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RESUMEN

La fuerte relacion entre la fisionomia foliar y el clima ha sido utilizada para desarrollar
modelos de reconstruccién paleo-climatica. Asimismo, la densidad estomética y el
tamarfo de estomas responden, en algunas especies, a las variaciones de temperatura
y humedad, como resultado de la compensacién entre la pérdida de aguay la absorcion
de COs. Sin embargo, el efecto del ambiente en la morfologia de estomas es especie-

especifico, y no ha sido evaluado aun en el género Nothofagus.

El presente estudio evalla la variacion de 23 rasgos foliares de N. dombeyi y N. nitida,
considerando 21 sitios distribuidos entre los 35,6°S a los 46,5°S. Segun los patrones
globales descritos y las notables variaciones en temperatura y precipitacion de la
transicion latitudinal del clima mediterraneo-templado, se predice que individuos de
mayor latitud presenten hojas y estomas mas grandes, mayor densidad estomética y
cantidad de dientes, y hojas de menor circularidad. Para determinar la validez de la
prediccion, se registré la variacion morfoldgica de lamina y estomas para las dos

especies, y se evalud la relacién morfologia-clima mediante analisis multivariado.

A excepcion de la forma de la hoja en N. dombeyi, se encontré una respuesta morfolégica
inversa a la esperada, y se determin6 que cuatro rasgos de la morfologia foliar pueden
ser usados como indicadores paleo-climéaticos en esta especie. Ademas, se postula el
tamafio de estomas como posible indicador paleoclimatico, previa evaluacion de su sefial
filogenética. Finalmente, se establecen las bajas temperaturas como principal, pero no

Unico, determinante en el tamafio de hojas y estomas en N. dombeyi.



ABSTRACT

The strong leaf physiognomy-climate relationship has been used for the development of
past climate reconstruction models. In addition, stomatal size and density respond, in
some species, to temperature and moisture variations, as a result of water and CO; trade-
off. However, the environmental effect on specie-specific stomatal morphology has not

been evaluated yet on the genus Nothofagus.

The current work evaluates 23 foliar traits variation on N. dombeyi and N. nitida along 21
sample sites distributed between 35.6°S and 46.5°S. According to global patterns
described for the leaf-climate relationship, and the wide variation of temperature and
moisture between the Mediterranean-Temperate climate transition, individuals growing
at high latitudes should have bigger stomata and leaf sizes, higher stomatal density and
tooth number, and have less rounded leaf. To determine the veracity of this prediction,
leaf and stomatal morphology were recorded for two species, and the leaf morphology-

climate relationship was evaluated with a multivariate analysis.

For N. dombeyi, the results showed an inverse leaf morphology-climate relationship
(except for leaf shape) and that 4 of the 23 foliar traits evaluated can be used as
paleoclimate proxies. Moreover, it is proposed that stomatal size could be used as

paleoclimate proxy, with prior evaluation of the phylogenetic signal. Finally, low



temperature is established as the principal driver, but not the only one, for leaf and

stomatal sizes on N. dombeyi.



1 INTRODUCCION

Los paleobotanicos se han basado en diferentes rasgos de las hojas fosiles para
reconstruir condiciones ambientales pasadas (Wolfe y col., 1971; Royer y col., 2005;
Hinojosa & Villagran, 2005; Peppe y col., 2011; Hinojosa y col., 2011; Hinojosa y col.,
2016;). Entre ellos, la fisionomia foliar y los rasgos morfolégicos de estomas se han
utilizado para estimar paleo-climas y concentracion de diéxido de carbono (Royer, 2001;

Beerling & Royer, 2002).

La aplicacion de la fisionomia foliar como indicador paleoclimatico se restringié en un
comienzo al uso de caracteres discretos, expandiéndose posteriormente al uso de
caracteres continuos (Huff y col., 2003). Se ha determinado que el incluir un mayor
numero de caracteres morfolégicos mejora sustancialmente el poder de la prediccion
(Royer y col., 2005). Asi, para dicotiledéneas se han descrito fuertes relaciones entre el
clima y la fisionomia foliar: relaciéon positiva entre proporcién de especies con hojas de
margen entero y temperatura media anual (Bailey & Sinnott, 1916; Hinojosa y col., 2011),
mayor circularidad en hojas expuestas a mayor temperatura media anual (Huff y col.,
2003; Royer y col., 2005; Peppe y col., 2011), mayor nimero y tamafio de dientes en
comunidades de climas frios, asi como hojas méas grandes y dientes méas pequefios para

climas humedos (Royer & Wilf, 2006; Peppe y col., 2011).



Por otro lado, la compensacion existente entre captacion de didéxido de carbono, y por
ende en la tasa fotosintética, y pérdida de agua por evapotranspiracion (Damour y col.,
2010) genera variaciones morfologicas en estomas de individuos expuestos a diferentes
condiciones ambientales. Esto debido a diversos factores que influyen en la apertura
estomatica y desarrollo de los estomas, como el estado hidrico del suelo (Christmann y
col., 2007). Ademas, se ha descrito para algunas especies que la densidad estomatica
(nimero de estomas por mm?) es menor en individuos que crecen en climas mas calidos
y secos, lo que disminuiria la pérdida de agua a través de una disminucion de la
conductancia estomatica (Dunlap & Stettler, 2001; Pearce y col., 2005; Yang y col., 2007;
Figueroay col., 2010), y que en condiciones de mayor humedad se encuentran estomas
mas largos y mayor densidad estoméatica (Bakker, 1991). Sin embargo, el grado de
influencia del ambiente en la iniciacion y desarrollo de estomas es especie-especifico
(Zzhang y col., 2012), por lo que, si el interés es usar estos rasgos como paleo-
indicadores, es necesario determinar previamente si existe 0 no una respuesta asociada

a diferentes condiciones ambientales.

De esta forma, si el clima influye tanto en la morfologia de estomas como en la fisionomia
foliar de una especie, dicha especie podria ser utilizada para construir modelos
predictivos de paleo-climas basado en un mayor nUmero de caracteres.

En el presente estudio el interés se centra en el género Nothofagus, componente del
elemento Australasiano-Austral/Antartico de gran importancia fitogeografica (Donoso,
1987; Ramirez, 1987; Villagran & Hinojosa, 1997), evaluando el caso de dos especies
siempreverdes presentes en Chile: Nothofagus dombeyi (Coiglie) y Nothofagus nitida
(Coigue de Chilo€), cuya distribucion va de los 34.6°S y los 47.0°S, y de los 40°S a los

49.2°S respectivamente, rango latitudinal que incluye la transicibon mediterraneo-



templada (Luebert & Pliscoff, 2006). Estas especies se diferencian en que el Coigue
regenera en lugares térmicamente mas desfavorables, es sombra-intolerante y pionera
en habitats de montafia, mientras que N. nitida es semi-sombra-tolerante y regenera en
condiciones de humedad constante y temperaturas intermedias (Alberdi, 1987; Reyes-

Diaz y col., 2009).

Ambas especies abarcan un amplio rango de distribucion latitudinal, por lo que al estar
expuestas a diferentes condiciones ambientales podrian presentar diferencias
morfolégicas. Sin embargo, la relacion morfologia-clima incluyendo caracteres de
estomas no ha sido evaluada aln para estas especies. Entonces cabe preguntarse,
¢existe en N. dombeyi y N. nitida una respuesta morfolégica asociada a las diferentes
condiciones climaticas? y, en caso de existir, ¢responden segln los patrones
encontrados en otros linajes? Segun lo descrito para otros linajes, individuos expuestos
a mayores niveles de humedad presentan hojas y estomas mas grandes, mayor
densidad estomatica y dientes mas pequefios, mientras que aquellos expuestos a
menores temperaturas presentan mayor densidad estomatica y numero de dientes, asi
como hojas menos circulares. Considerando que en Chile las precipitaciones aumentan
con la latitud, mientras que la temperatura disminuye, entonces se esperaria encontrar
este patron en la variacion de la morfologia foliar y estomética de los individuos

estudiados.



1.1 Hipotesis

Dada las notables variaciones en temperaturas y precipitaciones de la transicion

latitudinal del clima mediterraneo-templado; y a los patrones globales en la relacion

fisionomia foliar y gradientes climéticos, entonces se espera que en especies de amplio

rango de distribucién en Chile, individuos de mayor latitud tengan hojas y estomas mas

grandes, mayor cantidad de estomas y dientes, y hojas menos circulares.

1.2 Objetivo General

Evaluar la respuesta morfolégica (rasgos foliares y morfologia de estomas) asociada a

la variacion climéatica en dos especies de amplia distribucion en Chile: Nothofagus

dombeyi y Nothofagus nitida

1.3 Objetivos especificos

10

20

30

4°

Registrar la variacion morfologica de N. dombeyi y N. nitida en 21 sitios en un
gradiente latitudinal de entre 35.6°S y 46.5°S.

Medir 20 rasgos fisiondmicos propuestos por Royer y col. (2005) para ambas
especies.

Medir el tamafio de estomas (largo y ancho) y la densidad estomética para ambas
especies.

Analizar la relacion entre morfologia y clima utilizando analisis multivariado.



2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Sitios de estudio y clima

Se utilizan 49 individuos de herbarios provenientes de 21 localidades a lo largo de Chile,
comprendidos entre los 35.6 - 46.5 °S y los 71.0 - 74.1 °O (Tabla 1). Esto incluye 27
individuos de Nothofagus dombeyi procedentes de 16 localidades, y 22 individuos de
Nothofagus nitida provenientes de 11 localidades. Cinco de las localidades analizadas

son compartidas para ambas especies.



Tabla 1 — Localidades de estudio para cada especie. Se indica la cantidad de individuos

estudiados para cada sitio y el total de individuos analizados por especie.

Localidad N. N. Localidad N. N.
nitida dombeyi nitida dombeyi

Alerce Andino (41,6°S) 3 - La Picada (40,0°S) - 1
Alto Bio-Bio (37,9°S) - 1 Los Ruiles (35,9) - 2
Chinchel (41,6°S) 3 - Nahuelbuta norte (37,7°S) - 4
Cordillera Pelada 3 3 Nahuelbuta sur (37,8°S) - 2
(40,2°S)
Coyhaique (46,5°S) 1 1 Puerto Aysén (45,6°S) 1 -
Cucao (42,5°S) 4 - PN Villarrica (39,5°S) - 1
Detico (42,9°S) - 1 Puerto Raul Marin (43,8°S) 1 1
Hornopiren norte 1 1 Puyehue (40,7°S) - 1
(41,6°S)
Hornopiren sur 1 1 Tantauco (43,0°S) 1 -
(42,1°S)
Hueicolla (40,1°S) 3 Vilches (35,6 °S) - 1
Induena, Cardenas y - 4

Puerto Alto (41,6°S)

El gradiente latitudinal estudiado para ambas especies contempla hasta la Regién de

Aysén con la localidad de Coyhaique (Figura 1): Nothofagus dombeyi abarca desde la

VII Region del Maule, con la localidad de Vilches (Figura 1-a) y Nothofagus nitida desde

la X1V Region de Los Rios, con los sitios Hueicolla y Cordillera Pelada (Figura 1-b). En

el caso de Nahuelbuta y Hornopirén se contemplaron 2 sitios para cada uno (norte y sur).
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Figura 1 - Mapa de los sitios de los que provienen las muestras del presente estudio,
para ambas especies: a. Nothofagus dombeyi y b. Nothofagus nitida. La imagen satelital

se obtuvo desde Google Earth Pro y la edicién se realizé con Photoshop CC 2015

Para cada localidad estudiada se extrajeron las 19 variables climaticas de WorldClim
(Tabla 2) que incluye variables relacionadas a la temperatura y precipitacion. Estas
variables representan tanto las condiciones promedio como el comportamiento en

periodos extremos y variaciones (anuales y diarias) (Fick & Hijmans, 2017).
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Tabla 2 — Variables climaticas consideradas en el estudio: a la izquierda las variables

relacionadas a temperatura y a la derecha las relacionadas a precipitaciones. Se incluye

el nombre de cada variable y la sigla que se utilizara en las figuras posteriores.

Variable climatica Sigla Variable climatica Sigla
Temperatura media anual TMA Precipitacion anual PA
Rango diurno promedio L )

o o RDP Precipitacion del mes mas
(oscilacion térmica diaria) _ PMLI
_ lluvioso
Isotermalidad (RDP/RAT) IST
Estacionalidad de la L )
TE Precipitacién del mes mas seco PMS
temperatura
Temperatura maxima del mes Estacionalidad de la
o TMMC L PE
mas calido precipitacion
Temperatura minima del mes Precipitacién de la estacion
o TmMF ) . PCLI
mas frio mas lluviosa
Rango anual de temperatura RAT L y
. Precipitacion de la estacion
Temperatura promedio de la ] PCS
. o TMEH mas seca
estacion mas humeda
Temperatura promedio de la Precipitacién de la estacion
. i TMCS o PCC
estacion mas seca mas calida
Temperatura promedio de la Precipitacién de la estacion
T TMCC o PCF
estacion mas calida mas fria
Temperatura promedio de la
TMCF

estacion mas fria

El gradiente latitudinal abarcado incluye la transicion desde el clima mediterrdneo hasta

el clima templado en el extremo sur de Chile. El primero se caracteriza por una fuerte

estacionalidad, con precipitaciones invernales y sequia estival de al menos dos meses

consecutivos, en cambio el segundo no presenta este periodo estival con déficit hidrico.
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Mientras, en la zona de transicion Mediterranea-Templada se presentarian condiciones

intermedias (Villagran & Hinojosa, 1997).

Para las localidades contempladas en este estudio, existe una variacion gradual norte-
sur en 4 de las 19 variables climéaticas consideradas: precipitacion estacional (PE),
precipitacion del mes méas seco (PMS), precipitacion de la estacion méas seca (PCS) y

precipitacién de la estacion mas calida (PCC) (Figura 2).
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Figura 2 - Grafico de variacion norte-sur de la precipitacion estacional (PE),

precipitacion del mes mas seco (PMS), precipitacion de la estaciéon mas seca (PCS) y

precipitacion de la estacion mas célida (PCC), para el total de localidades estudiadas.
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2.2 Morfologia de estomas

Se miden 3 rasgos morfolégicos en 5 hojas de cada individuo: densidad estomatica (n°
de estomas por mm?), largo y ancho de estoma. En el caso de la densidad estomatica

se miden 10 réplicas por muestra, y 20 estomas por muestra para el tamafio.

En la preparacion de las muestras se extraen los dientes de las hojas con un bisturi, para
facilitar el posterior desprendimiento de las cuticulas, y se realiza el siguiente
procedimiento:
1) Aclarado con hipoclorito sédico por 3 a 4 dias, hasta que las cuticulas se
desprendan por la desintegracién del mesdfilo.
2) Lavado con agua destilada y separacion de ambas cuticulas con ayuda de
cinceles y lupa.
3) Tincién de ambas cuticulas con azul de metileno. Las muestran se dejan reposar
en azul de metileno y agua destilada por 1 a 3 horas, dependiendo de la muestra.
4) Montaje de la muestra utilizando jalea/timol como adhesivo.

5) Sellado de bordes del cubre-objeto con esmalte transparente.

Luego, se fotografian 10 secciones de cada muestra preparada utilizando un microscopio
Zeiss Axio Lab.Al con camara asociada, evitando zonas cercanas al borde y aquellas
donde se ubicaban las venas. Las cAmaras usadas fueron: PowerShot A640 (software

RemoteCapture) y AxioCam ERc 5s (software AxioVision SE64 Rel 4.6).

Para medir tamafio se utiliza el software AxioVision SE64 Rel 4.6. El largo y ancho de

estomas se mide desde el inicio al término de las células oclusivas (Figura 3).
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Figura 3 — Detalle de la medicion de tamafio de un estoma de Nothofagus dombeyi,
utilizando el software AxioVision SE64 Rel 4.6. Fotografia tomada con camara

PowerShot A640 utilizando lente 10x del microscopio.

Para la densidad estomética se genera una imagen con el area de 1 mm? enmarcada,
utilizando el mismo software. Luego, se contabilizan los estomas del area enmarcada
usando la herramienta multi-point del programa ImageJ: se selecciona cada estomay se

extrae el nimero total de selecciones (Figura 4).
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Figura 4 — Imagen obtenida luego de la medicién de densidad estoméatica en una
muestra de N. dombeyi. El cuadro rojo corresponde a la demarcacién del area a medir.
Se incluye un zoom a la imagen que muestra los nimeros afiadidos (en amarillo) durante

la medicién con el programa ImageJ. Fotografia tomada en aumento 10x.

2.3 Fisionomia foliar

Se miden 20 rasgos foliares descritos por Royer y col. (2005) a cada individuo (Tabla 3),

usando el programa SigmaScan Pro 5.
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Tabla 3 — Definicion de los 20 rasgos morfoldgicos foliares medidos, descritos en Royer

y col., 2005. Las 2 primeras columnas incluyen los rasgos de tamafio y forma de la hoja,

las restantes aquellos de forma, tamafio y nUmero de dientes.

Rasgo Descripcion Rasgo Descripcion
] ) o Area dientes ] .
Area (LA) area de lamina area de dientes
(TA)
) ) o area de dientes/area de
Perimetro (P) perimetro de lamina  TA/LA o
lamina
] . area de
Perimetro interno . o ] .
(IP) perimetro sin dientes TA/P dientes/perimetro de
lamina
] ] area de
perimetro/perimetro _ )
P/IP _ TA/IP dientes/perimetro
interno . o
interno de lamina
(41T x area lamina)/ Dientes

Compacidad (C)

Factor forma
(SF)

Longitud mayor
(ML)

Longitud menor
(mL)

Diametro de
Feret (FD)
Razoén de Feret
(RF)

perimetro?
perimetro?/area

lamina

Distancia eje mayor

Distancia eje menor

Diametro de un circulo
de area equivalente
Diametro de Feret/Eje

mayor

primarios (PT)
Dientes

secundarios (ST)
N° de dientes (T)

Promedio area
de dientes (MTA)

T/P

T/IP

n° de dientes primarios

n° de dientes

secundarios
n° de dientes totales

Area de dientes/dientes
primarios
n° de dientes/perimetro
de lamina
n° de dientes/perimetro

interno de lamina
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Para ello, se edita con Photoshop una fotografia de los individuos, aislando y coloreando
5 hojas. Para algunas mediciones se utilizaron fotografias ya existentes de los herbarios,
otras fueron fotografiadas o escaneadas previo a la preparacion y montaje de muestras

descrito en el punto anterior (Figura 5).

¢ o 00,
Q.bc d@

Figura 5 — Hojas escaneadas previa a la fijacidn de un individuo de Nothofagus dombeyi,
y coloreadas para la posterior medicion de los rasgos foliares. Las letras se utilizan para

identificar cada muestra.

2.4 Andlisis estadistico

Para ambas especies, se realiza un analisis de correspondencia canodnica (CCA) entre
todas las variables morfolégicas y las 19 variables climéaticas extraidas para cada sitio,
utilizando el software Canoco 4,5 (Ter Braak, 1986; Ter Braak & Prentice, 2004; LepS &
Smilauer, 2003). El andlisis se hace centrado en las distancias entre especies y
aplicando el test de permutaciones de Monte Carlo para la seleccion de variables

ambientales, reduciéndolas a 7 variables (Tabla 4)
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Tabla 4 - Variables climéticas seleccionadas en el andlisis de correspondencia

canonica.

Temperaturas Precipitaciones

TMA, TMEH, TMCS, IST PA, PMS, PMLI

Se realizaron las siguientes transformaciones para los datos morfoldgicos (1) y variables

ambientales (2):
X = —1 1
( )

X =— 2
T on+1 (2)

Donde x corresponde al nuevo valor y n al dato original.
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3 RESULTADOS

El analisis de correspondencia candnica muestra una respuesta similar para ambas
especies (Figura 6). Particularmente, los individuos de Hornopiren Sur presentan el
mismo score. En el andlisis, el 90% de la variabilidad de los datos es explicada por el
primer eje candnico, que corresponde a la combinacion lineal de temperaturas,
principalmente temperatura media anual, temperatura media de la estacion mas seca, e
isotermalidad; mientras el 7,8% de la variabilidad es explicada por las variables

climaticas restantes.
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Figura 6 — Biplot obtenido del analisis de correspondencia candnica (CCA) aplicado a la
morfologia de N. dombeyi y N. nitida. El diagrama muestra la relacién entre las

localidades estudiadas (circulos) y 7 variables climaticas? (flechas).

1 Nomenclatura de variables climéaticas: temperatura media anual (TMA), temperatura promedio de la
estacion mas seca (TMCS) y mas himeda (TMEH), isotermalidad (IST), precipitacion anual (PA), del mes
mas lluvioso (PMLI), y mas seco (PMS).

De todas las variables climaticas consideradas, so6lo la isotermalidad no presenta una
relacion estadisticamente significativa con las variables morfologicas (t-value no se

encuentra entre -2 'y 2)
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Segun lo obtenido en el andlisis de correspondencia candnica para cada especie, la
relacién morfologia-clima en N. dombeyi presenta mayor confiabilidad, por lo que las
condiciones climaticas a las que se ven expuestos los individuos de N. dombeyi explican

de mejor manera su morfologia (Tabla 5).

Tabla 5 — Porcentaje de varianza acumulada? e inercia total de los Analisis de correspondencia

canénica (CCA) de cada especie, para los dos primeros ejes canénicos.

N. dombeyi N. nitida

Eje 1 2 1 2

Datos morfoldgicos! 411 46,9 231 28,2

Relacion morfologia-clima! 84,5 96,5 73,8 89,9

Inercia total 0,042 0,014

En ambos casos, el primer eje candnico es el que captura la mayor cantidad de
variabilidad.

A continuacién se expone lo obtenido para cada una de las especies.

3.1 Nothofagus dombeyi

En el analisis de correspondencia candnico (CCA) de Nothofagus dombeyi las variables
climaticas que tienen mayor correlacion con el primer eje canénico son: temperatura
maxima de la estacién mas seca (TMCS), temperatura media anual (TMA), isotermalidad

(IST) y precipitacion del mes mas lluvioso (PMLI). Por otro lado, las variables climaticas
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gue tienen mayor correlacion con el segundo eje candnico son: precipitacion del mes
mas seco (PMS), precipitacion del mes mas lluvioso (PMLI) y precipitacion anual (PA).
Por tanto, mayoritariamente las variables de temperatura se correlacionan mejor con el
primer eje, mientras que las precipitaciones se relacionan con el segundo eje, y
considerando que el primer eje canonico captura el 84,5% de la variabilidad de los datos,
entonces la distribucion de estos en el diagrama de ordenacion estaria determinada en

mayor grado por las temperaturas (Figuras 7 y 8).

3.1.1 Morfologia de estomas, lamina v dientes

Al analizar la distribucién de los rasgos morfolégicos en el diagrama de ordenacion
(Figura 7) se aprecia una clara diferenciacion entre los rasgos foliares relacionados con

tamafio y forma de la lamina de aquellos relacionados con los dientes.
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Figura 7 - Biplot obtenido del analisis de correspondencia candnica (CCA) aplicado a la
morfologia de N. dombeyi. El diagrama muestra la relacién entre los 23 rasgos
morfolégicos® (circulos) y 7 variables climaticas? (flechas). Los rasgos morfolégicos se
clasificaron en tres grupos, diferenciados por color (rasgos de estomas, lamina o dientes.
Cada grupo de rasgos fue encerrado con un circulo punteado del color correspondiente.
1 Nomenclatura de rasgos morfolégicos: largo de estoma (SL), ancho de estoma (SW), densidad estomaética
(SD), area de lamina (LA), perimetro (P), longitud eje mayor (ML) y menor (mL), perimetro interno (IP), factor

forma (SF), diametro de Feret (FD), razén de Feret (RF), compacidad (C), n° dientes totales (T), primarios
(PT) y secundarios (ST), area de dientes (TA) y area de dientes promedio (MTA).

2 Nomenclatura de variables climaticas: temperatura media anual (TMA), temperatura promedio de la
estacion mas humeda (TMEH) y mas seca (TMCS), isotermalidad (IST), precipitacion anual (PA), del mes
mas seco (PMS) y mas lluvioso (PMLI).

Los rasgos morfologicos de la lamina se ubican en la parte superior del diagrama,

mientras los de dientes se encuentran en la parte inferior. Los rasgos morfolégicos
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asociados al tamafio de estomas estan contenidos en el primer grupo mencionado, pero
la densidad estomatica no, aungque estd mas relacionada a este que a la morfologia de
dientes. Esto indica que los rasgos estomaticos, principalmente el tamafio de estomas,

responden de forma similar a la morfologia de la lamina.

3.1.2 Relacion morfologia-clima: significancia

El test de permutaciones de Monte Carlo determina que la temperatura promedio de la
estacion mas seca (TMCS) y la temperatura media anual (TMA) presentan relaciones

lineales significativas con la morfologia de N. dombeyi (Tabla 7).

Tabla 6 — Valores de p de Pearson obtenidos para cada variable climatica en el test de
permutaciones de Monte Carlo. Se destacan en negrita las variables significativas

(p<0,05)

TMA TMCS TMEH IST PA PMS PMLI

p-value 0,02 0,04 0,47 0,31 0,24 0,10 0,13

Al evaluar la relaciéon entre variables climaticas y cada uno de los rasgos morfolégicos
(Figura 8), se encontraron relaciones significativas, donde el t-value va de -2 a 2, entre
la morfologia de la lamina, tamafio de dientes y de estomas con 6 de las 7 variables
climaticas analizadas: positivas para la temperatura media de la estacibn mas hiumeda
(TMEH), de la estacion mas calida (TMCS) y precipitacién anual (PA), y negativa para la

temperatura media anual (TMA) y precipitacion del mes mas seco (PMS) y mas lluvioso
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(PMLI). La isotermalidad no presento relacion significativa con la morfologia de esta

especie.
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Figura 8 - Diagrama de ordenacion de los rasgos morfolégicos de N. dombeyi obtenido
del CCA. Los rasgos morfolégicos® se clasifica en tres grupos diferenciados por color
(rasgos de estomas, de la ldmina y dientes). Se indica la relacién significativa usando
circulos (linea continua si es positiva o discontinua si es negativa) con la sigla de la
variable climética? contenida en él (negra si es positiva, gris si es negativa).

1 Nomenclatura de rasgos morfoldgicos: largo de estoma (SL), ancho de estoma (SW), densidad estomatica
(SD), area de lamina (LA), perimetro (P), longitud eje mayor (ML) y menor (mL), perimetro interno (IP), factor

forma (SF), diametro de Feret (FD), razon de Feret (RF), compacidad (C), n° dientes totales (T), primarios
(PT) y secundarios (ST), area de dientes (TA) y area de dientes promedio (MTA).

2 Nomenclatura de variables climéticas: temperatura media anual (TMA), temperatura promedio de la
estacion mas humeda (TMEH) y mas seca (TMCS), isotermalidad (IST), precipitacién anual (PA), del mes
mas seco (PMS) y mas lluvioso (PMLI).

La precipitacion anual y la precipitacion del mes mas seco (PA y PMS) son las variables

climaticas que se relacionan significativamente con la mayor cantidad de rasgos
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morfolégicos en este analisis, presentando relaciones con las mismas variables, pero en

sentido inverso. A continuacién, se detallan las relaciones significativas encontradas:

)

ii)

La temperatura media anual (TMA) se relaciona negativamente con el tamafio de
estomas y con casi todos los rasgos morfologicos de la lamina, a excepcién de
la compacidad. Ademds, presenta una relacion negativa con la cantidad de
dientes primarios. Segun estas relaciones, a mayor TMA se tendrian hojas mas
pequefias y menos redondas, con estomas de menor tamafio y menor cantidad

de dientes primarios.

La temperatura promedio de la estacion mas seca (TMCS) se presenta una
relacién positiva con los mismos rasgos que la temperatura media anual. Asi, a
medida que aumenta la temperatura de la estacibn mas seca, se tienen hojas
mas grandes, mas redondas, con estomas de mayor tamafio y mayor cantidad

de dientes primarios.

La temperatura promedio de la estacibn mas humeda (TMEH) presenta las
mismas relaciones significativas que la TMCS, exceptuando el cociente entre
perimetro y perimetro interno (P/IP) y la cantidad de dientes primarios. Por ende,
a mayor temperatura de la estaciébn mas himeda, se tienen hojas mas grandes,

mas redondas y con estomas de mayor tamafio.

La precipitacion del mes mas lluvioso (PMLI) se relaciona negativamente con
todos los rasgos asociados a tamafio y forma de lamina y estomas, ademas del
namero de dientes totales (T) y primarios (PT). Segun esto, entonces a mayor
PMLI se tendrian hojas mas pequefias, menos redondas, con menos dientes

primarios y estomas de menor tamafo.

La precipitacion del mes mas seco (PMS) presenta las mismas relaciones

descritas para la PMLI sumado a una relacion negativa con el cociente entre
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namero de dientes y perimetro total e interno (T/P y T/IP). Por lo que la morfologia
responde de la misma forma que frente a la PMLI. Ademas, la relacion con T/P y
T/IP indica que la disminucién de numero de dientes y perimetro (dado el menor
tamafio) no seria proporcional, sino que primaria la disminucién de la cantidad

de dientes.

vi) La precipitacion anual (PA) tiene un comportamiento inverso al que presenta la
PMS, con los mismos rasgos que ésta. Asi, a medida que se tiene mayor
magnitud de precipitaciones en un afo, se encontrarian individuos con hojas y
estomas mas grandes, hojas mas redondas y con mayor niumero de dientes,

(principalmente primarios).

Los rasgos morfoldgicos que no presentan una relacion significativa con ninguna de las
variables climaticas analizadas son: area de dientes (TA), area de dientes promedio
(MTA), cociente entre el area de dientes con el perimetro (TA/P), perimetro interno
(TA/IP) y area de lamina (TA/LA), el nimero de dientes secundarios (ST) y la densidad
estomatica (SD). Por lo tanto, en esta especie en particular, el tamafio de dientes, la
cantidad de dientes secundarios y la densidad estomatica no varian de forma

significativa de acuerdo a las condiciones climaticas a las que se someten los individuos.

Asi también, la isotermalidad (IST) no presenta relacion significativa con ninguno de los

rasgos estudiados, por lo que no tienen una influencia en el comportamiento de éstos.

3.2 Nothofagus nitida.

En el andlisis de correspondencia canénico (CCA) de Nothofagus nitida las variables que

tienen mayor correlacién con el primer eje candnico son la precipitacion del mes mas
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seco (PMS) y la isotermalidad (IST), mientras que todas las variables de temperatura se
asocian al segundo eje candnico. La precipitacién anual (PA) y del mes mas lluvioso
(PMLI) son las de menor relevancia en el andlisis. Estos grados de correlacion se
aprecian en los diagramas de ordenacion, segun la cercania de las variables climaticas
al eje correspondiente y al largo de la flecha (Figura 9). Entre todas las variables
climéticas, la que presenta la mayor correlacion con alguin eje es la precipitacion del mes
mas seco (PMS), y considerando que el primer eje captura el 73,8% de la variabilidad
de los datos, seria esta variable climatica la que estaria modelando en mayor grado la

distribucion de la morfologia en el diagrama de ordenacion.

3.1.1 Morfologia de estomas, lamina vy dientes.

La distribucion de los rasgos morfoldgicos en el diagrama de ordenacion presenta una
separacion parcial entre los rasgos referentes a tamafio y forma, tanto de hojas como

estomas, de aquellos asociados a los dientes (Figura 9).
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Figura 9 - Biplot obtenido del analisis de correspondencia candnica (CCA) aplicado a la
morfologia de N. nitida. El diagrama muestra la relacion entre los 23 rasgos morfol6gicos?
(circulos) y 7 variables climaticas? (flechas). Los rasgos morfolégicos se clasificaron en
tres grupos, diferenciados por color (rasgos de estomas, de la lamina y dientes). Cada
grupo fue encerrado con un circulo punteado del color correspondiente.

1 Nomenclatura de rasgos morfoldgicos: largo de estoma (SL), ancho de estoma (SW), densidad estomatica
(SD), area de lamina (LA), perimetro (P), longitud eje mayor (ML) y menor (mL), perimetro interno (IP), factor
forma (SF), diametro de Feret (FD), razén de Feret (RF), compacidad (C), n° dientes totales (T), primarios
(PT) y secundarios (ST), area de dientes (TA) y area de dientes promedio (MTA).

2 Nomenclatura de variables climaticas: temperatura media anual (TMA), temperatura promedio de la
estacion mas humeda (TMEH) y més seca (TMCS), isotermalidad (IST), precipitacién anual (PA), del mes
mas seco (PMS) y mas lluvioso (PMLI).

Los rasgos estométicos estan contenidos completamente en el grupo de rasgos
asociados a la morfologia de la lamina, por lo que su comportamiento seria similar. Sin
embargo, al observar la distribucién de todos los rasgos morfoldgicos se aprecia que
existe una zona de confluencia de rasgos proveniente de las tres clasificaciones
(estomas, lamina y dientes). Esta zona incluye densidad estomética, razén de Feret y

cociente entre perimetro y perimetro interno.
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3.1.2 Relaciéon morfologia-clima: significancia

El test de permutaciones de Monte Carlo determind que sélo la precipitacion del mes
mas seco (PMS) presenta relaciones lineales significativas con la morfologia de N. nitida

(Tabla 8).

Tabla 7 — Valores de p de Pearson obtenidos para cada variable climatica en el test de
permutaciones de Monte Carlo en el analisis de N. nitida. Se destaca en negrita la

variable significativa (p<0,05)

TMA TMEH TMCS IST PA PMS PMLI

p-value 0,56 0,55 0,40 0,91 0,67 0,01 0,90

Al evaluar las relaciones entre las variables climaticas y cada uno de los rasgos

morfoldgicos de N. nitida, ninguna variable resulto ser significativa.
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4 DISCUSION

4.1 ; Ambas especies responden morfoldégicamente a la variacion climatica?

De acuerdo al porcentaje de varianza acumulada para cada uno de los andlisis, el que
incluye ambas especies tiene el mayor poder predictivo. Sin embargo, el andlisis de
Nothofagus dombeyi captura mayor variabilidad de los datos comparado con lo obtenido
para Nothofagus nitida, por lo que se infiere que el poder predictivo del andlisis conjunto
se debe mas bien al comportamiento de la morfologia de N. dombeyi. De hecho, al
contrastarlos se aprecia que en ambos resultados el eje 1 corresponde a una
combinacién lineal de temperaturas y el eje 2 a una combinacion lineal de las
precipitaciones, mientras que para N. nitida se da lo inverso. Ademas, en los tres andlisis
realizados la distribucion de los rasgos morfol6gicos es bastante similar, pero con mayor

dispersion en N. dombeyi, indicativo de la mayor significancia de este.

Para N. dombeyi, sélo la temperatura media anual (TMA) y temperatura promedio de la
estacion mas seca (TMCS) fueron significativas en el test de permutaciones, por lo que
estas variables son las que principalmente determinan su respuesta morfolégica. Por
otro lado, las precipitaciones de los meses mas secos Yy lluviosos (PMS y PMLI
respectivamente) se relacionan significativamente con su morfologia, diferente a N. nitida
gue solo es influida por la PMS. Considerando lo anterior, la morfologia de N. dombeyi

puede ser utilizada como indicador de TMA, TMCS, PMS y PMLI.
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La mejor relacion morfologia-clima del Coiglie se deberia a su exposicion a temperaturas
mas desfavorables y menor grado de esclerofilia (Alberdi, 1987). Ya que, al presentar
mayor transpiracion cuticular, es mas susceptible a sufrir estrés por déficit hidrico, el que
puede ser generado por bajas temperaturas, desarrollando adaptaciones que N. nitida

Nno genera.

4.2 Valor predictivo de los caracteres morfolégicos

Solo N. dombeyi permite relacionar algunas variables climaticas con la morfologia de
forma independiente. De ellas, la cantidad de dientes primarios responde
significativamente a la PMS, pero se ha descrito que el nUmero de dientes primarios en
este género presenta una fuerte sefial filogenética (Glade y col., 2018), por lo que la
similitud en la respuesta de este rasgo frente al clima se deberia mas bien a que estan
relacionados filogenéticamente (Blomberg y col., 2003; Ackerly, 2009). Por tanto, no se
puede concluir una relacién morfologia-clima considerando Unicamente esta respuesta

morfoldgica.

Por otro lado, el tamafio de hojas y estomas, y la forma de la lamina son influidos
significativamente por las condiciones climéticas. Dentro de ello, la Razén de Feret,
Compacidad, y longitud del eje menor y mayor son caracteres morfolégicos que no
presentan sefial filogenética (Glade y col., 2018), por lo que constituyen buenos
indicadores paleo-climéticos. El tamafio de estomas presenta la misma tendencia que el
tamafio de la lAmina, similitud que puede deberse a una relacion isométrica entre ambos

rasgos, por lo que la variacion en el tamafio de estomas probablemente sea
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consecuencia de la variacion en el tamafio de la ldmina. A pesar de ello, su uso como
paleo-indicador no es descartable, pero aln esta sujeto a la evaluacion de la sefial
filogenética del rasgo. Finalmente, respecto a la morfologia de estomas, se determiné
qgue el clima no influye en la densidad estomética para ninguna de las especies

analizadas.

4.3 Gradiente latitudinal

En ninguno de los analisis se encontr6 un gradiente latitudinal dado por la respuesta
morfoldgica a las condiciones climaticas. Sin embargo, la precipitacién del mes mas seco
(PMS) incrementa visiblemente a medida que aumenta la latitud. Tomando esto como
referencia, la respuesta morfolégica de N. dombeyi a la variacion de temperatura y
precipitacién en el gradiente latitudinal, presenta mayoritariamente un comportamiento

inverso a lo previsto en la hipotesis de trabajo.

4.4 Déficit hidrico.

Respecto a la variacion en el tamafio de hojas y estomas, se esperaba que frente a
menores precipitaciones (individuos de bajas latitudes), los estomas y hojas tendieran a
ser mas pequefios para disminuir la pérdida de agua por evapotranspiracion (Bakker,
1991; Dunlap & Stettler, 2001; Figueroa y col., 2010; Pearce D. W. Bray D. F. , and
Rood S. B., 2005; Peppe y col., 2011; Yang y col., 2007). Sin embargo, esta
caracteristica la presentan individuos expuestos a mayor PMS y PMLLI, por lo que el factor

estresante no es la escasez de agua por bajas precipitaciones. Mas bien, un aumento
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en las precipitaciones de los meses extremos (mas seco y mas lluvioso) genera
respuestas morfolégicas asociadas a condiciones estresantes. Considerando que los
mayores valores de PMS y PMLI se encuentran en las latitudes mayores, donde hay
menores temperaturas e incluso presencia de nieve, se podria inferir que el estrés al que

responde la morfologia de N. dombeyi tiene mas relacion con las bajas temperaturas.

4.4 Estrés por frio.

La relacion encontrada entre el tamafio de hojas y estomas con la TMCS apunta hacia
una respuesta morfolégica asociada al estrés: hojas mas pequefias y con estomas de
menor tamafo frente a menores temperaturas. Cabe destacar que el Coiglie se ve
expuesto con mayor frecuencia a heladas nocturnas en verano (Alberdi, 1987), lo que
podria explicar su sensibilidad morfolégica a las bajas temperaturas en la estacion mas

seca.

Se ha determinado que el estrés por frio promueve el cierre estomatico (Tambussi &
Guiamet, 2004), disminuyendo el tamafio de estomas. Este aumento en el cierre
estomatico puede deberse al déficit hidrico producido por frio, 0 a otros factores como
un aumento de CO; intercelular producto de una menor tasa de asimilacion o efectos

directos de las bajas temperaturas en los estomas (Allen & Ort, 2001).

Si bien las estrategias de adaptacion bioquimica al estrés por frio han sido estudiadas
en N. dombeyi (Alberdi, 1987; Reyes-Daz y col., 2009), determinando que la radiacién

solar afecta la intensidad transpiratoria en esta especie (Alberdi, 1987), no se conoce
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aun el mecanismo fisiol6gico detras de la regulacion del cierre estomético. Sin embargo,
este estudio afiade a dichos antecedentes la respuesta morfolégica de la especie a las

bajas temperaturas.

4.5 Efecto sinérgico de las temperaturas y precipitaciones.

Se ha descrito que existe interaccion entre factores de estrés para las plantas,
generando, en muchos casos, efectos sinérgicos (Tambussi & Guiamet, 2004) y

dificultando la separacion de uno u otro en la respuesta fisioldgica.

En este contexto, es necesario enfatizar que la fuerte influencia de la TMCS en la
morfologia de N. dombeyi se da en un escenario multivariado. Si se evalla la relacion
lineal de cada una de las variables climaticas con cada uno de los rasgos morfolégicos,
la mayoria resultan no ser significativas. Esto da cuenta precisamente que la interaccion
entre las bajas temperaturas y el déficit hidrico tiene un efecto sinérgico, pero el efecto
de cada variable por separado no es suficiente para explicar la variabilidad morfolégica

de ninguna de las especies.
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5 CONCLUSIONES

El tamafio de la ldmina y estomas de Nothofagus dombeyi responde significativamente
a la interaccién de dos factores estresantes: bajas temperaturas y déficit hidrico, siendo
un buen candidato para ser utilizado en predicciones paleo-climaticas. A pesar de ello,
no fue posible determinar la existencia de un gradiente latitudinal dado por su respuesta
morfoldgica a las condiciones climéticas, debido probablemente al efecto sinérgico de

estos dos factores estresantes.

De los rasgos morfoldgicos de la lamina, la razén de Feret, compacidad, y longitud del
eje mayor y menor pueden ser utilizados como indicador paleo-climaticos dada la
significancia de su relacion con el clima y que carecen de sefial filogenética (Glade y

col., 2018)

Respecto a la morfologia de estomas, el tamafio de estomas sigue siendo un posible
indicador paleo-climético, pero antes de ello es necesario evaluar la sefial filogenética
gue presenta el largo y ancho de estomas. No asi el caso de la densidad estomatica,

gue se descarta como indicador paleo-climatico para estas especies.

Finalmente, a excepcion de la forma de la hoja, no se cumplieron las predicciones
realizadas para la respuesta morfolégica. Sin embargo, fue posible establecer que las
bajas temperaturas son el principal determinante en el tamafio foliar y de estomas en N.
dombeyi. Esto constituye un nuevo antecedente para dilucidar, a futuro, los mecanismos

fisioldgicos que regulan la respuesta morfoldgica al estrés por frio.
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Anexo 1: Biplot obtenido del andlisis de correspondencia candnica (CCA) aplicado a la
morfologia de Nothofagus dombeyi. El diagrama muestra la relacion entre las localidades

estudiadas (cuadros) y 7 variables climaticas? (flechas). Las localidades se clasifican en

tres grupos segun rango latitudinal, los que se muestran con diferentes colores.

INomenclatura de variables climaticas: temperatura media anual (TMA), temperatura promedio de la
estacion mas seca (TMCS) y mas humeda (TMEH), isotermalidad (IST), precipitacion anual (PA), del mes
mas lluvioso (PMLI) y més seco (PMS).
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Anexo 2: Biplot obtenido del analisis de correspondencia candnica (CCA) aplicado a la
morfologia de Nothofagus nitida. El diagrama muestra la relacion entre las localidades
estudiadas (cuadros) y 7 variables climaticas? (flechas). Las localidades se clasifican en

tres grupos segun rango latitudinal, los que se muestran con diferentes colores.

INomenclatura de variables climaticas: temperatura media anual (TMA), temperatura promedio de la
estacion mas calida (TMCC) y mas himeda (TMEH), temperatura minima del mes mas frio (TmMF),
isotermalidad (IST), precipitacion de la estacion mas célida (PCC) y del mes mas seco (PMS).
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Anexo 3: p de Pearson de las regresiones lineales entre cada rasgo morfolégico y cada

una de las variables de temperatura utilizadas en el andlisis multivariado. En negrita se

muestran las relaciones significativas (p-value<0.05).

Rasgo |TMA|RDP | IST | TE |TMMC | TmMF | RAT | TMEH | TMCS | TMCC | TMCF
SL 0.30(0.84|0.88|0.59| 0.66 | 0.31 [0.76] 0.19 | 0.29 | 0.46 | 0.19

Morfologia
de estomnas LSV 0.77 |0.32]0.72|0.23| 0.48 | 0.40 [0.27| 0.43 | 0.80 | 0.86 | 0.46
SD 0.79|0.67|0.40|0.14| 0.47 | 0.77 |0.44| 0.74 | 0.66 | 0.48 | 0.76
LA 0.42(0.54{0.29/0.07| 0.20 | 0.96 [0.30| 0.82 | 0.30 | 0.18 | 0.94
Tamafio de |P 0.34|0.75|0.20(0.17| 0.24 | 0.72 |0.49| 0.57 | 0.30 | 0.18 | 0.69
lalamina ||p 0.36 [0.52(0.34[0.09| 0.16 | 0.91 |0.31| 0.69 | 0.22 | 0.15 | 0.80
P/IP |0.99]0.81|0.48(0.92| 0.97 | 0.83 |0.86| 0.89 | 0.73 | 0.98 | 0.96
C 0.68 [0.99(0.57|0.97| 0.67 | 0.62 [0.98| 0.61 | 0.73 | 0.69 | 0.66
SF 0.920.84{0.83|0.98| 0.72 | 0.86 |0.87| 0.84 | 0.95 | 0.91 | 0.89
Forma de la | ML 0.41|0.47|0.52|0.15| 0.17 | 0.91 |0.32| 0.69 | 0.20 | 0.20 | 0.78
ldmina | mL 0.390.91{0.10/0.08| 0.35 | 0.90 [0.52| 0.76 | 0.46 | 0.18 | 0.89
FD 0.37|0.58{0.26|0.07| 0.19 | 0.94 [0.33| 0.73 | 0.27 | 0.15 | 0.85
RF 0.79/0.63|0.51/0.81| 0.58 | 0.77 |[0.80| 0.66 | 0.35 | 0.83 | 0.64
TA 0.55(0.66|0.37|0.29| 0.30 | 0.83 [0.50| 0.78 | 0.66 | 0.37 | 0.86
TA/LA |0.77|0.39|0.60|0.76| 0.55 | 0.70 |0.47| 0.71 | 0.73 | 0.89 | 0.70
TA/P |0.90|0.40|0.87|0.34| 0.33 | 0.81 |0.35| 0.87 | 1.00 | 0.66 | 0.80
TA/IP |0.85|0.56|0.69|0.43| 0.41 | 0.93 |0.48| 0.97 | 1.00 | 0.66 | 0.90
Dientes PT 0.35(0.82{0.90|0.50| 0.40 | 0.67 [0.70| 0.53 | 0.26 | 0.30 | 0.53
ST 0.61]0.54|0.35/0.71| 0.96 | 0.43 [0.59| 0.51 | 0.89 | 0.74 | 0.51
T 0.80|0.64|0.67|0.56| 0.62 | 0.86 [0.61| 1.00 | 0.58 | 0.69 | 1.00
MTA [0.33|0.28|0.47|0.05| 0.06 | 0.96 |0.15| 0.73 | 0.25 | 0.12 | 0.83
T/P 0.13]0.73|0.23|0.10| 0.12 | 0.52 |0.44| 0.32 | 0.08 | 0.05 | 0.41
T/IP | 0.20|0.69|0.41|0.15| 0.17| 0.63|0.46| 0.42| 0.11| 0.10| 0.50
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Anexo 4: p de Pearson de las regresiones lineales entre cada rasgo morfolégico y cada
una de las variables de precipitacién utilizadas en el analisis multivariado. En negrita se

muestran las relaciones significativas (p-value<0.05).

Rasgo | PA |PMLI|PMS| PE | PCLI PCS | PCC| PCF
SL 0.54(0.43]10.67(0.49| 0.55 | 0.57 |0.75| 0.59

(';/éogfcl)?ng;as sw |0.80]0.32]066[066| 0.44 | 0.82 |0.69] 0.48
SO |0.35|0.41|053[045| 0.47 | 039 [0.42] 0.46
LA |0.20]0.07]095|0.80| 0.11 | 0.69 |0.82] 0.09
Tamafio de |P 0.48|0.46 [0.90]0.87| 0.46 | 0.87 [0.97] 0.37
lalamina ||p 0.32(0.26 |0.92(0.73| 0.29 | 0.72 |0.88| 0.22
P/IP |0.75|0.49 |0.79]|0.89| 0.58 | 0.87 |1.00| 0.65
C 0.35]0.07]0.83]1.00] 0.11 | 0.80 |0.84] 0.16
SF 0.47|0.08[0.92]0.86| 0.15 | 0.99 [0.96] 0.20

Forma de la [ ML 0.52|0.68|0.81|0.62| 0.66 | 0.68 |0.86| 0.55

lamina | mL 0.13]0.01|0.71|0.84| 0.02 | 0.96 |0.96| 0.01
FD 0.19|0.09 |0.98|0.80| 0.11 | 0.71 |0.85| 0.08
RF 0.32|0.01|0.62|0.54| 0.04 | 0.84 |0.97| 0.05
TA 0.86|0.77 |0.91|1.00| 0.94 | 0.94 |0.89| 0.90
TA/LA [0.53]0.05[0.72|0.76| 0.12 | 0.79 |0.65| 0.18
TA/P |0.85|0.49|0.80|0.83| 0.75 | 0.73 |0.64| 0.91
TA/IP | 0.96|0.480.94|0.92| 0.70 | 0.85 |0.75| 0.84
PT 0.72|0.46 |0.70|0.65| 0.41 | 0.82 |0.88| 0.39
ST 0.91|0.71|0.85(0.97| 0.82 | 0.93 |0.95| 0.85
T 0.79|0.54|0.90|0.78| 0.56 | 0.94 |0.96| 0.56
MTA |0.53|0.861.00(0.95| 0.61 | 0.80 |0.72| 0.47
T/P 0.39|0.21|0.60(0.72| 0.18 | 0.85 |0.76| 0.12
T/IP  |[0.38]0.20|0.73|0.80| 0.18 | 0.93 |0.82| 0.13

Dientes




