Echinopsis terscheckii.

Fig.11.2: Visualizacion de bandas amplificadas por PCR para las tres regiones del ADNc y
nuclear (ITS1-2).
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Fig.11.3: Variacion de parametros genéticos dentro de las poblaciones para 15 loci
isoenzimaticos en 24 poblaciones de Echinopsis terscheckii con la latitud: a) Na nimero
promedio de alelos por locus b) Ng nimero efectivo de alelos por locus ¢) P porcentaje de
polimorfismo criterio sensu stricto d) He Heterocigosis esperada y con la altitud: €) He

Heterocigosis esperada f) Ng nimero efectivo de alelos por locus.
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Fig.11.4: Correlacion de divergencia genética para valores Fsr linearizados [Fst/ (1 - Fst)] ¥y

distancias geogréaficas entre todos los pares de poblaciones de Echinopsis terscheckii.
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Fig.11.5: Analisis multivariado de cluster (UPGMA) de la distancia genética no sesgada de
Nei (1978) de las 24 poblaciones de Echinopsis terscheckii analizadas con marcadores
isoenzimaticos. Los grupos norte y sur nuclean a la mayoria de las poblaciones. La poblacion
A esta presente en la latitud 27° S mientras que la poblacién MN en el extremo este del grupo

norte y la poblacion T es la méas autral de la distribucion.
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Fig.11.6: Alineamiento de secuencias para las regiones del ADNc y nuclear de Echinopsis
terscheckii. Se muestra 1 individuo por poblacion y las sustituciones e indels para cada
haplotipo.
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Fig.11.7: Distribucién geografica de los haplotipos concatenados del ADN del cloroplasto y
nuclear de Echinopsis terscheckii. Los circulos rojos y verdes representan haplotipos norte y
sur, respectivamente. Los colores de fondo azul representan las precipitaciones anuales mas

altas disminuyendo hacia las laderas occidentales.
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Fig.11.8: Distribucion Mismatch por pares de haplotipos de ADN del cloroplasto e ITS en las
poblaciones de Echinopsis terscheckii. Las frecuencias esperadas y observadas de las

diferencias entre pares en un modelo poblacional de crecimiento/declinacion se indican con
lineas solidas y discontinuas, respectivamente.
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Fig. 11.9 Modelos de distribucion de Echinopsis terscheckii que muestran la idoneidad potencial durante a) UMG (22.000 afios BP), b)
Holoceno-Medio (aproximadamente 6000 afios BP), y ¢) moderno (preindustrial). Los valores de idoneidad para escenarios pasados representan
promedios de dos modelos climaticos globales (CCSM4 y MIROC-ESM). Los valores naranja-rojo representan una alta idoneidad, mientras que
el verde representa una baja idoneidad. Los puntos utilizados en el modelado se indican en negro.
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Fig. 11.10 EI cambio absoluto en la idoneidad se compara con el moderno preindustrial para a) UMG y b) Holoceno-Medio donde los colores

naranja-rojo representan las pérdidas de idoneidad y los colores azules ganancia en idoneidad. Los diagramas de cajas representan el cambio

porcentual en la idoneidad (en comparacion con el moderno preindustrial) en los sitios de localizaciones de entrenamiento durante b) UMG y d)

Holoceno medio. Los diagramas superior e inferior en b) y d) representan la distribucion del % de cambio de idoneidad en las ubicaciones del

sitio de entrenamiento de E. terschekii del norte (<27 ° S) y del sur (> 27 ° S).
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Echinopsis terscheckii.
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Tabla 11.1: Ubicacién geografica de las poblaciones analizadas de Echinopsis terscheckii y
numero de individuos por poblacion analizados para isoenzimas y para las regiones: trnH-
psbA, psbM-psbA, trnS-trnG e ITS1-2.

Tamafio Tamario
. - . . . muestral
No. ID Poblacion Provincia Latitud Longitud Altitud muesFraI ADNC/
Isoenzimas ITS1-2
1.LH Las Higuerillas ~ Salta 24° 49" 65° 17 1.204 28 2/2
2.0TB Qda. del Toro Salta 24°51' 65°42' 1.784 33 212
3.LP La Pedrera Salta 24° 53" 65°21' 1.176 74 6/6
4.QES Sunchal Salta 25° 09" 65°43 1.827 33 212
5.QEP Qda. Escoipe Salta 25° 11" 65°47 2.263 28 2/2
6.CC Cabra Corral Salta 25° 18" 65°20' 1.082 31 2/2
7.MN Metan Salta 25° 14" 64°55' 737 27 2/5
8.AL Alemania Salta 25° 37" 65°38' 1.229 31 212
9.RC Rio Colorado Salta 26° 05" 66°00' 1.832 30 212
10.TRAN Trancas Tucuman  26° 24" 65°20' 809 21 2/5
11.PD Pefia Divisadero Salta 26° 06' 66°01' 1.896 30 2/2
12.B Belen Catamarca 27°35" 67°00' 1.360 30 212
13.L Londres Catamarca 27°41' 67°10' 1.366 29 212
14.A Andalgala Catamarca 27°38' 66°12' 1.053 30 2/2
15.M La Merced Catamarca 28°12' 65°38' 843 30 212
16.SF San Fernando Catamarca 28°29" 65°50' 817 30 212
17.SP San Pedro La Rioja 28° 40" 66°56' 1.514 30 2/2
18.C Cebila La Rioja 28° 44" 66° 21 1.197 30 212
19.F Famatina La Rioja 28°59" 67°29' 1.289 29 212
20.LC Los Colorados  LaRioja 29°56' 67°06' 660 24 2/2
21.P Padercitas La Rioja 29° 23" 66°57 790 30 212
22.H Huaco La Rioja 29° 10" 67°02 1.215 30 2/2
23.VF Valle Fertil SanJuan  30°38" 67° 30 873 30 212
24.T Tumanas San Juan 30°57" 67°18' 774 30 212
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Tabla 11.2: Sistemas buffer y loci putativos empleados para el estudio de la variabilidad
genética mediante isoenzimas de Echinopsis terscheckii. Los loci en negrita fueron excluidos

del analisis por no haberse resuelto en varias poblaciones.

Corriente Tiempo de
Sistema pH (mA) corrida (h) Loci analizados

18 7 40 Ald
6 G2d
Idh

Mdh-1, Mdh-2, Mdh-3
CB 8 25 6 Gdh

Pgi-1, Pgi-2, Pgi-3
MC 7.5 50 6 Adh

Mnr-1, Mnr-2

Per

Pgm-1, Pgm-2

Skdh

55



Tabla I11.3: Marcadores universales de las regiones de ADN cloroplasto y nuclear probadas y

amplificadas en Echinopsis terscheckii para detectar polimorfismo intraespecifico.

Tamarnio del

Temperatura de producto de Grado de
Iniciador anclaje (°C) PCR (pb) variacion Referencia

Marcadores del

cloroplasto
psbH-psbB 48-57 doble bandas Hamilton 1999
psbM-trnD 48-50 350 polimorfico  Shaw et al. 2007
rpl32-trnL no amplificd Shaw et al. 2007
rps16-trnK 52 500 monomorfico Shaw et al. 2007
rps16-trnQ no amplificd Shaw et al. 2007
trnC-trnD-M 48-50 1700 monomorfico Demesure et al. 1995
trnD-trnT no amplific Demesure et al. 1995
trnF-trnVr no amplificd Dumolin-Lapegue et al. 1997
trnH-psbA 54 850 polimorfico  Hamilton 1999
trnLexon2-trnF 52 400 monomorfico Taberlet et al. 1991
trnS-trnfM-R no amplificd Demesure et al. 1995
trnS-trnG 51.5 1700 polimorfico  Shaw et al. 2005
trnT-trnL 48-52 350 monomorfico Taberlet et al. 1991

Marcadores

genomicos ITS
ITS1-ITS2 48-53 750 polimérfico  White et al. 1990
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Tabla I1.4: Parametros de diversidad genética intrapoblacional y para los dos grupos (Norte y Sur) de Echinopsis terscheckii a partir de
isoenzimas. Na: nimero promedio de alelos por locus, Ne: numero efectivo de alelos por locus, P (%): porcentaje de loci polimérficos bajo el

criterio sensu stricto, Ho y He heterocigosis observada y esperada, respectivamente. Las desviaciones estandar se muestran entre paréntesis.* P <

0,05, test de Mann-Whitney.

Grupo Localidad  Na Ne P (%) Ho He

LH 2,4 (0,3) 1,7(0,2) 86,7 0,419 (0,086) 0,337 (0,060)
N QTB 3,0 (0,3) 2,0 (0,2) 93,3 0,288 (0,064) 0,442 (0,055)
N LP 3,1(0,3) 1,9 (0,2) 86,67 0,337 (0,068) 0,397 (0,068)
N QES 2,6 (0,3) 1,8(0,2) 86,67 0,423 (0,101) 0,376 (0,064)
N QEP 2,8(0,2) 1,9 (0,2) 86,67 0,447 (0,092) 0,403 (0,062)
N cC 2,3(0,2) 1,8 (0,1) 86,7 0,449 (0,084) 0,374 (0,057)
N MN 3,5 (0,3) 2,6 (0,3) 100 0,403 (0,094) 0,573 (0,052)
N AL 2,2(0,2) 1,6 (0,1) 80 0,372 (0,078) 0,322 (0,057)
N RC 2,4 (0,3) 1,8(0,2) 80 0,398 (0,076) 0,361 (0,061)
N TRAN 2,3(0,3) 1,8 (0,2) 66,7 0,246 (0,092) 0,35 (0,075)
N PD 2,8 (0,3) 1,8 (0,1) 86,7 0,303 (0,080) 0,384 (0,056)
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Tabla I1.4. (Continuacion)...

Grupo Localidad Na Ng P (%) Ho He

S B 2,9 (0,3) 2,0(0,2) 80 0,385 (0,096) 0,398 (0,076)
S L 3,1(0,3) 2,2(0,2) 93,3 0,357 (0,085) 0,468 (0,061)
S A 2,8 (0,3) 2,1(0,2) 86,7 0,396 (0,088) 0,46 (0,058)
S M 3,1(0,3) 2,1(0,2) 100 0,475 (0,091) 0,481 (0,056)
S SF 2,9(0,2) 2,3(0,2) 100 0,528 (0,088) 0,527 (0,048)
S SP 3,0(0,3) 2,0(0,2) 93,3 0,36 (0,085) 0,47 (0,053)
S C 3,0(0,2) 2,2(0,2) 100 0,404 (0,082) 0,512 (0,048)
S F 3,5(0,3) 2,4 (0,2) 93,33 0,39 (0,079) 0,517 (0,065)
S LC 3,2(0,4) 2,3(0,3) 93,33 0,382 (0,089) 0,461 (0,073)
S P 3,1(0,2) 2,0(0,2) 100 0,416 (0,080) 0,462 (0,049)
S H 3,1(0,2) 2,2(0,2) 100 0,486 (0,070) 0,511 (0,046)
S VF 3,0(0,2) 2,3(0,2) 93,3 0,322 (0,081) 0,543 (0,047)
S T 3,2(0,3) 2,5(0,2) 93,3 0,326 (0,070) 0,557 (0,051)
Norte 2,67 (0,82)* 1,90 (0,06)* 85,45 (2,51)* 0,37 (0,02) 0,39(0,01)*
Sur 3,07 (0,07)* 2,23(0,06)* 94,36 (1,66)* 0,40 (0,02) 0,49 (0,01)*
Poblacién 2,89 (0,05) 2,07 (0,04) 90,28(1,70) 0,39 (0,02) 0,44 (0,01)
Especie 533(0,25) 2,23(0,19) 100 0,40(0,06) 0,51 (0,03)
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Tabla I1.5: Test y* para las frecuencias alélicas por locus para todas las poblaciones (*)
significativos <0,0001.

Locus N de 2

alelos X d.f.
ALD* 4 517,799 69
IDH* 4 853,834 69
G2D* 5 653,525 92
SKDH* 5 748,666 92
PER* 5 436,220 92
PGM1* 7 821,738 138
PGM2* 7 1214,016 138
MNR1* 5 708,422 92
MNR2* 5 682,378 92
PGI1* 6 612,362 115
PGI2* 6 859,622 115
PGI3* 5 785,729 92
MDH1* 6 813,675 115
MDH2* 6 1218,333 115
MDH3* 4 408,561 69
Totales 80 11334,880 1495
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Tabla 11.6: Coeficientes de endogamia dentro de las poblaciones, para 15 loci polimdrficos en 24 poblaciones de Echinopsis terscheckii. *: test

1, p <0,05.
Poblacion Ald G2d Idh Mdh-1 Mdh-2 Mdh-3 Mnr-1  Mnr-2 Per Pgm-1 Pgm-2 Pgi-1 Pgi-2 Pgi-3  Skdh
LH -0,088 -0,169 -0,349* -0,129 -0,064 -0,074 -0,043 0,067 -0,535* ;)436* -0,674* -0,021 -0,105
QTB 0,818* 0,747* -0,179 0,124* 0,448* 0,591* -0,8 0,675 -0,087 -0,41 -0,088* 0,251 0,536* 1*
LP -0,324* -0,059 -0,014 -0,253 0,082* 0,62* 0,266 0,441* 0,153* 0,077* -0,165* 0,512* 0,313*
QES 0,429 -0,067 0,209* -0,378* -0,103 0,11 ) -0,668* ) -0,643* 0,87* -0,026 0,685*

0,479* 0,326*

QEP 0,349 0,341* 0,041* -0,503* -0,235 0,307* -0,31 -0529 -0,362 -0,51* 0,32 -0,037 0,311*
CcC -0,083 -0,057 -0,127 -0,28* -0,27 0,014 -0,002 -0,2 -0,104 -0,536* -0,62* -0,437* 0,608*
MN 0,516* 0,836* 1* -0,383 -0,165 1* 0,115 -0,05 0,422 0,113 0,007* -0,304* 0,036 0,797 1~*
AL -0,102 -0,657* -0,272 -0,111 -0,04 0,495 -0,231 -0,088 -0,519* -0,193 -0,023 0,11
RC -0,081 -0,411* -0,137 -0,195 -0,146 -0,25 -051 -0,166 0,178 -0,138 0,297* 0,142
TRAN 0,399* 1~* -0,603* 1* 0,143 -0,333* -0,333 -0,248 0,921* 1*
PD -0,115 -0,513* 0,654* 0,246* 1* 0,869* -0,143 -0,141 0,176 -0,531* 0,216* 0,151 0,738*
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Tabla I1.6. (Continuacion)...

Poblacion Ald G2d Idh Mdh-1  Mdh-2 Mdh-3 Mnr-1 Mnr-2 Per Pgm-1 Pgm-2 Pgi-1 Pgi-2  Pgi-3 Skdh
B 0,863* -0,474* 0,649* 0,487* 0,167* 0,101* -0,244  0,028* -0,338* -0,108* 0,057* -0,034
L 1* 0,395* -0,379 0,546* -0,073 0,273* 0,648* 0,04 0432* 0,63* -0,481* -0,121 0,495* 1*
A 0,747* -0,105 -0,195* 0,048 -0,112* 0,842* 0,905* 0,54* 0,17 -0,582* -0,373* -0,07* 0,537*
M 0,355* 0,695* 0,927* -0,37 -0,168 -0,434* 0,495* 1* -0,079 -0,224  -0,531* -0,384* -0,081 0,274  -0,036
SF 0,443* 0,542* 0,8* -0,499* -0,168 -0,035* -0,423* 1* 0,004 -0,217* 0,044 -0,43* 0,094 -0,255 0,464*
SP -0,159* 0,925* 0,304* -0,208 0,352  1* 1* 0,695* -0,149* -0,122* -0,164 -0,153* 0,666* 0,465*
-0,039  0,641* 0,235 -0,227 -0,132 -0,437* 1* 1* 0,304 0,541* 0,18* -0,282* 0,078 0,376* 0,856*
F 1* -0,025 0,143  -0,036 0,502* 0,223* 1* 0,563* -0,193* 0,208 -0,318 -0,124 0,05 0,717*
LC 1* 0,538* 0,079  -0,067 1* -0,043 1* 0,195* 0,002* -0,101* -0,223 0,095 -0,634 0,5*
P -0,096 0,257 0,346 -0,455 -0,034 0,015 -0,306 0,937* 0,658* -0,575 0,366* -0,371 -0,087* 0,435* 0,46*
-0,184  0,756* 0,216* -0,355 -0,121 0,362* -0,087* 0,251 -0,12 -0,241  0,036* -0,253 0,087* 0,169  0,486*
VF 1* 0,828* -0,009 0,072 0,362* 0,658* 1* 0,495* 0,888*  0,406* -0,561* -0,156 -0,138* 1*
T 0,234  0,831* 0,423* 0,123 -0,25 0,025 1* 1* 0,616* -0,123* -0,205 -0,001* 0,55* 1*
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Tabla 11.7: Resumen del analisis de AMOVA para 24 sitios muestreados de Echinopsis terscheckii.

grados de suma de cuadrados varianza %o de
Fuente de variacion libertad cuadrados medios estimada variacion
Entre poblaciones 23 717,478 31,195 0,890 20
Dentro de
poblaciones 724 2590,180 3,578 3,578 80
Total 747 3307,658 4,467 100
PhiPT=0.199 valor de P<0,001

Tabla 11.8: Test Bottleneck por medio de exceso de heterocigotos en 15 loci en 24 poblaciones de Echinopsis terscheckii ordenados por sectores

latitudinales.
Sector Deficiencia Exceso Proporcion de poblaciones
Norte 13 (6%) 54 (26%) 5/11
Sur 12 (6%) 128 (62%) 10/13
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Tabla 11.9: Sitios variables de las 44 secuencias de ADN concatenadas de tres regiones del cloroplasto y la region nuclear ITS de
Echinopsis terscheckii.

Cloroplasto ITS
INDEL SUBSTITUCION INDEL SUBSTITUCIONES INDEL
Posicion
sequencia 108-179 489 491-495 665 894 1259 1277 1307 1314 1315-1317 469
H1-Norte  TTTTTAAAAAAAAAAGTTAAAAAG T ATACC T G G A G C GGG T
AAGATATCATATAGAATCATTTCA
TACTAAATAAAAATTTATACATAC
H2-Sur G e A A T G A T C

63



Tabla 11.10: Parametros de diversidad para las secuencias de ADN en 3 regiones no codificantes del cloroplasto (HA, MD, SG), nuclear ITS
(ITS1-2) y regiones concatenadas, en 22 poblaciones de Echinopsis terscheckii. La longitud del alineamiento se indican en pares de bases (bp),
contenido CG (CG%), Ps: nimero de sitios polimérficos, I: nimero de indels, h: diversidad haplotidica, n: diversidad nucleotidica. Los errores

estandar estan en paréntesis.

Region DNA Tamafio _
Haplotipos CG% Ps | h T
(bp)

HA 196-268 2 28,7 1 1 0,507(0,019) 0,0026 (0,0001)
MD 368-373 2 39 2 1 0,507(0,019) 0,0026 (0,0001)
SG 680-683 2 321 7 1 0,507 (0,019) 0,0052 (0,0002)
ITS1-2 614 2 69,9 1 0 0,507 (0,019) 0,0008 (0,0000)
HA MD_SG_ITS1-2  1861-1938 2 455 11 3 0,507 (0,019) 0,0030 (0,0001)
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Tabla 11.11: Diversidad isoenzimética en cactaceas columnares, modificado de Figueredo et al. 2010. N: Tamafio de la muestra, P %: porcentaje

de polimorfismo, Ap: nimero promedio de alelos por locus polimoérfico, He: heterocigosis esperada (diversidad genética), D: Divergencia entre

poblaciones (Fst 0 Gst); S = silvestre; M = manejo in situ; C=cultivado. A: amplia; R: rara.

Especies N P % Ap He D Distribucion Pais Polinizadores Referencia
Carnegiea gigantea 16 93,3 2,79 0,129 0,075 A México Murciélagos /aves/abejas Hamrick et al. 2002
Cereus repandus 14 94,1 3,69 0,242 0,126 A Venezuela  Murciélagos Nassar et al. 2003
Echinopsis terscheckii 24 100 5,33 0,507 0,12 A Argentina  Noctuidae/Sphingidae/abejas Este estudio
Escontria chiotilla 3S,3M,3C 35,9 15 0,122 0,075 A México Abejas/colibries Tinoco et al. 2005
Facheiroa squamosa 1 93 2,53 0,401 - R Brazil Moraes et al. 2005
Lophocereus gatesii 1 65 2 0,153 - R Nason et al. 2002

B Polillas nocturnas (Upiga
Lophocereus schottii 21 90 3038 0,226 0,431 A USA Nason et al. 2002

virescens)

Pachycereus pringlei 19 91,7 3,14 0,212 0,076 A USA Murciélagos /aves/ abejas Hamrick et al. 2002
Pilosocereus aureispinus 1 71 2,53 0,284 - R Brazil Murciélagos /colibries/abejas Moraes et al. 2005
Pilosocereus lanuginosus 10 91 3,52 0,274 0,043 A Venezuela  Murciélagos Nassar et al. 2003
Pilosocereus machrissi 6 79 5,31 0,38 0,281 R Brazil Murciélagos /colibries/abejas Moraes et al. 2005
Pilosocereus tillianus 2 100 2783 0,352 0,028 Venezuela  Murciélagos /aves Z;glL;eredo etal
Pilosocereus viloboensis 1 71 3,33 0,292 - R Brazil Murciélagos /colibries/abejas Moraes et al. 2005
Polaskia chende 5S,3M 93,3 2,9 0,479 0,135 R México Abejas Contreras Negrete

etal. 2014
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Tabla 11.11 (Continuacion)...

Especies N P % Ap He D Distribuciéon Pais Polinizadores Referencia
Polaskia chichipe 3S,3M,3C - - 0,495 0,067 R México Abejas/colibries/Sphingidae  Casas et al. 2007
Praecereus euchlorus 6 88 4,33 0,443 0,484 R Brazil Murciélagos /colibries/abejas  Moraes et al. 2005
o o Molina Freaner y Clark-Tapia
Stenocereus eruca 8 46,2 1,48 0,154 - R México Sphingidae 2005
Stenocereus griseus 15 100 3,5 0,182 0,092 A Venezuela Murciélagos Nassar et al. 2003
. o Clark-Tapia y Molina Freaner
Stenocereus gummosus 12 75 1,96 0,26 0,1 A México Sphingidae 2003
Stenocereus pruinosus  3S,3M,3C 100 34 0,583 0,046 A México Murciélagos Parra et al. 2008
Stenocereus stellatus 3S,3M,3C - - 0,26 0,094 A México Murciéelagos /aves Casas et al. 2007
Stenocereus thurberi 20 84 3,42 0,201 0,128 A México Murciélagos /aves/abejas Hamrick et al. 2002
Weberbauerocereus . ]
. 1 67 2,25 0,257 - A Perl Murciélagos/colibries Sahley 1996
weberbaueri
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Apéndice I1.1:
Protocolo de extraccion de ADN para muestras con alto contenido de polisacaridos (Adaptado
de Doyle y Doyle 1990, Dumolin et al. 1995).

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

1. Agregar 7,5 mg de DTT (H) y 0,01 g de PVP 40000 (TA) por cada 1 mL de buffer de
extraccion. Calentar el buffer de extraccion a 55°C.

2. Colocar aproximadamente 0,025g de tejido parenquimatico molido con nitrégeno liquido,

en tubos de 1.5 ml.

3. Agregar 1 mL de buffer de extraccion en cada tubo y mezclar bien.

4. Incubar en bafio a 55° C durante 1 hora. Homogeneizar por inversion del tubo cada 15 min.
5. Sacar los tubos del bafio y dejarlos 10 min para que se enfrien.

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

7. Centrifugar 10 min a 1.3000 rpm. Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo cuidando de no

pipetear la interfase.
8. Repetir pasos 6y 7.

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

10. Centrifugar 15 min a 1.3000 rpm. Remover el isopropanol cuidando de no perder el pellet
y secar los tubos durante 1 hora sobre papel de filtro a TA.

11. Agregar 1 mL de etanol 76% (H), mezclar suavemente.

12. Centrifugar 15 min a 13.000 rpm. Remover el sobrenadante cuidadosamente y secar los

tubos durante 1 hora sobre papel de filtro.
13. Agregar 50-100 pL de buffer TE 1X (TA) o buffer Ae (TA).

Buffer de extraccion de ADN
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Para preparar 1000ml:

ATMAB (Alkyltrimethyl Ammonium Bromide) — Sigma M7635 20 gr
*EDTA0,5M pH 840 mL

*Tris HCI 1 M pH 8 100 mL

*NaCl 5 M 280 mL

H.0 destilada llevar a 1.000 mL

* Autoclavar antes de preparar el buffer. Disolver el ATMAB en bafio a 55°C. Autoclavar el

buffer de extraccion una vez preparado.
Buffer TE 10X (Solucién stock)

Tris 100 mM 12,11 gr

EDTA 10 mM 3,72 gr

H,O destilada 1.000 mL

Agregar 20 mg/mL de ARNasa

Solucion NaCl 5M (para preparar 1.000 ml)
Nacl 292,2 gr

H,0 destilada 1.000 mL
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Apéndice 11.2: Frecuencias alélicas para Echinopsis terscheckii. En negrita alelos Gnicos dentro de cada grupo.

Poblaciones Grupo Norte Grupo Sur
Locus LH QTB LP QES QEP CC MN AL RC TRAN PD B L A M SF SP C F LC P H \i= T
Ald1l 0,019 0,037 0,214 0,267 0,093 0,167 0,037 0,040 0,353 0,017
Ald1-2 0,904 0,407 0,669 0,583 0,714 0,692 0,600 0,907 0,925 0,690 0,897(1,000 1,000 1,000 0,907 0,817 0,580 0,471 1,000 1,000 0,767 0,845 1,000 0,482
Ald1-3 0,077 0,463 0,304 0,417 0,071 0,308 0,133 0,075 0,143 0,103 0,056 0,183 0,380 0,176 0,217 0,155 0,375
Ald1-4 0,093 0,027 0,143
G2d1 0,080 0,222
G2d1-2 0,045 0,054 0,119 0,077 0,042 0,433 0,345 0,345 0,260 0,154 0,120 0,087 0,083
G2d1-3 1,000 0,864 0,927 0,938 0,911 0,946 0,595 1,000 1,000 0,769 1,000|1,000 0,792 0,533 0,655 0,655 0,620 0,731 0,640 0,933 0,808 0,684 0,652 0,500
G2d1-4 0,121 0,027 0,063 0,089 0,214 0,154 0,167 0,033 0,120 0,115 0,160 0,067 0,192 0,316 0,261 0,194
G2d1-5 0,015 0,071
Idh1 0,054 0,233 0,214
Idh1-2 0,500 0,091 0,185 0,113 0,077 0,483 0,333 0,333 0,483 0,483 0,339 0,093 0,310 0,550 0,300 0,352 0,232
Idh1-3 0,478 0,848 0,986 0,848 0,759 0,887 0,885 0,517 1,000 1,000 1,000|0,633 0,574 0,517 0,650 0,517 0,607 0,722 0,621 0,619 0,433 0,467 0,426 0,321
Idh1-4 0,022 0,152 0,014 0,061 0,056 0,038 0,033 0,093 0,350 0,185 0,379 0,071 0,017 0,222 0,232
Mdh1 0,161 0,350 0,288 0,175 0,381 0,167 0,150
Mdh1-2 0,018 0,150 0,101 0,348 0,464 0,227 0,357 0,121]0,333 0,348 0,096 0,107 0,196 0,125 0,200 0,071 0,214 0,208 0,225
Mdh1-3 0,214 0,100 0,268 0,091 0,107 0,233 0,273 0,032 0,143 0,362 ,204 0,239 0,135 0,357 0,304 0,100 0,300 0,238 0,286 0,458 0,413 0,188 0,250
Mdh1-4 0,268 0,400 0,601 0,348 0,125 0,367 0,364 0,758 0,357 0,500 0,431]0,407 0,283 0,212 0,482 0,500 0,475 0,325 0,262 0,214 0,458 0,261 0,438 0,350
Mdh1-5 0,339 0,029 0,212 0,304 0,400 0,136 0,210 0,018 0,227 0,086|0,056 0,130 0,269 0,054 0,150 0,048 0,214 0,083 0,196 0,025
Mdh1-6 0,125 0,273 0,150 0,071 0,130
Mdh2 0,071 0,033 0,020 0,177 0,019 0,069 0,017 0,050 0,050
Mdh2-2 0,161 0,250 0,230 0,045 0,214 0,081 0,148 0,190 0,052 0,138 0,466 0,300 0,250 0,300 0,034 0,063 0,033 0,033 0,200 0,200
Mdh2-3 0,768 0,717 0,709 0,318 0,643 0,710 0,222 0,724 0,845 1,000 0,586|1,000 0,500 0,700 0,733 0,650 1,000 0,883 0,966 0,938 0,967 0,867 0,750 0,800
Mdh2-4 0,041 0,530 0,143 0,032 0,130 0,017 0,103 0,155 0,034 0,117 0,100
Mdh2-5 0,106 0,222 0,121
Mdh2-6 0,259
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Apeéndice 11.2 (Continuacién)...

Locus LH QTB LP QES QEP CC MN AL RC TRAN PD B L A M SF SP C F LC P H VF T
Mdh3 0,057 0,227 0,089 0,357 0,017 0,056 0,111 0,074 0,167 0,315 0,052 0,067 0,406 0,175 0,125 0,154 0,067 0,188 0,159
Mdh3-2 0,940 1,000 0,586 0,519 0,636 0,643 0,643 0,950 0,796 0,444 0,796]0,950 0,563 0,352 0,483 0,600 0,594 0,450 0,825 0,750 0,788 0,733 0,583 0,773
Mdh3-3 0,060 0,357 0,481 0,136 0,268 0,033 0,148 0,444 0,130(0,050 0,271 0,333 0,431 0,183 0,375 0,050 0,250 0,058 0,200 0,188 0,068
Mdh3-4 0,034 0,150 0,042

Mnrl 0,016

Mnr1-2 0,274 0,221 0,435 0,208 0,321 0,167 0,433]0,350 0,071 0,250 0,367 0,250 0,267 0,333 0,293 0,042 0,017 0,050 0,033 0,300
Mnr1-3 0,593 0,500 0,770 1,000 1,000 0,646 0,565 0,792 0,679 0,833 0,567|0,650 0,893 0,717 0,367 0,383 0,733 0,633 0,500 0,958 0,750 0,717 0,383 0,333
Mnr1-4 0,407 0,210 0,008 0,354 0,036 0,033 0,267 0,367 0,033 0,207 0,233 0,233 0,283 0,267
Mnr1-5 0,300 0,100
Mnr2 0,033 0,200
Mnr2-2 0,048 0,054 0,183 0,033 0,450 0,280
Mnr2-3 0,958 0,926 1,000 1,000 1,000 0,833 0,952 0,813 0,800 1,000 0,850/0,867 0,946 0,783 0,967 0,900 0,846 0,964 0,893 0,864 0,517 0,707 0,786 0,520
Mnr2-4 0,042 0,074 0,167 0,188 0,200 0,150 0,067 0,100 0,154 0,036 0,107 0,136 0,033 0,293 0,214
Mnr2-5 0,067

Perl 0,033 0,036 0,037 0,043 0,109 0,158 0,135 0,017

Perl-2 0,167 0,147 0,250 0,063 0,387 0,125(0,250 0,352 0,207 0,370 0,096 0,100 0,109 0,130 0,211 0,192 0,397 0,125 0,107
Perl-3 0,833 0,615 0,490 0,481 0,571 0,717 0,438 0,613 0,542 1,000 0,875|0,607 0,611 0,707 0,543 0,596 0,760 0,565 0,478 0,395 0,615 0,500 0,500 0,571
Perl-4 0,385 0,235 0,463 0,405 0,375 0,458 0,107 0,086 0,043 0,308 0,140 0,326 0,196 0,237 0,058 0,086 0,375 0,321
Perl-5 0,127 0,056 0,024 0,125 0,087

Pgm1 0,036 0,147

Pgm1-2 0,017 0,125 0,269 0,323 0,083 0,286 0,091 0,088 0,237 0,206 0,214
Pgm1-3 0,283 0,100 0,406 0,308 0,339 0,156 0,274 0,406 0,118(0,292 0,107 0,143 0,269 0,250 0,353 0,079 0,200 0,235 0,321
Pgm1-4 0,575 0,700 0,515 0,469 0,423 0,419 0,313 0,403 0,594 0,417 0,853]0,458 0,321 0,409 0,425 0,429 0,615 0,659 0,382 0,474 0,450 0,412 0,464 1,000
Pgm1-5 0,425 0,277 0,242 0,125 0,167 0,029(0,167 0,214 0,273 0,300 0,214 0,115 0,176 0,158 0,350

Pgm1-6 0,108 0,156 0,417 0,036 0,318 0,275 0,214 0,053

Pgm1-7 0,250

70



Apeéndice 11.2 (Continuacién)...

Locus LH QTB LP QES QEP CC MN AL RC TRAN PD B L A M SF SP C F LC P H VF T
Pgm2 0,146 0,188

Pgm2-2 0,269 0,115 0,208 0,156

Pgm2-3 0,464 0,288 0,132 0,310 0,308 0,200 0,267 0,019 0,250 0,188|0,370 0,231 0,017 0,038 0,346 0,021 0,188 0,036 0,093

Pgm2-4 0,536 0,682 0,500 0,638 0,673 0,532 0,680 0,733 0,712 0,750 0,604|0,304 0,500 1,000 0,483 0,385 0,404 0,417 0,354 0,250 0,696 0,426 0,577 0,458
Pgm2-5 0,030 0,278 0,052 0,019 0,468 0,120 0,269 0,208 0,130 0,052 0,288 0,135 0,208 0,271 0,219 0,250 0,278 0,385 0,479
Pgm2-6 0,090 0,196 0,448 0,288 0,208 0,018 0,204 0,038 0,063
Pgm2-7 0,167

Pgil 0,207 0,179 0,179 0,121 0,154

Pgil-2 0,250 0,243 0,479 0,380 0,348 0,333 0,056(0,188 0,276 0,321 0,196 0,293 0,155 0,173 0,121 0,326 0,283 0,300 0,304 0,190
Pgil-3 0,429 0,154 0,143 0,020 0,500 0,065 0,563 0,222 0,056 0,278 0,250 0,018 0,143 0,224 0,138 0,154 0,259 0,152 0,117 0,117 0,161 0,241
Pgil-4 0,089 0,135 0,157 0,146 0,220 0,138 0,152 0,125 0,250 0,111 0,148|0,104 0,069 0,054 0,086 0,121 0,038 0,121 0,043 0,083 0,117 0,017
Pgil-5 0,482 0,308 0,457 0,375 0,380 0,362 0,326 0,313 0,444 05500 0,519|0,417 0,448 0,482 0,429 0,397 0,466 0,481 0,500 0,478 0517 0,467 0,536 0,552
Pgil-6 0,154 0,109 0,083 0,042

Pgi2 0,017 0,103
Pgi2-2 0,068 0,1000,409 0,018 0,034 0,207 0,196 0,107 0,304 0,310 0,033 0,183 0,231 0,155
Pgi2-3 0,308 0,205 0,415 0,145 0,313 0,150 0,326 0,121 0,176 0,050|0,091 0,429 0,431 0,293 0,339 0,304 0,250 0,089 0,214 0,133 ,367 0,288 0,345
Pgi2-4 0,673 0,727 0,451 0,855 0,583 0,850 0,478 0,674 0,672 0,294 0,725|0,500 0,554 0,534 0,483 0,464 0,554 0,654 0,571 0,476 0,450 0,417 0,481 0,397
Pgi2-5 0,019 0,134 0,104 0,304 0,207 0,265 0,125 0,036 0,09 036 0,183 0,033

Pgi2-6 0,217 0,265 0,200

Pgi3 0,033|0,045 0,268 0,150 0,111
Pgi3-2 0,094 0,167|0,409 0,519 0,037 0,357 0,105 0,310 0,340 0,286 0,385 0,114 0,450 0,222
Pgi3-3 0,905 0,750 1,000 0,975 0,964 1,000 0,500 1,000 1,000 1,000 0,700|0,500 0,442 0,759 0,643 0,421 0,690 0,660 0,411 0,577 0,568 0,722 0,400 0,667
Pgi3-4 0,095 0,156 0,025 0,036 0,313 0,100 0,045 0,038 0,204 0,474 0,036 0,038 0,318 0,278

Pgi3-5 0,188

Skdhl 0,034 0,056 0,029

Skdh1-2 0,016 0,031 0,036 0,188 0,136 0,276 0,020 0,352 0,088 0,080 0,500
Sskdh1-3 1,000 0,630 0,913 0,828 0,821 1,000 0,571 1,000 0,558 0,833 0,688|0,967 0,864 0,690 0,966 0,933 0,920 0,536 0,444 0,706 0,926 0,850 0,600 0,500
Skdh1-4 0,111 0,071 0,125 0,107 0,333 0442 0,111 0,125|0,033 0,034 0,067 0,060 0,464 0,148 0,147 0,074 0,133 0,320
Skdh1-5 0,259 0,016 0,036 0,095 0,056 0,029 0,017
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P,

Efecto del clima y la cobertura vé’gefal en la
estructura genética fina del cactus columnar
Echinopsis terscheckit
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111.1 Resumen

Los ambientes &ridos y semiaridos imponen condiciones extremas de temperaturas y humedad
que influyen en el reclutamiento de las poblaciones. La importancia de la vegetacion
circundante en estos ambientes actuaria favoreciendo el establecimiento y la supervivencia de
las plantulas debido a la generacion de micrositios favorables, mientras que la competencia
puede afectar a las poblaciones en ambientes climaticamente mas benignos.

El objetivo de este capitulo fue analizar como los diferentes climas y vegetacion afectan el
establecimiento y la estructura genetica espacial (EGE) a escala fina del cactus columnar
Echinopsis terscheckii. Se seleccionaron cuatro sitios en diferentes ambientes, ubicados a lo
largo de la distribucion de la especie y se tomaron datos de la cobertura vegetal mediante
parches digitalizados y a través de valores promedios del indice de vegetaciéon de diferencia
normalizada (NDVI). Se realizé un disefio de muestreo espacialmente explicito para mapear
los individuos y se tomé tejido parenquimatico para el analisis de electroforesis isoenzimatica
mediantel5 loci putativos. Se calcul6é la autocorrelacion espacial entre todos los posibles
pares de genotipos, asi como el numero de grupos y familias genéticamente homogéneos en
cada poblacion. La mayor cobertura vegetal (66%) y los mayores valores promedio de NDVI,
se midieron en la condicion mas humeda, que consisti6 en menos parches, de mayores
tamafios y mas distantes. Todas las poblaciones fueron genéticamente diversas y mostraron
EGE significativa. Se encontraron correlaciones positivas entre la distancia a la que se
alcanzaron los valores maximos de autocorrelacion y coancestria con el area de la vegetacion
y el tamafio del parche. También se asociaron valores NDVI mas altos a un menor nimero de
parches. Las poblaciones bajo una mayor precipitacion y cubierta de vegetacion consistieron
en individuos esparcidos que se agruparon a mayores distancias, mientras los parches de
vegetacion en climas aridos produjeron grupos de genotipos estrechamente relacionados a
pequefias distancias. Estos resultados apoyan la hipétesis genética del gradiente-estrés. Bajo
estrés hidrico, la facilitacion promueve el establecimiento debajo de la vegetacién esparcida
que resulta en la estructura familiar de escala fina. En los bosques xerdfilos climaticamente
benignos, la competencia por los recursos, por ejemplo la luz, resulta en individuos dispersos
Yy, por tanto, en vecindarios de escala gruesa.

Esta informacion es relevante para orientar esfuerzos de conservacion y/o restauracion, ya que
estima la escala espacial a la cual puede realizarse recoleccion de semillas para la

conservacion ex situ.
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111.2 Introduccién

Las condiciones ambientales extremas de temperatura y humedad de los ambientes
aridos y semiaridos, afectan el establecimiento y la supervivencia de numerosas plantas. Por
lo tanto, la necesidad de sitios seguros para la germinacion y el crecimiento temprano, asi
como el impacto de los herbivoros puede reducir en gran medida las posibilidades de
reclutamiento de nuevos individuos dentro de las poblaciones. La facilitacion (asociaciones
positivas entre plantas) determina que las plantulas de algunas especies se establezcan bajo las
copas de los individuos de otras especies, sindrome conocido como “nodricismo” (Valiente-
Banuet et al. 2002, Godinez-Alvarez et al. 2003, Holland 2012).

Varios estudios han informado este tipo de interacciones bioticas en la germinacion y
el reclutamiento de nuevos individuos en las poblaciones de cactaceas (Franco y Nobel 1989,
Valiente-Banuet y Ezcurra 1991, Mandujano et al. 1998, Godinez-Alvarez et al. 2003, Lopez
et al. 2007). Por ejemplo un estudio en el saguaro Carnegiea gigantea, un cactus columnar en
el desierto de Sonora al sur de los Estados Unidos y norte de México, mostr6 que una pequefia
proporcion de plantulas en lugares protegidos, como en superficies rocosas o debajo de
plantas nodrizas, pudieron sobrevivir, tanto a las condiciones ambientales extremas como al
escape de la herbivoria (Niering 1963). Las plantas nodrizas proporcionan proteccion contra
la radiacion y la pérdida de agua, disminuyen la temperatura del suelo, reducen la granivoria 'y
la herbivoria (Nobel 1980, Franco y Nobel 1989, Valiente-Banuet et al. 1991, Valiente-
Banuet y Ezcurra 1991, Godinez-Alvarez et al. 2003, Drezner 2006). Algunos cactus globosos
también se establecen en asociacion con sustratos rocosos (Peters et al. 2008) o bien las
cavidades rocosas pueden favorecer la permanencia de las semillas protegiéndolas de los
depredadores, como lo observado en el cactus columnar Pilosocereus leucocephalus
(Munguia-Rosas y Sosa 2008).

Varios estudios han proporcionado evidencia sobre los efectos positivos de la
vegetacion nodriza en el establecimiento de las plantas (Callaway 1997), particularmente en
los cactus (Franco y Nobel 1989, Valiente-Banuet y Ezcurra 1991, Mandujano et al. 2002,
Godinez-Alvarez et al. 2003, Peters et al. 2008). Algunos de esos estudios siguieron disefios
experimentales que pueden ser dificiles de llevar a cabo en las tierras secas debido a diversas
limitaciones para la produccion de semillas y las fluctuaciones climéticas que pueden tener un
gran impacto en el establecimiento. Por lo tanto, el papel de las plantas nodrizas en las tierras
secas se puede inferir a partir de estudios correlacionales que vinculan la co-ocurrencia de

individuos adultos de una especie determinada, en asociacion con otras plantas (por ejemplo,

74



de Viana 1996). En particular, se demostrd que las imagenes obtenida a partir de sensores
remotos, pueden usarse para estimar la coexistencia positiva de plantas, como la facilitacion,
mejor de lo esperado por azar (Xu et al. 2015).

Mientras que las plantas nodrizas en los entornos aridos y semiaridos pueden
favorecer el reclutamiento debajo de la cubierta vegetal, las condiciones severas de la matriz
circundante (espacios abiertos), pueden restringir la supervivencia y el crecimiento de las
plantulas. Por otro lado, la competencia por los recursos limitados también puede afectar la
distribucion de las plantas, particularmente en entornos ambientales mas benignos. La
relacion entre las interacciones vegetales y el estrés ha sido el objeto de distintos modelos
conceptuales. EI més conocido e influyente es la hipotesis del gradiente de estrés (HGE)
propuesta por Bertness y Callaway (1994). HGE propone que las relaciones de facilitacion y
competencia entre especies varian inversamente a lo largo de gradientes de estrés ambiental,
siendo las relaciones de facilitacion més frecuentes en situaciones de mayor estrés ambiental.

Aungue muchos estudios se han centrado en probar la hip6tesis HGE, no se investigd
ninguna asociacion sobre el efecto del estrés abidtico y bidtico sobre la estructura genética de
las poblaciones naturales. El efecto de las interacciones positivas y negativas de las especies a
lo largo de gradientes de recursos, en combinacion con patrones de flujo genético por medio
del polen y la dispersién de semillas, puede producir la agregacion espacial de individuos y
por lo tanto genotipos estrechamente relacionados (estructura genética espacial significativa)
en la vecindad de la planta madre, es decir, una estructura genética familiar (Hamrick y Nason
1996, Vekemans y Hardy 2004).

La distribucion de genotipos en el espacio se estudié en varias especies arboreas
mostrando en la mayoria de los casos, una existencia de estructuracion genética espacial, es
decir, el agrupamiento de genotipos estrechamente relacionados a pequefia distancia y
limitada dispersion de semillas de la planta madre, particularmente en especies que poseen
semillas tan pequefias como E. terscheckii (por ejemplo, Jacquemyn et al. 2007, Bessega et al.
2016).

También se ha demostrado que la escala espacial del establecimiento de plantulas
afecta a EGE. Los bosques en fase de regeneracion debido a las caidas de los arboles,
producen vecindades geneticas mas pequefias que las que resultan de disturbios a gran escala,
como lo generado después de un incendio (Premoli y Kitzberger 2005). Sin embargo, el
conocimiento de la estructura genética espacial de las especies que habitan las tierras secas es
escaso. Un estudio sobre el cactus columnar Pilosocereus tillianus asocié la agrupacion

espacial de genotipos estrechamente relacionados a distancias <26 m y coeficiente maximo de
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relacién <0,05 con el comportamiento de forrajeo local de los polinizadores (Figueredo et al.
2010).

En este capitulo se estudié mediante disefio de muestreo espacialmente explicito a lo
largo de transectas, sitios con climas y tipos variables de vegetacion para analizar si el
establecimiento de semillas, y por lo tanto la estructura genética espacial a escala fina del

cactus columnar Echinopsis terscheckii, se relaciona con la cubierta vegetal.
111.3 Objetivos e Hipotesis

El objetivo de este capitulo fue analizar como los diferentes climas y tipos de
vegetacion afectan la disponibilidad de sitios para el establecimiento del cactus columnar
Echinopsis terscheckii.

Se puso a prueba la hipdtesis de que el aumento de la aridez, es decir una mayor
proporcion de suelo desnudo, resulta en grupos de genotipos relacionados debajo de las
plantas nodrizas; mientras que las areas con condiciones ambientales mas benignas, las
interacciones competitivas llevan a la presencia de individuos dispersos dentro de una matriz
de mayor cubierta vegetal, fomentando la formacion de vecindarios genéticamente

relacionados.

111.4 Materiales y Métodos
111.4.1 Sitios de estudio

En Diciembre de 2013 y Abril 2014 se muestrearon 4 poblaciones, “Las Higuerillas”
(LH), Quebrada La Chilca en “Andalgala” (A), “Padercitas” (P) y “Valle Fértil” (VF).
Estas poblaciones estan incluidas en el estudio descripto en el Capitulo 11, que abarcé el
muestreo dentro de un amplio rango de condiciones ambientales y altitudinales habitadas por
la especie. (Tabla I1l. 1, Pag. 93, Fig. 1. 1y 2, P4g. 87-88).

El sitio LH se encuentra en el Valle de Lerma, Provincia de Salta, a 1204 ms.n.m (Fig.
I1l. 2a, Pag. 88). Pertenece a la region fitogeografica de la Provincia del Chaco (Cabrera
1976), posee un clima subtropical. La temperatura media anual es de 16.9 °C, con
temperaturas minimas y maximas de 9.5 °C y 24.4 °C, respectivamente. La humedad relativa
es del 69%. Los meses mas secos y humedos son julio y enero, con 3 mm y 176 mm de lluvia
acumulados, respectivamente (Apéndice Ill. 1, Pag. 100). La vegetacion principal es el
bosque deciduo xeréfilo, con un estrato de gramineas, cactus y bromelias. Entre las especies

de plantas dominantes se encuentran: Acacia caven (churqui), Bromelia hieronymi (chaguar),
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Celtis tala (tala), Cercidium praecox (brea), Ceiba chodatii (palo borracho), Erythrina
cristagalli (ceibo), Geoffroea decorticans (chafar) y Prosopis alba (algarrobo) (Cabrera
1976). También hay otras especies frecuentes como Anadenanthera colubrina (quebracho
blanco), Ceiba chodatii (yuchan) y Schinopsis marginata (cebil) (Gasparri et al. 2004).

El sitio A esta ubicado en el limite austral de la sierra del Aconquija y su prolongacion
hacia el sur sobre la parte septentrional de la Sierra de Ambato en la Provincia de Catamarca,
a 1.053 ms.n.m (Fig. Ill. 2b, Pag. 88). Pertenece a la Provincia del Monte en transicion con la
Provincia de la Prepuna (Cabrera 1976). El clima es arido, con temperatura media anual de
18.4 °C y temperaturas medias mensuales de verano e invierno de 26.2 C° y 10.8 °C,
respectivamente (Paoli et al. 2002). La humedad relativa es del 61%. Los meses mas secos y
himedos son septiembre y enero, con 5 y 74 mm de precipitaciones, respectivamente
(Apéndice I1l. 1, Pag. 100). Presenta una vegetacion principal de estepa arbustiva abierta
xeréfila (Cabrera 1971, 1976; Morlans 1995), caracterizada por el predominio de
Leguminosas arbustivas de hojas caducas, con espinas, entre las que se encuentran Acacia
furcatispina (Garabato Macho), Cercidium praecox (Brea), Larrea divaricata (Jarilla) y L.
cuneifolia (Jarilla), Mimozyganthus carinatus (Lata), Prosopis torquata (Tintitaco), con
menos frecuencia se encuentran Acacia aroma (Tusca), Bulnesia retama (Retamo), Ximenia
americana (Pata), y algunas higuerillas (Jatropha spp.) (Morlans 1995).

El sitio P esta situado en la ladera oriental de la Sierra de Velasco, en la provincia de
La Rioja, a 790 ms.n.m (Fig. Ill. 2c, Pag. 88). Pertenece a la Provincia del Monte en
transicién con la Provincia del Chaco (Cabrera 1976), con clima subtropical a semiarido
continental. La temperatura media anual es de 20.0 °C y las temperaturas minimas y maximas
anuales son de 12.6 °C y 27.4 °C, respectivamente (Menditto 2007). La humedad relativa es
del 69%. Los meses mas secos y humedos son junio y enero, con 3 y 71 mm de lluvia
acumulada en esos meses, respectivamente (Apéndice Il1. 1, Pag. 100). El tipo de vegetacion
esta representada principalmente por Celtis sp. (talas), Larrea sp. (jarillas), Prosopis sp.
(algarrobos), Bulnesia retama (retamo), Cercidium praecox (brea), y Geoffroea decorticans
(chafar) (Boiry 2008).

El sitio VF esté localizado en las montafias orientales de Valle Fértil en la Provincia
de San Juan, a 873 ms.n.m (Fig. Ill. 2d, Pag. 88). Pertenece a la Provincia del Monte en
transicion con la Provincia del Chaco (Cabrera 1976), con un clima desértico. La temperatura
media anual es de 17.9 °C, con una temperatura minima de 10.5 °C y maxima de 25.4 °C. La
humedad relativa es del 66%. Los meses mas secos y himedos son mayo y enero, con 3 'y 56

mm de precipitaciones, respectivamente (Apendice Ill. 1, Pag. 100). El tipo de vegetacion es
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con predominio de plantas xerofilas, siendo las especies mas caracteristicas: Larrea
divaricata, L. cuneifolia y L. nitida (jarillas), Monttea aphylla (ala del loro), Senna aphylla
(pichanilla), Cercidium praecox (brea), Bougainvillea spinosa (monte negro), Lycium sp.
(acerillo), Bulnesia retama (retamo), acompafiado por especies del género Prosopis
(algarrobos) (Villagra et al. 2004).

111.4.2 Andlisis de cobertura vegetal

Se seleccionaron cuatro sitios en diferentes ambientes, y se tomo datos de la cobertura
vegetal mediante parches digitalizados y a través de valores promedios del indice de
vegetacion de diferencia normalizada (NDVI, por sus siglas en ingles).

NDVI es un indicador que describe el verdor, la densidad relativa de la vegetacion
para cada elemento de imagen, o pixel, en una imagen de satélite. Un indice de Vegetacion
puede ser definido como un parametro calculado a partir de los valores de la reflectancia a
distintas longitudes de onda, y es particularmente sensible a la cubierta vegetal (Gilabert et al.
1997). Asi este indice utiliza las caracteristicas de reflectancia espectral relativamente Unicas
de la vegetacion verde, calculadas a partir de la luz visible y del infrarrojo cercano reflejado
por la vegetacion. Mientras que la clorofila absorbe la luz visible (de 0,4 a 0,7 um) para su
uso en la fotosintesis, la estructura celular de las hojas de la planta, por otro lado, refleja la luz
del infrarrojo cercano (de 0,7 a 1,1 um). Asi, los datos en espectro de luz visible e infrarrojo
cercano pueden usarse para determinar las diferencias en la reflectancia de la planta y su
distribucion espacial en imagenes de satélite (Pefiuelas y Filella 1998).

El indice de vegetacion de diferencia normalizada se calcula mediante la siguiente

expresion:

(IRC-R) / (IRC+R)

Donde IRC es la reflectividad en el infrarrojo cercano y R es la reflectividad en el rojo. El
rango de valores de las reflexiones espectrales se encuentra entre el 0 y 1; ya que tanto la
reflectividad del infrarrojo cercano como la del rojo, son cocientes de la radiacion reflejada
sobre la radiacion entrante en cada banda espectral. Por consecuencia de estos rangos de
valores, el NDVI1 varia su valor entre -1 y 1: areas de roca estéril, arena o nieve suelen mostrar
valores NDVI muy bajos (por ejemplo, 0,1 o menos), la vegetacion escasa como arbustos y

praderas puede resultar en valores moderados de NDVI (aproximadamente 0,2 a 0,5) y
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valores altos de NDVI (aproximadamente 0,6 a 0,9) corresponden a vegetacion densa como la
que se encuentra en bosques templados y tropicales.

Sin embargo, el célculo de los valores de NDVI es sensible a una serie de factores
perturbadores que afectan las mediciones realizadas en el espacio que conducen a malas
interpretaciones. Estos incluyen los efectos atmosféricos (es decir, la composicién de la
atmosfera en términos de vapor de agua y aerosoles), presencia de nubes (particularmente
nubes finas y pequefas, asi como sombras de nubes pueden contaminar significativamente las
mediciones), efectos del suelo (tienden a oscurecerse cuando estan mojados, de modo que su
reflectancia es una funcion directa del contenido de agua). Con el fin de minimizar las fuentes
de errores en las estimaciones de NDVI, se utilizaron imégenes satelitales disponibles,
tomadas durante la estacién seca de las zonas de estudio de dos fechas (2013 y 2014), lo que
dio lugar a una medida promedio. Estas consistieron de imagenes tomadas durante el afio
2013, para el 3 de julio para los sitios LH, Ay P y el 15 de noviembre para la poblacion de
VF; y durante 2014 para el 22 de julio en todos los sitios. Para cada sitio se descargaron
imagenes de satélite LANDSAT-8 de: https:/libra.developmentseed.org/ con una resolucién

espacial de 30 m.
111.4.3 Muestreo de plantas y Electroforesis de isoenzimas

En cada uno de los cuatro sitios, se muestrearon en promedio 30 individuos siguiendo
un disefio de muestreo espacialmente explicito a lo largo de transectas de 400-900 m de largo.
Particularmente para el sitio LH (N = 28), s6lo se consideraron 21 individuos para los
analisis; los otros siete individuos fueron excluidos ya que las distancias entre ellos superaron
los 900 m. La posicion de cada individuo muestreado a lo largo de cada transecta fue tomada
a una precision aproximada de 1 m (Fig. Ill. 3, Pag. 89). Sin embargo, el sitio LH tuvo un
namero menor de individuos pareados por clase de distancia y, por lo tanto, consistio en
individuos esparcidos (Apéndice I11. 2, Pag. 101).

Para el andlisis genético de cada individuo, se recolectd tejido fresco del tronco
principal o de las ramificaciones secundarias, que consistieron de un cubo de 5cm de lado,
siendo posteriormente etiquetadas y almacenadas en un refrigerador portatil hasta su arribo al
laboratorio, donde se extrajeron las proteinas siguiendo la metodologia desarrollada en el
Capitulo I1.

Se resolvieron 15 loci isoenzimaticos (descriptos en el Capitulo 1), los que fueron

utilizados para el analisis genético.
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111.4.4 Anélisis de datos

La cobertura vegetal se estimé en las transectas de cada sitio mediante dos métricas:
parches digitalizados y el indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI). En cada
sitio y dentro de un area de 25 x 600 m, se digitalizo datos vectoriales consistentes en parches
de vegetacion de las imagenes Google Earth. Lmage®2016 Digital Globe con resolucion
submétrica. Los parches se construyeron como poligonos y se determiné el porcentaje de
cobertura, el nimero de parches, el tamafio promedio del parche y la distancia promedio
desde el centroide de cada parche, entre todos los pares de parches posibles usando el
programa Quantum Gis 2.14.

Los datos NDVI para cada sitio se calculé utilizando el programa Quantum Gis 2.14 y
consistié en valores promedio muestreados en 30 puntos a lo largo de una transecta de 30 x
900 m equivalente al sitio méas grande LH. Los valores de NDVI medidos en cada poblacion y
afio se compararon utilizando la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis con STATISTICA
v.7.0 (Statsoft 2004).

La diversidad genética se determind por la proporcién de genotipos distinguibles
como G/N, donde G es el nimero de genotipos diferentes y N es el nimero de individuos en
cada poblacion/clase distancia (Ellstrand y Roose 1987). La diversidad de genotipos

multilocus (D) se midio siguiendo Clark Tapia et al. (2005), como:

D=1-3 {[ny(n;-1)] / [N(N-1)]}

Donde:

ni: es el nimero de individuos de genotipos i

N: tamario de la muestra

D mide la probabilidad de que dos individuos seleccionados al azar de una poblacién de N
individuos tengan diferentes genotipos multilocus. D oscila entre 0 y 1, siendo 1 la maxima
diversidad.

Se calcul6 el indice de fijacion (F = 1-[Ho/Hg]) de Wright (1931) para cada sitio, y las
desviaciones al equilibrio Hardy-Weinberg se testearon mediante pruebas de x* para cada
locus polimérfico, utilizando el programa POPGENE v. 1.32 (Yeh et al. 1999).

La estructura genetica espacial a escala fina en cada poblacion se evalu6 mediante
analisis de autocorrelacion espacial entre todos los posibles genotipos pareados de individuos
mapeados. Estos andlisis se realizaron utilizando dos enfoques: coeficientes de coancestria en

pares (Loiselle et al. 1995) y el coeficiente de autocorrelacion r entre distancias geogréaficas y
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genéticas (Smouse y Peakall 1999) utilizando los programas SPAGeDi v. 1.2 (Hardy y
Vekemans 2002) y GenAlEx v. 6.5 (Peakall y Smouse 2006, 2012), respectivamente. Para
cada sitio, se estimaron los coeficientes medios entre todos los pares de individuos dentro de
cada una de 16 clases de distancia a intervalos de 25 m, con distancias geograficas no
superiores a 400 m.

Se utilizé el estadistico Sp para evaluar la cantidad de EGE, de acuerdo a Vekemans y
Hardy (2004), como:

b/ (1-Fg)

Donde:

b: pendiente de regresion lineal

Fq): es el coeficiente de coancestria medio en la primera clase de distancia.

Sp se ha relacionado con el sistema de cruzamiento (alto en especies con autofecundacién) y
la densidad poblacional (alto en poblaciones de baja densidad) (Vekemans y Hardy 2004).
Debido a que las poblaciones fueron muestreadas a lo largo de transectas, se realizaron todos
los andlisis anteriores bajo la hipétesis de un modelo lineal, en el que los coeficientes de
coancestria fueron regresados para las distancias lineales y no logaritmicas (Rousset 2000,
Vekemans y Hardy 2004).

La significacion estadistica del coeficiente de autocorrelacion r se probd utilizando
dos métodos: permutaciones aleatorias de individuos y bootstrapping a través de loci con
1.000 permutaciones aleatorias y repeticiones de bootstrap, respectivamente. También se
calcularon otros parametros indicativos de EGE: kmax como el valor maximo del coeficiente
de coancestria; Dkmax como la distancia a la que se produce el valor maximo del coeficiente
de coancestria, rméx como el valor maximo de la autocorrelacion espacial; Drmax como la
distancia a la cual la autocorrelacion espacial alcanza el valor maximo de r.

La estructura genética de la poblacion en cada sitio se infirié utilizando métodos
bayesianos espaciales y simulaciones de cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC, por sus
siglas en inglés) implementadas en el paquete R Geneland version 4.0.5 (Guillot et al. 2005a).
Las ubicaciones geograficas de cada individuo se incluyeron en las simulaciones MCMC para
determinar el nimero de cllsteres genéticos (Guillot et al. 2005b). Se definieron los
parametros para ejecutar el modelo espacial de frecuencia no correlacionada a 100.000
iteraciones MCMC, tasa fina 100, y burn-in 200 para 10 corridas a valores de K de 1 a 10. La
corrida con la mayor probabilidad posterior fue elegida para inferir el mejor K (nimero de

cluster).
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Con el fin de identificar los grupos familiares de los individuos muestreados, se
utilizaron los métodos de reconstruccion de hermanos (sibship), que se utilizan cuando no se
dispone de informacion sobre genotipos parentales ni grupos familiares para las muestras
recogidas. Se utilizd el método de verosimilitud completa implementado en el software
Colony v. 2.0.6.3 (Jones y Wang 2010) para estimar la probabilidad de que cualquiera de dos
individuos fueran probablemente hermanos completos (fullsibs) o medio hermanos (halfsibs).

Para investigar la relacion entre las métricas genéticas espaciales y la cobertura
vegetal de las poblaciones estudiadas, se realizaron correlaciones parciales de rangos de
Spearman entre pardmetros genéticos (Sp, kmax, Dkmax, rmax, Drméx) y métricas de
cobertura vegetal (NDVI 2013 y 2014, NDVI promedio, numero de parches, distancia del
parche, como la distancia promedio entre parches, tamafio del parche, como el promedio de
tamafo del parche, y area total, como porcentaje de area de vegetacion). Ademas, las
variables climéticas de las poblaciones estudiadas como precipitacién anual (P), temperaturas
media (T), maxima (Tméax) y minima (Tmin) disponible en https://es.climate-data.org
(Apéndice I1l. 1, Pag. 100) fueron correlacionadas con métricas de cobertura vegetal y con los

parametros genéticos espaciales.

111.5 Resultados

Los fragmentos digitalizados dentro de cada area de estudio dieron como resultado
valores mayores en el total de la cubierta vegetal (66%) en el sitio LH mas al norte y el méas
himedo, mientras que en los sitios restantes los valores fueron A (42%), P (31%) y VF
(41%). Los sitios de estudio variaron en el nimero de parches con vegetacion. La vegetacion
bajo régimen de precipitacion méas baja, como A y VF, tuvieron el mayor nimero de parches
(A 105 y VF 96), mientras que aquellos en condiciones relativamente mas himedas
produjeron relativamente menos parches (LH 21 y P 36). Asimismo, las poblaciones con
mayor precipitacion produjeron mayores valores promedio de NDVI (LH 0,134 y P 0,129)
que aquellos bajo climas mas aridos y desérticos (A 0,042 y VF 0,079) (Tabla Ill. 2, Pag. 94).

A escala fina, los grupos de individuos produjeron el 81% de genotipos diferentes
dentro de una clase de distancia corta de 50 m, lo que dio lugar a alta diversidad de genotipos
multilocus de al menos 0,976 (Apéndice Ill. 3, Pag. 102); Resultados similares se encontraron
a una escala espacial mas amplia dentro de una clase de distancia de 100 m (Apéndice IlI. 4,
Pag. 103).
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Los analisis genéticos a escala fina produjeron un EGE significativo en todas las
poblaciones de E. terscheckii (Fig. 1ll 4 y 5, P4g. 90-91). Los coeficientes méaximos de
coancestria, se alcanzaron a pequefias distancias espaciales, es decir, dentro de
aproximadamente los primeros 25-50 m, variaron entre 0,15 y 0,17 en la mayoria de los
lugares, excepto en el clima desértico de VF que alcanzo valores tan altos como 0,398. De
manera similar, el sitio VF alcanz6 el méximo rmax de 0,269. Se obtuvieron Sp superiores
para los dos sitios del sur, de baja elevacion, como P y VF con valores similares de 0,094;
mientras que el Sp = 0,015 mas bajo se encontro en el sitio norte de LH con mayor humedad y
valores intermedios de 0,048 para el otro sitio ubicado al norte en A (Tabla Ill. 3, P4g. 95,
Fig. 11l. 6, Pag. 92). De manera similar, el sitio de VF produjo la mayor endogamia promedio
dentro de la poblacién F = 0,418, con 64% de los indices de fijacion positivos del total de test
por locus, mostrando salida del equilibrio de Hardy Weinberg y sugiriendo una deficiencia de
heterocigotos (Tabla Ill. 4, P4g. 96). Los sitios de A y P tuvieron una media de F similar a
0,181 y 0,103 respectivamente, con el 40 y el 38% de los test, que mostraron endogamia
significativa. LH tuvo una media de F negativo de -0,202 y un tercio de los test con salida del
apareamiento al azar, dieron valores negativos que indica exceso de heterocigotas (Tabla Ill.
4, Pag. 96). La estructura genética poblacional produjo un mayor nimero de grupos
genéticamente homogéneos en poblaciones bajo climas méas secos que también se
correlacionaron con un mayor nimero de familias por medio de métodos de reconstruccion de
la hermandad. Ademas, un mayor porcentaje de hermanos completos y medios hermanos se
encontraron en lugares mas humedos (Tabla I11. 5, Pag. 97).

Las métricas de cobertura vegetal se asociaron significativamente entre ellas, ya que
un mayor numero de parches se relacion6 negativamente con el NDVI promedio y la distancia
media entre parches (Tabla I1l. 6, Pag. 98). Se obtuvieron correlaciones significativas entre las
métricas de cubierta vegetal y los pardmetros genéticos espaciales. En particular, la distancia a
la que se alcanzd la autocorrelacion méaxima (Drmax) y los coeficientes de coancestria
(Dkmax) tuvo una relacion positiva con el porcentaje de area de vegetacion y el tamafio medio
de parche, respectivamente (Tabla I1l. 6, Pag. 98). Ademas, las distancias mas cortas a las que
se alcanzaron los valores maximos de autocorrelacion (Drmax) se correlacionaron
significativamente con un mayor EGE (Sp) (Tabla IIl. 6, Pag. 98). De las cuatro variables
climaticas analizadas (precipitacion anual y temperaturas media, maxima y minima) solo la
precipitacion produjo una asociacion positiva con Drmax, Dkméax y tamafio de parche
(Apéndice IlI. 5, Pag. 104).

83



111.6 Discusién

Los sitios de estudio se encuentran a lo largo de un gradiente de precipitacion y
produjeron patrones concordantes de cobertura vegetal dentro de cada sector en el norte y el
sur. Los sitios en condiciones secas tuvieron un NDVI relativamente méas bajo y consistieron
en un mayor numero de parches pequefios que a su vez se encontraban mas proximos entre si
como los medidos en A 'y VF. En contraste, el sitio mas humedo LH consistio en parches méas
grandes y con una mayor cobertura vegetal. Esto es consistente con lo sugerido para
ecosistemas fuertemente limitados por agua con cubierta vegetal discontinua que no excede el
60% (Aguiar y Sala 1999). Por lo tanto, las aproximaciones como NDVI y los parches de
vegetacion digitalizados resultaron tiles en la descripcion de la cubierta vegetal en ambientes
secos, que a su vez dieron lugar a una asociacion significativa con la distribucion de genotipos
en el espacio. La estructura espacial de grano fino dio lugar a poblaciones genéticamente
estructuradas.

Las poblaciones de E. terscheckii mostraron un numero elevado de diferentes
genotipos multiloci (Tabla I11. 7, Pag. 99) y altos niveles de diversidad genética dados por P y
He (valores descriptos en el Capitulo I1). Los altos valores de diversidad genética han sido
asociados con rangos geograficos amplios y altas tasas de fecundacion cruzada, en plantas en
general (Hamrick y Godt 1989, 1996; Hamrick et al. 1992) y cactus columnares en particular
(Nassar et al. 2003; Moraes et al. 2005; Figueredo et al. 2010). EI sistema de reproduccion
auto-incompatible de E. terscheckii (Ortega-Baez et al. 2010) en combinacion con una
dispersion a larga distancia por aves probablemente genera poblaciones genéticamente
diversas.

Los genotipos de E. terscheckii, no se encontraron ni aleatoriamente ni uniformemente
distribuidos a pequefias distancias espaciales. Se produjeron grupos de genotipos similares en
todas las poblaciones estudiadas, y alcanzaron valores de coancestria diferentes que
dependieron de las condiciones del sitio, incluyendo el clima y la cobertura vegetal.
Particularmente VF bajo las condiciones méas secas alcanzd la estructura genética espacial
mas fuerte evidenciada por los valores mas altos del coeficiente de coancestria y de
correlacion, kmax 0,398 y rmax 0,269, respectivamente. Sélo un estudio realizado en
Cactaceae analizo la agregacion genética espacial de genotipos a distancias espaciales de
escala fina. Este trabajo mostré que el cactus columnar Pilosocereus tillianus, que habita en
los Andes venezolanos con precipitaciones anuales de 450-550 mm, produjo grupos de

genotipos relacionados, a de escalas espaciales <30 m (Figueredo et al. 2010). La EGE
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significativa se explicd por el establecimiento local de semillas estrechamente relacionadas,
producidas por la autocompatibilidad parcial y la endogamia biparental (Figueredo et al.
2010). Del mismo modo, la estructura genética registrada en E. terscheckii se produjo a
distancias de 25-50 m en condiciones de aridez (<400 mm/afio), mientras que en el sitio mas
hdmedo, los genotipos genéticamente similares se agruparon a mayores distancias de 100-125
m. Aunque las poblaciones de E. terscheckii son auto-incompatibles, en climas &ridos y
deserticos la estructura espacial de la vegetacion en manchones puede favorecer la actividad
local de los polinizadores y por lo tanto los eventos de apareamiento entre individuos
espacialmente més cercanos y genéticamente relacionados (endogamia biparental). Por otra
parte, los bosques caducifolios xerofilos bajo regimenes de mayor precipitacion, consisten de
individuos dispersos que formaron vecindarios de E. terscheckii mas grandes y mas distantes
entre si. La endogamia medida dentro de estas poblaciones resulté en valores negativos que
indicaria exceso de heterocigotas debido a la exogamia, es decir, el apareamiento de familias
distantes espacialmente y no emparentadas entre ellas. El efecto de los polinizadores respecto
a su abundancia y riqueza en la determinacion de EGE, requiere de nuevos estudios.

Todas las poblaciones estudiadas mostraron EGEsignificativa y la fuerza del patrén de
agregacion estuvo asociada con la cobertura vegetal y los pardmetros climéticos de los sitios
estudiados. En particular, una mayor precipitacion se relacion6 con manchones de vegetacion
maés grandes (escala gruesa) y mayores distancias a las que se alcanzaron los valores maximos
de coancestria y autocorrelacion. Ademas los valores mas altos de NDVI promedio, se
correlacionaron negativamente con el numero y la distancia entre parches de vegetacion. Las
poblaciones de ambientes relativamente mas humedos consistieron de menos grupos y un
menor numero de familias de genotipos relacionados. Datos opuestos se obtuvieron para
poblaciones bajo estrés hidrico.

Estos resultados sugieren que un gradiente en la disponibilidad de recursos determina
la estructura de la vegetacion, que a su vez pareceria estar asociada al grado de estructura
genética y familiar de E. terscheckii. Tales estructuras parecen ser de escala gruesa en el
extremo mas himedo y de escala fina en condiciones aridas. Esta evidencia se sumaria a la
HGE que predice que bajo condiciones abidticas estresantes las interacciones entre las
especies tienden a ser mutualistas (por ejemplo, la facilitacion) mientras que bajo condiciones
benignas las mismas tienden a ser mas antagonistas (por ejemplo la competencia) o neutrales..
Este estudio suma a estas predicciones, a la hipétesis genética de gradiente de estrés (HGGE),
gue sugirie que las interacciones como la facilitacion seran mas importantes bajo condiciones

ambientales adversas, como los ambientes aridos, en donde la estructura genética espacial
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seguira un patrén genético agregado a escala fina en relacion con la cubierta vegetal
amanchonada. El fendmeno de la facilitacion directa también es conocido como el sindrome
de la planta nodriza, las cuales amortiguan las condiciones extremas en ambientes aridos para
el establecimiento de plantas. Bajo climas benignos como los bosques xéricos bajo regimenes
de precipitacion més altos y mayor cubierta de vegetacién, la competencia por los recursos
como la luz brinda limitadas oportunidades para el establecimiento bajo el cerrado dosel de
especies relativamente intolerantes a la sombra y de lento crecimiento como E. terscheckii,
cuyas semillas son fotoblasticas positivas (Ortega-Baes et al. 2007) y por lo tanto
dependientes de la luz para la germinacién. Como consecuencia, E. terscheckii en los bosques
xerdfilos consistira de individuos dispersos y una estructura genética de escala gruesa
consistente de manchones mas grandes y de genotipos agrupados a escalas espaciales mayores
que pueden asociarse al potencial comportamiento de forrajeo de semillas y dispersion a larga
distancia por aves. Las semillas fotoblasticas a menudo se asocian con bancos de semillas
transitorios, como en Ferocactus wislizeni, un cactus perenne comun del desierto de Sonora,
cuyas semillas sobrevivieron al menos 18 meses en el suelo (Bowers 2000). Se documenté un
banco de semillas persistente a corto plazo para Echinopsis atacamensis, especie
estrechamente relacionada con E. terscheckii, con semillas pequefias y latencia impuesta (de
Viana 1996) que habita la Puna del noroeste de Argentina. La EGE significativo medido en E.
terscheckii también puede deberse a bancos de semillas transitorios que pueden acumular
genotipos relacionados, muy proximos a la planta madre. Ademas, los eventos de
reclutamiento masivos pero poco frecuentes se asocian con precipitaciones favorables y
periodos de temperaturas adecuadas en ambientes aridos. Esto se ha sugerido para los cactus
columnares Carnegiea gigantea y Stenocereus thurberi (Parker 1993, Pierson y Turner 1998).
La ausencia de germinacion y el establecimiento de plantulas del cactus Pachycereus schottii
se atribuyo a la sequia (Holland y Molina Freaner 2012) y se indicé que las plantas nodrizas
s6lo podrian facilitar el reclutamiento de plantulas en condiciones de precipitacion suficiente.
Aparentemente, eventos poco frecuentes como "El Nifio" pueden aumentar el reclutamiento
en algunas poblaciones (Godinez Alvarez et al. 2003). Por ejemplo, en la poblacion de VF se
registraron fuertes lluvias ocasionales (German Poblete, Universidad Nacional de San Juan,
Argentina, comunicacion Personal) que puede dar lugar a un abundante establecimiento de

plantulas que podria explicar la alta endogamia medida en este lugar més seco.
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I11.7 Figuras y tablas
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Fig.111.1: Mapa de Ecorregiones (Olson et al. 2001) habitadas por Echinopsis terscheckii a lo
largo de su area de distribucion y ubicacion de los sitios de muestreo.
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Fig.111.2: Fotos panordmicas de los sitios de muestreos: a) Las Higuerillas (Provincia de
Salta), b) Andalgala (Provincia de Catamarca), ¢) Padercitas (Provincia de La Rioja), d) Valle

Fertil (Provincia de San Juan).
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Fig.111.3: Representacion esquematica del muestreo por medio de transectas lineales de 400-
900 m utilizado en Echinopsis terscheckii. LH: Las Higuerillas (N = 21); A: Andalgala (N =
30); P: Padercitas (N = 29); VF: Valle Fértil (N = 30).
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Fig.111.4: Autocorrelogramas espaciales basados en el coeficiente de coancestria de Loiselle
calculados usando SPAGeDi en 15 loci de isoenzimas para Echinopsis terscheckii. Se
definieron 16 clases de distancia en intervalos continuos de 25 m. La linea continua horizontal
indica ausencia de autocorrelacion espacial. Los asteriscos indican coeficientes de coancestria
significativamente diferentes de cero (P <0,05). Se sefialan los valores significativos de la
pendiente b de la regresion de coeficientes de coancestria con el logaritmo de la distancia

geografica.
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Fig.111.5: Autocorrelogramas espaciales basados en el coeficiente de autocorrelacion r
calculados con GenAlEx en 15 loci de isoenzimas para Echinopsis terscheckii. Se definieron
16 clases de distancia a intervalos continuos de 25 m. La linea continua horizontal indica
ausencia de autocorrelacién espacial. Las lineas discontinuas representan los limites superior
e inferior de los intervalos de confianza del 95%, determinados por permutacion. Los
asteriscos indican coeficientes de autocorrelacion significativamente diferentes de cero (P

<0,05) determinados por re-muestreo bootstrap.
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Sitios de elevaciones altas

Sitios de elevaciones bajas
Fig.111.6: Representacion esquematica de las poblaciones muestreadas, se indica el tamafio de

los sitios y la cobertura vegetal en relacion con los gradientes de elevacion y precipitacion de

Echinopsis terscheckii. LH: Las Higuerillas; A: Andalgala; P: Padercitas; VF: Valle Fértil.
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Tabla I11.1: Descripcion de las condiciones ambientales y cobertura vegetal de los 4 sitios de muestreo de Echinopsis terscheckii

Sitio, _Reqion - Altitud e DO pne Tmin Tipo de
Provincia  Coordenadas Fitogeografica (m.s.n.m) Clima repesion ° (°C)  (°C)  vegetacion
* (mm/afio)  temperatura 9
anual (°C)
LH-Las 24°49°S Provincia del bosques
Higuerillas, 65°17°0 Chaco en 1204 templado werGfilos
Salta ecotono  con himedo 689 16,9 244 95 :
Yungas deciduos
A- 27°38°S Provincia del arbustiva
Andalgala, — 66"1°0  Monte ~—en ;0 4rido abierta
Catamarca transicion con 326 18,4 262 108 o
Prepuna xerofila
P- 29°24°S Provincia del
Padercitas, 66° 56’0 Monte en 790 continental arbustiva
La Rioja transicion con semiarido 330 20,0 214 12,6 xeréfila
el Chaco
VE-Valle 30°38’S Provincia del . )
Fértil, San 67°30°0 Monte en o predominancia
Juan transicion con 873 desertico 243 17,9 254 10,5 de plantas
el Chaco xerofilas

* Regiones fitogeograficas segiin Cabrera (1971). Indice de vegetacion diferencial normalizado (NDVI): estima la cobertura vegetal.

93



Tabla 111.2: Medidas de cobertura vegetal analizadas con el indice de vegetacion diferencial normalizado (NDVI) y meétricas espaciales
digitalizadas para los sitios muestreados de Echinopsis terscheckii del Noroeste de Argentina.

NDVI N°. de Distancia de Tamario del

Sitio, Provincia NDVI 2013 NDVI 2014 . 5 Area Total
promedio parches parches (m) parche (m°)

LH-Las
Higuerillas, Salta 0,139? 0,1282 0,134 21 2302 4732 66%
A-Andalgala,
Catamarca 0,038" 0,046" 0,042 105 147° 59° 42%
P-Padercitas, La c

- 0,111 0,147 0,129 36 1932 1292 31%
Rioja
VF-Valle  Fértil, b b ¢ b
San Juan 0,078 0,08 0,079 96 158 65 41%

Letras diferentes del superindice indican diferencias significativas P <0,05 Prueba de medias de Kruskal-Wallis.
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Tabla 111.3: Pares de coeficientes de coancestria, pardmetros de autocorrelacion espacial y coeficiente de endogamia intra-poblacional de
Echinopsis terscheckii en cuatro sitios del noroeste de Argentina. rma: €s el maximo valor de la correlacion; Drng: es la distancia a la cual la
correlacion alcanza el maximo valor; Knax: €s el maximo valor del coeficiente de coancestria; Dknax: €S la distancia a la que se produce el
maximo valor del coeficiente de coancestria; b: pendiente de la regresion lineal de los coeficientes de coancestria con el logaritmo de la distancia
geogréfica, Sp: es la estimacion de EGE segin Vekemans y Hardy (2004) y F: es el indice de fijacion de Wright (1931). Las letras de superindice
indican diferencias significativas P <0,05 prueba t por locus pareados.

Sitio I max Drmax Kméx DKmax b Sp F
LH 0205 100 0,168 125 -0.02 0015 -0,202°
A 0212 50 0,158 25 004 0048 0,81
P 0142 25 0,150 25  -008 0,004 0,03
VF 0,269 25 0,398 25 0,06 0,094 0,418°
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Tabla 111.4: Indices de fijacion (F) y porcentaje de pruebas no significativas (ns) y significativas (*) positivas (+) y negativas (-) para las
desviaciones de las condiciones de Hardy Weinberg de las cuatro poblaciones de Echinopsis terscheckii.

Sitio F ns * +) -)
LH -0,202 69 31 0 31
A 0,181 24 76 38 38
P 0,103 53 47 40 7

VF 0,418 22 78 64 14
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Tabla I11.5: Estructura genética poblacional y grupos familiares de Echinopsis terscheckii en cuatro localidades del noroeste argentino. El
namero de cluster (K) identificados por Geneland y pardmetros de estructura obtenidos por Colony, Fullsibs (hermanos completos), Halfsibs

(medios hermanos).

NUmero de NUmero Hermanos Medios

Sitio K

clusters de familias completos hermanos
LH 1 1 8 25 (12%) 99 (47%)
A 2 2 16 21 (5%) 70 (16%)
P 3 3 20 15 (4%) 67 (17%)
VF 7 2 20 14 (3%) 48 (11%)
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Tabla I111.6: Matriz de correlaciones entre métricas de cobertura vegetal y pardmetros EGE medidos para Echinopsis terscheckii en el Noroeste

de Argentina. Las correlaciones marcadas en negrita son significativas a P. <0,05.

NDVI NDVI Promedio N°. de Distancia Tamafio Area Sp kméx Dkmax rmax Drméax
2013 2014 NDVI parches de del total
parche parche

NDVI 2013 1,00 0,90 0,98 -0,95 0,96 0,81 048 -0,26 -0,19 0,73 -0,36 0,48
NDVI 2014 0,90 1,00 0,98 -0,93 0,82 0,54 0,08 006 -0,30 0,40 -0,65 0,15
Promedio NDVI 0,98 0,98 1,00 -0,96 0,91 0,69 029 -0,10 -0,25 0,58 -0,52 0,32
N°. de parches -095 -0,93 -0,96 1,00 -0,96 -0,80 -0,41 032 0,48 -0,69 0,62 -0,50
Distancia de parche 0,96 0,82 0,91 -0,96 1,00 0,92 0,63 -050 -040 0,85 -0,42 0,68
Tamafo del parche 0,81 0,54 0,69 -0,80 0,92 1,00 0,88 -0,76 -0,35 0,99 -0,16 0,90
Avrea total 0,48 0,08 0,29 -0,41 0,63 0,88 1,00 -0,89 -0,12 0,94 0,26 0,95
Sp -0,26 0,06 -0,10 0,32 -0,50 -0,76 -0,89 1,00 0,49 -0,83 -0,01 -0,97
kmax -0,19 -0,30 -0,25 0,48 -0,40 -0,35 -0,12 0,49 1,00 -0,28 0,82 -0,42
Dkméx 0,73 0,40 0,58 -0,69 0,85 0,99 094 -083 -0,28 1,00 -0,03 0,94
Rmax -0,36 -0,65 -0,52 0,62 -0,42 -0,16 0,26 -0,01 0,82 -0,03 1,00 -0,00
Drmax 0,48 0,15 0,32 -0,50 0,68 0,90 095 -097 -042 094 -0,00 1,00
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Tabla 111.7: Pardmetros de diversidad genotipica de Echinopsis terscheckii para cada
poblacién. N: ndmero de individuos; G: nimero de genotipos multilocus diferentes; G/N:

proporcion de genotipos multilocus diferentes; D: diversidad de genotipos multilocus.

Sitio N G G/N D

LH 21 17 0,81 0,976
A 30 29 0,97 0,998
P 29 27 0,93 0,995
VF 30 29 0,97 0,998
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Apéndice 111.1: Datos de climogramas para la precipitacion mensual y la temperatura media
en cada sitio muestreado de Echinopsis terscheckii. LH: Las Higuerillas; A: Andalgala; P:
Padercitas; VF: Valle Fértil (Extraido de CLIMATE-DATA.ORG). Las barras indican los

valores de precipitacion (mm), y la linea la temperatura media (C°).
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Apéndice I11.2: Numero de pares de datos analizados por clase de distancia. LH: Las
Higuerillas, Provincia de Salta; A: Andalgala, Provincia de Catamarca; P: Padercitas,

Provincia de La Rioja; VF: Valle Fértil, Provincia de San Juan.
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Apéndice 111.3: Namero de genotipos multilocus diferentes contados a intervalos de 50m para Echinopsis terscheckii. G: nimero de genotipos
multilocus diferentes; N: nimero de individuos; G/N: proporcion de genotipos multilocus diferentes; D: diversidad de genotipos multilocus. LH:
Las Higuerillas; A: Andalgala; P: Padercitas; VF: Valle Fértil.

Y/

Clase de distancia LH A
(m) G N G/N D

\is
G/N

()
pd

0-50 3 1 1
50-100

100-150 4 4 1 1
150-200
200-250
250-300
300-350 3 3 1 1
350-400
400-450
450-500
500-550 4 4 1 1
550-600
600-650 4 4 1 1
650-700
700-750
750-800
800-850 2 3 0,7 05
850-900

w
[HEN

NWWRARNNDNWNDWNDDNGO
NWWEANDNDNWNDWNDNZ
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Promedio 33 35 095 0,92 25 25 100 1,00 35 6,6 098 0,96 30 30 100 1,00
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Apéndice I111.4: Numero de genotipos multilocus diferentes contados a intervalos de 100 m para Echinopsis terscheckii. G: nimero de genotipos
multilocus diferentes; N: nimero de individuos; G/N: proporcion de genotipos multilocus diferentes; D: diversidad de genotipos multilocus.

Clase de distancia LH A P VF
(m) G N GIN D G N GIN D G N GIN D G N G/IN D
0-100 8 8 1 1 4 4 1 1 9 9 1 1 6 7 09 038
100-200 5 5 1 1 6 6 1 1 7 7 1 1
200-300 5 5 1 1 6 7 0,9 0,8 6 6 1 1
300-400 6 6 1 1 4 4 1 1 6 7 0,9 0,8 5 5 1 1
400-500 7 7 1 1 5 5 1 1
500-600 5 5 1 1
600-700 6 7 0,9 0,8
700-800
800-900
Promedio 6,7 7,0 097 0,93 50 50 100 1,00 6,8 7,3 095 0,90 58 6,0 0,98 0,96
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Apéndice I11.5: Correlaciones entre variables climaticas (P, T, Tmax, Tmin) y métricas de cobertura vegetal y pardmetros EGE medidos para
Echinopsis terscheckii en el noroeste argentino. Las correlaciones marcadas en negrita son significativas a P <0,05.

Promedio precipitacion ~ Promedio temperatura  Temperatura Maxima Temperatura Minima

anual (P) anual (T) (Tméx) (Tmin)
NDVI 2013 0,71 -0,20 -0,31 -0,13
NDVI 2014 0,44 0,24 0,13 0,30
Promedio NDVI 0,59 0,03 -0,09 0,09
N°. de parches -0,74 0,02 0,12 -0,03
Distancia de parche 0,87 -0,29 -0,38 -0,24
Tamafio del parche 0,98 -0,61 -0,66 -0,57
Area total 0,89 -0,90 -0,91 -0,89
Sp -0,86 0,71 0,67 0,73
kmax -0,47 -0,27 -0,30 -0,24
Dkméx 0,98 -0,72 -0,76 -0,70
rmax -0,20 -0,65 -0,63 -0,66
Drmax 0,95 -0,75 -0,74 -0,75
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CAPITULO IV

Areas prioritarias para la conservacion de la
diversidad genética de Echinopsis terscheckii y
la importancia de las mismas para conservar la
diversidad taxonomica de la familia Cactaceae
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1V.1 Resumen

La conservacion de los recursos genéticos se ha convertido en afios recientes en una prioridad
para las practicas de manejo y conservacion. El principal objetivo es proteger la viabilidad de
las especies tanto a corto como a largo plazo, este ultimo implica la proteccion de la
variabilidad genética de las poblaciones. Argentina es uno de los paises mas diversos en
cactéceas a escala global, con un alto nivel de endemismo. Debido a su valor de uso y a sus
caracteristicas bioldgicas, las cactdceas son consideradas un grupo de importancia para
acciones de conservacion. En este capitulo, se determinaron las areas de conservacion in situ,
para la diversidad genética del cactus columnar Echinopsis terscheckii, y se evalu6 su papel
como sustituto de la diversidad taxonémica de la familia Cactaceae. La seleccion de areas
prioritarias para la conservacion de la diversidad genética de E. terscheckii se realizd de
acuerdo a 4 metas de representacion. Para las areas seleccionadas como prioritarias se
determiné qué porcentaje de diversidad taxondmica de la familia Cactaceae esta representada
en las mismas. Los datos genéticos, para determinar la diversidad genética, consistieron de
marcadores isoenzimaticos y secuencias de ADN del cloroplasto e ITS, analizados para 22
poblaciones distribuidas en todo el rango geogréafico de la especie. De acuerdo a la meta de
representacion 1, seis poblaciones son necesarias para representar los 80 alelos y los dos
haplotipos conocidos de E. terscheckii. EI 90.1% de las especies y el 85.36% de las especies
endémicas de Argentina se encontraron representadas en el sistema de reservas genéticas de
E. terscheckii de acuerdo a la meta de representacion 1. De acuerdo al resto de las metas, la
proporcién de especies protegidas incrementdé con una meta mas exigente. La
representatividad de la diversidad taxonémica de cactaceas, en los conjuntos minimos de
areas, no fue diferente del azar, pero el uso de la diversidad genética de E. terscheckii como
sustituto de la diversidad taxonémica de la familia Cactaceae permitié identificar qué
poblaciones tienen prioridad para cumplir con el objetivo de establecer reservas genéticas
para una especie focal que a la vez puedan proteger una alta proporcion de la diversidad
taxondmica de un grupo con la més alta prioridad para acciones de conservacion como lo son

las especies de esta familia de plantas.
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1VV.2 Introduccién

Uno de los desafios méas importantes que afronta nuestra sociedad es la de conservar la
biodiversidad, dado los numerosos beneficios que la misma tiene para nuestra poblacion y las
amenazas que enfrenta debido a las actividades humanas que estan sometiendo a las especies
0 sus poblaciones a riesgos de extincion local o global (Sodhi y Ehrlich 2010). Los niveles de
pérdida de biodiversidad son de tal magnitud que hoy se considera que estamos enfrentando el
sexto periodo de extincion masiva (Ceballos et al. 2015), siendo la principal amenaza en la
actualidad, el cambio en el uso de la tierra debido a la expansion agropecuaria y la
urbanizacion (Venter et al. 2016).

Frente a este panorama, es necesario que se planifiquen acciones de conservacion que
tengan como objetivo preservar la biodiversidad de las principales amenazas que enfrentan.
En este sentido, en los Gltimos afios un importante cuerpo de conocimiento se ha generado
para cumplir con este propdsito. Casi en su totalidad, el cuerpo teérico y metodologico que se
ha generado ha tenido como principal objeto de analisis a la diversidad taxonémica, y dentro
de ella principalmente a la riqueza de especies como una medida de la diversidad taxondémica.
Esto ha sido asi, fundamentalmente porque informacién sobre la diversidad taxonomica es de
facil acceso y esta disponible para muchos grupos de especies y regiones de nuestro planeta.
Sin embargo, tal como lo indica la Convention on Biological Diversity (CBD;
www.chd.int/convention/text/), los esfuerzos de conservacion deben realizarse sobre los tres
niveles de biodiversidad: ecosistemas, especies y genes. Este Gltimo nivel, comprende la
diversidad genética dentro de las especies la cual representa su potencial evolutivo (Fisher
1930), por lo que su conservacion es fundamental para proteger la historia evolutiva de las
mismas como asi también preservar la informacidn genética que les permita enfrentar desafios
futuros como los relacionados con el cambio climatico. A pesar de esta importancia y debido
a las dificultades metodologicas y presupuestarias, la genética es la que menos ha sido
utilizada como medida de diversidad, por ejemplo para planificar acciones de conservacion de
una region determinada.

El conocimiento de la diversidad genética es de suma importancia para fijar acciones
de conservacion para especies focales que tienen prioridad en funcién de la amenaza que
enfrentan o por el valor de uso que las mismas poseen, evaluando inclusive esquemas de
conservacion en escenarios climéaticos futuros (Vinceti et al. 2013). Recientemente, se han
aplicado a los principios de la planificacidon sistematica para la conservacién (Systematic

Conservation Planning), y definir prioridades de conservacion de especies focales a partir de
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la diversidad genética conocida (Diniz-Filho et al. 2012a, Vinceti et al. 2013). Este enfoque
ha sido tradicionalmente aplicado para planificar esquemas de conservacion regional usando
la diversidad taxonomica o ecosistémica, y raramente utilizando la diversidad genética. Este
marco conceptual permite seleccionar el nimero minimo de areas en el cual se podria
conservar in situ toda la diversidad genética conocida y ademas podria ser usada para
planificar las colecciones ndcleo que serian la base para la conservacion ex situ, por ejemplo
en bancos de germoplasma (Diniz-Filho et al. 2012a, Vinceti et al. 2013).

Estudios recientes han mostrado evidencia que la diversidad genética de especies
focales puede ser usada ademas para planificar acciones de conservacion para otros niveles de
la diversidad en virtud de que éreas definidas con base en la diversidad genética representan
adecuadamente la diversidad de grupos de especies prioritarias, como lo son las especies
amenazadas. En este sentido, se ha mostrado que la diversidad genética de especies comunes
de aves, murcielagos y anfibios puede ser usada como sustituto de la diversidad taxondémica
de especies de Ecuador (Fuller et al. 2013). Se demostré que el desempefio de la diversidad
genética fue superior al de grupos indicadores de diversidad taxondmica y de variables
ambientales. A pesar de esta evidencia, existe controversia sobre si la diversidad genética
puede ser usada como indicador de la diversidad taxondmica, debido a la baja o nula
correlacion registrada entre estas dos medidas de la diversidad. La presencia o ausencia de
relacién se ha explicado con base en comprender de qué manera procesos evolutivos pueden
haber operado de manera similar o analoga tanto a nivel genético como ecoldgico (Taberlet et
al. 2012).

La evidencia actual y los pocos estudios realizados al presente, ponen de manifiesto la
necesidad de evaluar la manera en que la diversidad genética puede ser usada como un
sustituto de la diversidad a otros niveles de organizacién, mas alla de ser utilizada para definir
prioridades de conservacion para especies focales. Sin embargo, estudios previos realizados
con base en la diversidad taxondémica han demostrado que la pregunta relevante no es, si los
patrones de riqueza de especies de un grupo predicen los patrones de riqueza de otro grupo
(correlacion significativa), la relevancia radica en conocer si la complementariedad del grupo
indicador predice la complementariedad (nUmero de especies no representadas que afiade una
nueva area) (Margules y Pressey 2000) del otro grupo de especies, es decir si las areas
seleccionadas con base en un surrogate (sustituto) tienen un buen desempefio en representar
la diversidad de otro grupo de especies (Lamoreux et al. 2006, Williams et al. 2006). Por lo

tanto, la baja o nula correlacién entre la diversidad genética y la riqueza de especies no seria
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indicativa de que la diversidad genética tenga un mal desempefio como sustituto de la
diversidad taxonémica.

Las cactaceas son un grupo de plantas de especial interés para conservacion, esto
debido principalmente a los niveles de amenazas que enfrentan como consecuencia del
cambio en el uso del suelo como asi también por la sobreexplotacion de la que son objeto por
tener valor estético y ser de gran interés para coleccionistas, principalmente como especies
ornamentales (Goettsch et al. 2015). Evaluaciones recientes han mostrado que una alta
proporcion de las especies de cactaceas (31%) se encuentra en alguna categoria de riesgo de
extincion. Ademas, la familia entera se encuentra en el Apéndice 1l y algunas especies en el
Apéndice | de CITES (Convention on International Trade in Endangered Species of Wild
Fauna and Flora y en castellano Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres) (Ortega-Baes et al. 2010). Numerosos estudios han
ensayado esquemas de conservacion para la diversidad de este grupo de plantas tanto a escala
regional como global (Ortega-Baes et al. 2010) pero en su gran mayoria se han referido a la

diversidad taxondmica.

IVV.3 Objetivos e Hipdtesis

El objetivo de este capitulo fue utilizar la diversidad genética de Echinopsis
terscheckii, una cactacea columnar endémica de Argentina culturalmente importante que se
utiliza como fuente de madera y que esta categorizada como vulnerable por IUCN (Ortega-
Baes y Lowry 2013), para fijar prioridades de conservacion in situ. Con base en esta
informacion se evalué ademas, si la diversidad genética de esta especie puede ser utilizada
como sustituta de la diversidad taxondmica de la familia Cactaceae que habita a lo largo de la
distribucion geografica de esta especie.

Se puso a prueba la hipétesis que la diversidad genética de E. terscheckii puede ser
utilizada como sustituta de la diversidad taxonomica de la familia Cactaceae, de tal manera
que las areas prioritarias para conservacion de esta especie, seleccionadas con base en su
diversidad genética, albergaran una alta proporcion de la diversidad taxonémica de la familia

Cactaceae.
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IVV.4 Materiales y Métodos
IVV.4.1 Diversidad genética de Echinopsis terscheckii

Los datos genéticos de E. terscheckii consistieron de marcadores isoenzimaticos,
secuencias de ADN del cloroplasto y ADN nuclear, analizados para 22 poblaciones
ampliamente distribuidas, abarcando todo el rango geografico de la especie, a lo largo de
aproximadamente 700 km (Tabla IV.1, P4g. 122). Un total de 688 plantas individuales fueron
genotipadas para quince loci de isoenzimas y 44 individuos fueron secuenciados para 3
regiones no codificantes del ADN del cloroplasto y nucleares de ITS (ver Capitulo Il para
detalles metodologicos).

El nimero de alelos para marcadores isoenzimaticos de cada poblacion y para el total
de alelos de la especie, conjuntamente con los alelos privados, fueron obtenidos por conteo
directo a partir de las frecuencias alélicas. Se registré un total de 80 alelos y dos variantes
haplotipicas (obtenidas en base a secuencias de ADN del cloroplasto e ITS) para el total de las
22 poblaciones evaluadas. La diversidad alélica fue utilizada como medida de la diversidad
genética tal como fue propuesta por Diniz-Filho et al. (2012a). Estos autores justifican el uso
de la diversidad alélica para planificar esquemas de conservacion para especies focales, en el
marco conceptual de poblaciones que presentan diferenciacién genética, como es el caso del
presente estudio, medida a través del indice Fst (una medida de la divergencia entre
poblaciones). Tal como fue indicado en el Capitulo Il de la presente tesis, E. terscheckii
presenta una divergencia entre poblaciones moderada correspondiente a un Fsr de 0,119
(Capitulo I1).

IVV.4.2 Distribucion geogréfica de las especies de cactaceas de Argentina

Se model¢ la distribucion geografica de 172 especies de cactaceas que se distribuyen
en Argentina. Esto representa el 94,51% de la diversidad especifica reconocida para este pais
(Ortega-Baes et al. 2010).

En el presente capitulo se utilizd una base de datos de 2707 registros de presencia de
las especies de cactaceas argentinas (Ortega-Baes datos no publicados, Fig. IV.1, Pag. 117).
La base de datos incluye puntos de muestreo y puntos de registro de colecciones de los
principales herbarios del pais. La validez de cada registro se realiz6 de acuerdo a Scheldeman
y Zonneveld (2010) a través del andlisis de inconsistencia, es decir, se removieron puntos sin

coordenadas, se asignaron coordenadas a puntos georreferenciados en forma incorrecta
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(cuando fue imposible), se eliminaron datos duplicados o dudosos y se examinaron las
especies de plantas para resolver cualquier conflicto de nombre cientifico. Luego de ello, los
registros de colecta fueron revisados manualmente con las localidades extraidas del servicio
de datos de acceso libre Open Street Map (https://www.openstreetmap.org/#map=5/51.500/-0.100)
y los datos de localidades y pueblos provista por el Instituto Geografico Nacional de
Argentina (IGN; http://www.ign.gob.ar/sig), ambos disponibles en formato ESRI Shapefile.
Con las mismas se determinaron las inconsistencias espaciales entre los sitios de colecta con
las que figuran en las bases. Puntos con errores de georreferenciacion fueron relocalizados
usando dichas bases de datos y el programa Google Earth (disponible en
http://www.google.com/earth/download/ge/).

Para generar la distribucion potencial de cada especie se usé el software Maxent
(Phillips et al. 2006, Phillips y Dudik 2008). Este algoritmo fue elegido debido a su buen
desempefio comparado con otros (Elith et al. 2006, Hernandez et al. 2006, Aguirre-Gutiérrez
et al. 2013). Se utilizaron las 19 variables bioclimaticas provistas por Worldclim con una
resolucion de 30 segundos (~1 km; Hijmans et al. 2005). S6lo se emplearon variables
climaticas ya que segun Bucklin et al. (2015), producen aproximaciones efectivas y eficientes
de ambientes habitables.

Cada modelo de distribucion fue puesto a punto mediante la modificacién de dos
configuraciones de Maxent: el multiplicador de regularizacion y las clases de caracteristicas
(feature class). MaxEnt tiene seis feature class: lineal (L), producto (P), cuadratico (Q),
bisagra (H), umbral (T) y categorico (C). Las cuales se derivan de variables ambientales de
dos tipos: continuo y categdrico. Las caracteristicas lineales, cuadraticas, producto, umbral y
bisagra se derivan de variables continuas. Las caracteristicas del indicador de categoria se
derivan de variables categéricas (Phillips y Dudik 2008). Se crearon corridas para las
siguientes combinaciones: L, LQ, H, LQH y LQHPT de feature class y 0,25; 0,50; 1,00; 1,50;
2,00; 4,00; 6,00; 8,00 y 10,00 multiplicadores de regularizacion. Los modelos fueron corridos
con el enfoque propuesto por Radosavljevic y Anderson (2014), usando el método de tipo
enmascarado y geograficamente estructurado. De esta manera, el area de modelado es
dividida en compartimientos de distintas areas, pero con el mismo numero de registros
(Araujo y Rahbek 2006, Jiménez-Valverde et al. 2011, Peterson 2011). Ademas, debido a su
distribucion en sentido Norte-Sur, cada uno de los grupos espaciales es organizado
latitudinalmente. Esto reduce la auto-correlacion entre los datos de calibracion y evaluacién
ya que se hace con datos espacialmente separados y las métricas de evaluacién no se exageran

(Veloz 2009, Hijmans 2012). La evaluacion de los modelos se hizo mediante el valor AUC
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promedio de las tres iteraciones para cada combinacién de parametros (una por cada zona
enmascarada geograficamente). También se calcul6 la diferencia entre el AUC de evaluacion
(AUCe) y el AUC de calibracion (AUCc). Esta diferencia de AUCs se calcul6 para toda la
region de estudio de cada especie (Radosavljevic y Anderson 2014). Ademas de estas dos
medidas, se calculo la tasa de omision. Para ello, se usé como umbral el percentil 10. Este
umbral se utiliz6é debido a que el mismo no es sensible a localidades particularmente extremas
en cuanto a su probabilidad. EI mejor modelo fue elegido de acuerdo a: 1) la menor tasa de
omision, 2) el minimo valor AUCs y 3) el maximo valor observado de AUCe.

Una vez obtenida la distribucion geogréafica de todas las especies se sobrepuso cada
mapa de distribucién sobre las 22 celdas que incluyen las poblaciones para los cules se
cuenta con informacién de diversidad alélica de E. terscheckii. EI punto georreferenciado de
cada poblacién de E. terscheckii fue el centroide de una celda hexagonal de 53.11 km?. Este
tamafio de celda corresponde a la mediana de la superficie que tienen las areas protegidas en
Argentina (de la categoria | a la IV, segun IUCN). De esta manera se determin6 el namero de
especies (88 especies; Apéndice 1, Pag. 124-126), que potencialmente habitan junto con E.
terscheckii, constituyendo asi la diversidad taxondmica para la cual se evalto los niveles de
representatividad de las reservas seleccionadas con base en la diversidad alélica de esta

especie focal.
I1VV.4.3 Seleccion de areas prioritarias y el papel como sustituto

La seleccién de las areas prioritarias para la conservacion de la diversidad genética de
E. terscheckii fue realizada usando el software MARXAN (Game y Grantham 2008). Este
software es utilizado para la seleccion de reservas que soluciona el problema del conjunto
minimo y tiene como objetivo especifico minimizar el costo de la red de reservas, a la vez que
cumple con todas las metas cuantitativas de biodiversidad. Las metas de representacion
tenidas en cuenta fueron: 1) que la diversidad alélica esté representada al menos una vez
(meta 1), 2) que la diversidad alélica esté representada al menos una vez, con la restriccion
que los dos Unicos haplotipos registrados para la especie estén seleccionados prioritariamente
(meta 2), 3) que la diversidad alelica esté representada al menos dos veces (meta 3) y 4) que la
diversidad alélica esté representada al menos dos veces, con la restriccion que los dos Unicos
haplotipos registrados para la especie estén seleccionados prioritariamente (meta 4).

Una vez seleccionadas las areas prioritarias para la conservacion de la diversidad
genética de E. terscheckii se determino qué diversidad taxondmica de la familia Cactaceae
estaba representada en dichas areas, evaluando asi el desempefio de la diversidad genética
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como sustituto de la diversidad taxondmica. Para ello se sobrepusieron los mapas de
distribucion de todas las especies y de las especies endémicas de Argentina separadamente,
sobre las areas seleccionadas como prioritarias para la conservacion de E. terscheckii de
acuerdo a las cuatro metas de conservacion, obteniendo el porcentaje de todas las especies y
de las especies endémicas (representatividad) que estaba contenido en las poblaciones
seleccionadas como prioritarias. A fin de conocer si las areas seleccionadas con base en la
diversidad alélica de E. terscheckii tienen un mejor desempefio que areas seleccionadas al
azar, se generaron 1.000 subconjuntos al azar de areas prioritarias utilizando el mismo numero
minimo de poblaciones obtenido para cada meta de conservacion. Para cada subconjunto se
calculd la representatividad de especies con los que se obtuvieron los percentiles 2,5 y 97,5%,
los que constituye los limites de confianza. EI desempefio del grupo sustituto (diversidad
alélica) se considerd bueno si la representatividad observada de la diversidad taxonémica

supera el limite superior del intervalo.

1.5 Resultados

IVV.5.1 Poblaciones prioritarias para conservacion

La riqueza alélica promedio por poblacion fue de 43,68 + 5,24, con un maximo de 52
(poblaciones de Metan y Famatina) y un minimo de 33 (poblacién de Alemania; (Tabla IV.1,
Pag. 122). De acuerdo a la meta de representacion 1, seis poblaciones son necesarias para
representar los 80 alelos y los dos haplotipos conocidos de E. terscheckii (Fig. 1V. 2, Pag.
118). Estas poblaciones ocupan un rango amplio latitudinal y estan ubicadas en las provincias
de Salta, La Rioja y San Juan. Diez poblaciones fueron necesarias para representar toda la
diversidad genética conocida de E. terscheckii de acuerdo a la meta de representacion 2. Estas
poblaciones se ubicaron en las cinco provincias en las que se distribuye la especie (Fig. IV. 3,
Pag. 119). De acuerdo a la meta de representacion 3, 12 poblaciones fueron seleccionadas
como prioritarias, ubicandose en todas las provincias a excepcién de Tucuman (Fig. 1V. 4,
Pag. 120). Por ultimo, 15 poblaciones constituyen el nimero minimo para representar toda la
diversidad conocida de la especie bajo estudio, las que se ubicaron en las cinco provincias en
las que se distribuye la especie (Fig. 1V. 5, Pag. 121). Cinco poblaciones (QTB, MN, LC, Hy

T) fueron seleccionadas para las cuatro metas de representacion (Fig.1V.2, Pag. 118).

IVV.5.2 Representatividad de la diversidad taxonomica

Del total de especies (88 especies) que se distribuyen potencialmente conjuntamente

con E. terscheckii, el 90,1% se encuentran representadas en el sistema de reservas
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seleccionado de acuerdo a la meta de conservacion 1, 95,45 de acuerdo a la meta 2, 96,59 de
acuerdo a la meta 3 y el 98,86 de acuerdo a la meta 4. Del total de especies endémicas de
Argentina (41 especies) que se distribuyen potencialmente junto con E. terscheckii, el 85,36%
estan representadas en el sistema de reservas de acuerdo a la meta de representacion 1, el
90,24 de acuerdo a la meta 2, el 95,12 de acuerdo a la meta 3 y el 97,56 de acuerdo a la meta
4. En todos los casos, la representatividad en el conjunto minimo de areas, de acuerdo a cada

meta de representacion, no fue diferente del azar (Tabla IV. 2, Pag. 123).
1.6 Discusion

El nimero minimo de poblaciones necesarias para conservar toda la diversidad
genética conocida de Echinopsis terscheckii fueron seis, de acuerdo a la meta 1. Cuando las
metas de representacion fueron mas exigentes (meta 2, 3 y 4), un nimero mayor de
poblaciones fueron necesarias para cumplir con este propoésito. Estos resultados muestran que
el marco conceptual y metodoldgico de la planificacion sistematica para la conservacion
(Margules y Pressey 2000) puede ser utilizado para la diversidad genética, lo que ha sido
destacado en los pocos estudios previos que han usado un enfoque similar (Diniz-Filho et al.
2012, Vinceti et al. 2013). Es decir, es posible disefiar una red de reservas genéticas a través
de métodos de optimizacién, dando peso no sélo a las areas que tienen una alta diversidad
genética (alélica) sino también a aquellas, que aunque menos diversas, tienen diversidad
singular (alelos Unicos o pocos frecuentes; Diniz-Filho et al. 2012). Los enfoques
tradicionales, por ejemplo, utilizando diferentes medidas que resumen la diversidad genética,
como la riqueza alélica (el equivalente a la riqueza de especies, utilizada para la diversidad
taxondmica) tienen el inconveniente que priorizan areas mas diversas, sin importar que la
misma pueda ser redundante (Vinceti et al. 2013). Esto ha sido destacado previamente para la
diversidad taxonomica cuando se han comparado las areas seleccionadas con base en el
concepto de hotspots con las seleccionadas por complementariedad (Reyers et al. 2000).

El nimero de poblaciones seleccionadas para la conservacion in situ de E. terscheckii en base
a su diversidad genética, fue similar a los obtenidos para Dipteryx alata, un arbol endémico de
la ecoregion del Cerrado (Diniz-Filho et al. 2012) y relativamente bajo cuando se lo compara
con Prunus africana, un arbol de los bosques Afromontanos de Africa (Vinceti et al. 2013).
Esto es una ventaja, porque significa que con un bajo esfuerzo, expresado en ndmero de
poblaciones, puede conservarse el 100 % de la diversidad genetica conocida. Si se desea una
mayor representatividad de dicha diversidad (por ejemplo, que cada alelo esté representado

dos veces) mas poblaciones son necesarias para dar cumplimiento a este objetivo. Se ha

114



indicado, que aunque niveles altos de representacion en los sistemas de reservas son mas
costosos, son preferibles porque podrian ser méas efectivos para conservar la diversidad objeto
de proteccion a largo plazo (Gaston et al. 2001).

Aunque el objetivo inicial sélo fue determinar el nimero minimo de poblaciones que
son necesarias para establecer las reservas genéticas para la conservacion in situ de esta
especie, los resultados obtenidos pueden ser usados para la colecta de germoplasma, lo que
permitiria establecer una coleccion nicleo para la conservacion ex situ.

Tambien el disefio de practicas de conservacion puede guiarse ademéas por la
distribucion de polimorfismos genéticos. Los centros de diversidad genética y variantes
genéticas Unicas son relevantes en conservacion para asegurar la viabilidad de las poblaciones
y su potencial evolutivo para responder a cambios ambientales en el largo plazo. La
disyuncion de los dos grupos de poblaciones reveladas tanto por marcadores de ADN del
cloroplasto como nucleares a los 27° S podria considerarse como unidades evolutivas
significativas (Moritz 1994). De la misma manera, la elevada diversidad en los marcadores
isoenzimaticos juntamente con la presencia de variantes alelicas Unicas hacia el sur de la
distribucion pueden utilizarse para priorizar esfuerzos de conservacién, como lo sugerido para
Podocarpus parlatorei (Quiroga et al. 2012, Quiroga y Premoli 2013).

Echinopsis terscheckii es una cactacea columnar que es colectada como fuente de
madera para la construccion de pequefios muebles, artesanias, revestimientos, entro otros
usos. Esta especie endémica de Argentina ha sido categorizada como vulnerable por IUCN,
estando amenazada, ademas de su colecta, por el avance de la frontera agropecuaria que ha
afectado la extension de su distribucion geografica, al menos en el noroeste de Argentina
(Ruiz 2011). Debido a esto es necesario generar acciones de conservacion ex situ que se
complementen con las acciones de conservacion in situ. Es importante indicar que a pesar de
que Argentina es uno de los paises méas diverso en cactaceas a escala global (Ortega-Baes y
Godinez-Alvarez 2006, Ortega-Baes et al. 2015) y que muchas de estas especies estan
amenazadas, no se ha establecido en nuestro pais un banco de germoplasma para las especies
de esta familia de plantas. En todo sentido, las poblaciones seleccionadas como prioritarias,
identificadas por el presente estudio, constituyen la base para la implementacion efectiva de
un banco de germoplasma para esta especie, siendo asi el primer paso para el establecimiento
de estrategias de conservacion ex situ para la familia Cactaceae.

Una alta proporcion de especies de la familia Cactaceae estuvieron representadas en
las reservas genéticas de E. terscheckii, siendo superior al 90 % para todas las metas fijadas a
priori. Esto implica que la diversidad genética de la especie focal tuvo un buen desempefio
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como sustituto de la diversidad taxonomica. Sin embargo, es importante indicar que el
porcentaje de especies representadas en los conjuntos minimos de poblaciones seleccionadas
de acuerdo a las diferentes metas, no fue diferente del azar. Esto Gltimo siempre se ha
considerado uno de los aspectos importantes, ademas de los niveles de representatividad, para
la identificacion de un sustituto con buen desempefio. Sin embargo, el anélisis realizado con
Marxan, establece por optimizacién no s6lo cuantas son las poblaciones mas importantes para
conservar toda la diversidad genética conocida de E. terscheckii, sino también la identidad de
las mismas. Esto significa que no cualquier poblacion puede ser elegida para cumplimentar
con el numero minimo establecido. Cualquier conjunto de poblaciones seleccionadas de
acuerdo al namero minimo establecido por Marxan, puede albergar alta diversidad de especies
de cactaceas, pero no genética. Por lo tanto, usar la diversidad genética de E. terscheckii como
sustituto de la diversidad taxonémica de la familia Cactaceae permite identificar qué areas
(=poblaciones) son las mas importantes para cumplir con el doble propésito de establecer
reservas genéticas para una especie focal como asi también establecer una red de reservas
para conservar la diversidad taxondmica de un grupo con alta prioridad para acciones de

conservacion como lo son las especies de esta familia de plantas.
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IV.7 Figuras y tablas

Fig.1V.1: Puntos de registro de colectas de herbario y de campo utilizados para modelar la

distribucion potencial de las cactaceas de Argentina.
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Fig.1V.2: Poblaciones prioritarias para la conservacion de la diversidad genética conocida de
Echinopsis terscheckii de acuerdo a la meta de representacion 1 (que la diversidad alélica esté
representada al menos una vez). Los tridngulos indican las areas prioritarias (6) y los circulos

las areas no seleccionadas por complementariedad (16).
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Fig.1V.3: Poblaciones prioritarias para la conservacién de la diversidad genética conocida de
Echinopsis terscheckii de acuerdo a la meta de representacion 2 (que la diversidad alélica esté
representada al menos una vez, con la restriccion que los dos Unicos haplotipos registrados
para la especie estén seleccionados prioritariamente). Los tridngulos indican las areas

prioritarias (10) y los circulos las areas no seleccionadas por complementariedad (12).
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Fig.1V.4: Poblaciones prioritarias para la conservacién de la diversidad genética conocida de
Echinopsis terscheckii de acuerdo a la meta de representacion 3 (que la diversidad alélica esté
representada al menos dos veces). Los triangulos indican las areas prioritarias (12) y los
circulos las &reas no seleccionadas por complementariedad (10).
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Fig.1V.5: Poblaciones prioritarias para la conservacion de la diversidad genética conocida de
Echinopsis terscheckii de acuerdo a la meta de representacion 4 (que la diversidad alélica esté
representada al menos dos veces, con la restriccion que los dos unicos haplotipos registrados
para la especie estén seleccionados prioritariamente). Los tridngulos indican las areas
prioritarias (15) y los circulos las areas no seleccionadas por complementariedad (7).
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Tabla IV.1: Ubicacién geografica y riqueza alélica de cada una de las 22 poblaciones de
Echinopsis terscheckii estudiadas en el presente trabajo.

Altitud Riqueza  N°de alelos

N° Poblacion Provincia Latitud Longitud ) )
(msnm) alélica anicos

1  Las Higuerillas Salta 24° 49" 65° 17 1.204 36

2 Qda.del Toro  Salta 24°51' 65°42" 1.784 44 1
3  LaPedrera Salta 24° 53" 65° 21 1.176 46

4 Sunchal Salta 25°09" 65°43  1.827 39

5 Qda. Escoipe Salta 25° 11" 65°47 2.263 42

6 Cabra Corral Salta 25°18'" 65°20' 1.082 35

7  Metéan Salta 25° 14" 64°55 737 52 3
8 Alemania Salta 25°37" 65°38  1.229 33

9 Trancas Tucumén  26°24"  65°20' 809 35

10 Belén Catamarca 27°35" 67°00° 1.360 43 1
11 Londres Catamarca 27°41" 67°10' 1.366 46

12 Andalgala Catamarca 27°38' 66°12' 1.053 42

13 La Merced Catamarca 28°12" 65°38' 843 47

14 San Fernando Catamarca 28°29" 65°50' 817 44

15 San Pedro LaRioja  28°40" 66°56' 1.514 45

16 Cebila LaRioja  28°44'" 66°21' 1.197 45 1
17 Famatina LaRioja  28°59'" 67°29" 1.289 52

18 Los Colorados LaRioja  29°56'" 67°06' 660 48

19 Padercitas LaRioja  29°23  66°57 790 47

20 Huaco LaRioja  29°10° 67°02 1.215 47

21 Valle Fértil SanJuan  30°38 67°30° 873 45

22 Tumanas SanJuan  30°57" 67° 18 774 48
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Tabla 1V.2: Desempefio de la diversidad genética de Echinopsis terscheckii como sustituto
de la diversidad taxondmica de las cactaceas de Argentina y de acuerdo a las diferentes metas
de conservacion. El desempefio se evalu6 como el porcentaje (representatividad) de todas las
especies (TE) y de las especies endémicas de Argentina (EE) contenido en las poblaciones
seleccionadas como prioritarias para la especie focal. Los intervalos de confianza se
calcularon a partir de generar 1000 subconjuntos al azar de areas prioritarias utilizando el
mismo namero minimo de poblaciones obtenido para cada meta de conservacion, lo que

permitio obtener los percentiles 2,5y 97,5%.

Representatividad Intervalo de confianza

Meta 1 (6 poblaciones) TE 90,91 [79,55-97,73]

EE 85,36 [76,61-100]
Meta 2 (10 poblaciones) TE 95,45 [88,64-100]

EE 90,24 [85,36-100]
Meta 3 (12 poblaciones) TE 96,59 [93,15-100]

EE 95,12 [90,24-100]
Meta 4 (15 poblaciones) TE 98,86 [96,59-100]

EE 97,56 [95,12-100]
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Apéndice IV.1:

Listado de especies de cactaceas nativas de Argentina que se distribuyen conjuntamente con

Echinopsis terscheckii.

Especie Status
Austrocylindropuntia shaferi Nativa
A. verschaffeltii Nativa
A. vestita Nativa
Blossfeldia liliputana Nativa
Brasiliopuntia brasiliensis Nativa
Cereus aethiops Endémica
C. hankeanus Nativa
Cleistocactus baumannii Nativa
C. smaragdiflorus Nativa
Cumulopuntia boliviana Nativa
C. chichensis Nativa
C. rossiana Nativa
Denmoza rhodacantha Endémica
Echinopsis albispinosa Endémica
E. ancistrophora Nativa
E. angelesii Endémica
E. atacamensis Nativa
E. aurea Endémica
E. candicans Endémica
E. chrysochete Nativa
E. densispina Endémica
E. famatinensis Endémica
E. ferox Nativa
E. formosa Nativa
E. haematantha Endémica
E. huascha Endémica
E. jajoana Endémica
E. leucantha Endémica
E. mirabilis Endémica
E. pugionacantha Nativa
E. rhodotricha Nativa
E. rowleyi Endémica
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Apéndice IV.1 (Continuacién)...

Especie Status
E. saltensis Endémica
E. schickendantzii Nativa
E. strigosa Endémica
E. tarijensis Nativa
E. thelegona Endémica
E. thelegonoides Endémica
E. thionantha Endémica
Eriosyce straussiana Endémica
Gymnocalycium baldianum Endémica
G. bodenbenderianum Endémica
G. castellanosii Endémica
G. kieslingii Endémica
G. marsoneri Nativa
G. pflanzii Nativa
G. saglionis Endémica
G. schickendantzii Endémica
G. spegazzinii Nativa
Harrisia pomanensis Nativa
Lepismium lorentzianum Nativa
L. lumbricoides Nativa
Maihuenia poeppigii Nativa
Maihueniopsis glomerata Nativa
M. hypogaea Nativa
M. subterranea Nativa
Opuntia anacantha Nativa
O. quimilo Nativa
0. salmiana Nativa
O. schickendantzii Endémica
O. sulphurea Nativa
Oreocereus trollii Nativa
Parodia aureicentra Endémica
P. chrysacanthion Endémica
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Apéndice IV.1 (Continuacién)...

Especie Status
P. erinacea Nativa
P. maassii Nativa
P. mammulosa Nativa
P. microsperma Endémica
P. stuemeri Endémica
Pereskia sacharosa Nativa
Pfeiffera ianthothele Nativa
P. monacantha Nativa
Praecereus saxicola Nativa
Pterocactus tuberosus Endémica
Rebutia einstenii Endémica
R. minuscula Endémica
Rhipsalis baccifera Nativa
R. floccosa Nativa
Stetsonia coryne Nativa
Tephrocactus alexanderi Endémica
T. aoracanthus Endémica
T. articulatus Endémica
T. molinensis Endémica
T. nigrispinus Nativa
T. weberi Endémica
Tunilla corrugata Endémica
T. erectoclada Endémica
T. soehrensii Nativa
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. B
CAPITULO V <

Efectos del cambio del uso de la tierfa sobre la
diversidad genetica” -del- cactus ‘Columnar
Echinopsis terscheckii




V.1 Resumen

Actualmente la biodiversidad se ve amenazada principalmente, por el avance de la
frontera agropecuaria y el efecto del cambio climatico. Los impactos sobre las especies se
vincularian con la retraccion de los rangos geograficos, la declinacién poblacional y pérdida
de diversidad genética. En este capitulo se evalud la vulnerabilidad de las poblaciones de
Echinopsis terscheckii al cambio en el uso del suelo para la provincia de Salta y la potencial
pérdida de diversidad genética bajo este escenario. Mediante el desarrollo de un modelo de
potencial de transicion, se determind que 1,8% del area de distribucion de la especie se
encuentra bajo riesgo de cambio de uso alto, muy alto o extremo, siendo la elevacion y la
distancia a camino, las variables con mayor influencia en la deforestacion, por otro lado se
encontraron correlaciones significativas positivas entre los parametros de diversidad genética
y los potenciales de transicion de Bosque a Cultivo. Estos resultados muestran que si bien el
porcentaje de area bajo riesgo de cambio es relativamente bajo, el mismo puede impactar de

manera significativa en la reserva genética de E. terscheckii.
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V.2 Introduccién

La creciente demanda mundial de alimentos ha proporcionado motivos para
transformar areas naturales en areas destinadas a la agricultura. EI cambio en el uso de la
tierra dado principalmente por la expansion de la frontera agropecuaria, es un importante
factor de deforestacion y destruccion de habitats naturales con la consecuente pérdida de
biodiversidad, especialmente en las tierras bajas tropicales y subtropicales donde los suelos
son productivos (lzquierdo y Grau 2009). Fundamentalmente, son muy afectados los
ecosistemas de Bosque Seco (Chaco) en el noroeste de Argentina, donde la expansion de la
frontera agricola es la principal causa del aumento de la deforestacion (Grau et al. 2005),
destinada principalmente a la produccion de granos.

En la Provincia de Salta se calcula que el porcentaje de tierras transformadas en
relacién a la superficie plana disponible, pasé desde el 4% en el afio 1975 al 23% en el afio
2008. Esta expansion se produjo por la necesidad de cultivo de soja, un producto altamente
rentable y productivo en &areas donde existen fuertes restricciones hidricas (<700 mm de
precipitacion anual) (Grau et al. 2005, PROYUNGAS 2011).

Ademas, la expansién de los cultivos ha estado direccionada por diferentes factores,
entre los que se pueden mencionar las limitaciones biofisicas propias de cada region (INTA-
PNUD 1990) y el acceso a servicios como rutas, puentes y asentamientos urbanos (Rudel
2007).

El uso de técnicas basadas en Sistemas de Informacién Geografica (SIG) y de métodos
implementados en los mismos, permiten el desarrollo de modelos de cambio de usos del suelo
basados en redes neuronales artificiales (RNAs), que calculan los potenciales de transicion de
cambio, determinados por variables especificadas por el usuario que se refieren, al estado de
las fuerzas motrices del cambio, entre las que pueden mencionarse, la pendiente, la elevacion,
variables climaticas, distancias a caminos, distancias a pueblos entre otros.

El pool génico de las poblaciones del cactus columnar E. terscheckii, que se
distribuyen en areas potencialmente productivas, podria resultar afectado por tales cambios.
Las consecuencias genéticas de la pérdida de habitat, con su posterior fragmentacion lleva a
las poblaciones remanentes, de menores tamafos poblacionales y aisladas, a acentuar los
efectos de la deriva genética con la posterior fijacion y péerdida de alelos e incrementos en los
procesos de endogamia, lo que causa una disminucién de la heterocigosis. Por otro lado el
aislamiento entre las poblaciones disminuye el flujo de genes entre las mismas, intensificando

la divergencia poblacional. Todos estos procesos llevan a la disminucion de la diversidad
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genética, y a la pérdida de aptitud disminuyendo el potencial evolutivo de las poblaciones a
futuros cambios ambientales (Fisher 1930).

Un estudio en el cactus columnar Polaskia chichipe fue evaluado en areas afectadas
por actividades antropicas (Otero-Arnaiz et al. 2005). No todas las especies se ven afectadas
por la fragmentacion de hébitat, esto depende principalmente de la capacidad de dispersion de
la especie dada por los polinizadores y los dispersores de semilla, que permiten el flujo de
genes entre las poblaciones (Otero-Arnaiz et al. 2005). Como se documenta para otras
especies de cactus columnares (Valiente-Banuet et al. 2002), las especies de murciélagos y
aves que participan en la dispersion de semillas, asi como los arboles y arbustos que tienen un
papel como plantas nodrizas para el establecimiento de plantulas son criticos en los ambientes
fragmentados. Sin embargo estudios realizados en Stenocereus quevedonis, un cactus
columnar endémico en el centro de México, ha mostrado que el conjunto de frutas y de
semillas son significativamente mayores en los sitios con disturbios que en sitios con una
vegetacion conservada, debido a que el aclaramiento de la vegetacion favorece una mayor
radiacion solar en las plantas (Rodriguez-Oseguera et al. 2012).

Se carece de informacion que permita conocer el impacto en la reserva genética de las
poblaciones de E. terscheckii debido a la pérdida de habitat producto del avance de la frontera
agropecuaria. Esta informacion es relevante para poder generar pautas en la conservacion de

esta especie en estado vulnerable.

V.3 Objetivos e Hipdtesis

El objetivo de este trabajo fue cuantificar la diversidad genética basada en el analisis
genético-poblacional de 12 poblaciones distribuidas en la provincia de Salta y el desarrollo de
un modelo predictivo de cambio en el uso de la tierra para la misma ubicacion geografica, a
fin de identificar poblaciones y evaluar pérdidas genéticas producto de estos cambios.

Se puso a prueba la hipétesis que el cambio en el uso del suelo debido a la expansion
de la frontera agropecuaria constituye una amenaza importante para las poblaciones de E.
terscheckii que se distribuyen en la provincia de Salta, afectando principalmente a las
poblaciones ubicadas en las tierras bajas de la ecorregion del Chaco que tienen un alto valor

para la actividad agropecuaria.

V.4 Materiales y Métodos
V.4.1 Coleccion de muestras para analisis genético
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Para el analisis genético, se seleccionaron 12 poblaciones, (Tabla V.1, Pag. 136). En
cada sitio se muestreo al azar entre 15-33 individuos. En total se colectaron 345 individuos.

V.4.2 Modelado de cambio de uso de suelo

Se utilizaron series temporales de imagenes Landsat que caracterizan la extension y el
cambio forestal, disponibles en Global Forest Change

https://earthenginepartners.appspot.com/science-2013-global-forest), en donde los arboles se

definen como la vegetacion més alta y se expresan como un porcentaje por celda de la
cuadricula de salida como “Porcentaje de cubierta arbérea 2000”. La "pérdida de la cubierta
forestal" se define como una alteracion del reemplazo de la parcela, o un cambio de un estado
forestal a otro no forestal, durante el periodo 2000-2014.

Las imagenes de este periodo se utilizaron para analizar la vulnerabilidad de la
especie al cambio del uso de la tierra, para ello se construyé un modelo de potencial de
transicion, este modelo analiza los cambios de usos de suelo producidos en un éarea
determinada en el espacio y en el tiempo, y examina los mecanismos que dirigen su
dindmica, la disposicion en el espacio de cada unidad del territorio representada (cada celda
del mapa raster), determina su potencial para admitir una determinada clase de uso de suelo.
Este potencial se define por una serie de normas de transiciones dadas por las caracteristicas
biofisicas (altitud, temperatura, precipitacion, etc.) o bien socioecondmicas (distancia a
carreteras, densidad de poblacion que influye sobre su uso u ocupacion), cuyo resultado final
es un mapa que indica los valores potenciales de cada celda para cambiar a una categoria
especifica de usos de suelo.

El modelo que analiz6 los cambios bosque-cultivo en funcion de las variables
predictoras de mayor influencia en la deforestacion como precipitacion media anual,
elevacidn, pendiente y distancia a caminos, se realizé utilizando Land Change Modeler
(LCM, in IDRISI (http://www.clarklabs.org/)). LCM utiliza una red neural (algoritmo
perceptrén multicapa) para producir un mapa de probabilidades de potenciales de transicion.

El mejor ajuste del modelo se evalud con el indice de criterio de informacion Akaike
(AIC):

AIC=2k - 2In (L)
donde k es el nimero de parametros en el modelo estadistico, y L es el maximo valor de la
funcién de verosimilitud para el modelo estimado.

Dado un conjunto de modelos candidatos para los datos, el mejor modelo es el que

tiene el valor minimo en el AIC.
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Luego se combinaron los resultados de este escenario con un mapa de distribucion
potencial de E. terscheckii para evaluar la vulnerabilidad a los cambios de uso segun las
probabilidades de transicion dentro de la distribucion actual de la especie y para las

poblaciones estudiadas.
V.4.3 Analisis de datos

El genotipado y el andlisis de los parametros de diversidad genética, se realizaron
siguiendo la metodologia descripta en el Capitulo I1.

Los pardmetros genéticos de las poblaciones estudiadas como el nimero medio de
alelos por locus (Na), numero medio efectivo de alelos por locus (Ng), porcentaje de loci
polimérficos criterio sensu stricto (P), heterocigosis observada (Ho) heterocigosis esperada
(He) bajo las condiciones Hardy-Weinberg y alelos privados fueron correlacionadas con los
potenciales de transicion de bosque a cultivo, usando el programa STATISTICA v.7.0
(StatSoft 2004).

V.5 Resultados

Se resolvieron 15 loci con elevado polimorfismo y diversidad genética >67% y >0.38,
respectivamente (Tabla V.1, Pag. 136). La poblacion de Metan presenta los mayores valores
de diversidad genética y presencia de alelos Unicos (Tabla V.1, P4g. 136).

El andlisis de vulnerabilidad mostré que sélo un 1,8% del area de distribucién de la
especie se encuentra bajo riesgo de cambio de uso alto, muy alto o extremo. EI modelo mas
explicativo para el cambio del uso de la tierra, incluyo a las variables de elevacion y distancia
a caminos. La variable con mayor influencia para la ausencia de deforestacion fue la
pendiente.

Las poblaciones de Metan, La Pedrera y las Higuerillas, resultaron con los mayores
valores de potencial de transicion (Fig.V.1, Pag. 135, Tabla V.2, Pag. 137).

Se obtuvieron correlaciones significativas entre los parametros genéticos y los
potenciales de transicion de bosque a cultivo. En particular, el nUmero de alelos privados,
numero medio efectivo de alelos por locus (Ng) y heterocigosis esperada (Hg) tuvieron una

relacién positiva con los potenciales de transicion. (Tabla V. 3, Pag. 137).
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V.6 Discusioén

Las poblaciones de E. terscheckii analizadas para la provincia de Salta mostraron
valores de diversidad genética que oscilaron entre 0,293 a 0,572, valores similares a lo
descripto para otras especies de cactaceas columnares evaluadas con los mismos marcadores
genéticos (Hamrick et al. 2002, Nassar et al. 2003, Nason et al. 2002, Moraes et al. 2005).

El nivel de diversidad genética méas alto, se encontr6 en la poblacion de Metan,
ubicada al este de la distribucion, donde ademas se registré el mayor valor de potencial de
transicion.

Estos resultados conjuntamente con las correlaciones positivas entre los parametros de
diversidad genética y los potenciales de transicién sugieren un efecto significativo en la
pérdida de diversidad genética debido al cambio en el uso del suelo.

La diversidad genética representa el potencial evolutivo y es importante para el
funcionamiento de los ecosistemas. Se considera que la deforestacion es una de las causas
principales en las extinciones de las especies (Foley et al. 2005), la reduccion del area forestal
en fragmentos reduce el nimero de individuos y mientras mas pequefia sea una poblacion, es
mas vulnerable a los efectos de pérdida de diversidad genética. Autores como Whitmore y
Sayer (1992) sugieren que la tasa de extincion de especies depende de la cantidad y
disposicion espacial del bosque alterado o destruido.

Por otro lado, varios estudios en cactaceas columnares de México, evaluaron como el
manejo in situ (practica donde los agricultores despejan las tierras para el cultivo y las plantas
de cactus con rasgos fenotipicos deseables se conservan), tiene un importante rol en el
mantenimiento de la diversidad genética, debido a que se conserva el flujo de genes entre las
poblaciones silvestres y las de manejo in situ, adicionalmente las précticas de cultivo también
promueven la diversidad genética, ya que se introducen nuevos genotipos a las poblaciones
desde otras poblaciones (Otero-Arnaiz et al. 2005, Cruse-Sanders et al. 2012). Estos
resultados sugieren que las practicas tradicionales de manejo han conservado los recursos
genéticos in situ. Este aspecto puede ser considerado para contrarrestar los efectos de pérdidas
de diversidad genética en las practicas de manejo de las poblaciones de E. terscheckii
ubicadas en las tierras potencialmente productivas.

Por otro lado, caracteristicas del sistema reproductivo como la autoincompatibilidad
de la especie, podrian disminuir los efectos de la endogamia, aunque la endogamia biparental
podria incrementarse en los ambientes fragmentados o en parches como lo descripto en el

Capitulo 3, en relacion a la actividades de los polinizadores y/ o presencia de banco de
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semillas y reclutamientos masivos. Si es posible un alto nivel de flujo génico realizado por las
aves y/o los polinizadores, esto posibilitaria el mantenimiento de la diversidad genética en las
poblaciones fragmentadas.

Asimismo, se deben tener en cuenta tanto las variables de elevacion y distancia a
caminos como principales fuerzas, en la direccion del cambio en el uso del suelo, y las
modificaciones en los patrones climaticos como condicionantes, tanto de la distribucion de las
especies como de la expansion agricola. De este modo, determinadas areas de la distribucién
de E. terscheckii en las tierras planas, pueden resultar productivas, a pesar qué en la
actualidad presentan alta restriccion hidrica. Villalba et al. (1998) indicaron una tendencia a
un aumento de las precipitaciones en el NOA en los ultimos afios.

Si bien las estimaciones realizadas al 2009 indican que la especie ha perdido el 6,35%
del habitat disponible a lo largo de su rango geogréafico y que la fragmentacion del mismo se
ha incrementado en un 66,4% (Ortega-Baes datos no publicados), la concentracién de altos
niveles de diversidad genética para las poblaciones estudiadas y situadas al noreste de la
distribucion debe ser puesta en consideracion para las practicas de manejo y conservacion
tanto in situ como ex situ, como lo propuesto tanto el capitulo 111, como 1V, de tal forma de
preservar el potencial evolutivo de esta especie emblematica y de alto valor cultural en el
noroeste de Argentina.
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V.7 Figuras y tablas
66°0 65°0

[

" | Potencial de transicion

Fig.V.1l: Mapa de cambio de uso de suelo para la provincia de Salta y poblaciones de

Echinopsis terscheckii.
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Tabla V.1: Parametros de diversidad genética poblacional de 12 poblaciones de Echinopsis terscheckii a partir de isoenzimas. Na: nimero
promedio de alelos por locus, Ng: nimero efectivo de alelos por locus, P (%): porcentaje de loci polimdérficos bajo el criterio sensu stricto, Ho y

He heterocigosis observada y esperada, respectivamente. Las desviaciones estandar se muestran entre paréntesis.

Alelos
Poblacion Latitud (S) Longitud (O) Na Ng P(%) Ho He privados
METAN 25° 14' 64° 55' 35(0,3) 2,6(0,3) 100 0,403 (0,094) 0,572 (0,052) 5
QDA DEL TORO 24° 51" 65° 42' 3002 20(0,2 93,33 0,283 (0,065) 0,442 (0,055) 1
ESCOIPE CUESTA 25° 11" 65° 47' 28(0,2) 1,9(0,2 86,67 0,447 (0,092) 0,403 (0,062)
DIVISADERO 26° 6' 66° 1' 2,8(0,3) 1,8(0,1) 86,67 0,303 (0,080) 0,384 (0,056) 1
LA PEDRERA 1 24° 52' 65° 22' 2502 1,8(0,2 80 0,333 (0,071) 0,377 (0,065) 1
ESCOIPE SUNCHAL  25°9 65° 43' 2,6(0,2) 18(0,2 86,67 0,423 (0,101) 0,376 (0,064)
CABRA CORRAL 25° 18 65° 20' 2,3(0,2) 1,8(0,1) 86,67 0,449 (0,084) 0,374 (0,057) 1
RIO COLORADO 26° 5' 66° 0' 2,4(0,3) 1,8(0,2) 80 0,398 (0,076) 0,360 (0,061) 1
LA PEDRERA 2 24° 53' 65° 21' 2602 1,8(0,1) 80 0,343 (0,079) 0,354 (0,066)
LAS HIGUERILLAS  24° 49 65° 17' 2,4(0,2) 1,7(0,2) 86,67 0,419 (0,086) 0,337 (0,060)
ALEMANIA 25° 37 65° 38' 2,2(0,2) 1,6(0,1) 80 0,372 (0,078) 0,322 (0,057)
LA PEDRERA 3 24° 52' 65° 22' 2,1(0,3) 1,6(0,2) 66,67 0,318 (0,099) 0,293 (0,068)
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Tabla V.2: Potencial de transicion analizado en las doce poblaciones de Echinopsis
terscheckii para la provincia de salta.

Potencial de transicién

Poblaciones de Bosque a Cultivo
METAN 0,3370
LA PEDRERA 3 0,1860
LA PEDRERA 1 0,1484
LAS HIGUERILLAS 0,1169
LA PEDRERA 2 0,0864
CABRA CORRAL 0,0584
QDA. DEL TORO 0,0484
ALEMANIA 0,0353
ESCOIPE CUESTA 0,0187
ESCOIPE SUNCHAL 0,0164
RIO COLORADO 0,0079
DIVISADERO 0,0022

Tabla V.3: Correlaciones entre pardmetros de diversidad genética (Na, Ng, P (%), Ho, Hg,

Alelos privados) y los potenciales de transicion Bosque a Cultivo medidos para Echinopsis
terscheckii en la provincia de Salta. Las correlaciones marcadas en negrita son significativas a
P <0,05.

Potencial de transicién de
Bosque a Cultivo

Na 0,69
Ne 0,88
P (%) 0,63
Ho 0,27
He 0,85
Alelos privados 0,91
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CAPITULO VI

Discusién general
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V1.1 Discusion general

El estudio realizado a diferentes escalas espaciales y temporales permitié conocer y
determinar el estado actual de las poblaciones de Echinopsis terscheckii a fin de proponer
pautas de conservacion y/o colecta para esta especie dominante de los ambientes aridos y
semiéridos del noroeste Argentino. Histéricamente, los factores orogréficos, tal como el
levantamiento de la Cordillera Andina Central conjuntamente con las oscilaciones climaticas
del Cuaternario, han modelado el acervo genético de E. terscheckii a lo largo de su historia
evolutiva. La distribucion de los polimorfismos genéticos encontrados mediante el analisis del
ADN del cloroplasto y nuclear detect6 patrones asociados posiblemente con los gradientes de
precipitacion, generados por la orografia. La presencia de la sierra del Aconquija, una barrera
orografica que se elevo durante los ultimos 6 Ma. (Ramos et al. 2002, Strecker et al. 2007)
localizada a ~ 27°S podria ser en parte responsable de las diferencias que determiné la
presencia de dos grupos, hacia el norte y sur de las poblaciones de E. terscheckii. Aun cuando
se considere la ausencia de limites al flujo génico por parte de los dispersores de semillas
(aves), posiblemente las restricciones al flujo génico, se darian durante la fase de
establecimiento (germinacion y supervivencia de plantulas) como lo sugerido para los
miembros de la familia de cactaceas en general (Godinez-Alvarez et al. 2003).

La familia tuvo su origen hace aproximadamente 30 millones de afios durante el
periodo del Terciario Medio (Hershkovitz y Zimmer 1997, Nyffeler 2002, Hernandez-
Herndndez et al. 2014), mientras que los principales eventos de diversificacion son mas
recientes, hacia finales del Mioceno-Plioceno hace aproximadamente 10 - 5 Ma (Arakaki et
al. 2011). Esto coincide con el desarrollo de los ambientes &ridos de América y eventos
geoclimaticos del Cuaternario (Hershkovitz y Zimmer 1997). Por ejemplo, el aumento en la
tasa de especiacion en el clado Trichocereinae, un linaje de América del Sur que comprende
la mayor parte de la diversidad de cactus en la region central andina, incluido los cactus
columnares ocurrié en los ultimos 7.5 - 6.5 Ma (Arakaki et al. 2011). Esta reciente
divergencia ha sido apoyada por la pequefia variabilidad en las secuencias detectada a través
de marcadores de ADN del cloroplasto (ADNc) (Nyffeler 2002), esto también es coincidente
con la baja diversidad haplotipica encontrada en E. terscheckii.

Ademas de los factores geoldgicos, las oscilaciones climaticas del Cuaternario,
particularmente las ocurridas durante el Ultimo Maximo Glacial (UMG) también habrian
afectado la distribucion de las especies de las regiones aridas y semiaridas de Sudamérica,

incluido E. terscheckii.
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Durante este periodo, y como consecuencia de los ciclos glaciales, condiciones frias y
secas durante el Pleistoceno promovieron la expansion de la vegetacion de los bosques secos
tropicales de Sudamérica Central, mientras que los periodos interglaciares, mas calidos y
himedos, provocaron su fragmentacion (Pennington et al. 2000, 2009, Mayle 2004). Los
resultados presentados en el Capitulo 1l mostraron como fue moldeado el pool génico de E.
terscheckii durante el UMG, utilizando marcadores moleculares isoenzimaticos analizados en
poblaciones distribuidas a lo largo de todo el rango latitudinal de la especie, los cuales
reflejan patrones contemporaneos de flujo génico. Las condiciones climaticas del UMG
produjo efectos diferenciales en las poblaciones de E. tercheckii localizadas a diferentes
latitudes, lo cual se atribuyd a la presencia de cadenas montafiosas que intensificaron la
influencia de la sequia permitiendo la persistencia local de las poblaciones al sur de la
distribucion, y en sitios cercanos a elevaciones de menor altitud, mientras que las areas
idéneas del norte se redujeron, subsistiendo localmente en poblaciones pequefias y/o
dispersandose a larga distancia, sufriendo deriva genética y efectos fundadores que
erosionaron la diversidad genética. Por el contrario, las condiciones ambientales durante el
Holoceno-Medio mejoraron en el norte, mientras que se deterioraron en el sur, llevando a que
muchas poblaciones en este sector probablemente se extinguieran localmente manteniendo la
variacion genética.

La retencidn de variantes ancestrales en las secuencias del ADNc y nucleares de ITS,
la formacion de grupos diferentes al norte y sur a través de analisis multivariado de cluster y
la presencia de alelos Gnicos en ambos grupos de poblaciones apoyan la idea de persistencia a
largo plazo de E. terscheckii a lo largo de su rango geografico. De este modo la reducida
diversidad isoenzimatica detectada en las poblaciones del norte no seria una consecuencia de
migracién desde areas del sur, sino probablemente un reflejo de los efectos de deriva en tales
poblaciones. Estos resultados proveen evidencia de refugios maltiples durante el UMG para
E. terscheckii.

E. terscheckii es una especie dominante en areas de la regién chaquefia y del monte del
Noroeste Argentino. Principalmente en los ambientes aridos a semiaridos donde las
condiciones extremas de temperaturas y humedad limitan el establecimiento de nuevos
individuos, la cobertura vegetal actia favoreciendo el establecimiento y la supervivencia de
las plantulas debido a la generacion de micrositios favorables, mientras que en bosques
xerofilos con mayores regimenes de precipitacion se produce una competencia por recursos
como la luz. En el Capitulo Ill, las 4 poblaciones analizadas a lo largo de gradientes de

cobertura vegetal y de precipitacion mostraron estructura genética espacial a escala fina EGE
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significativos, el grado de agrupamiento espacial de los genotipos estuvo significativamente
influenciado por las condiciones del sitio (clima y cobertura vegetal), las poblaciones con una
mayor cubierta de vegetacion y mayor régimen de precipitacion, consistieron en individuos
escasos que se agruparon a mayores distancias, mientras que aquellos que consistian en
parches de vegetacion mas pequefios en climas aridos, produjeron grupos de genotipos
estrechamente relacionados a pequefias distancias. Se propone la hipotesis genética de
gradiente de estrés, sugiriendo que la facilitacion (nodricismo) prevaleceria en entornos
estresantes (sequia), donde se producen pequefios parches de vegetacion y una estructura
genética de grano fino. Por el contrario bajo climas con regimenes de precipitacion mas altos
y una mayor cobertura vegetal, la competencia por los recursos como la luz y en el caso de
especies cuyas semillas son fotoblasticas positivas como E. terscheckii, lleva al
establecimiento de individuos dispersos que resultan en la formacidn de vecindarios de escala
mas amplia, que puede asociarse con una dispersion potencial a larga distancia de las semillas
realizada por las aves o por la presencia de bancos de semillas transitorios que pueden
acumular genotipos relacionados muy cerca de las plantas madre. En consecuencia esta
informacidn permite guiar esfuerzos de conservacion y/o restauracion, como lo es, la escala
espacial a la cual se deberia recolectar muestras para conservacion de germoplasma.

Debido tanto a la importancia como fuente de madera y al potencial cambio en el uso
del suelo las poblaciones de E.terscheckii se encuentran ante la necesidad de desarrollo de
estrategias de conservacion. En el capitulo 1V se determinaron areas de conservacion in situ
basado en la diversidad genética para esta especie de cactus columnar, y se evalu6 su papel
como sustituto de la diversidad taxonémica de la familia Cactaceae. Se identificaron un
minimo de 6 poblaciones ubicadas en las provincias de Salta (QTB, MN), La Rioja (C, H,
LC) y San Juan (T), que albergan toda la diversidad genética conocida de la especie, incluidos
los dos clados monofiléticos asociados a poblaciones al norte y sur de la distribucion los que
representan 2 unidades evolutivas significativas. Estas &reas ademéas son importantes para la
conservacion de la familia Cactaceae en el noroeste de Argentina.

Estos resultados implican que las acciones de conservacion llevadas a cabo en base a
la diversidad genética basada en una especie focal, no sélo aseguraria la preservacion de la
especie, sino la diversidad taxondmica de la familia Cactaceae, cuya diversidad se encuentra
amenazada debido a sus altos valores de uso y a sus caracteristicas bioldgicas, considerandose
de este modo un grupo de especial importancia para la conservacion. Las especies de
cactaceas enfrentan ademas, otras amenazas potenciales, como lo es el impacto del avance de

la frontera agricola. En el capitulo V se evalu6 el impacto del cambio del uso de la tierra para
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las poblaciones distribuidas en la provincia de Salta, siendo significativo el riesgo de pérdida
de diversidad genética en las poblaciones ubicadas en las tierras potencialmente productivas,
cuyos usos estan determinados por las variables de elevacion y la distancia a caminos. Este
estudio deberia ampliarse a toda el area de distribucion de la especie, para evaluar con mayor
precision esta amenaza, en el acervo genético de la especie. Adicionalmente seria de gran
importancia realizar modelos de distribucion potencial futuros para la especie, de manera de
poder determinar las posibles areas de pérdida de habitat y tener de este modo un disefio de
conservacion a largo plazo, preservando areas que actualmente presentan alta diversidad
genética y con ello un mayor potencial genético, para responder a escenarios de cambio

climético.

V1.2 Conclusiones Generales

v' La especie E. terscheckii mostré elevada diversidad genética para marcadores
isoenzimaticos.

v" Las poblaciones presentan divergencia genética moderada, con una asociacién positiva
y significativa entre las distancias genéticas y geograficas.

v A escala regional, los patrones de variacidn genética en el ADN del cloroplasto de E.
terscheckii estan estructurados latitudinalmente, mostrando dos grupos asociados a
poblaciones al norte y sur de la distribucion.

v La presencia de la sierra del Aconquija localizada a ~ 27°S podria ser en parte
responsable de las diferencias entre ambos grupos ya que constituye una barrera
orogréfica a las precipitaciones expresandose en aridez en los ambientes del oeste del
pais y en zonas muy humedas al este.

v' Los patrones genéticos isoenzimaticos de E. terscheckii reflejan los cambios
climéticos asociados al Ultimo Méaximo Glacial mostrando diferencias con la latitud.

v El grupo Sur presenta mayor diversidad genética, respecto al grupo Norte.

v" Las poblaciones hacia el sur de la distribucion fueron relativamente estables, mientras
que las poblaciones al norte de la distribucion sufrieron efectos de deriva genética y/o
efectos fundadores durante el Gltimo maximo glacial.

v" A escala de rodal, la mayor estructura genética de E. terscheckii esta asociada a una

menor cubierta de vegetacion y menor régimen de precipitacion.
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v’ La seleccion de areas prioritarias para la conservacion de la diversidad genética de E.
terscheckii resulto en seis poblaciones necesarias para representar los 80 alelos y los
dos haplotipos conocidos para la especie en toda el area de distribucion.

v' El 90.1% de las especies de cactaceas y el 85.36% de las especies de cactaceas
endémicas de Argentina se encontraron representadas en el sistema de reservas
genéticas de E. terscheckii.

v El modelo del cambio en el uso del suelo, para la provincia de Salta, mostrd una alta
vulnerabilidad para las poblaciones ubicadas en las tierras bajas en el este de la

distribucién.

V1.3 Implicancias para la conservacion de Echinopsis terscheckii y aportes a la
conservacion de las cactaceas del Noroeste de Argentina

Echinopsis terscheckii forma parte de la lista roja de especies de la UICN (Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) y estd catalogada como especie
vulnerable (Ortega-Baes y Lowry 2013).

A pesar de que su rango de distribucidn es relativamente amplio, las poblaciones estan
disminuyendo, debido a que el habitat donde esta especie crece se ve afectado actualmente
por la agricultura y la urbanizacion. Se estima que la poblacion se ha reducido al menos en un
30% en los ultimos 30 afios debido a la pérdida y uso del habitat. Ademas, la especie se
cosecha por su madera y al igual que otras especies de cactaceas columnares como Echinopsis
atacamensis, E. tarijensis y Stetsonia coryne, son utilizadas para la construccion de muebles,
revestimientos, vigas, puertas de corrales, fabricacion de artesanias y “souvenirs”, entre otros
(Anderson 2001, Kiesling y Ferrari 2005).

So6lo dos poblaciones, una correspondiente al sector sur (Valle Fértil), y otra al sector
norte (Alemania) se encuentran dentro de areas protegidas, lo que expone al resto de las
poblaciones a una situacion vulnerable frente a posibles cambios.

Los resultados de este trabajo sugieren un nimero minimo de 6 poblaciones locales
que deberian utilizarse para el desarrollo de practicas de conservacion tanto in situ como ex
situ. Los métodos de optimizacién permiten disefiar una red de reservas genéticas, dando peso
no sélo a las areas que tienen una alta diversidad genética (alélica) sino también a aquellas,
que aunque menos diversas, tienen diversidad singular como variantes alélicas Unicas.

El estudio a escala fina, permite definir la escala espacial a utilizar en la recoleccion de

germoplasma. En climas éaridos (<400 mm/afio) las semillas deben ser recolectadas a
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distancias menores a los 50 m, mientras que en los bosques xeréfilos bajo regimenes de
precipitacion més altos la colecta debe realizarse a distancias mayores a los 100 m.

Otro aspecto a considerar en las practicas de manejo y/o conservacion de E.
terscheckii es su conocimiento respecto a la dindmica poblacional, ya que este tipo de plantas
es fuertemente dependiente de la longevidad de los individuos maduros (Godinez-Alvarez et
al. 2003). De este modo factores como la herviboria podrian tener efectos negativos sobre la
reproduccion de la especie, estos resultados han sido evaluados por Peco et al. (2011) donde
el dafio de la corteza por parte del pastoreo de ganado salvaje reduce el potencial reproductivo
de las poblaciones de E. terscheckii ubicadas en la provincia de San Juan. Ademas de estos
impactos directos, se debe considerar la herbivoria del ganado en los desiertos que puede
disminuir el reclutamiento de las plantas, tanto reduciendo la cobertura de las plantas nodrizas
como a través de la degradacion del suelo (Bowers 1997).

Finalmente, E. terscheckii conocido vulgarmente como el “cardon del valle” es un
recurso cuya explotacién sustentable es compleja, debido principalmente a su lento

crecimiento y a su limitada regeneracion.
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