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ANEXO

Figura 1. hipétesis filogenéticas de las relaciones de la subtribu Nassauviinae.

Figura 2. Arbol de consenso de 85 arbol con ef mismo valor de parsimonia, basado en
secuencias de cpDNA de la regidon trL-F, para siete especies del género Triptilion
(grupo interno) y como grupo externo 11 especies del género Nassauvia, una de
Calopappus y una de Nastanthus. Los valores de bootstrap se muestran sobre cada
nodo; los asteriscos representan nodos < a 70% de soporte. Los nlimeros romanos
muestran los tres principales linajes del género Triptilion: I: T. achilleae, Il T. bertero,
T. benaventiiy T. spinosum, Wl T. capillatum, T. cordifolium y T. gibbosum. La letra L
que acompafa a algunas especies de Nassauvia, indica que esas secuencias se
obtuvieron en el laboratorio. Lineas negras muestran el grupo externo y rojas el grupo

interno.

Figura 3. Arbol filogenético de inferencia bayesiana, basado en secuencias de cpDNA
de la regi6n trnl-F, para siete especies del género Triptilion (grupo interno) y como
grupo externo 11 especies del género Nassauvia, una Calopappus y una Nastanthus.
Los valores de credibilidad se muestran sobre cada nodo; los asteriscos representan
nodos < a 0.85 de soporte. Los nimeros romanas muestran los tres principales linajes
del género Triptilion: I: T. achilleae, Wl: T. berteroi, T. benaventiiy T. spinosum, Ill: T.
capillatum, T. cordifolium y T. gibbosum. La lefra L que acompafia a algunas especies

de Nassauvia, indica que esas secuencias se obtuvieron en el laboratorio. Lineas

negras muestran el grupo externo y rojas el grupo interno.




£

Figura 4. Arbol de consenso de un arbol, basado en secuencias de cpDNA de [a
region rpl32-trnLUAG, para siete especies del género Triptilion (grupo interno) y como
grupo externo seis especies del género Nassauvia, una de Calopappus y una de
Nastanthus. Los valores de bootstrap se muestran sobre cada nodo; los asteriscos
representan nodos < a 70% de soporte. Los nimeros romanos muestran los tres
principales linajes del género Triptilion: I: T. achilleae, 1. T. berteroi, T. benaventiiy T.
spinosum, lli: T. capillatum, T. cordifolium y T. gibbosum. La letra L que acompaiia a
algunas especies de Nassauvia, indica que esas secuencias se obtuvieron en el
laboratorio. La letra L que acompaiia a algunas especies de Nassauvia, indica que
esas secuencias se obtuvieron en el laboratorio. Lineas negras muestran el grupo

externo y rojas el grupo interno.

Figura 5. Arbol filogenético de inferencia bayesiana, basado en secuencias de cpDNA
de la regién rpl32-trnLUAG, para siete especies del género Triptilion (grupo interno) y
como grupo externo seis especies del género Nassauvia, una de Calopappus y una de
Nastanthus. Los valores de credibilidad se muestran sobre cada nodo; los asteriscos
representan nodos < a 0.95 de soporte. Los nimeros romanos muestran los tres
principales linajes del género Triptilion: I: T. achilleae, Il: T. berteroi, T. benaventiiy T.
spinosum, . T. capiffatum, T. cordifolium y T. gibbosum. La letra L que acompafia a
algunas especies de Nassauvia, indica que esas secuencias se obtuvieron en el

laboratorio. Lineas negras muestran el grupo externo y rojas el grupo interno.

Figura 6. Estados ancestrales de la forma de vida de las siete especies de Triptilion
(Asteraceae) y 15 especies del género Nassauvia, basado en topologia de evidencia
total y del rasgo de vida anual o perenne, mediante analisis de parsimonia (A) y

maxima verosimilitud (B). La coloracion de las circunferencias determina la forma de
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vida de las especies ancestrales. Ambiguo, indica que el ancestro pude haber sido

anual o perenne.

Figura 7. Estimacion de tiempos de divergencia basado en secuencias de rDNA de la
region ITS, para siete especies del género Triptilion (grupo interno) y como grupo
externo 15 especies del género Nassauvia, una de Calopappus y una de Nastanthus,
utilizando estadistica Bayesiana (promedio y desviacién estandar) expresados en
millones de afios (Ma). Los nimeros romanos muestran los tres principales linajes del
género Triptiion: I T. achilleae, : T. berteroi, T. benaventii y T. spinosum, Ill: T.

capillatum, T. cordifoliumy T. gibbosum.
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RESUMEN

El género Triptilion (Asteraceae) es endémico de Chile central y del
oeste de la Patagonia Argentina y estd conformado por siete especies de
herbaceas anuales y perennes. Este género ha presentado varias
probleméticas taxondmicas, desde su descripcién inicial por Ruiz y Pavén
(1794), siendo la principal su relacién con el género Nassauvia. Por lo cual, los
objetivos principales de este estudio son: reconstruir la filogenia del genero
Triptilion, determinar sus relaciones con las secciones de Nassauvia
reconocidas por Cabrera (1982), establecer los tiempos de divergencia de los
grupos y trazar la evolucién del caracter forma de vida, Con estos propdsitos se
amplificd el gen nuclear (ITS) y los genes plastidiales (rpl32-trLUAG y tmL-F).
En el caso de ITS, se conformd una matriz con los datos de Maraner et al.
(2012) y los obtenidos en esta tesis. Los resultados determinaron que el género
Triptilion esta conformado por tres linajes: | (T. achilleae), N (T. berferoi, T.
benaventii y T. spinosum), W (T. capillatum, T. cordifolium y T. gibbosum). El
Linaje Il y Il forman un clado bien soportando, mientras que el Linaje |,
representado por T.chilleae, se separa de los otros dos linajes formando una
politomia con cuatro especies del género Nassauvia. Las restantes especies de
Nassauvia (diecinueve) estan agrupadas en un clado fuertemente soportado.
Por lo cual, estos resultados sugieren que Triptifion es parafilético y que
Nassauvia como esta constituido actualmente no es un género monofilético.
Por otra parte, tres de las cuatro especies de Nassauvia que forman una

politomia con Triptilion achilleae, pertenecen al subgénero Sfrongyloma, y
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aunque tienen una distribucion patagénica, no presentan grandes semejanzas
morfologicas con T. achilleae. Triptition junto con cuatro especies de Nassauvia
(N. lagascae, N. fuegiana, N. ulicina y N. glomerulosa) se separan del resto del
género Nassauvia hace 16,5 + 1,2 Ma. La separacion de estas cuatro especies
de Nassauvia con Triptilion ocurre a los 14,8 + 1,0 Ma. Al interior del género
Triptilion, los eventos de divergencia ocurren durante el Mioceno. El Linaje |
que se separa de los Linajes Il-lll a los 13,5 + 0,9 Ma, mientras que la
separacion entre el Linajes !l y lll ocurre a los 9,3+ 0,7.

Los tiempos de divergencia se relacionan con la historia paleoclimatica
de la Patagonia y con el desarrollo del clima Mediterraneo de Chile central. La
evolucién del habito anual en Triptilion es concordante con el desarrollo
temporal y diversificacion del género en éreas aridas de la Patagonia y el area
de clima Mediterraneo de Chile central, caracterizado por un régimen de lluvias

de invierno y veranos secos y calidos.
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ABSTRACT

Triptilion (Asteraceae) consists of seven species of annual and perennial
herbs, all endemic to central Chile and the western part of Patagonia Argentina.
Since its description by Ruiz and Pavon (1794), the taxonomic recognition of
Triptilion has been a subject of debate, given it close relationship with the genus
Nassativia. The main objectives of this study are to: 1) reconstruct the
phylogeny of the genus Triptilion; 2) determine the relationship of Triptilion and
Nassauvia, 3) estimate the divergence times of both groups, and; 4} trace the
evolution of the annual life form habit in Triptilion. We amplified nuclear (ITS)
and plastid genes (rpl32-trnLUAG and trnL-F) for all species of Tripfilion and
four species of Nassauvia. Additional ITS sequences of Nassauvia reported in
Maraner et al. (2012) were obtained from GenBank. Triptilion comprises three
lineages: | (T. achilleae), 1| (T. berteroi, T. benaventii y T. spinosumy, il (T.
capiflatum, T. cordifolium y T. gibbosum). Lineages Il and Il form a supported
clade, while Lineage |, represented by 7. achilleae, separates from the other
two lineages of the genus forming a polytomy with four species of the genus
Nassauvia. The remaining species of Nassauvia (nineteen} are clustered in a
strongly supported clade. Together these results suggest that Tripfifion is
paraphyletic and that Nassauvia as presently constituted is not a monophyletic
genus. On the other hand, three of the four species which conform the poliformny
in Nassauvia with Triptiion achilleae belong to subgenus Strongyloma.
Although all these species of Nassauvia have a Patagonian distribution, they do

not show strong morphological similarities with T. achifleae.
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Triptilion together with four species of Nassauvia (N. lagascae, N. fuegiana, N.
ulicina and N. glomerulosa) separate from the rest of the genus Nassauvia at
16.5 + 1.2 Ma. Separation of these four species of Nassauvia from Tripfilion
occurs at 14.8 £ 1.0 Ma. Within Triptilion, the main divergence events occur
during the Miocene. Lineage | separated from the combined Lineages II-lll at
approximately 13.5 + 0.9 Ma while Lineages Il and Ill separated from each other
at 9.3 £ 0.7 Ma.

Divergence times in Triptilion can be related to the paleoclimatic history
of Patagonia and the development of the Mediterranean climate in central Chile.
The evolution of the annual habit of Triptilion is consistent with the temporal
development and diversification of the genus in arid areas of Patagonia and in
the Mediterranean climate regions in central Chile, the latter characterized by

winter rainfall and hot, dry summers.
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INTRODUCCION

La flora de una region es producto de los linajes que han evolucionado
en dicha regién. Las regiones biogeograficas experimentan cambios climéaticos
a lo largo del tiempo que generan presiones selectivas sobre los linajes de tal
forma que el curso evolutivo depende de su capacidad de generar adaptaciones
apropiadas a dichos cambios.

El sur de Sudamérica el lugar de origen de la familia Asteraceae (Funk
et al. 2005) y de esta area se tiene un vasto conocimiento de los procesos
climaticos y tectonicos ocurridos. La zona occidental de la cordillera de los
Andes de Chile-Perl se encuentra aislada climatica-biogeograficamente de
ofras regiones de Sudamérica. La diversidad ambiental que surge de este
aislamiento, favorece el desarrollo de una exclusiva composicion de flora que,
por su alto endemismo, parte del territorio que la contiene es considerado un
punto caliente de biodiversidad (“Hotspot”) de Chile central, denominado
“Chilean winter rainfall-valdivian forests” (Arroyo et al. 1999, Myers et al. 2000).

En este contexto, el género Triptilion, distribuido en la zona de clima
mediterranec de Chile y en la Patagonia Argentina, es interesante ya que
presenta una estrecha relacion con el género Nassauvia y tiene la particularidad
de presentar iransiciones de forma de vida anual-perenne, las que podrian estar
asociadas a los cambios climaticos pasados de la regién.

El género Triptifion Ruiz et Pavon de la familia Asteraceae, perteneciente

a la subfamilia Mutisioideae, tribu Nassauvieae (antiguamente tribu Mutisiae y




subtribu Nassauvinae) (Katinas et al. 2008b), es endémico de Chile central y del
oeste de la Patagonia Argentina. Estd conformado por siete especies, dos
anuales y cinco perennes, de las cuales seis son endémicas de Chile (T.
benaventii, T. berferoi, T. capiflatum, T. cordifolium, T. gibbosum y T. spinosum),
y una es compartida por Chile y Argentina (7. achilleae). Esta lltima en Chile se
distribuye en la provincia de Malleco (38° a 39° S}, y en Argentina al ceste de la
Patagonia (39° a 45° S). Las seis especies chilenas se distribuyen en la zona
de clima mediterraneo en Chile central, desde Region de Atacama hasta la
Region de los Rios (26° - 38° S) y desde el nivel del mar a 2200 msnm (Fig. 1-2,
Tabla 8) (Katinas et al. 1992, Squeo et al. 2008, bases de datos SGO, CONC,
HLS).

Di Castri & Hajek 1976 describen la zona de clima mediterraneoc como
una zona geografica que presenta precipitaciones concentradas en €| periodo
frio del afio y sequia en la estacion mas calida. La zona de clima mediterraneo
se presenta en Chile desde los 25°S hasta los 39°S y se subdivide en seis
regiones asociadas a la cantidad de precipitaciones: perarido (desde el limite
norie del clima mediterraneo hasta el norte de la provincia de Coquimbo), arido
(desde la provincia de Coquimbo y parte de la de Aconcagua), semiarido (parte
de [a provincia de Aconcagua, Santiago y Valparaiso), subhiimedo (abarca
desde e| norte de la provincia de O’Higgins hasta la provincia de Talca),
himedo {desde Molina en el interior y se prolonga hacia el sur hacia hasta la
provincia de Malleco) y perhiimedo (desde el limite sur de la provincia de

Malleco al sur hasia la zona de rio bueno y Osorne). Por lo tanto, el género
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Triptilion se distribuye a lo largo de toda la zona mediterranea desde la region
perdrida, en donde se encuentra T. gibbosum, hasta la regién perhimeda
donde se encuentra T. achilleae, y hasta donde llegan T. berferoi, T. benaventii
y T. spinosum.

El género Triptilion constituye, junto a los géneros Polyachyrus,
Moscharia, Nassauvia y Calopappus un grupo derivado dentro de la tribu
Nassauviinae, por su tendencia a la reduccidn del ntimero de flores por capitulo
y la agregacién de los mismos en capitulos secundarios o pseudocefalios
(Katinas et al. 1992). Inicialmente el género fue descritoe por Ruiz & Pavén
(1794), basandose en la especie T. spinosum. Su nombre proviene del griego y
hace referencia al nimero de escamas que constituyen el papus, que son
generalmente tres. Katinas y colaboradores (1992) en la monografia de
Triptilion describen siete especies como vaélidas, a partir de estudios
filogenéticos basados en caracteres morfolégicos.

Histéricamente, la relacion entre los géneros Triptilion y Nassauvia ha
sido muy controversial. En 1832, Don clasifica a Tripfilion como una seccion de
Nassauvia; sin embargo un afio mas tarde lo considera un género vélido
(Katinas et al. 1992). Aunque no estan claros los criterios utilizados por Don
para incluir a Triptilion dentro del género Nassauvia, ni los utilizados para
posteriormente separarlos, se ha descrito, en un exhaustivo trabajo morfolégico
de toda la subfamilia Mutisioideae (Katinas et al. 2008b) que Triptilion y
Nassauvia presentan el mismo tipo de corola, estilo, polen e inflorescencia y

que el caracter utilizado para separar ambos géneros son las caracteristicas del




papus. Crisci (1974) realiza un estudic con caractieres discretos (cinco
geogréficos y 85 morfoldgicos) para 26 especies de subtribu Nassauviinae,
donde se generan fres cladogramas. Estos muestran a Nassauvia y Triptilion
derivados del mismo ancestro, por lo que se interpreta que estan
estrechamente relacionados. Crisci (1980) ocupa los mismos datos
morfolégicos para producir hipétesis filogenéticas de las relaciones de Ila
subfribu Nassauviinae y obtiene tres arboles en que sélo varia el antecesor
elegido, pero siempre se observa que los géneros Nassauvia, Triptifion y
Calopappus son morfolégicamente muy cercanos (Anexo Fig. 1). Cabrera
(1982), en su monografia de Nassauvia, plantea que si se consideran el nimero
de especies, los caracteres polimorfismos y el caracter perenne de los mismos,
Nassauvia seria el grupo mas antiguo del cual habrian. derivado Triptilion y
Calopappus. Especificamente, plantea que el género Triptilion derivaria de
alguna especie primitiva de la seccién Panargyrum de Nassauvia, la cual
posteriormente se habria extendido por las zonas bajas de Chile Central. En un
posterior analisis cladistico basado en caracteres morfolégicos, que incluye 38
especies de Nassauvia y otros géneros cercanos, entre ellos Triptilion (el cual
fue considerado a nivel genérico sin considerar especies), se concluye que
Nassauvia y Triptilion son grupos hermanos {Freire et al. 1993). En cuanto a la
morfologia, desde los estudios realizados por Crisci (1974) y Cabrera (1982)
hasta lo mas actuales (Katinas et al. 2008b), se ha utilizado el papus como

caracter diagnéstico para [a separacion de los géneros, lo cual parece




concordante considerando la similitud del resto de las caracteristicas
morfolégicas de las especies perienecientes a estos géneros.

A nivel molecular, Kim y colaboradores {2002) realizaron un estudio
sistematico con genes plastidiales (ndhF) en la tribu Mutisieae, donde se incluye
una especie de Triptilion (T. spinosum) y tres de Nassauvia (N. lagascae, N.
gaudichaudi, N. digitata) y se muestra que, a diferencia de los analisis
morfolégicos previos, el género Tripfilion estaria incluido dentro del género
Nassauvia. Aunque este estudio estd basado sélo en una especie de Triptifion,
concuerda con las primeras apreciaciones de Don (1832). El afic 20083,
Katinas y colaboradores publican un estudio donde se analiza [a evolucion de
las cabezuelas secundarias en la subtribu Nassauviinae, utilizando para ello
una filogenia molecular con un gen nucleare (ITS) y uno plastidial (trnL-trnF). En
dicho estudio se utilizé una especie de Triptilion (T. capillatum) y cuatro
especies de Nassauvia (N. axillaris, N. ulicina, N. revoluta y N. argyrophylia).
Los resultados muestran a Triptilion capiffatum formando una politomia en la
base del clado Triptilion-Nassauvia en el analisis de parsimonia y como grupo
hermano del nodo Nassauvia en el analisis de méaxima verosimilitud. Simpson y
colaboradores (20089) realizan un estudio filogenético con genes plastidiales y
nucleares del género Perezia, perteneciente también a la subtribu
Nassauviinae; en este estudio se incluyen representantes del género Nassauvia
y una especie de Triptifion (T. spinosum) la cual se agrupa con las especies de

Nassauvia (N. lagascae, N. pinnigera, N. heterophylla, N. aculeata, N. digitata).




Los antecedentes anteriormente expuestos demuestran que la relacion
entre los géneros Nassauvia y Triptilion no esta clara, ni a nivel morfolégico ni a
nivel molecular. Por lo tanto, debido a la pobre representatividad del género
Triptilion y diferencias en [os resultados de estudios previos, en esta tesis se
realizan estudios morfoldgicos y moleculares en que se incorporan todas las
especies de Triplilion y un mayor nimero de especies de Nassauvia, para
obtener una vision mas acabada de la relacion entre estos dos géneros.

Estudios moleculares indican que en la zona sur de Sudameérica estaria el
origen de la familia Asteraceae, asociado a eventos vicariantes de importancia,
como la separacion de América del Sur de la Antartica y Australia. Sin embargo,
al no haber fésiles confiables para situar el origen de la familia, se ha estimado la
fecha en base a analisis de reloj molecular, los cuales sitlan el origen entre los
36 a 42 Ma (Kim et al. 2005) o en relacién a antecedentes de las dos familias
mas cercanas, Calyceraceae y Goodeniaceae, se considera que estas familias
tendrian origen Gondwanico, donde la fecha aproximada seria de 50 Ma (Funk et
al. 2005) y estaria basada en eventos vicariantes ocurridos en esta zona.
Recientemente, Barreda y colaboradores (2010b) describen un fésil de una
inflorescencia de tipo capitulo ubicado al norceste de la Patagonia que
perteneceria a la familia Asteraceae, el cual fue datado para el Eoceno medio
(47,5 Ma). Los linajes principales de Asteraceae tales como la tribu Nassauvieae
se habian diferenciado en el Mioceno superior (Barreda et al. 2010a), por lo que
los géneros como Tripfilion y Nassauvia habrian aparecido posterior a esta fecha.

En esta tesis se examina esta proposicién, mediante el establecimiento de las




fechas de divergencia y sus relaciones con los eventos biogeograficos ocurridos
en el sur de Sudamérica.

El género Triptilion presenta cinco especies con forma de vida anual y
dos con forma de vida perenne. En las zonas de clima mediterraneo y los
desiertos, se ven favorecidas las especies anuales, pues combinan un ciclo de
vida relativamente corto, con una alta tasa de crecimiento durante la estacion
hilmeda para evitar la sequia (Rivero et al. 2007). Se ha sugerido que la forma
de Vid:’:'l anual evoluciona con frecuencia en ambientes desérticos, debido a su
resistencia a la variacién interanual de la precipitacion, pues anualmente sélo
deja semillas (Schaffer & Gadgil, 1975). Arroyo y colaboradores (1995)
mostraron que la frecuencia de anuales en la flora de Chile central con un clima
mediterrdneo aumenta en relacion al grado de aridez de verano, llegando a
cerca del 25% de las especies nativas en el extremo norte. Para el desierto, a lo
largo del Altiplano, la proporcidn de anuales en la flora decae a medida que
aumentan las precipitaciones (Arroyo et al. 1988). En un estudio de Evans y
colaboradores (2005) se evalub para el género Oenothera si las condiciones de
aridez y el coeficiente de variacion (CV) de las precipitaciones estan asociados
con la evolucion de la forma de vida anual, sohre una base estacional. Los
resultados determinan que la transiciéon al habite anual estd asociada con el
calor pero no con la aridez ni con el CV en el verano; en cambio, se asociaron
significativamente con la aridez en invierno.

Por otra parte las anuales pueden resistir la sequia permaneciendo

viables en bancos de semillas persistentes por mas de un afio (Schaffer &




Gadgil, 1975). De acuerdo con lo anterior, para Chile, Arroyo y colaboradores
(2008) mostraron que las especies anuales de Chaetanthera presentan bancos
de semillas de mayor persistencia que las perennes. También se ha sugerido
que las anuales se ven favorecidas debido a la abundancia de espacios
abiertos lo que permite la supervivencia de plantulas (Schaffer & Gadgil, 1975).
Dichas condiciones se dan ampliamente en la vegetacion mediterranea de Chile
sensu di Castri (1976). Si la evolucién del habito anual en Triptilion constituye
una respuesta a las condiciones de aridez, debe existir una relacién entre la
aparicion del habito anual en [a filogenia y los cambios climaticos que
conllevaron al clima estacional de la zona mediterrdnea de Chile. Si
consideramos ademas que Cabrera (1982) estima que Nassauvia seria el
ancestro de Triptilion, y que todas las especies de Nassauvia son perennes,
entonces es posible plantear que las especies anuales de Triptilion son
derivadas de |as especies perennes. La construccion de una filogenia datada de

Triptilion constituye una herramienta util para constatar relaciones de este tipo.




Objetivo General

Reconstruir la filogenia del género Triptilion, determinar su relacién con
las secciones de Nassauvia reconocidas por Cabrera (1982), establecer los
tiempos de divergencia de los grupos y trazar la evolucién del caracter forma de

vida.

Objetivos especificos

o Establecer relaciones filogenéticas entre los géneros Triptilion y
Nassauvia, en base a 19 caracteres morfolégicos

» Establecer relaciones filogeneticas dentro del género Triptilion, en base a
un gen nuclear y dos genes cloroplasticos, utilizando para esto dos
algoritmos parsimonia e inferencia bayesiana.

» Determinar la relacion filogenética del género Triptilion, con respecto a
representantes de las diferentes secciones del género Nassauvia, en
base a un gen nuclear y dos genes cloroplasticos y utilizando para esto
dos algoritmos parsimonia e inferencia bayesiana.

+ Estimar los tiempos de divergencia de las especies del género Triptifion
utilizando reloj molecular con gen ITS.

e Trazar la evolucion del caracter de rasgo de vida anual del género

Triptilion, en base a la topologia de inferencia bayesiana con el gen ITS.




Hipotesis

 Hipotesis 1. Sobre la base de los antecedentes morfoldgicos vy
moleculares, Triptilion formaria parte del género Nassauvia.

+ Hipétesis 2. El origen y divergencia de Triptilion se corresponderia con
la historia biogeografica de la Patagonia Chileno-Argentina y de Chile
Central.

o Hipédtesis 3. La forma de vida anual en Triptilion seria derivada.
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METODOLOGIA

Descripcién del grupo en estudio

De acuerdo a Cabrera (1982) y a; Katinas et al. (1992), las especies del
género Triptiion (familia Asteraceae, subfamilia Mutisioideae, tribu
Nassauvieae) se caracterizan por ser herbaceas anuales o perennes, con hojas
alternas y sésiles. Sus tallos, hojas y bracteas son laxamente pubescentes en
ambas caras o restringidas a la cara abaxial. Capitulos sésiles de dos a cuatro
en el extremo de los tallos, receptaculo glabro o cubierto, con cinco flores
blancas o azules. Aquenios elipticos u obpiramidales, glabros o pubescentes.
Papus blanco casi en todas las especies excepto en T. cordifolium donde es
amarillo verdoso, formado por tres cerdas caducas, lanceoladas, plegadas
longitudinalmente La presencia de papus caduco sugiere una pérdida de la
dispersion anemdfila, excepto en T. berteroi que presenta dos tipos de papus
uno caduco y otro persistente (Katinas et al.1992). Este caracter, el papus, es
utilizado para diferenciar Triptilion de Nassauvia (Cabrera 1982; Katinas et al.

2008b).

Descripceién del grupo Nassauvia

De acuerdo a Cabrera (1982), el género Nassauvia (familia Asteraceae,

subfamilia Mutisioideae, tribu Nassauvieae) esta subdividido en dos
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subgéneros, subgénero Strongyloma y subgénero Nassauvia, este Ultimo a su
vez subdividido en cuatro secciones (Tabla 1). Las especies del género
Nassauvia se caracterizan por ser hierbas perennes, rizomatosas o arbustos
bajos, con involucro cilindrico, cinco flores blancas o amarillentas (raramente
dos-cuatro) por capitulo, isomorfas, hermafroditas. Receptéculo desnudo.
Corola bilabiada. Aquenios obovoides o turbinados. Papus formado por tres a
15 péleas planas, caducas, o bien por numerosas cerdas ciliadas o plumosas;
el papus es bastante variado dentro del género y ha servido para separar

subgéneros y secciones.

Seleccion del grupo interno y externo

El grupo interno estd conformado por todas las especies del género
Triptilion descritas en la monografia de Katinas (1992). Las seis especies
chilenas: T. benaventii, T. berteroi, T. capillatum, T. cordifolium, T. gibbosum y
T. spinosum y la especie chilena-argentina T. achilleae (Fig. 3, Tabla 2).

El grupo externo esta conformado (Tabla 3-4-5) por una especie de la
familia Calyceraceae, Nastanthus scapigerus, la cual se escogib por pertenecer
al grupo hermano de la familia Asteraceae seguin estudios filogenéticos (De
Vore & Stuessy 1995, Kim & Jansen 1995, Lundberg & Bremer 2003). También
se incluyd a Caloppapus acerosus (Asteraceae) y 17 especies del género
Nassauvia (Asteraceae), entre las cuales estdn representadas las cuatro

secciones y los dos subgéneros: 15 especies (ITS), 11 especies (irnL-F) y seis
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especies (rpl32-trnLUAG) (Tabla 4). Esos dltimos Nassauvia y Calopappus han
sido descritos en varios estudios como los grupos mas cercanos
morfolégicamente al género Triptilion (Crisci 1980, Cabrera 1982, Katinas et al.

1992).

Aniélisis filogenético morfolégico

El andlisis filogenético se realizé a partir de 19 caracteres morfoldgicos
(Tabla B), obtenidos de informacién parcial del andlisis cladistico de Nassauvia
(Freire et al. 1993) y de datos obtenidos de la monografia de Tripfilion (Katinas
et al. 1992) (Tabla 7). Los datos se categorizaron dependiendo de [a cantidad
de estados que presentaba el caracter. En el analisis filogenetico se utilizd el
algoritmo de parsimonia en el programa PAUP* version 4.0 (Swofford 2003). La
busqueda heuristica se condujo con el algoritmo de “barrido de ramas” (branch-
swapping) por biseccidén y reconexion del arbol (TBR) con adicién aleatoria de
especies al arbol inicial (100 réplicas). Para comprobar la robustez de cada
nodo, se hizo un analisis de bootstrap no paramétrico (Felsenstein 1985)
usando 1000 réplicas como estimativos de soporte (Efron et al. 1996) donde se
considerd como un nodo bien soportado sobre 70% de valor de hootstrap (Hillis

& Bull 1993).
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Extraccién, amplificacién y secuenciacién de DNA

Se utilizaron muestras foliares colectadas en ambiente natural y
muestiras herborizadas provenientes de los herbarios de la Universidad de
Concepcion y del Museo Nacional de Historia Natural. Las muestras se
almacenaron en silica gel a temperatura ambiente. Se extrae DNA utilizando el
protocolo establecido por JanBen y colaboradores (2006). Mediante la técnica
de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), se amplificé la zona del DNA
nuclear ribosonal (rmDNA) ubicada en la regién del espaciador transcriptor
interno  ITS,  uilizando los partidores “4° y “5° (ITS 4
TCCTCCGCTTATTGATATGC, ITS 5§ GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG)
(White et al. 1990), segin protocolo de Baldwin (1992). Para los genes
plastidiales se amplifico la zona del DNA plastidial (cpDNA) ubicada en la regién
trmL-F, utilizando los partidores “trnl” y “trnF” (trmL:
CGAAATCGGTAGACGCTACG, tmF: ATTTGAACTGGTGACAC GAG)
(Taberlet et al. 1991), la regidn rpl32-trnLUAG, utilizando los partidores “rpl32” y
“trnLUAG” (rpL32-F: CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC, trnL(UAG):
CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT) (Shaw et al. 2007). La reaccién en cadena de
la polimerasa {PCR) se llevé a cabo en un volumen final de 25 L, el cual
contiene 5 L de ADN (20 ng/ul), 8 uL de agua destilada, 12,5 L de Master
Mix y 1,5 L de cada pariidor (10 uM). Inicialmente el DNA se desnaturalizo por
5 min a 94°C. Luego se corrieron 35 ciclos de amplificacion, que contemplan:

desnaturalizacién de 45 s a 94°C, alineamiento de 1 min a 55°C, elohgacién de
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1 min 30 s a 72°C y finaliza en 7 min a 72°C. Una vez terminado el proceso las
muestras se mantuvieron a 10°C, hasta ser retiradas del termociclador. Los
productos del PCR se analizaron mediante electroforesis horizontal en geles de
agarosa al 1% y tefidos con Redgel (5 p/50ml) en buffer TAE al 1X. La
electroforesis se efectué a 80 Volts durante 60 minuios y se visualizaron las
muestras en un Transiluminador UV (Electronic). Las muestras se enviaron a
purificar y secuenciar a Macrogen (Corea). Este protocolo se realiza en las siete
especies de Triptlion (21 individuos en total), siete especies de Nassauvia (ocho
individuos en total), en Nasfanthus scapigerus y Calopappts acerosus. Se
obtuvieron secuencias de GenBank del género Nassauvia, 16 secuencias para

ITSy cuatro para trnL-F.

Edicién y alineacién de secuencias

Las secuencias de las dos hebras de DNA, para los analisis de mDNA y
cpDNA se montaron, editaron y alinearon en el programa BioEdit version 7.0
(Hall 1999), revisadas por inspeccion ocular y comparadas con [os
cromatogramas en cada par de secuencias para verificar la edicién y
reemplazar las bases ambiguas en el programa BioEdit versién 7.0 (Hall 1999).
Con el fin de comprobar la correspondencia de las secuencias obtenidas de
especies vegetales del mismo grupo de estudio o de grupos cercanos se

realizaron “blast” (comparacion de similitud) para todas las secuencias
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utilizadas en este estudio en la pagina de “National Center for Biotechnology

Information™

Analisis filogenético molecular

El analisis filogenético se realizd mediante dos aproximaciones
algoritmicas: parsimonia e inferencia bayesiana. En los analisis de
reconstruccion filogenética, los nucledtidos faltantes, “gaps”, no fueron
considerados en el alineamiento. Los andlisis de parsimonia fueron realizados
en el programa PAUP* version 4.0 (Swofford 2003). En todos los casos los
caracteres se trataron como no ordenados y se les asigné igual peso siguiendo
a Broughton y colaboradores (2000). Las busquedas heuristicas fueron
conducidas con el algoritmo de “barrido de ramas® (branch-swapping) por
biseccién y reconexion del arbol (“tree-bisection-reconection: TBR”) con adicidn
aleatoria de especies al arbol inicial (100 réplicas). Para comprobar la robustez
de cada nodo, se hizo un analisis de bootstrap no paramétrico (Felsenstein
1985) con la exclusién de caracteres no informativos usando 1000 réplicas,
como estimativos de soporte (Efron et al. 1996) donde se considerd como un

nodo bien soportado sobre 70% de valor de bootstrap (Hillis & Bull 1893).

' (nttp:fwww,nebi.nim,nih.gov).




byl

Para llevar a cabo el andlisis de inferencia bayesiana primero se debe
obtener el modelo de evolucibn mas apropiado utilizando el programa
MrModeltest version 2.2 (Nylander 2004), posteriormente fue realizado el
andlisis de inferencia bayesiana en el programa MrBayes version 3.0 B4
(Ronquist & Huelsenbeck 2003). En cada simulacion de cadenas de Markov se
utilizé el método de Montecarlo (MCMC). Se corrieron 5.0 x 10° generaciones.
Una vez estabilizados los valores de probabilidad a posterior de la cadena de
Markov, se descartaron las muestras iniciales previas a la estabilizacién de la
probabilidad (burn in= 2.0 x 10® generaciones). A partir de este punto los
arboles se muestrearon cada 1000 generaciones. Se computé el consenso de
mayoria (50%) incluyendo componentes combinables e informacion sobre largo
de las ramas para todos los &rboles muestreados posterior a la estacionalidad
de las blsquedas. Para determinar el soporte de los nodos, se realizé pruebhas
de credibilidad o probabilidad a posteriori, donde se consideré un nodo bien
soportado aquel que tenia sobre un valor de 0.95 (Ronquist & Huelsenbeck
2003). Considerando el tiempo de ejecucién computacional de los analisis, en
los casos que los individuos de GenBarnk se agruparan en el mismo clado con
individuos secuenciados en laboratorio, sélo se consideraron las secuencias

obtenidas en laboratorio para los analisis.
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Analisis de evidencia total a nivel molecular

Se realizé un andlisis de evidencia total con rnDNA y cpDNA, donde se
utilizaron 2720 caracteres nuclectidicos que correspondian a 747 de genes
nucleares (ITS) vy 1973 de genes plastidiales (914 de trnL-F y 1059 de rpl32-
trnLUAG). Se realizd un andlisis de inferencia bayesiana en el programa
MrBayes versidon 3.0B4 (Ronquist & Huelsenbeck 2003) con los mismos
parametros descritos anteriormente. No se realizé un analisis de parsimonia,
pues los datos no son congruentes, lo cual fue determinado en la prueba de

particion homogénea (Farris et al. 1994).

Estimacion de los tiempos de divergencia

Los tiempos de divergencia se estimaron asumiendo Reloj Molecular
(Bromham & Penny 2003). La calibracion se realizé a partir de la tasa evolutiva
de especies vegetales herbaceas determinadas en el estudio de Richardson y
colaboradores (2001) para los analisis de rDNA de la region ITS mediante
inferencia bayesiana utilizando el programa Beast version 1.6.1 (Drummond &
Rambaut 2007). Esta medida se aplico debido a la falta de registro fosil para el
andlisis. Barreda y colaboradores (2010b) describieron un fésil perteneciente a
la familia Asteraceae el cual es de poca utilidad para este estudic ya que su

identificacion mas alla del nivel de familia no se ha establecido.
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Reconstruccion del caracter de historia de vida

Para poder determinar si el ancestro del género Triptilion-Nassauvia es
una hierba perenne o anual, se realizd una reconstruccion de caracteres para el
rasgo forma de vida. Para este estudio se utilizo la topologia generada en el
analisis de evidencia total y una matriz con los rasgos de vida de las especies.
Este analisis se llevé a cabo en el programa Mesquite 2.74 (Maddison &

Maddison 2008} mediante parsimonia y maxima verosimilitud.

Nueva evidencia

A partir del trabajo “Molecular phylogeny of Nassauvia (Asteraceae,
Mutisicae) based on nrDNA ITS sequences” (Maraner et al. 2012), el cual
incluye nuevas secuencias de Nassauvia, se decide integrar la informacién, es
decir, agrupar las secuencias utilizadas por Maraner con las obtenidas en esta
tesis. Dichas secuencias pertenecientes al gen ITS fueron obtenidas desde
GenBank. Estos datos permitieron aumentar el nimero de especies de
Nassauvia usado originalmente de 15 a 23. Con [a nueva matriz se realizan los
siguientes andlisis: a) filogenéticos (parsimonia e inferencia bayesiana) b)
tiempos de divergencia (reloj molecular) y c) reconstruccién del caracter de vida
anual o perenne descritos previamenie en esta tesis. La nueva matriz quedé

conformada por todas las especies de Triptilion obtenidas en el laboratorio
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(grupo interno) y 51 especies como grupo externo en la que se incluyen: 23
especies de Nassauvia y dos especies de Polyachyrus, pertenecientes a la tribu
Nassauvieae; 27 especies de otros seis géneros de la tribu Mutisieae, como
representante de otra subfamilia de Asteraceae Schlechfendalia luzulifolia

(Bernadesiodeae) (Tabla 5} y como representante de la familia Calyceraceae, la

mas cercana a Asteraceae, una especie de Nastanthus scapigerus




RESULTADOS

Analisis filogenético morfolégico

En este estudio se utilizaron 19 caracteres morfolégicos de los cuales 16
fueron informativos. Se retuvieron 35 con el mismo valor de parsimonia, con
una longitud de 35 pasos y con valores de indice de consistencia (Cl) de 0,43
de homoplasia (HI) de 0,57 y de retencion (RI) de 0,78 (Fig.10). Los resultados
indican una gran politomia conformada por especies de Triptilon, Nassauvia y
grupo externo. Solo existe apoyo de un 70% en el clado conformado por las
cuatro especies del subgénero Strongyloma, sugiriendo una agrupacion por el
cardcter de habito arbustivo. E! otro grupo es el clado constituido por N.
juniperina y N. pentacanoides que presenta un 78% de apoyo, sugiriendo una
agrupacion por €l tipo de inflorescencia solitaria que presentan con respecto a
las otras especies. Estos resultados indican que no es posible determinar la
relacion entre Triptilion y Nassauvia y tampoco entre [as especies al interior del

género Triptilion.
Secuencias

Se obtuvieron 747 caracteres nucleotidicos de rnDNA para la regién ITS,

914 de cpDNA para la region trnL-F y 1059 de cpDNA para [a regidn rpl32-
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trnLUAG de todos los integrantes del grupo interno (Triptilion) y del grupo

externo (Nassauvia, Calopappus y Nastanthus).

Anadlisis filogenético molecular

En los andlisis de inferencia filogenética mediante el método de
parsimonia para ITS, se utilizaron 747 caracteres nucleoctidicos, de los cuales
118 sitios fueron informativos. Se evaluaron 261 arboles y se retuvieron 18 con
el mismo valor de parsimonia, con una longitud de 261 pasos y con valores de
indice de consistencia (Cl) de 0,59, de homoplasia (HI) de 0,41 y de retencion
(Rl) de 0,73. En el andlisis de inferencia bayesiana se utilizé el modelo de
evolucion de secuencias de GTR+G seleccionado como dptimo por el criterio de
informacion Akaike. La filogenia del género Triplilion reveld tres principales
linajes: I. T. achilleae, Wl T. berteroi, T. benaventi y T. spinosum, HlI: T.
capillatum, T. cordifolium y T. gibbosum. La topologia (Fig. 4-5) es semejante en
ambos algoritmos, presenta alta resolucion y esta fuertemente apoyada por los
valores de bootstrap y credibilidad. Segin los resultados de ITS, seria legitimo
pensar que Triptilion y Nassauvia son géneros distintos, pues todas las
especies de Nassauvia forman un grupc altamente soportado (0,97) sin la

presencia de Triptilion en su interior.

En el caso de los analisis de inferencia filogenética mediante el método

de parsimonia para tnl-F se utilizaron 914 caracteres nucleotidicos
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considerando grupo interno y externo, de los cuales 45 sitios fueron
informativos. Se evaluaron 100 arboles y se retuvieron 85 con el mismo valor de
parsimonia, con una longitud de 85 pasos y con valores de indice de
consistencia (C!) de 0,59 de homoplasia (HI} 0,41 y de retencién (R!) 0,69. Para
el andlisis de inferencia bayesiana se utilizé el modelo de evolucién de
secuencias de GTR+G, seleccionado como dptimo por el criterio de informacion
Akaike. Las topologias entregadas por ambos andlisis (Anexo Fig. 2-3) para
este gen son poco robustas, sin embargo, se forman los tres linajes descritos
anteriormente y los Linajes Il y Il estan soportados. Dada la escasa robustez de
la topologia obtenida no se realizaron interpretaciones filogenéticas con este

gen, pero los resultados si fueron incluides en el andlisis de evidencia total.

Para rpl32-tmLUAG se utilizaron 1059 caracteres nuclectidicos
considerando grupo interno y externo, de los cuales 111 sitios fueron
informativos. Se evaluaron 220 arboles, se retuvo un arbol con el mismo valor
de parsimonia y con una longitud de 220 pasos. Los valores de indice de
consistencia (Cl) fueron 0,67 de homoplasia (HI) de 0,33 y de retencién (RI) de
0,70. Para el analisis de inferencia bayesiana se utilizé el modelo de evolucién
de secuencias de GTR+G, seleccionado como o6ptimo por el criterio de
informacién Akaike. Los resultados muestran que el género Triptilion es
polifilético (Anexo Fig. 4-5) debido a la incorporacion de taxa del género
Nassauvia. Si comparamos los resuitados del gen nuclear ITS, con los dei gen

plastidial rpi32-trmLUAG se observan los mismos tres linajes (I, Il y lll), dos de
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ellos (1 y I) bien soportados. Dada [a escasa robustez de la topologia obtenida
no se realizaron interpretaciones filogenéticas con este gen, pero si, los

resultados fueron incluidos en el analisis de evidencia total.

Anélisis de evidencia total a nivel molecular

Los resultados determinaron que el género Triptiion es parafilético,
donde el grupo formado por los Linajes Il y Ill se separan del Linaje |. Las seis
especies que conforman el Linaje Il y 1ll tienen como grupo hermano a los
representantes de la seccion Panargyrum/Caloptifium del género Nassauvia. T.
achilleae, ademas de estar disociada del género Triptilion, se agrupa con un
soporte de 0,76, para ¢l analisis de inferencia bayesiana, con tres de las cuatro
especies de! subgénero Strongyfoma utilizadas en este estudio (N. ulicina N.
fuegiana y N. glomerulosa) que presentan una distribucion patagénica,
caracteristica que comparte con T. achilleae, Gnica especie de Triptilion con

distribucién patagoénica. (Fig. 6)

Estimacién tiempos de divergencia

A partir del gen ITS, se determind que Calopappus diverge del grupo

Nassauvia-Triptifion en el Oligoceno a los 27,8 + 0,7 Ma, Triptilion se separa del

género Nassauvia en el Mioceno temprano hace 18,9 + 0,4 Ma, la separacion
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de los linajes al interior del género Triptilion ocurren en el Neégeno: (&)
separacion del Linaje | del Il-Il! en el Mioceno temprano (17,0 £ 0,4 Ma), (b)
diversificacion del Linaje Il del Ill en el Mioceno superior (10,8 + 0,2 Ma), (c) las
especies al interior del Linaje Il divergen en dos instancias la primera en el
Mioceno superior (6,0 + 0,2 Ma) y la segunda en el Pleistoceno (0,5 + 0,01 Ma)
(d) las especies al interior del Linaje Il también divergen en dos instancias: en
el Mioceno superior (6,7 + 0,2 Ma) ocurre una primera divergencia y una

segunda sucede durante el Plioceno (5,2 + 0,2 Ma) (Anexo Fig. 7).

Reconstruccion del cardcter de historia de vida

El analisis de reconstruccién de caracteres de historia de vida anual o
perenne realizado a partir de la topologia de evidencia total, muestra mediante
los dos algoritmos que la forma de vida del ancestro del género Triptilion-
Nassauvia es perenne (Anexo Fig. 6), por lo que la forma de vida anual es
derivada y aparece por lo menos dos veces, posiblemente con una transicién

posterior a [a forma de vida perenne en el Linaje 1.
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INCORPORACION DE NUEVA EVIDENCIA

Secuencias

Se obtuvieron 794 caracteres nucleotidicos de DNA para la region ITS,
de todos los integrantes del grupo interno (Triptilion) y del grupo externo
(Nassauvia, Calopappus, Chaetanthera, Perezia, Actinoseris, Pachylaena,

Gochnatia, Gerbera, Polyachyrus, Schelechtendalia y Nastanthus).

Analisis filogenético

En los andlisis de inferencia filogenética mediante el método de
parsimonia para ITS, se utilizaron 794 caracteres nucleotidicos, de los cuales
345 sitios fueron informativos. Se evaluaron 1520 arboles y se retuvieron 100
con el mismo valor de parsimonia, con una longitud de 1520 pasos y con
valores de indice de consistencia (Cl) de 0,43 de homoplasia (HI) de 0,56 y de
retencion (Rl) de 0,78. En el andlisis de inferencia bayesiana se utiliz6 el
modelo de evolucién de secuencias de GTR+G seleccionado como éptimo por
el criterio de informacién Akaike. La filogenia del género Triptilion, mostré la
existencia de tres principales linajes: I: T. achilleas, I: T. berteroi, T. benaventii
y T. spinosum, WI. T. capillatum, T. cordifolium y T. gibbosum. La topologia (Fig.
7) es semejante en ambos algoritmos, presenta alta resolucion y esta

fuertemente apoyada por los valores de bootstrap y credibilidad. Segun los
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resultados de ITS, Triptiion y Nassauvia no se pueden considerar géneros
distintos, ya que hay cuatro especies de Nassauvia (N. lagascae, N. fuegiana,
N. ulicina y N. glomerulosa) que estan en una politomia con T. achilleae el resto
de las especies Nassauvia (19 especies) estan incluidas dentro un grupo
soportado por lo cual el género Nassauvia no constituye un grupo monofilético.
En cuanto al género Triptilion, tampoco se puede considerar un género
monofilético ya que la unidén de T. achilleae con el resto de la especies de
Triptilion no esta apoyada, sin embargo las restantes especies de Triptilion
forman un grupo fuertemente soportado conformado por los Linajes Il, Il y a su

vez cada linaje esta soportado.

Estimacién tiempos de divergencia

A partir del gen ITS, se determiné que la familia Asteraceae esta
presente al menos desde hace 95,7 Ma cuando diverge el clado formado por la
especies del género Chaetanthera de un grupo formado por Polyachyrus
Perezia, Nassauvia y Triptifion. Posteriormente diverge Polyachyrus (58,2 £ 2,1
Ma) después Perezia (34,4 1,9 Ma) en el Eoceno y luego Calopappus diverge
del grupo Nassauvia-Triptilion en el Oligoceno a los 23,7 = 1,5 Ma. Triptilion y
cuatro especies de Nassauvia (N. lagascae, N. fuegiana, N. ulicina y N.
glomerulosa) se separan del resto del género Nassauvia en el Mioceno
temprano hace 16,5 + 1,2 Ma. Una posterior separacion de las cuatro especies

de Nassauvia antes mencionadas del género Triptilion se produce a los 14,8 £
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1,0 Ma en el Mioceno medio. Al interior del género Triptilion las primera
divergencia ocurre entre Linaje | y los Linajes li-lll a los 13,5 £ 0,9 Ma en el
Mioceno medio; posteriormente en el Mioceno superior se produce la
separacion de los linajes Il y Il a los 9,3 £ 0,7 Ma. Las especies al interior del
Linaje !l divergen en dos oportunidades primero T. cordifoium se separa de T.
capillatum-T. gibbosum a 6,3 £ 0,6 Ma y posteriormente diverge T. capillatum de
T. gibbosum a 5,4 + 0,6 Ma, ambas divergencias en el Mioceno superior. De
igual forma las especies al interior del Linaje Il divergen en dos instancias
primero T. berteroi se separa de las especies perennes T. spinosum - T.
benaventii hace 5,7 + 0,5 Ma, en el Mioceno superior, posteriormente T.
spinosum diverge de T. benaventii hace 4,9 + 0,5 Ma, fecha correspondiente al

Plioceno (Fig. 9A-9B).

Reconstruccién del carécter de historia de vida

La reconstruccion de forma de vida realizada a partir de la topologia de
ITS, arroja mediante parsimonia y en un gran porcentaje del analisis de maxima
verosimilitud, que la forma de vida del ancestro del género Triptilion-Nassauvia
es perenne (Fig. 8). Al observar sélo al género Triptilion los resultados indican,
para el analisis de parsimonia, que el ancestro es de forma de vida anual. En el
caso del analisis de maxima verosimilitud, el ancestro del género Triptilion es

ambiguo (Fig. 8). Segln parsimonia, la transicién de perenne a anual se dio por
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primera vez hace 13,5 Ma en T. achilleae, pero se revirtié a 3,7 Ma en el

ancestro de Ias especies T. spinosumy T. benaventi.
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DISCUSION

Las filogenias, basadas Unicamente en caracteres morfolégicos, no han
logrado esclarecer las relaciones entre Nassauvia y Triptilion. Se espera que la
discusién a nivel de caracteres moleculares, basada en los resultados obtenidos
con el gen ITS, que y retine los datos de Maraner y colaboradores (201 2) y los
obtenidos en esta tesis, aporte mayor nitidez en este problema.

Los resultados moleculares obtenidos permitirian determinar con mayor
certeza la relacién entre los géneros Triptilion y Nassauvia que los trabajos
anteriores publicados, pues en este estudio se incluyen todas las especies del
género Triptilion y un gran numero de especies de Nassauvia. Sin embargo, y
pese a la mayor representatividad de taxa considerados, no se puede concluir
que Triptilion constituye un grupo moncfilético, ya que en Triptilion sélo los
Linajes Il y Il (Linaje 1l y Il = seis de las siete especies) forman un clado
apoyado. El Linaje | representado por T. achilleae, diverge del género
conformando una politomia con cuatro especies del género Nassauvia. Por otra
parte, si bien diecinueve especies de Nassauvia forman un clado fuertemente
soportado (Fig. 7), dado a la ubicacion de cuatro especies de Nassauvia fuera
de dicho clado y mas cercanas a Triptilion, sugiere que Nassauvia tampoco
seria un género monofilético. Si consideramos los resultados moleculares
actuales (Fig. 7), se podria pensar en introducir el género Triptilion en el género
Nassauvia, esto porque a grandes rasgos todas las especies de Triptilion y

Nassauvia estan incluidas en un mismo clado. Dado que la especie tipo de
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Nassauvia (N. magellanica fue descrito en 1791) fue descrita con anterioridad a
la primera especie de Triptilion (T. spinosum fue descrito en 1798), de acuerdo
con las reglas internacionales de nomenclatura, Nassauvia tiene prioridad sobre
Triptilion. Sin embargo ain queda la posibilidad que, con el uso de un mayor
namero de marcadores, la politomia se resuelva a favor de que todas las
especies de Triptilion junto con cuatro especies de Nassauvia formen un grupo
monofilético. Bajo esta escenario cabe la posibilidad reconocer dos géneros,
pero con un reordenamiento interno de las especies, consistente en el género
Nassauvia con 19 especies, y el género Triptilion con 10 especies. Este Ultimo
incluiria todas las especies de Triptilion junto con N. ulicina, N. fuegiana, N.
glomerulosa y N. lagascae. Si consideramos la primera opcién de incorporar el
género Triptilion en el género Nassauvia, se podria aceptar la Hipétesis 1 que
plantea que: “Basado en antecedentes morfologicos y moleculares Triptilion
forma parte del género Nassauvia®. En el caso que la segunda opcidn resultara
se rechazaria la Hipotesis 1. En cualquier caso ambas alternativas apuntan en
la direccion propuesta por Crisci (1974, 1980) y Cabrera (1982) ya que los
resultados apoyan fuertemente una relacién cercana entre los integrantes de los
dos géneros.

Cabe destacar que tres de las cuatro especies de Nassauvia que forman
una politomia con T. achilfeae pertenecen al subgénero Sfrongyloma, y aundque
tienen una distribucién patagonica tal como T. achilleae, no presentan
semejanzas morfoldgicas especiales (con respecto al resto de las especies de

Nassauvia). Strongyloma fue considerado entre 1835 y 1873 un género
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independiente, por ser lefiosa y tener aquenios pubescentes (Cabrera 1982).
Sin embargo, la estructura de la inflorescencia y la morfologia del capitulo y de
las flores son idénticas, para los caracteres evaluados, a las restantes especies
de Nassauvia, por lo cual actualmente Strongyloma (Cabrera, 1982) se
mantiene dentro del género Nassauvia en categoria de subgénero. N.
lagascae, la otra especie que conforma la politomia con T. achilleae, pertenece
a la seccién monotipica Calopfilium. Se distribuye en la alta cordillera desde
San Juan hasta Neuguén en Argentina y desde Aconcagua al Maule en Chile.
Morfolégicamente se diferencia del resto de las especies de Nassauvia por
presentar papus con numerosas cerdas plumosas generalmente persistentes y
hojas ovado-espatuladas, con costillas paralelas muy conspicuas.
Caracteristicas que a pesar de diferenciarla del resto de las secciones de
Nassauvia, no la acerca morfolégicamente a T. achifleae. Si eventualmente se
comprueba la existencia de dos grandes linajes en el complejo Nassauvia-
Triptilion, los actuales caracteres morfolégicos empleados taxonomicamente
para separar los géneros reordenados tendrian que revisarse.

Tanto en este trabajo, como en un trabajo realizado por Kim vy
colaboradores (2005) se utiliz6 andlisis de reloj molecuiar. Nuestros resultados
concuerdan con los de Kim y colaboradores (2005) en que la divergencia de
Nassauviinae (que incluye a Calopappus, Nassauvia, Perezia y Triptilion) habria
ocurrido durante el Oligoceno. Se han datado fésiles patagénicos con afinidad

Nassauviinae para el Mioceno (Barreda et al. 2008), o que indica que algunos
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miembros de este grupo ya estaban presentes y expandiendo en la Patagonia
durante el Mioceno.

Las fechas de las divergencias permiten trazar la evolucion de los géneros
Triptilion-Nassauvia en relacién a los cambios climaticos acaecidos en el sur de
Sudamérica durante el Terciario. Para una comprension global, es necesario
remontarnos al origen de la familia Asteraceae. Funk y colaboradores (2005)
propusieron que la separacion del ancestro de los linajes Asteraceae-
Calycereae y Goodeniaceae ocurrié en el momento que Sudamérica se separd
de Antartica-Australia, a unos 50-66 Ma. Segun estos autores, la posterior
separacion de la subfamilia mas antigua de las asteraceas, Barnadesioideae,
ocurrid en Sudamérica, seguido por una radiacion explosiva a través de los
incipientes Andes. Esto sugiere que el grupo ancestral de asteraceas pudo
haber integrado la paleofiora subtropical de Sudamérica del Eoceno temprano
(Villagran & Hinojosa, 1997). Kim (2005) estimd que la familia Asteraceae se
origind en el Eoceno medio (42-47 Ma), lo que también sugiere su origen en
Sudamérica. Barreda y colaboradores (2008) encontraron fésiles del Mioceno
inferior que indicarian que los miembros basales de Asteraceae, las subfamilias
Barnadesiodeae (Chuquiraga-Doniophyton-duseniella 'y Dasyphyllum) vy
Mutisioideae ya se habian diferenciados a esta fecha. En un estudio posterior,
Barreda y colaboradores {2010b) describen un fésil de la familia Asteraceae que
permite suponer la existencia de la familia desde hace 50 Ma. Descarta que el
fosil pertenezca a la subfamilia Barnadesioideae, y proponen que perteneceria

a la subfamilia Mutisivideae o a la subfamilia Carduocideae. La fecha de este
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fosil llevo a los autores a postular que la familia Asteraceae puede haber
integrado la flora subtropical Gondwanica durante el Eoceno, existiéndose,
antes de la separacién de los continentes.

Se usod la tasa de sustitucién de herbaceas perennes descrita para el gen
ITS de (Richardson et al. 2001) para estimar las fechas de divergencia. Los
resuitados (Fig. 9A) datan la separacién de las Asteraceae de Calyceraceae a
los 95 Ma. Dado que algunos representantes de Asteraceae del grupo externo
son lefiosos, al usar la tasa de sustitfucién de herbaceas, esta fecha es
probablemente subestimada. Por ofra parte las fechas de divergencia de las
especies anuales de Triptilion estarian sobreestimadas. Ademas se ha descrito
mucha variacibn en las tasas de sustitucion entre una forma de vida
determinada (Kay et al. 2008). Si bien, en general, nuestras dataciones sufren
de este tipo de imprecisiones, un problema comun a este tipo de estudios,
permiten concordar con Barreda y colaboradores (2010b) que el origen de la
familia Asteraceae se da con anterioridad a la separacion de los continentes.

La ruptura de Antartica y Australia hace 38 Ma genero¢ la caida de las
temperaturas y de la humedad, causando el reemplazo de bosques con floras
calidas por una paleoflora mixta (Villagran & Hinojosa 2005), que segtin Barrera
et al. (2010b) podria haber contenido parches de vegetacién arbustiva y
herbacea. Posteriormente, a los 27 Ma comienza una tendencia al
calentamiento que reduce la extension de hielo en la Antartica, fase que
alcanzé su punto maximo a finales del Mioceno medio (17-15 Ma) (Zachos et al.

2001). Segun nuestros resultados, en este intervalo se produce [a divergencia
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de Calopappus de Triptilion-Nassauvia (23,7 Ma) (Fig. 9A), y a los 16,5 Ma
diverge el clado de Nassauvia (19 especies) del clado compuesto por
Nassauvia — Triptilion (cuatro especies de Nassauvia y seis de Triptilion) (Fig.
9B). Este calentamiento fue seguido por un enfriamiento gradual y
restablecimiento de una gran capa de hielo en la Antartica hace 10 Ma (Zachos
et al. 2001). Concordante con este enfriamiento gradual, durante el Mioceno
hace 14,8 Ma divergen cuatro especies de Nassauvia (N. fuegiana, N.
glomerulosa, N. ulicina, N. lagascae) de Triptilion (Fig. 9B). Las distribuciones
actuales de Jas especies de los dos géneros indicarian que esta divergencia se
desarrollé en la Patagonia.

Hace 13,5 Ma aparece el Linaje | de Triptilion que es anual. Esta tltima
fecha corresponde con el periodo de enfriamiento post Optimo Climatico del
Mioceno Medio, (MMCO) y con el levantamiento andino, que segun Blisniuk
(2005), a los 16,5 Ma, habria formado una sombra de lluvia suficiente como
generar un clima arido en la Patagonia (ver también Iglesias et al. 2011). En
Chile central, el efecto de sombra de lluvia de la cordillera de los Andes, y la
caida en la temperatura global, contribuyen al desarrollo de la aridez y generan
el clima mediterraneo determinado por la accién de los vientos del oeste que
provocan precipitaciones en invierno y por la mayor influencia anticiclonal del
Pacifico que genera sequia estival. El desarrollo de la aridez en la Patagonia y
la formacién del clima mediterraneo en Chile central inducen el desarrollo de
una vegetacién mas abierta, provocando una explosiva diversificacion de la

familia Asteraceae. Nassauvia y Triptilion, tomaron caminos separados, en el
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caso de Triptilion expandiéndose desde la Patagonia hacia la zona
mediterranea de Chile central, y en Nassauvia, desde la Patagonia por la
cordillera de los Andes hasta Bolivia. El enfriamiento continta desde el Mioceno
tardio hasta el Plioceno temprano donde se produce una leve tendencia ai
calentamiento que termina hace 3,2 Ma, cuando comienza la glaciacion del
hemisferio Norte; fecha en la cual ya se han producido todas las divergencias al
interior del género Triptilion. (Zachos et al. 2001).

La optimizacién del rasgo forma de vida en la filogenia muestra que la
forma de vida ancestral del complejo Nassauvia-Triptilion habria sido perenne y,
aungue no podemos decir con seguridad que el ancestro de Triptilion es
Nassauvia, por la politomia que forma T. achilleae y cuatro especies de
Nassauvia, es posible pensar que este ancestro habria habitado en [a
Patagonia. En cuanto a la forma de vida anual, se ha descrito que esta surge
como respuesta a ambientes desérticos o a los que presentan un alto
coeficiente de variacién en las precipitaciones (Evans et al. 2005), como en el
caso de Oenothera que se asocia al coeficiente de variacién de la precipitacion
en invierno (Evans et al. 2005), o como se manifiesta en el aumento en la
proporcion de anuales en [a flora, a medida que aumenta la aridez de verano en
Chile central (Arroyo et al., 1995). De acuerdo con estos patrones generales, se
esperaria encontrar las especies perennes de Triptifion en areas con mayores
precipitaciones y/o en habitats mas humedos, en tanto que las anuales en

zonas mas aridas.
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Si analizamos la distribucidon geogréfica actual de las dos especies
perennes de Triptiion (Fig. 1, 2), T. spinosum se encuentra desde el sector
semiarido hasta el perhiimedo de la zona mediterranea; hemos observado que
se encuentra muchas veces al borde del bosque esclerdfilo o en pequerios
claros de bosque esclerdfilo, donde en términos relativos hay mayor humedad
que en los espacios mas abiertos. En cuanto a la segunda especie perenne, T.
benaventii, se encuentra en los sectores subhiimedo, hiimedo, y perhiimedo en
terreno cenagosos y a orillas de arroyos (Katinas, 1992).

En cuanto las especies anuales, T. achilleae se distribuye al oeste de
Patagonia argentina en las provincias de Neuquén, Rio Negro, Chubut y Santa
Cruz, entrando apenas en territorio Chile a nivel de Lonquimay. El clima en la
parie argentina de su distribucién es frio y arido con las precipitaciones
(aproximadamente 200-400 mm) concentradas en el invierno (Kandus et al.
2008). T. berteroi, es una especie muy escasa que se encuentra entre (100
msm) (500-1200 msm) en habitats rocosos expuestos en los sectores
semidrido, subhimedo, himedo y perhtimedo. 7. capillatum abarca los sectores
semiaridos y subhumedos entre 32° a 34° S, encontréandose frecuentemente
en espacios abiertos en terrenos arenosos-gravosos, alrededor de los 1500
msm (400-2000 msm). T. cordifolium se distribuye en los sectores aridos,
semidridos y subhimedos entre (20 msm) (300-500 msm) (1700 msm),
encontrandose en suelos arenosos. 7. gibbosum, la especie que distribuye mas
al norte (hasta los 26° S), se encuentra a bajas alturas (25-550 msm) en los

sectores semiarido, arido y perarido en una variedad de habitats abiertos,
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encontrandose especialmente cerca de la costa de la IV Region. Estos
antecedentes referidos a las distribuciones muestran cierta correspondencia
entre la forma de vida anual y un clima o habitats més aridos.

Por mucho tiempo los bidlogos pensaron que las especies anuales se
derivan de especies perennes, y que la transicién entre estas dos formas de
vida es unidireccional (Stebbins, 1957). Sin embargo, mediante la construccion
filogenética se ha documentado ejemplos que van en la direccion opuesta. Por
ejemplo, Bena et al. (1998) mostraron que las especies perennes de Medicago
derivaron de un linaje perenne. En el subtribu Castillejinae (Orobanchaceae),
Tank & Olstead (2008) mostraron que €l clado perenne de Castilfgja. con 160
especies, se derivé de un estirpe anual, con una reversion secundaria hacia la
forma de vida anua!, lo que muestra que las transiciones entre las formas de
vida anual y perenne pueden ser en ambas direcciones.

Se observa que el linaje mas antiguo de Triptilion es de forma de vida
anual. Posteriormente, en la filogenia diverge el Linaje Il compuesto
Unicamente por especies anuales (7. cordifolium, T. capillatum y T. gibbosum),
las que se distribuyen mas hacia al norte en sectores de la zona mediterranea
mas aridas. Sin embargo, en el Linaje Il, que se separé del Linaje Ill a los 9,3
Ma, se produjo un reversion a la forma de vida perenne a los 5.7 Ma, cuando
diverge T. berteroi (anual) de T. spinosum- T. benaventii (perennes). De
acuerdo con los antecedentes sobre las distribuciones de las especies de

Triptilion entregados, al parecer la reversién en la forma de vida de anual a

38




perenne se produce con la adaptacién a un clima y/o habitats mas himedos en
el sur de Chile central que en la Patagonia.

Considerando que los modelos de cambio climético (CC) predicen
reducciones en la precipitacién en Chile central, donde mayoritariamente se
distribuye el género Triptilion (CONAMA, 2007) cabe preguntar como afectaria
el cambio climético (CC) al género Triptilion. Marquet y colaboradores (2009)
realizaron un andlisis de la vulnerabilidad de la biodiversidad terrestre en la eco-
regién mediterranea, y evaluaron las medidas de adaptacién frente a escenarios
de CC. Especificamente estudiaron como afectaria el CC en los ecosistemas
mediterraneos, y predicen que produce importantes modificaciones en los
regimenes de lluvias, con reducciones que pueden llegar a un 40%. Si se
incorporan los aumentos de temperatura y la subida de la isoterma cero,
existiria una aridizacién de esta area. En general, los ecosistemas de Chile
central son los mas amenazados ya que seran los que sufririan mayores
cambios en su ubicacion actual, desplazéndose hacia zonas mas australes y/o
a mayores altitudes, lo que implica que las especies ligadas a dichos
ecosistemas deberan migrar para acceder a las areas geograficas donde se
encuentran las condiciones climaticas que definen el ecosistema al que
pertenecen. Especificamente, analizan el comportamiento de especies que
habitan la zona mediterranea de Chile frente a dos posibles escenarios de CC,
A2 y B2. A2: describe un mundo muy heterogéneo con crecimiento de poblacién
fuerte, desarrollo econdmico y tecnoldgico lento, B2: describe un planeta con

una poblacion intermedia y un crecimiento econdmico intermedio, mas
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orientada a las soluciones locales con la finalidad de alcanzar la sostenibilidad
econdmica, social y medioambiental, (IPCC 2007). En este estudio se incluyen
tres especies del género Tripfilion. T. capillatum, en el peor escenario A2 y
considerando dispersién limitada, su rango de distribucion se reduciria en un
18%. La distribucién de T. cordifolium en ambos escenarios A2 y B2 y
considerando dispersion limitada, no se reduce. T. spinosum seria la especie
que se ve mas afectada en el peor escenario A2. Considerando dispersion
limitada, su distribucién se reduce en un 31%. Es importante sefialar que el CC
puede provocar la extincion, como se predice en el caso de Nassauvia digitata
que actualmente se encuentra entre los 2000 -2700 msnm en Chile central
Marquet et al. 2009). Si bien los modelos sugieren que el género Triptifion sera

afectado por el CC, es probable que el linaje perdure en el tiempo.

Hasta la fecha, existen poco estudios de reconstruccion filogenética de
géneros que incorporan la flora del sur de Sudamérica. El presente estudio
demuestra que la reconstruccion filogenética es una herramienta util no sélo
para dilucidar las relaciones entre taxa emparentados como Triptilion y
Nassauvia, sino también para trazar la evolucion de los linajes en relacién a los
cambios climaticos y vegetacionales del pasado, y de los cambios en rasgos de

historia de vida que han ido acompafiado dichos cambios.
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Figura 4. Arbol de consenso de 18 arbol con el mismo valor de parsimonia, basado en
secuencias de rDNA de la region ITS, para siete especies del género Triptilion (grupo

interno) y como grupo externo 15 especies del género Nassauvia, una de Calopappus
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y una de Nastanthus. Los valores de bootstrap se muestran scbre cada nodo; los
asteriscos representan nodos < a 70% de soporte. Los nimeros romanos muestran los
tres principales linajes del género Triptilion: I T. achilleae, 1I: T. berteroi, T. benaventii y
T. spinosum, WII: T. capillatum, T. cordifolium y T. gibbosum. La letra L gque acompaiia a
algunas especies de Nassauvia, indica que esas secuencias se obtuvieron en el

laboratorio. Lineas negras muestran el grupo externo y rojas el grupo interno.
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Figura 5. Arbol filogenético de inferencia bayesiana, basado en secuencias de rDNA

de la region ITS, para siete especies del género Triptilion (grupo interno) y como grupo
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externo 15 especies del género Nassauvia, una de Calfopappus y una de Nastanthus.
Los valores de credibilidad se muestran sobre cada nodo; los asteriscos representan
nodos < a 0.95 de soporte. Los niimeros romanos muestran [os tres principales linajes
del género Triptition: . T. achilleae, Il. T. berteroi, T. benaventii y T. spinosum, lil: T.
capiffatum, T. cordifolium y T. gibbosum. La letra L que acompafia a algunas especies
de Nassauvia, indica que esas secuencias se obtuvieron en el laboratorio. Lineas

negras muestran el grupo externo y rojas el grupo interno.
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Figura 6. Arbol filogenético de inferencia bayesiana, mediante evidencia total (ITS,
cpDNA de la region trnL-F y rpl32-trnLUAG) para siete especies del género Triptilion

(grupo interno) y como grupo externo 17 especies del género Nassauvia, una de
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Calopappus y una de Nastanthus. Los nimeros romanos muestran los tres principales
linajes del género Triptilion: & T. achilleae, Il T. berteroi, T. benaventii y T. spinosum,
W: T. capillatum, T. cordifolium y T. gibbosum. La letra L que acompafia a algunas
especies de Nassauvia, indica que esas secuencias se obtuvieron en el laboratorio.
Lineas negras muestran el grupo externo y rojas el grupo interno. Los valores de
credibilidad se muestran sobre cada nodo; los asteriscos representan nodos < a 0.95

de soporte.
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N.fuegiana
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Figura 7. Arbol filogenético de inferencia bayesiana para siete especies del género
Triptilion {grupo interno) y 51 especies como grupo externo 23 especies del genero
Nassauvia, 16 especies del género Chaetanthera dos especies de Perezia, dos
especies de Actinoseris, una especie de Pachylaena, una especie de Gochnatia, una
especie de Gerbera, una especie de Polyachyrus, una especie de Calopappus, una
especie de Schelechtendalia y una especie de Nastanthus. Los nimeros romanos
muestran los tres principales linajes del género Triptilion: I. T. achilleae, II: T. berteroi,
T. benaventii y T. spinosum, W T. capillatum, T. cordifolium y T. gibbosum. La letra L
que acompafia a algunas especies, indica que esas secuencias se obtuvieron en el
laboratorio. Lineas negras muestran el grupo externo y rojas el grupo interno. Los
valores de credibilidad se muestran sobre cada nodo para el andlisis de
Bayes/parsimonia; los asteriscos representan nodos < a 0.95 de soporte para el

analisis Bayesiano y < a 70 para el caso de parsimonia.
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Parsimonia

@ Anual

| Perenne
@ Ambiguo

N. argentea
N. argyrophyila
N. cumingii
N. pyramidalis
N. digitata
N. planifolia
N. dentata
N. dusenii
N. juniperina
N. axillaris L
N. pygmaea L
N. pinnigera
N. revoluta
N. revoluta
N. chubutensis
N. darwinii
N. aculeata L
N. looseri
N. pulcherrima
N. glomerata
N. fuegiana
N. glomerulosa
N. ulicina
N. lagascae L
T. achilleae
T. benaventii
T. spinosum
T. berteroi
T. capillatum
T. gibbosum
T. cordifolium

Maxima Verosimilitud

Figura 8. Estados ancestrales de la forma de vida de las siete especies de Triptilion
(Asteraceae) y 15 especies del género Nassauvia, basado en topologia de evidencia
total y del rasgo de vida anual o perenne, mediante analisis de parsimonia (A) y
maxima verosimilitud (B). La coloracion de las circunferencias determina la forma de
vida de las especies ancestrales. Ambiguo, indica que el ancestro pudo haber sido

anual o perenne.
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achilleae
cordifolium
capillatum
gibbaosum
berteroi
spinosum
benavantii
lagascae
glomerulosa
ulicina

. fuegiana

. pinnigera

. revaluta

. argentaea

. revoluta-2
duseanii
pygrmaea

. axillaris

. juniperina

. dentata

. planifalia

. cumingii

. pyramidalis
digitata
argyrophylla
chubutensis
. darwinii

. loosari

. pulcherrima
. aculeats

. glomerata

Figuras 9 A y B. Estimacién de tiempos de divergencia basado en secuencias de

rDNA de la regién ITS, para siete especies del género Triptilion (grupo interno) y

como grupo externo 22 especies del género Nassauvia, 16 especies del género

Chaetanthera dos especies de Perezia, dos especies de Actinoseris, una especie de

63
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Pachylaena, una especie de Schelechtendalia, una especie de Gochnatia, una especie
de Gerbera, una especie de Polyachirus, una especie de Calopappus y una especie de
Nastanthus, utilizando estadistica Bayesiana (promedio) expresados en millones de

arios (Ma).




Calopappus

100 | Maoscharia
| Polyachyrus

T. achilloae

T. benaventi

i

T. Spinostm
7. berteroi

T. capillatum
T. cordifolium

T. gibbosum

N. aciwieata

M argentea

N. agyrophylla

N, axillaris

70 N. fuegiana

N. glomeruiosa

N. ulicina

N. coronipappa

N. cumingii

N. chubutensis

N. darwinii

N. dentata

N. digitata
N. dusenii

N. glomerata

78 | N. juniperina

t N. pentacanoides

N. lagascae

N. looser

N. pinnigera

N. planifolia

N. pulchemima

M. pygmaea

N. pyramidalis

M. revoluta

N. uniflora

Figura 10. Arbol de consensa de 18 arbol con el mismo valor de parsimonia, basado

en 19 caracteres morfolégicos, para siete especies del género Triptifion y como grupo
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externo 26 especies del género Nassauvia, (grupo interno) y considerado a nivel de

género Calopappus, Moscharia y Polyachyrus (grupo externo}.
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Tabla 4. Cédigo de las secuencias obtenidas en GenBank
A- Cadigo de las secuencias de grupo Externo Nassauvia, para ITS (rDNA)

B- Cadigo de las secuencias de grupo Externo Nassauvia, para tmi-tmF (cpDNA)

A
codigo Especle

EU239264.1 N. argyrophylla
EU239265.1 N. cumingii
EU 2392741 N. pyramidalis
EU238267.1 N. pygmaea
EU2368270.1 N. glomerala
EU239271.1 N. juniperina
EU239272.1 N. fuegiana
EU239273.1 N, axillaris
EU238275.1 N. looseri
EU239278.1 N, revoluta
EU239279.1 M. ulicing
EU239280.1 N. glomerulosa
EU239283.1 N. darwinii
EU239284.1 N. pinnigera
EU239288.1 N. lagascae
EU239287.1 N, digitata
B

-Gwéd)iac; Especie
EL 3850921 N. pygmaea
EF530278.1 N, axillaris
EF530292.1 N. argyrophylia
EF530298.1 N. revoluta
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A- Tabla 5. Cédigo de secuencias obtenidas de GenBank, para ITS (rDNA),

en la segunda parte del estudio (nueva evidencia).

AF546085 | Actinoseris stenophylla

AF546086 Actinoseris sp.

EU239276 Calopappus acerosus

DQ355905 | Chaelanthera acerosa
DQ355910 | Chaetanthera apiculata
DQ355887 | Chaetanthera ciliata

DQ355859 | Chaetanthera glabrata
DQ355806 | Chastanthera aff. gnaphalioides
DQ355855 | Chaetanthera limbala

DQ355874 | Chaelanthera finearis var. linearis
DO355920 | Chaefanthera lycopodioides
DQ355007 | Chaetanthera minuta

DQ355844 | Chaetanthera moenchioides
DQ355904 | Chaelanthera pentacaenoides
DQ355903 | Chaslanthera pulvinata var. puivinata-1
DQ355918 | Chaetanthera pulvinata var. pulvinafa-2
DQ355916 | Chaetanthera pusilla

DQ355898 | Chaetanthera revoluta
DQ355912 | Chaetanthera stuebelii var. indet.
AY504687 (Gerbera crocea

AY914823 | Gerbera sp.

AF546090 | Gochnatia amplexifolia
EU239282 | N. aculeala

EU239263 | N. argenfea

EU239264 | N. argyrophyila

EU238273 | N. axiflaris

EU239268 | M. chubutfensis

EU239265 | N. cumingii

EU239283 | N. darwinii

EU239269 | . denfata
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EU239287 | N. digitata

EU239266 | N. dusenii

EU239272 | N. fuegiana

EU239280 N. glomerulosa
EU239270 | N. glomerata
EU239271 | N. juniperina
EU239288 N lagascae

EU239275 | N. looseri

EU239284 | N, pinnigera

EU230281 N. planifolia

EU239285 | N. puicherrima
EU239267 N. pygmaea

EU239274 | N. pyramidalis
EU239277 | N. revoluta-1
EU238278 | N. revolufa-2
EU239278 | N. ulicina

EF530250 | Pachylaena alriplicifolia
FJ979670 Perezia prenanthoides
FJ979671 Perezia nutans
EL23928%9 Polyachyrus carduoides
AF412835 Schlechtendalia luzulaefolia
EU239286 | Triptilion spinostm
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Anexo




|

Polyarhyus

Calopapous

Avourta Pasgnales
’ Junga

o

LA LT

Laphopa, sl
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Figura 1. hipotesis filogenéticas de las relaciones de la subtribu Nassauviinae

(Crisci, 1980)
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Nastanthus spatulathusL

Calopappus acerosusL

N. aculeata L

N. lagascae L

N. looseri

T. capillatum 1

T. cordifolium 2

N. argyrophylla

N. pyg

N. pyramidalis

N. revoluta

n[ N cumingii L

"~ N. pinnigera L

14 [ N. axillaris L

— N. ulicina
~ T.achilleae 1
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\ T. achilleae 2 |
1
T. achilleae 3
~ T. benaventii
73
B i@ T. berteroi I
T. spinosum
% T.capillatum 2
- a m
B Sub. Strongyloma ~ T.gibbosum
B Seccion Mastigophorus
B Seccion Nassauvia
[ Seccion Caloptilium
B Seccion Panargyrum

Figura 2. Arbol de consenso de 85 arbol con el mismo valor de parsimonia, basado en

secuencias de cpDNA de la region trnL-F, para siete especies del genero Triptilion (grupo
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interno) y como grupo externo 11 especies del género Nassauvia, una de Calopappuis y
una de Nastanthus. Los valores de bootstrap se muestran sobre cada nodo; los asteriscos
representan nodos < a 70% de soporte. Los nimeros romanos muesiran los tres
principales linajes del género Triptilion: 1. T. achilleae, Ii: T. berteroi, T. benaventiiy T.
spinosum, . T. capillatum, T. cordifolium y T. gibbosum. La letra L que acompafia a
algunas especies de Nassauvia, indica que esas secuencias se obtuvieron en el

laboratorio. Lineas negras muesiran el grupo externo y rojas el grupo interno.
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N. hus spatulathus L
[ N. pyramidalis

0.96 » [ N. argyrophyila

— N. revoluta

N. pygmaea

N. cumingii L

N. pinnigera L

Calopappus acerosus L

N. looseri

N. aculeata L

* T. capillatum 2
*

X T. gibbosum

T. spinosum

* * T. benaventii m

T. berteroi

N. lagascae L

* T. capillatum 1

T. cordifolium 2

097 N. axillaris L

N. ulicina

T. achilleae 1

Sub. Strongyloma 1.00/

Seccion Mastigophorus * T. achilleae 2 |
Seccion Nassauvia T. achilleae 3

Seccion Caloptilium

Seccion Panargyrum

Figura 3. Arbol filogenético de inferencia bayesiana, basado en secuencias de cpDNA de
la regién trnL-F, para siete especies del género Triptilion (grupo interno) y como grupo

externo 11 especies del género Nassauvia, una Calopappus y una Nastanthus. Los
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LR

valores de credibilidad se muestran sobre cada nodo; los asteriscos representan nodos <
a 0.95 de soporte. Los niimeros romanos muestran los tres principales linajes del genero
Triptition: I: T. achilleae, \I. T. berteroi, T. benaventii y T. spinosum, HI: T. capillatum, T.
cordifolium y T. gibbosum. La letra L que acompafia a algunas especies de Nassauvia,
indica que esas secuencias se obtuvieron en el laboratoric. Lineas negras muestran el

grupo externo y rojas el grupo interno.
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N. axillaris L

N. lagascae L

T. gibbosum

N. aculeata L
95 |

L

N. looseri

— N. digitata
100

— N. pinnigera

[~ T. achilleae 1

T. achilleae 2

T. benaventii

100

T. berteroi

T. spinosum

T. capillatum 1

[l Sub. Strongyloma
B Seccion Nassauvia
[ Seccién Caloptilium

B seccion Panargyrum

{ T. cordifolium 1

T. cordifolium 2

Nastanthus spatulathus L

Calopappus acerosus L

Figura 4. Arbol de consenso de un arbol, basado en secuencias de cpDNA de la regidn

rpl32-trLUAG, para siete especies del género Triptilion (grupo interno) y como grupo

externo seis especies del género Nassauvia, una de Calopappus y una de Nastanthus.
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Los valores de bootstrap se muestran sobre cada nodo; los asteriscos representan nodos
< a 70% de soporte. Los numeros romanos muestran los fres principales linajes del
género Triptilion: I: T. achilleae, I: T. berteroi, T. benaventii y T. spinosum, Ill. T.
capiflatum, T. cordifolium y T. gibbosum. La letra L que acomparia a algunas especies de
Nassauvia, indica que esas secuencias se obtuvieron en el laboratorio. La letra L que
acomparia a algunas especies de Nassauvig, indica que esas secuencias se obtuvieron

en el laboratorio. Lineas negras muestran el grupo externo y rojas el grupo interno.
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N. pinnigera

Nastanthus spatulathus L

Calopappus acerosus L

Figura 5. Arbol filogenético de inferencia bayesiana, basado en secuencias de cpDNA de

la region rpl32-trnLUAG, para siete especies del genero Triptilion (grupo interno) y como
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grupo externo seis especies del género Nassauvia, una de Calopappus y una de
Nastanthus. Los valores de credibilidad se muestran sobre cada nodo; los asteriscos
representan nodos < a 0.95 de soporte. Los numeros romanos muestran los tres
principales linajes del género Triptilion: L. T. achilleae, II: T. berteroi, T. benaventiiy T.
spinosum, W: T. capillatum, T. cordifolium y T. gibbosum. La letra L que acompafia a
algunas especies de Nassauvia, indica que esas secuencias se obtuvieron en el

laboratorio. Lineas negras muestran el grupo externo y rojas el grupo interno.
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N. axillaris ()
N. juniperina ()
A N. pygmaeal (J B
N. cumingii L ()
N. pinnigera L
N. digitata
N. pyramidalis
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Figura 6. Estados ancestrales de la forma de vida de las siete especies de Triptilion
(Asteraceae) y 15 especies del género Nassauvia, basado en topologia de evidencia total
y del rasgo de vida anual o perenne, mediante analisis de parsimonia (A) y maxima
verosimilitud (B). La coloracién de las circunferencias determina la forma de vida de las

especies ancestrales. Ambiguo, indica que el ancestro pudo haber sido anual o perenne.
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Nastanthus, utilizando estadistica Bayesiana (promedio y desviacion estandar)
expresados en millones de afos (Ma). Los ntimeros romanos muestran los tres
principales linajes del género Triptilion: I: T. achilleae, I: T. berteroi, T. benaventiiy T.

spinosum, W T. capiffatum, T. cordifolium y T. gibbosum.
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