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RESUMEN

Flujo génico es un término amplio que incluye todos los mecanismos que resultan en el
movimiento de genes desde una poblacion a otra. En especies vegetales, el flujo génico se
realiza por medio del movimiento del polen y de las semillas. La reproduccion es el proceso que
transfiere un arreglo alélico a la siguiente generacion, mientras que la dispersion del polen y de
las semillas determinan los patrones de distribucion de los genes dentro y entre las poblaciones
vegetales. Se entiende como estructura genética poblacional a la cantidad de variabilidad
genética y a su distribucion dentro y entre poblaciones locales y entre los individuos dentro de
una especie. La estructura genética resulta de la accion conjunta del flujo génico, mutacion,
migracién, seleccion natural y deriva genética, los cuales operan dentro de un contexto historico
y biolégico de cada especie vegetal. La distribucion de la variacién genética, refleja las
respuestas de las especies a las fuerzas microevolutivas que se encuentran operando en tiempos
presentes y pasados, pudiendo brindar informacion acerca de la manera en que las especies han
evolucionado y la manera en la cual podrian continuar evolucionando en el futuro.

Anadenanthera colubrina var. cebil constituye un recurso forestal nativo Sudamericano
el cual presenta una distribucién discontinua en Argentina, restringiéndose su presencia a las
provincias biogeograficas Paranaense y de las Yungas. La hipotesis sobre la cual se sustento el
presente trabajo sostiene que el flujo génico homogeneiza las frecuencias génicas entre las
poblaciones contrarrestando los efectos de la deriva genética provocados por la fragmentacion.
Los objetivos generales de este trabajo fueron: indagar acerca del rol evolutivo del flujo génico
y de la deriva genética como fuerzas modeladoras de las frecuencias génicas en las poblaciones
fragmentadas y determinar la importancia del movimiento de los alelos a través de la dispersion
de las semillas y del polen. Se emplearon marcadores moleculares selectivamente neutros de
herencia biparental, microsatélites nucleares, y de herencia uniparental, microsatélites
cloroplasticos.

Se estudiaron 69 individuos de A. colubrina var. cebil pertenecientes a cuatro
poblaciones del Norte argentino; (1) Candelaria (n=20), (2) Santa Ana (n=16), (3) Tucuman
(n=14) y (4) Jujuy (n=19); mediante el empleo de ocho marcadores microsatélites nucleares y
cuatro marcadores microsatélites cloroplasticos. Se estimaron los niveles de diversidad genética,
estructuracion genética (AMOVA, Fsr, analisis basados en distancias, anélisis bayesiano) y se
estimé el nivel de flujo génico de manera indirecta. Estos andlisis fueron realizados para ambos
marcadores. Ademas, se analiz6 la proporcién relativa de los niveles de flujo génico mediado
por el polen y por las semillas a partir de los indices de fijacién de ambos genomas.

A nivel del genoma nuclear, las poblaciones de A. colubrina var. cebil, contuvieron
niveles elevados de diversidad genética (Hg=0,756-0,841), mientras que presentaron
estructuracion genética moderada (Fs,=0,111). Los individuos fueron asignados a dos clusters

segun su origen regional. El nivel de flujo génico histérico entre las poblaciones contrarresto los
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efectos de la deriva genética (N.m,=2). A nivel del genoma cloroplastico las poblaciones
contuvieron niveles bajos de diversidad genética (H,,=0,000-0,500) y presentaron estructuracion
genética elevada (Fsr,=0,949). Los individuos fueron asignados a seis clusters denotando
estructuracion poblacional. EI nivel de flujo génico histérico entre las poblaciones no fue
suficiente para contrarrestar los efectos de la deriva genética (Nm,=0,027. Por su parte, la
proporcion del nivel de flujo génico mediado por polen superd en 144 veces al nivel de flujo
génico mediado por semillas.

Los efectos de la fragmentacion histérica sobre los Bosques tropicales estacionalmente
secos se reflejarian en la estructuracion genética detectada a nivel global entre las regiones en
ambos genomas. El impacto antrépico reciente en la region Paranaense seria responsable de la
menor diversidad y de la mayor estructuracion genética de sus poblaciones a nivel del genoma
nuclear. Por su parte, los niveles superiores de flujo génico entre las poblaciones de las Yungas
habrian mantenido mayor diversidad y menor estructuracion genética de sus poblaciones a nivel
del genoma nuclear. La presencia de haplotipos ancestrales y de diversidad genética antigua en
la region Paranaense explicarian la mayor diversidad y la menor estructuracion genética de sus
poblaciones a nivel del genoma cloropléstico. La presencia de diferentes variantes haplotipicas
fijadas en cada poblacion de la region de las Yungas, debido a la ausencia de flujo génico
mediado por semillas, indicaria la accién de la deriva genética a nivel de genoma cloroplastico.
La hipétesis de trabajo no se rechaza al considerarse el rol del flujo génico y de la deriva
genética a nivel del genoma nuclear mientras que, a nivel del genoma cloroplastico, la deriva

genética ha jugado el rol principal.
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SUMMARY

Gene flow is a collective term that includes all the mechanisms that originate gene
movements from one population to another. In plants, gene flow is mediated by pollen and
seeds. The reproduction is the process that exchanges an allele arrangement to next generation
while pollen and seeds dispersion determine postreproductive patterns of gene distribution
within and among plant populations. Population genetic structure is the magnitude of genetic
variability and its distribution within and among local populations and, also, among individuals
in the same species. Genetic structure is a consequence of joint action of gene flow, mutation,
migration, natural selection and genetic drift, which operate on historical and biological context
in each plant species. Distribution of genetic variation shows the answers of the species to
microevolutive forces that operate at this time and during the past, giving information regarding
the mode in that the species evolve and how they could evolve in the future.

Anadenanthera colubrina var. cebil is a native forest resource from South America. It
presents a discontinue distribution in Argentina and it is distributed in Paranaense and Yungas
biogeographic provinces. The hypothesis of this work establishes that gene flow makes uniform
the gene frequencies among population and, in this way it counteracts the consequences of
genetic drift. Main aims were investigate about the evolutive role of gene flow and genetic drift
as shaping forces of gene frequencies in fragmented populations and determine the importance
of allele movement through the dispersion of seeds and pollen. Biparental inherited neutral
molecular markers as nuclear microsatellites and uniparental inherited neutral molecular
markers as chloroplastic microsatellites were used.

Sixty nine individuals of A. colubrina var cebil belong to four population from the
North of Argentina; (1) Candelaria (n=20), (2) Santa Ana (n=16), (3) Tucuman (n=14) y (4)
Jujuy (n=19); were studied using eight nuclear microsatellites and four chloroplast
microsatellites. Genetic diversity and genetic structure were evaluated (AMOVA, Fgr, distance
and bayesian analysis) and indirect estimation of gene flow was calculated. All these analyses
were designed for both markers. Also, the relative proportion of gene flow by pollen and by
seeds was analyzed.

The populations of A. colubrina var. cebil showed high levels of genetic diversity
(Hep=0.756-0.841) at nuclear genome level while that showed moderate genetic structure
(Fst,=0.11). The individuals were assigned to two clusters regarding its regional origin. The
level of historical gene flow between populations counteracted the effects of genetic drift
(Nemy=2). On the other hand, the populations showed low level of chloroplast genetic diversity
(Hn=0.000-0.500) and showed high genetic structure (Fst,=0.95). The individuals were

assigned to six clusters indicating population structure. Historical gene flow between
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populations was not enough to counteract the effects of genetic drift (Nm,=0.027). Also, the
proportion of gene flow by pollen exceeded 144 times gene flow by seeds.

The effects of historical fragmentation on Seasonally dry tropical forest could be
reflected in the hierarchical genetic structure detected between regions in both genomes at
global level. Deforestation and recent fragmentation could be responsable of the low genetic
diversity and high genetic structure to genome level in populations from Paranaense region. On
the other hand, high levels of gene flow between Yungas populations could maintain the high
genetic diversity and the low genetic structure in these populations at nuclear genome level. The
presence of ancestral haplotype and ancient genetic diversity could explain the high genetic
diversity and low genetic structure in the chloroplastic genome in populations from Paranaense
region. The presence of different fixed haplotypes in each population from Yungas could
indicate the action of genetic drift at level of chloroplast genome. The hypothesis of this work
could not be rejected regarding the role of gene flow and genetic drift at nuclear genome level

while that genetic drift has played the main role at chloroplast genome level.






1. Introduccién

Los procesos biolégicos en su mayoria estan ligados al movimiento y sus causas operan
a multiples escalas espaciales y temporales. A nivel de comunidad el movimiento de individuos
de diferentes especies nos permite conocer acerca de procesos ecoldgicos. A nivel de poblacién,
los patrones de movimiento de un conjunto de individuos nos permiten conocer acerca del papel
de procesos demograficos tales como competencia, organizacion social, migracion y
colonizacion, entre otros. A nivel de individuo, el estudio del movimiento proporciona
conocimiento sobre el ciclo vital, comportamiento e interaccién con factores bidticos y
abioticos. Por ultimo, a nivel de los genes, el movimiento es importante para la evolucién y la
diversificacion de la vida dado que el proceso evolutivo consiste, en Gltima instancia, en la
variacion espacial y temporal de las frecuencias de las diferentes variantes génicas (Robledo-
Arnuncio y Gonzalez Martinez, 2009).

El movimiento de los genes dentro y entre las poblaciones naturales y su interaccion con
la deriva genética, la mutacion, y la seleccion natural determinan la composicion genética de
una poblacion, incluyendo esto su diversidad y estructura genética. Los marcadores moleculares
permiten tomar una instantanea en un tiempo dado de esa composicién para ciertos loci y, a
partir de los métodos y teorias de la genética de poblaciones, podremos cuantificar esa

variabilidad, estudiar y analizar los mecanismos que la generan y la mantienen.

1.1 Importancia de la variabilidad genética en las poblaciones naturales

La evolucidn ha sido definida como los cambios temporales en la composicion genética
de las poblaciones (Dobzhansky, 1973), siendo la variacion genética un prerrequisito para este
proceso. Es asi que, el desafio empirico central en genética de poblaciones ha sido desde
siempre la medicion de la variacién genética bajo la razon fundamental de que esta
cuantificacion ayudard a revelar de que manera operan los procesos microevolutivos, tales como
deriva genética, mutacion, migracion y seleccion (Avise, 2004). Luego, la estructuracion
poblacional determinard los patrones y la cantidad de variabilidad genética que se encuentra
disponible dentro de una especie (Templeton, 2006). Los patrones de variacién genética, a nivel
del paisaje, reflejan las respuestas de las especies a las fuerzas microevolutivas que se
encuentran operando en tiempos presentes y pasados, pudiendo brindar informacion acerca de la
manera en que las especies han evolucionado y la manera en la cual podrian continuar
evolucionando en el futuro (White et al., 2007).

Durante la primera mitad del siglo XX hubo dos corrientes cientificas con miradas
opuestas acerca de las magnitudes de la variacion genética en la naturaleza. Por un lado, se
ubico la escuela clasica que sostenia que la variacién genética era baja y por otro lado estaban
quienes proponian que existia un balance en la variacion genética, con lo cual la mayoria de los

loci eran polimorficos (Avise, 2004). Los descubrimientos de la existencia de grandes niveles de



variacion molecular no aportaron a la resolucion de la cuestion y surgié una explicacion
alternativa para explicar la variacion molecular detectada, la denominada teoria de mutacion
“neutral”, la cual ha asumido un rol prominente en la genética de poblaciones impactando hasta
los tiempos actuales (Avise, 2004). Bajo la teoria neutral, los alelos alternativos no confieren
efectos diferenciales en la eficacia bioldgica de sus portadores. A un nivel intraespecifico, la
teoria neutral predice que el polimorfismo molecular es mantenido por un balance entre el
aporte realizado por la mutacion y la pérdida al azar provocada por la deriva genética (Kimura,
1991).

La mayoria de las especies forestales poseen niveles considerables de variacion
genética, principalmente dentro de sus poblaciones, siendo la heterocigosidad esperada
aproximadamente un 50% superior en una poblacion de éarboles forestales que la
heterocigosidad esperada promedio en poblaciones de plantas anuales y de plantas perennes con
ciclo de vida corto (White et al., 2007). Se ha descripto un nimero de factores que contribuyen
a los elevados niveles de diversidad genética tipicamente detectada en poblaciones de arboles
forestales, entre ellos se pueden nombrar el gran tamafio poblacional, la longevidad, los
elevados niveles de fecundacion cruzada y los elevados niveles de flujo génico entre
poblaciones (White et al., 2007).

Mediante el empleo de marcadores moleculares selectivamente neutros, es posible
cuantificar caracteristicas de la variabilidad genética a nivel de genes dentro y entre
poblaciones, mediante el empleo de diferentes loci marcadores (Gillet et al., 2005; White et al.,
2007). Se han propuesto diferentes niveles para medir la variacion genética intraespecifica, los
cuales se organizan en mediciones de la variacion genética dentro de poblaciones locales
(conocida como diversidad genética), en mediciones de las diferencias genéticas entre pares de
poblaciones locales y en mediciones de la variacion genética entre varias poblaciones locales
(Gillet et al., 2005).

1.2 Fuerzas que moldean la variabilidad genética: Estructuracion genética

Se entiende como estructura genética poblacional a la cantidad de variabilidad genética
y a su distribucion dentro y entre poblaciones locales y entre los individuos dentro de una
especie (Templeton, 2006). Esta definicion enfatiza los patrones espaciales de la variacion
genética que emergen desde las reglas del intercambio gamético lo cual determina una
distribucién no aleatoria de la variacion genética entre individuos (Sato et al., 2006). Las
unidades fundamentales para estudiar la variacién genética son las poblaciones (Finkeldey y
Hattemer, 2007), es decir, grupos de organismos de la misma especie que habitan dentro de un
area geografica suficientemente restringida como para que cualquier miembro pueda,
potencialmente, aparearse con cualquier otro del sexo opuesto (Hartl y Clark, 2007). La

estructura genética resulta de la accion conjunta del flujo génico, mutacion, migracion,



seleccion natural y deriva genética, los cuales operan dentro de un contexto histdrico y
bioldgico de cada especie vegetal (Heuertz et al., 2003; Loveless y Hamrick, 1984).

En plantas, la distribucién de los alelos en el espacio estd influenciada por el flujo
génico a través de las semillas y del polen, de la deriva genética, la seleccion natural en sus
diferentes formas, la divergencia mutacional y la recombinacion genética (Ouborg et al., 1999).

Flujo génico es un término amplio que incluye todos los mecanismos que resultan en el
movimiento de genes desde una poblacion a otra (Slatkin, 1985). La reproduccion es el proceso
que transfiere un arreglo alélico a la siguiente generacion, mientras que la dispersion del polen'y
de las semillas determinan los patrones de distribucion de los genes dentro y entre las
poblaciones vegetales (Loveless y Hamrick, 1984). De esta manera, puede decirse que los
patrones de variabilidad genotipica (homocigosis vs heterocigosis) entre individuos dentro de
una poblacion local es altamente dependiente del sistema de apareamiento, mientras que la
distribucién de la variacion alélica dentro y entre poblaciones locales es influenciada por el flujo
génico y la deriva genética (Templeton, 2006).

Los patrones de subdivision geografica y los niveles de flujo génico entre poblaciones
locales en una especie son importantes para comprender la evolucion genética (Slatkin y Barton,
1989). El flujo génico es la mayor fuerza evolutiva homogeneizadora de la variacion genética a
través de las poblaciones mediante el movimiento de alelos dentro y entre poblaciones (Dutech
et al., 2005). Sin embargo, el flujo génico sera una fuerza evolutiva siempre y cuando este
ocurra entre poblaciones genéticamente diferentes (Templeton, 2006). Asi, el flujo génico puede
actuar como una fuerza que mantiene integrada a la especie ademas de influir en procesos
ecoldgicos, entre ellos determinar la persistencia y la adaptacion de las poblaciones locales, las
tasas de extincion de las especies y la evolucién de los patrones de distribucion de las especies
(Planter, 2007).

Para alelos neutrales, cuando el flujo génico se interrumpe, la deriva genética es una
fuerza mucho mas efectiva para producir diferenciacion genética entre las poblaciones en
comparacion con la mutacion (Slatkin y Barton, 1989). Podemos resumir los efectos del flujo
génico sobre la variabilidad genética diciendo que el flujo génico reduce la variabilidad genética
entre poblaciones y la aumenta dentro de una poblacién local (Templeton, 2006) mientas que la
deriva genética causa un incremento de la variabilidad genética entre poblaciones, debido a la
divergencia de las frecuencias alélicas, y reduce la variabilidad genética dentro de una
poblacién, debido a la pérdida o fijacidén de alelos. Asi, los efectos del flujo génico sobre la
variabilidad dentro y entre poblaciones son opuestos a los efectos de la deriva genética
(Templeton, 2006). De esta manera, los estudios de flujo génico cobran relevancia para la
interpretacién de los patrones microevolutivos y la estructura genética de las poblaciones
(Bossart y Prowel, 1998).



Dentro de las poblaciones de arboles, el flujo génico es considerado uno de los factores
fundamentales para mantener el elevado nivel de diversidad genética (Burczyk et al., 2004).
Para especies forestales, se ha informado que la dispersion del polen es a menudo el mayor
contribuyente al flujo génico y que la estructura genética espacial es principalmente el resultado

de dispersion de semilla limitada (Gonzalez-Martinez et al., 2002).

1.3 Consecuencias genéticas de la fragmentacion de habitat

La fragmentacion del habitat implica la transformacion de habitats continuos en varios
fragmentos remanentes espacialmente aislados, lo cual representa una seria amenaza para el
mantenimiento de la biodiversidad en muchos ecosistemas terrestres (Young et al., 1996).

Las predicciones acerca de las consecuencias genéticas de la fragmentacion del habitat
se relacionan con la reduccion del tamafio poblacional y con el incremento del aislamiento
espacial de las poblaciones (Young et al., 1996). Estos cambios poblacionales producen erosién
de la variacién genética e incrementan la divergencia interpoblacional como consecuencia de la
deriva genética, incremento de la endogamia, reduccion de los niveles de flujo génico y
extincién de las subpoblaciones (Young et al., 1996). La reduccion del tamafio de los
fragmentos, el incremento del aislamiento entre ellos, la perdida de hébitat y la reduccién de la
densidad forestal generalmente producen como consecuencia cuellos de botella, incremento de
la deriva genética, incremento de la endogamia, flujo génico reducido y efecto fundador
(Andrianoelina et al., 2009). Ademas, debido a que los efectos de la deriva genética dependen
del tiempo, se esperan menores efectos de la deriva genética en aquellas especies cuyas
poblaciones se encuentran aisladas por pocas generaciones (Young et al., 1996).

Las poblaciones fragmentadas se encuentran en peligro de perder alelos debido a la
accion de la deriva genética, siendo esas pérdidas dificiles de compensar por el ingreso de
nuevos alelos a través del flujo génico mediado por polen. Como consecuencia del aislamiento
se incrementa la diferenciacion genética entre las poblaciones remanentes debido a los cambios
no adaptativos de su estructura genética (Finkeldey y Hattemer, 2007).

En las plantas, las consecuencias genéticas de la fragmentacion adquieren relevancia
debido a que son organismos sésiles, poseen diferencias interespecificas en cuanto a su
longevidad, tiempo generacional y abundancia pre-fragmentacion. Ademds, presentan
diferencias en sus sistemas reproductivos, poseen la capacidad de intercambiar genes por medio
del polen y de las semillas, son capaces de almacenar su material genético en las semillas y
experimentan diferentes interacciones con los animales polinizadores y vectores involucrados en
la dispersion los cuales a su vez, pueden verse afectados por la fragmentacion (Young et al.,
1996). Dependiendo de los patrones de distribucion de las especies, la fragmentacion del habitat

puede interrumpir el rango de una especie y no afectar a otras (Finkeldey y Hattemer, 2007).



Caracteristicas tales como la longevidad de los individuos, la elevada diversidad dentro
de las poblaciones y las elevadas tasas potenciales de flujo génico mediado por polen confieren
a las especies forestales la capacidad de hacer frente a las consecuencias negativas de la
fragmentacién (Andrianoelina et al., 2009). Las respuestas de las especies forestales tropicales
dependen de factores especie-especificos y de factores generales que pueden influenciar los
patrones reproductivos a largo plazo y la conectividad genética entre las poblaciones. Entre
estos factores, la abundancia de las especies y los mecanismos de dispersion de las semillas y
del polen se destacan dada su importancia para la supervivencia de estas especies en habitats
disturbados (Nason y Hamrick, 1997).

La pérdida de grandes masas forestales se ha convertido en un problema de
preocupacion mundial (Finkeldey y Hattemer, 2007). La deforestacion generalmente no es
completa, resultando en un mosaico de parches de forestacion remanente embebidos en un
paisaje en el cual los procesos bidticos y abidticos han sido alterados por las actividades
humanas (Nason y Hamrick, 1997). Por otra parte, la presion ejercida por las poblaciones
humanas sobre los remanentes boscosos genera una mayor reduccién de la densidad
poblacional. Esta situacion plantea el interrogante de conocer si los parches remanentes
constituyen poblaciones en sentido genético asumiendo que la reduccion de la diversidad
genética en poblaciones pequefias es mas un sintoma de riesgo que su causa (Finkeldey y
Hattemer, 2007).

Los disturbios en los bosques inciden en la reproduccion de sus especies alterando su
composicién, como asi también el comportamiento de los polinizadores y agentes dispersores de
semillas. La fragmentacion, ademas de afectar directamente a las poblaciones vegetales, puede
afectar a los agentes dispersores ya sea por la pérdida completa de los mismos, debido a
cambios en su comportamiento o a modificaciones en la composicion de las asociaciones
(Aldrich y Hamrick, 1998).La alteracion del comportamiento de los polinizadores podria
disminuir la fecundidad de las especies que dependen de ellos como vectores. Sin embargo,
existen casos en los cuales los disturbios ambientales incrementan la actividad de los
polinizadores promoviendo la fecundidad y el flujo génico (Dick et al., 2003). Estudios
genéticos revelaron que el polen de especies forestales tropicales puede dispersarse en habitats
fragmentados (Aldrich y Hamrick, 1998), con lo cual la hipdtesis que sostiene que la
fragmentacion del hébitat puede conducir al incremento de los niveles de flujo génico
interpoblacional no debe ser descartada (Young et al., 1996). Muchos de los estudios de flujo
génico realizados en especies forestales neotropicales que habitan ambientes disturbados han
detectado niveles inesperadamente elevados de flujo génico (Dick et al., 2003).

La reproduccién sexual de las plantas con flores se encuentra negativamente afectada
por la fragmentacion del habitat. Las especies autoincompatibles son alégamas obligadas, lo

cual las hace altamente dependientes de los polinizadores para reproducirse y como



consecuencia susceptibles a las alteraciones producidas por la fragmentacion al afectar esta a
sus polinizadores (Aguilar et al., 2006). Ademas, se han reportado cambios en los sistemas de
apareamiento en especies autocompatibles que habitan habitats fragmentados, aumentando los

niveles de autofecundacion (Aldrich y Hamrick, 1998).

1.4 Contrarrestando la fragmentacion: Flujo génico mediado por poleny semillas

En especies vegetales, el flujo génico se realiza por medio del movimiento del polen y
de las semillas desde una poblacion local a otra (White et al., 2007). El polen es transferido al
6vulo en la flor femenina por accion del viento o por medio de vectores tales como insectos,
aves o mamiferos. Las semillas son luego dispersadas desde la madre por medio de animales,
por accién de la gravedad o del viento (Avise, 2004). El sistema de apareamiento es decisivo
para la fusion de las gametas masculinas y femeninas. El flujo génico a través del polen es un
prerrequisito para el apareamiento entre plantas de fecundacién cruzada. Es por ello que el flujo
génico Yy el sistema de apareamiento estan estrechamente relacionados y son los dos factores
mas importantes del comportamiento reproductivo de las especies vegetales. El sistema de
apareamiento determina la combinacién de los alelos en los genotipos si bien no causa
modificaciones en las frecuencias alélicas (Finkeldey y Hattemer, 2007). Las relaciones
genéticas entre la progenie, la heterogeneidad genética espacial dentro de las poblaciones y la
distribucién de la diversidad genética dentro y entre las poblaciones son parametros que se
encuentran directamente influenciados por los sistemas de apareamiento. Generalmente, las
especies forestales tropicales poseen sistemas de apareamiento que estimulan o aseguran la
fecundacion cruzada (Hamrick y Murawski, 1990).

Caracteristicas propias de las especies vegetales, tales como la longitud del periodo de
vida, el sistema de apareamiento y el tamafio de los individuos, influencian los patrones de
diferenciacion, tanto en la escala espacial como temporal. Debido a su gran tamafio y a su
tendencia a la fecundacion cruzada, las especies forestales experimentan elevados niveles de
flujo génico (Linhart y Grant, 1996). Aquellas especies cuya dispersion de polen o de semillas
ocurre en una escala superior a 1 km, presentan estructuras poblacionales de mayor
homogeneidad a escala de paisaje, debido a las mayores distancias recorridas por sus
dispersores (Linhart y Grant, 1996).

El empleo de marcadores genéticos de herencia materna y biparental en angiospermas
permite diferenciar las contribuciones histéricas del movimiento de las semillas y del polen
sobre los niveles de flujo génico. Esta informacidn es relevante para distinguir entre las
consecuencias genéticas de la colonizacion mediante semillas del intercambio de genes por

medio del polen entre poblaciones establecidas (Sork et al., 1999).



1.5 Medidas y modelos para el estudio del flujo génico

Los métodos indirectos para estimar los niveles de flujo génico emplean las frecuencias
alélicas presentes en muestras tomadas desde diferentes poblaciones (Slatkin, 1985) y se basan
principalmente en el analisis de la distribucion de los alelos en las poblaciones para inferir
acerca de los niveles o patrones de flujo génico entre ellas (Planter, 2007). Son indirectos
porque el flujo génico es inferido desde sus consecuencias sobre las frecuencias genotipicas
empleando modelos genéticos poblacionales (Broquet y Petit, 2009). El punto de partida para la
mayoria de los métodos indirectos es una lista de frecuencias alélicas para diferentes loci
(Slatkin y Barton, 1989).

Por su parte, los métodos directos, los cuales parten de observaciones de la dispersion
de individuos o gametas (Slatkin y Barton, 1989) o de analisis de parentesco, cuantifican el
patron de movimiento de los genes mediante la determinacion de parentales o el origen
poblacional de los individuos (Planter, 2007; Broguet y Petit, 2009). Sin embargo, las medidas
directas de dispersion no siempre pueden ser consideradas como estimadoras de flujo génico ya
gue miden la migracion en un area determinada, la cual no siempre puede estar conteniendo a
una poblacion y en un periodo dado el cual no siempre representa una escala evolutiva, sumado
a que la dispersion no necesariamente refleja el movimiento de los genes (Planter, 2007).

El flujo génico puede ser cuantificado mediante el parametro m, el cual describe el
movimiento de cada gameta o individuo independientemente del tamafio poblacional (Slatkin y
Barton, 1989). Sin embargo, debido a que el flujo génico requiere tanto movimiento como
reproduccion, m no es simplemente una medida de la dispersion de individuos o gametas entre
poblaciones locales, sino que m representa una compleja interaccion entre los patrones de
dispersién y el sistema de apareamiento (Templeton, 2006).

Bajo el modelo de islas de Wright (1931, 1951), el cual asume que un gran ndmero de
subpoblaciones de igual tamafio intercambian individuos o gametas entre ellas de manera
constante, m indica la probabilidad de que cada gameta sea un inmigrante (Slatkin y Barton,
1989). EI modelo de islas es central en genética de poblaciones ya que permite la derivacion de
ecuaciones analiticas para los efectos del flujo génico y otras fuerzas evolutivas sobre la
dindmica de la varianza genética (Broquet y Petit, 2009).

Las consecuencias evolutivas del flujo génico pueden ser cuantificadas mediante el
numero efectivo de migrantes, Nem (Wright, 1931). Este estimador permite cuantificar el flujo
génico en términos del nimero de gametas o de individuos que se mueven e histéricamente fue
el primer parametro que pudo ser estimado desde datos moleculares (Broquet y Petit, 2009).
Bajo el modelo de islas Nm permite determinar si la accion de la deriva genética por si sola
puede producir diferenciacion genética sustancial entre poblaciones; si Nm es mayor a uno
entonces el flujo génico es suficiente para prevenir diferenciacion sustancial por accion de la

deriva genética (Slatkin y Barton, 1989). Sin embargo, aunque Nm no supere a la unidad aun



existe variacion entre las poblaciones y la accion de la deriva genética no llevara a la fijacion de
alelos alternativos (Slatkin y Barton, 1989). Asi, el principal desafio no es la estimacion de Nm
sino la comprension de la estructura poblacional real dado que las poblaciones naturales no son
estables en su demografia ni en sus patrones de migracion. Las variaciones en los niveles de
flujo génico existente, generacion tras generacion, pueden llevar a pensar al flujo génico como
un proceso estocastico. Sin embargo, los cambios en las condiciones ambientales
experimentadas por las poblaciones a lo largo de largas escalas de tiempo, podrian indicar que
los procesos no son estacionarios, lo cual implicaria que las estimaciones promedio a largo
plazo no sean constantes (Slatkin y Barton, 1989).

El nimero efectivo de migrantes es ain un método popular para la estimacién del flujo
génico desde datos genéticos debido a su sencilla estimacion a pesar de multiples problemas
asociados a ella (Freeland, 2005). El principal cuestionamiento surge del modelo de islas en el
cual se encuentra sustentada su estimacion ya que el mismo depende de supuestos
bioldgicamente poco probables, como el que sostiene que una proporcion m de gametas son
extraidas de cada poblacion y distribuidas al azar en todas las poblaciones locales restantes, sin
tener en consideracion la localizacion relativa de las mismas (Templeton, 2006). Ademas, el
modelo de islas asume que no actla la seleccion ni la mutacién y que cada poblacién persiste
indefinidamente en equilibrio de migracién y deriva genética (Whitlock y McCauley, 1999). Las
poblaciones son capaces de alcanzar y permanecer en equilibrio migracion — deriva genética
Unicamente cuando el tamafio efectivo y las tasas de migracion permanecen mas 0 menos
constantes. Es por ello que este equilibrio es perdido como consecuencia de diversos procesos
demogréficos tales como expansion de rango reciente, fragmentacion del habitat y cuellos de
botella poblacionales (Freeland, 2005).

Debido a que las estimaciones indirectas del flujo génico se basan en la relacion
matematica entre la estructura genética y la tasa de flujo génico, se asume implicitamente que
las propiedades ecolégicas de las poblaciones desde las cuales se han obtenido los datos
genéticos coinciden con los supuestos poco realistas del modelo tedrico sobre el cual se sustenta
esta relacion matematica. Sin embargo, Whitlock y McCauley (1999) sugirieron que las
mediciones de la estructura genética son valiosas por si mismas y que las transformaciones de
estas mediciones a estimaciones cuantitativas de flujo génico suelen ser innecesarias y erréneas.

Para evitar esta distorsion, existen métodos alternativos que permiten la asignacion de
los individuos a grupos o clusters empleando sus genotipos multilocus y, de esta manera,
pueden ser empleados para agrupar localidades en unidades panmicticas sobre la base de sus
perfiles alélicos y de su geografia (Beerli y Palczewski, 2010). Asi, estas aproximaciones
permiten identificar migrantes a partir de genotipos multilocus sin emplear modelos que
incluyan supuestos de equilibrio migracién — deriva genética ya que brindan informacion acerca

de la migracidn reciente a partir del desequilibrio observado en los genotipos multilocus de los
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migrantes o de los descendientes recientes de ellos. En comparacion con las estimaciones
indirectas del flujo génico histérico estos métodos incluyen pocos supuestos aungque son
informativos acerca de los patrones recientes de migracion. Sin embargo, ambas
aproximaciones son complementarias ya que proveen informacién acerca del flujo génico a

diferentes escalas de tiempo (Wilson y Rannala, 2003).

1.6 Anadenanthera colubrina var. cebil una especie paradigmatica de los bosques tropicales
estacionalmente secos
1.6.1 Sistema de estudio: poblaciones naturales de Anadenanthera colubrina var. cebil

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb) Altschul pertenece al orden
Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, tribu Mimoseae (Cialdella, 2000). Es una
especie forestal nativa de América del Sur y se la conoce vulgarmente como curupay, cebil
colorado o angico.

El género Anadenanthera se halla descripto por la combinacién de los siguientes
caracteres morfoldgicos: inflorescencia globosa, dehiscencia de las vainas a lo largo de una
Unica sutura, semillas casi circulares no aladas que carecen de endosperma y distribucion
estrictamente americana (Altschul, 1964). Dentro del género Anadenanthera se reconocen dos
especies: A. peregrina y A. colubrina, las cuales se diferencian por unos pocos caracteres
morfolégicos diagnosticos basados principalmente en la textura de las vainas. La distribucién
geografica esta parcialmente solapada entre ambas especies, siendo la distribucion de A.
peregrina mas estrecha y corresponde a un rango desde el sudeste de Brasil hasta las Antillas
Mayores, mientras que el patron de distribucion de A. colubrina es mas amplio, extendiéndose
desde la Caatinga hacia el Noroeste y el Suroeste de Brasil, en confluencia con los rios Parana y
Paraguay; en el Sudoeste de Bolivia y Noroeste de Argentina; y esporadicamente se extiende
dentro del valle andino de Peru o costa Oeste del Ecuador (Prado, 2000).

La distribucién geografica de A. colubrina var. cebil en Argentina se restringe al N del
pais, encontrandose representada en las provincias de Misiones, Corrientes, Catamarca,
Tucuman, Jujuy y Salta. Los especimenes colectados en Catamarca representan el limite de
distribucidn respecto a la latitud S para esta especie (Altschul, 1964) (Figura I-1). Los paisajes
en los que se encuentra esta especie incluyen: riberas de rios con suelos fértiles, bosques,
laderas de montafas, campos y el interior de montafias riberefias, en altitudes de hasta 1250
metros sobre el nivel del mar (Altschul, 1964).

Las especies del género Anadenanthera presentan largos periodos de adaptacién a
condiciones de sequia y a diferentes altitudes. Estos arboles son semideciduos y aparentemente
tolerantes a largos periodos de sequia con lluvias esporadicas, las cuales inician la produccion
de follaje nuevo (Altschul, 1964). Las especies de este género no parecen hibridizar en la

naturaleza, aunque sus periodos de floracién se solapan y son simpatricas. A. colubrina presenta
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una mayor variacion que A. peregrina lo que podria estar relacionado a una distribucion méas
reciente de A. colubrina como asi también, a que seria una especie mas joven (Altschul, 1964).
Por su parte, A. colubrina presenta dos variedades: A. colubrina var. cebil y A. colubrina var.
colubrina las que se pueden distinguir por una serie de caracteristicas morfoldgicas
correlacionadas con una distribucién geogréafica particular, siendo A. colubrina var. cebil la que
presenta una distribucion mas extendida. Las diferencias morfoldgicas involucradas entre estas
variedades no son absolutas y dentro de una serie de especimenes se pueden identificar
tendencias, haciendo que sean consideradas variedades y no especies distintas (Altschul, 1964).

Los estudios citogenéticos realizados en muestras provenientes de la reserva forestal
ubicada en el estado San Paulo (Brasil) por Gibbs e Ingram (1982) determinaron para A.
colubrina var. cebil un nimero cromosémico de 2n=26 mientras que Oliveira Alves y Valdinar
Carvalho Custodio (1989), establecieron un nimero cromosémico de 2n=24. Por su parte, Honfi
y Davifia (1997), estudiando individuos de la ciudad de Posadas establecieron para esta especie
un numero cromosomico de 2n=26.

Desde el punto de vista botanico, se describe A. colubrina var. cebil como un arbol de
gran altura, que puede alcanzar hasta 35 metros (Cialdella,2000). El fuste se presenta
generalmente recto, cilindrico y raras veces cuadrilatero. Por ser una especie exclusivamente
heliéfita se presenta en el dosel arbdreo o de forma emergente. La forma de la copa es variable
dependiendo de las condicionantes de su entorno vegetal (Justiniano y Fredericksen, 1998).
Posee un tronco de entre 30-50 cm de didmetro a la altura de pecho, siendo su corteza de 2-5 cm
de color grisacea provista con proyecciones en forma de mamelones especialmente desde la
base (Altschul, 1964). Las hojas son compuestas dispuestas en espiral, bipinnadas con 18 a 20
pares de pinnas opuestas, cada una formada por 30 a 60 foliolos finos, sésiles y opuestos
(Justiniano y Fredericksen, 1998). El raquis y las raquillas son pubescentes, presentando una
glandula alargada en el peciolo por debajo del primer par de pinnas, ademas presenta de 1-3
glandulas similares pero mas pequefias por debajo de los Ultimos pares de pinnas. Estas
glandulas exudan una sustancia atractiva para los insectos y posiblemente se halla relacionada a
la polinizacién (Altschul, 1964). Las flores son blanco amarillentas, hermafroditas, actinomorfas
y sésiles. El céliz y la corola son acampanados, presentando 5 lébulos triangulares. Los
estambres son 10, con filamentos libres y exertos. El ovario es supero y oblongo (Justiniano y
Fredericksen, 1998). Las inflorescencias estan constituidas por 35 a 50 flores sobre un
receptaculo globoso oblongo. Las inflorescencias se producen sobre un pedunculo y se agrupan
en fasciculos, los cuales forman racimos dispuestos en las axilas de las hojas compuestas y
subterminales (Altschul, 1964). El fruto es una vaina larga algo angosta, achatada, con una
superficie glabra entre coridcea y lefiosa de color castafio oscuro, y presenta una longitud de 10
a 32 cm. Es unilocular y presenta un borde ondulado que se ensancha entre las divisiones de

cada semilla. La dehiscencia de las vainas ocurre a lo largo de una Unica sutura (Altschul, 1964)
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y las semillas se precipitan al suelo por gravedad (Justiniano y Fredericksen, 1998). Las semillas
son discoidales, aplanadas, coriaceas, de color café-negruzco, lustrosas, de 12 a 20 mm de
diametro. El nimero de semillas por fruto oscila entre 8 y 16. Se ha descripto que las semillas
de A. colubrina var. cebil germinan entre los dos y tres dias de ser sembradas (Altschul, 1964),
siendo su capacidad germinativa muy elevada superando el 80% (Justiniano y Fredericksen,
1998).

A. colubrina var. cebil es una especie alégama (Ciadella, 2000). La floracién
generalmente se manifiesta al final de la época seca e inicio de la humeda, entre Octubre y
Noviembre. EIl A. colubrina var. cebil se caracteriza por el intenso olor que desprenden sus
flores para atraer a los polinizadores, principalmente las abejas, con lo cual su polinizacion es
entomdfila. Los frutos tardan 10 meses en desarrollarse hasta su diseminacion, observandose
picos de maduracion en Octubre (Justiniano y Fredericksen, 1998). La dispersién de semillas es
autocdrica-anemocorica (Abraham De Noir et al., 2002). Luego de la dehiscencia de las vainas,
el viento ayuda a la diseminacion de las semillas a corta distancia mediante el movimiento de
los frutos (Justiniano y Fredericksen, 1998). Ademas, las semillas al ser delgadas, circulares y
livianas pueden ser dispersadas facilmente por los rios, por las inundaciones y aun por el viento.
Su germinacion rapida podria representar una adaptacion a las inundaciones repentinas
(Altschul, 1964).

En relacion a la anatomia de la madera, A. colubrina var. cebil posee una madera dura,
pesada y de textura fina, con fibras entrelazadas. Es de color rojiza donde la albura se encuentra
muy diferenciada del duramen y los anillos de crecimiento son claramente aparentes (Altschul,
1964). Desde el punto de vista econdmico el valor de la madera est4 dado por su dureza y ha
sido utilizada como energia, principalmente para lefia y carbon, ya que es un excelente
combustible de alto poder calorifico (Justiniano y Fredericksen, 1998). Las ventajosas
cualidades de esta especie nativa, tales como elevado poder germinativo, tolerancia a alta
exposicion solar, alta tasa de regeneracién en zonas alteradas, capacidad de adaptarse a
ambientes con disturbios, rapido crecimiento, capacidad de rebrote luego de ser cortado, elevada
fijacion de nitrégeno en el suelo y la ausencia de depredadores la transforman en una especie
ideal para reforestar areas degradadas (Justiniano y Fredericksen, 1998). En la Figura I-2 se
presentan imagenes de algunos de caracteres morfolégicos de A. colubrina var. cebil.

A. colubrina var. cebil forma parte de los Bosques tropicales estacionalmente secos
(Seasoally Dry Tropical Forests — SDTF) (Figura 1-3). Estos bosques secos se encuentran en
areas de suelos fértiles donde las precipitaciones son inferiores a 1600 mm/afio presentando, al
menos, cinco o seis meses de precipitaciones inferiores a 100 mm. En estas areas la vegetacién
es principalmente decidua presentando un ecosistema dominado por arboles, en el cual
predominan Leguminosas y Bignoniaceas, y donde los pastos estan poco representados
(Pennington et al., 2000).
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Figura 1-2: Caracteristicas morfoldgicas de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil
Griseb. Altschul. A) Individuo adulto, B) Frutos y hoja compuesta, C) Glandula alargada en el
peciolo, D) Tronco grisaceo con mamelones, E) Inflorescencias globosa en racimos, F) Semillas
discoidales aplanadas, y G) Corte transversal y longitudinal de la madera (todas las imagenes
son de propia autoria y fueron tomadas en diferentes salidas de campafia).
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B SDTF
M Chaco
Cerrado

Figura I-3: Distribucion del Bosque Tropical Estacional en Sudamérica. Ademas se diferencian
las formaciones del Chaco y Cerrado. Imagen adaptada desde Pennington et al. (2000).
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A. colubrina var. cebil es considerada por Prado y Gibbs (1993) como una de las
especies paradigmaticas entre las especies involucradas en los ciclos migratorios de expansion y
retraccion ocurridos durante el Pleistoceno. Pueden definirse tres nicleos para la distribucion de
esta especie: 1) el nicleo Caatingas, en el NE de Brasil, donde su presencia es muy frecuente, 2)
el nacleo Misiones, que ocurre a lo largo de los sistemas de los rios Paraguay y Parana en el NE
de Argentina, E de Paraguay y SE de Brasil, donde su presencia es comin pero raramente
dominante y 3) el nucleo del Pedemonte Subandino, en el SO de Bolivia y NO de Argentina, en
el cual es una de las cinco especies méas frecuentes en estos bosques (Figura 1-4).

Estos bosques tropicales se encuentran amenazados ya que estas regiones se hallan
localizadas en uno de los mejores suelos para la agricultura en la region tropical de Sudamérica
y mantienen una mayor poblacion que la selva en los tropicos (Prado, 2000). En Argentina, las
Yungas constituyen una unidad de particular interés. Aunque representada por una estrecha
franja de habitat que ocupa solo el 1% del territorio argentino (Brown et al., 2002), albergan una
diversidad largamente reconocida que, junto a la Selva Paranaense, incluye mas del 50% de la
diversidad bioldgica del territorio nacional (Brown et al., 2001). Ambos nucleos sufrieron la
extraccion de especies maderables que produjo la degradacion y el empobrecimiento del
bosque. Ademas de la actividad forestal, otros procesos tales como el avance de la frontera
agropecuaria, la mecanizacién del transporte, la construccién de caminos y de represas y el
establecimiento de poblaciones favorecieron la eliminacion de la cubierta boscosa y la
fragmentacién del habitat natural (Tortorelli, 2009).

Actualmente en la Provincia de Misiones persisten unas pocas y pequefias poblaciones
fragmentadas de A. colubrina var. cebil en los extensos pajonales del sur de la Provincia. La tala
y la quema redujeron la superficie del bosque, el cual hoy subsiste en forma de parches o
fragmentos en sitios de dificil acceso, tales como las laderas del cerro Santa Ana, parcelas de
propiedad fiscal y a lo largo de arroyos (Fontana, 1993). El tipico paisaje de los “campos”, en el
que se encuentran las poblaciones de A. colubrina var. cebil, esta constituido por comunidades
de pajonales y pastizales, salpicados por isletas de bosques en un relieve de suaves ondulaciones
(Fontana, 1993). Un origen antropogeénico de las isletas de bosque puede ser inferido debido a
su presencia sin preferencias por una ubicacién determinada, a la afinidad entre los suelos del
bosque y del pajonal y al avance continuo de la vegetacion arborea sobre las comunidades de
pajonales (Fontana, 1993). Ademas, A. colubrina var. cebil estd presente en el Norte de la
provincia dentro del Parque Nacional Iguazu.

En la provincia biogeografica de las Yungas, la elevada deforestacién ocurrié por el
avance de la frontera agropecuaria. La explotacién azucarera representd la mayor actividad
antes de los 80, mientras que el cultivo de soja representa la principal actividad desde los *80
en adelante. Actualmente esta actividad produce la pérdida de 10.000 ha al afio (Brown, 2009).

Las Yungas, en sentido estricto, se caracterizan por un fuerte gradiente altitudinal. Como
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Figura 1-4: Distribucion de ejemplares de Anadenanthera colubrina: @ var. cebil y A var.
colubrina segln el estudio realizado por Prado y Gibbs (1993). En el mapa se indican los

nacleos de distribucion de esta especie: Nlcleo 1) Caatingas, Nucleo 2) Misiones y Nucleo 3)

Pedemonte Subandino. Imagen adaptada desde Prado y Gibbs (1993).



18

respuesta a este gradiente su vegetacion se organiza en pisos o franjas de vegetacion. A.
colubrina var. cebil es una especie dominante en la Selva pedemontana, la cual ocupa un rango
altitudinal entre los 400 y 700 msnm en el pedemonte y las serranias de escasa altitud. Ademas
se encuentra presente en la Selva montana la cual ocupa las laderas de las montafias entre los
700y los 1500 msnm.

1.6.2 Consecuencias del cambio climatico histdrico sobre la distribucion de A. colubrina var.
cebil

Los primeros fosiles de la familia Fabaceae corresponden a la subfamilia
Caesalpinioideae y datan del Cretacico tardio. Por su parte, los fosiles de polen y macrofésiles
correspondientes a las subfamilias Mimosoideae y Papilionoideae no han sido documentados
antes del Eoceno (Pennington et al., 2004). Estudios filogenéticos datan el origen de los SDTF
entre 20 y 30 millones de afios antes del presente, mientras que el registro fosil data su origen
entre 12 y 13 millones de afios (Collevatti et al., 2012). Asimismo, el registro fosil sugiere que
la mayoria de las especies del neotrépico deben haberse originado durante los pasados 65
millones de afios de la era Cenozoica (Pennington et al., 2004).

Evidencias desde el registro polinico, datos climatoldgicos y genéticos han sido
empleados para determinar la importancia de las fluctuaciones climéticas historicas y los
cambios en la vegetacion sobre la diversificacion en el Neotrépico. Sin embargo, la magnitud de
la influencia de dichas fluctuaciones sobre la evolucion de los distintos grupos taxonémicos se
encuentra adn en discusion (Werneck et al., 2011).

Los SDTF en Sudamérica forman un arco alrededor de la cuenca Amazoénica (Figura I-
3), con sus extremos posicionados en el dominio de Caatingas en el Norte de Brasil y las costas
del Caribe en Colombia y Venezuela, mientras que entre estos extremos se presentan como
nicleos aislados en la periferia del Dominio Chaquefio, en el pedemonte Subandino, en los
valles interandinos y en las costas del Pacifico (Caetano et al., 2008). La distribucién disyunta
actual de los SDTF neotropicales podria representar refugios modernos para las especies que
habitan estos bosques. En el neotrépico, el clima glaciar fue extremadamente seco, lo cual
sugiere que las areas actuales disponibles para el crecimiento de los SDTF se encuentren
probablemente en su minima expresién debido a que al presente periodo interglaciar himedo
(Pennington et al., 2004). Los SDTF ocurren en parches disyuntos (conocidos como nucleos)
dispersos a lo largo del Neotrépico ya que las especies que lo componen crecen en areas con
una marcada estacionalidad. Esta distribucion fragmentada ha persistido a traves de un periodo
de tiempo suficiente, en términos evolutivos, como para haber influenciado la evolucion y a los
componentes biogeograficos de los linajes vegetales (Pennington et al., 2009).

Las evidencias fosiles y climatolégicas indican que los SDTF constituyen un bioma
antiguo que data del Eoceno medio. Los estudios de filogenia molecular avalan la antigiiedad

geoldgica y la constitucion de clados geograficamente confinados de las especies que integran
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los SDTF (Pennington et al., 2009). De esta manera, los nlcleos persistentes y con limitada
dispersion podrian resultar en reducidos tamafos efectivos poblacionales constituidos por
especies antiguas (Pennington et al., 2009).

Prado y Gibbs (1993) postularon la existencia de un Arco Pleistocénico para explicar la
extensa distribucion disyunta de varias especies arbdreas. Pennington et al. (2000) ademas
sugirieron que las especies de los SDTF podrian haber penetrado la cuenca Amazoénica durante
los periodos glaciares. De manera que la distribucién disyunta actual resulta de la fragmentacion
de esa distribucion mas extensa de los SDTF. La explicacion alternativa a esta amplia
distribucién continental de los SDTF invoca a eventos raros de dispersion a larga distancia
(Caetano et al., 2008). Otra hipotesis plantea la posible expansion de las sabanas tropicales,
presentes en el Cerrado de Brasil y en el Chaco del Norte Argentino, oeste de Paraguay y
Sudeste de Bolivia. A pesar de que bioma también crece en areas con reducidas precipitaciones
y elevada estacionalidad, el Cerrado se caracteriza por presentar una abundante capa herbacea
xeromérfica tolerante al fuego y sus suelos presentan baja fertilidad. Esta hipétesis puede ser
descartada porque ademas los paleoecologistas no detectaron granos de polen de gramineas en
la cuenca Amazoénica (Pennington et al., 2004).

Werneck et al. (2011), empleando modelos de paleodistribucion y validacion
palinoldgica, describieron la posible distribucion histérica de los SDTF como una distribucién
restringida durante el Gltimo evento maximo glaciar (LGM) seguida de una expansién que se
inicié en el Holoceno temprano. Luego de esa fase de expansion, la distribucion de los SDTF
habria experimentado fluctuaciones menores hasta alcanzar la distribucion actual (Figura 1-5).
Segun estos autores la distribucion actual de los SDTF es mas extensa que en el Pleistoceno en
contradiccion con la teoria del Arco Pleistocénico. Estos mismos autores proponen que las
disyunciones y endemismos pueden haberse originado tanto por eventos de dispersion antiguos
como por un periodo de expansion en el Terciario seguido por una fragmentacién previa al
LGM. Sin embargo, a pesar de que ambas teorias difieren en cuanto a los tiempos en que
ocurrieron los eventos ambas sostienen patrones de distribucion histéricos mas extensos
(Werneck et al., 2011).

Estudios filogeograficos en Astronium urundeuva (Caetano et al., 2008) y Tabebuia
impetiginosa (Collevatti et al., 2012) sugieren que su distribucién actual se corresponde con un
relicto de una distribucién ancestral mas amplia a partir de evidencias de expansion de rango en
el Pleistoceno. Sin embargo, Collevatti et al. (2012) a partir de técnicas de modelado de
distribucién de especies y simulaciones coalescentes, afirman que la respuesta de los SDTF a

los cambios climaticos del Cuaternario es altamente compleja y podria diferir entre las especies.
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Clima Actual

Holoceno
6.000 afios atras

Pleistoceno (LGM)
21.000 afios atrés

Figura 1-5: Posible distribucién histérica de los SDTF obtenida mediante modelos de
paleodistribucion en tres escenarios: clima actual, Holoceno y ultimo maximo glaciar (LGM).En
anaranjado se representan areas con elevada estabilidad y en amarillo &reas inestables dentro de
los SDTF. Las areas estables desde LGM se corresponden con refugios. 1: Nucleo Misiones; 2:
Chiquitano; 3: Mato Grosso y 4: Caatinga. Imagen adaptada desde Werneck et al. (2011).
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2. Hipotesis y Objetivos Generales

2.1 El trabajo de tesis se apoya en la siguiente hipotesis:
“El flujo génico homogeneiza las frecuencias génicas entre las poblaciones

contrarrestando los efectos de la deriva genética provocados por la fragmentacion”.

2.2 Objetivos generales

¢ Indagar acerca del rol evolutivo del flujo génico y de la deriva genética como fuerzas
modeladoras de las frecuencias génicas en las poblaciones fragmentadas.
o Determinar la importancia del movimiento de los alelos a través de la dispersién de las

semillas y del polen.
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3. Fundamentacion de la metodologia utilizada para el logro de los objetivos: Empleo de
marcadores moleculares

Se conoce como marcador molecular a cualquier fragmento especifico de ADN que
puede corresponder a regiones codificantes o no del genoma. (Ferreira y Grattapaglia, 1996) y
es representativo de diferencias a nivel genémico (Agarwal et al., 2008). En la medida que se
conozca su comportamiento de acuerdo a las leyes mendelianas de la herencia, un marcador
molecular puede adicionalmente ser definido como un marcador genético, por ello se dice que
los datos moleculares proveen informacion genética (Ferreira y Grattapaglia, 1996). Los
ensayos moleculares no sélo revelan caracteristicas detalladas del ADN sino que ademas
revelan los estados variables de esas caracteristicas, poseen bases genéticas y presentan modos
de transmisidn que pueden ser especificados (Avise, 2004). Un aspecto importante de los datos
moleculares es que permiten una comparacion directa de los niveles relativos de diferenciacion
genética, esencialmente entre cualquier taxa, conociéndose esto como “criterio genético
universal” (Avise, 2004). Los marcadores moleculares ofrecen ventajas sobre las alternativas
convencionales basadas en el fenotipo, ya que contrariamente a los datos morfoldgicos los datos
moleculares son estables y detectables en todos los tejidos sin estar relacionados con el
desarrollo, diferenciacion, crecimiento, o estado de defensa de la célula y no son influenciados
por los efectos ambientales (Marcucci Poltri, 2005; Agarwal et al., 2008). EIl rastreo con
marcadores moleculares se basa en la medicion de la variacién en loci especificos para revelar
los niveles de diversidad genética (Ayad et al., 1995). El conocimiento de las bases moleculares
precisas y el modo de transmision hereditaria de un polimorfismo genético es crucial para la
interpretacion apropiada de los marcadores moleculares en un contexto poblacional (Avise,
2004).

En la segunda mitad del siglo XX, el interés de los estudios de ecologia molecular y de
evolucion molecular radicaba en el entendimiento del rol funcional y la significancia adaptativa
de la variacion genética. Es asi, que antes de la mitad de los afios *80 se buscaba entender la
manera en la cual la seleccion natural operaba a nivel de las proteinas y del ADN
desmereciendo la aplicacion de las moléculas como “meros” marcadores genéticos. De manera
gradual, los marcadores moleculares fueron apreciados por mérito propio, debido a su riqueza
empirica y conceptual, en estudios del comportamiento de los organismos, de la historia natural
y de las relaciones filogenéticas (Avise, 2004). Actualmente, los estudios con marcadores
moleculares han brindado una importante contribucién al entendimiento del flujo génico,
hibridacion, estructura poblacional, deriva genética y sistemas de fecundacion (Gonzélez-
Martinez et al., 2006). La mayoria de los estudios que utilizan marcadores moleculares pueden
ser interpretados como una estimacion de las relaciones genéticas a lo largo de un continuo
jerarquico de divergencia evolutiva que va desde reciente a distante, siendo ejemplos los

estudios de identidad genética, parentesco genético, pedigries en poblaciones locales, afinidades
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genealdgicas entre poblaciones geogréaficas de una especie, divergencia genética, entre otros.
Los diferentes tipos de ensayos con marcadores moleculares proveen informacién genética
adecuada para diferentes horizontes temporales siendo el desafio desarrollar y emplear métodos
apropiados para dar respuesta a diferentes preguntas bioldgicas (Avise, 2004).

El tipo ideal de marcador genético debe ser medible de manera confiable, presentar loci
altamente variables, ser codominante, y debe estar densamente distribuido en el genoma. Los
marcadores microsatélites, SSRs (Simple Sequence Repeat) o STR (Short Tandem Repeat),
retnen todos estos requisitos (Karhu, 2001). Resultan marcadores informativos y practicos ya
gue proveen informacidn acerca de la cantidad y distribucién de la diversidad genética y de los
procesos que determinan la estructura y la variacion dentro y entre poblaciones naturales
(Provan et al., 2001; Frankham et al., 2004).

Los SSRs son repeticiones monotonas de motivos nucleotidicos cortos de 1 a 6 pares de
bases. Estos elementos repetitivos se encuentran distribuidos de manera intercalada en los tres
genomas eucariotas: nucleo (SSRs), mitocondrias (MtSSRs) y cloroplastos (cpSSRs) (Tautz y
Renz, 1984). Los distintos alelos SSRs son generados principalmente mediante mecanismos de
adicion y sustraccion de repeticiones simples que ocurren con igual probabilidad (Schlotterer y
Tautz, 1992), y raramente se encuentran en regiones codificantes (Karhu, 2001).

Entre las desventajas del uso de marcadores moleculares estan principalmente el
entrenamiento profesional necesario para hacer uso de estas herramientas ya que es
considerablemente alto y los costos econdmicos son elevados (Avise, 2004). Sin embargo, los
avances tecnoldgicos han contribuido en gran medida con el perfeccionamiento y la
disponibilidad de las herramientas moleculares haciéndolas técnicamente mas simples y
rentables (Agarwal et al., 2008).

Los vegetales presentan una variedad importante de modos de herencia (biparental,
materna y/o paterna) y muchos de sus patrones reproductivos permiten realizar estudios
genéticos que no son posibles de realizar en otros organismos (Linhart y Grant, 1996).

En este trabajo se emplearon marcadores microsatélites del cloroplasto materna
(cpSSRs) y microsatélites nucleares (SSRs) los cuales brindan informacién diferencial acerca de
los niveles de flujo génico mediado por polen y semillas. Las tasas de mutacién diferenciales,
los diferentes niveles de ploidia y la ausencia o presencia de recombinacién hacen de estos
marcadores una herramienta valiosa para el estudio de los efectos de la fragmentacién histérica
y de la fragmentacion contemporanea sobre las poblaciones, permitiendo contrastar el efecto

relativo de la accion de la deriva genéticaen relacion al flujo génico.
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4. Material biol6gico: Area de estudio y metodologia

El &rea de estudio se situ6 en el N argentino donde se delimitaron cuatro poblaciones
naturales de A. colubrina var. cebil, dos de ellas localizadas al Noreste en la provincia
biogeogréfica Paranaense y las otras dos al Noroeste en la provincia biogeogréafica de las
Yungas (Figura I-6 A). La distancia lineal que separa estas dos provincias supera los 1000 km.
Provincia biogeogréfica Paranaense: Se halla ubicada en la provincia de Misiones, la cual
desde un punto de vista fitogeografico pertenece al dominio Amazoénico (Cabrera, 1971).
Ademas, la provincia Paranaense se encuentra dentro de una formacion mas extensa,
denominada Bosque Atlantico del Alto Paranad (Di Bitetti, 2003). Siguiendo la descripcion
propuesta por Prado (2000) acerca de la distribucion de A. colubrina var. cebil, las poblaciones
analizadas son representativas del nucleo Misiones. El area de estudio se localiza al S de la
provincia de Misiones dentro del departamento Candelaria, y se extiende desde una zona de
elevaciones que corresponden al cerro Santa Ana en direccion hacia el rio Parana. La zona que
se considerd se ubica en la sabana que conforma la zona de los “campos”. Los suelos de esta
zona son bien drenados, extremadamente acidos, con muy baja dotacién de nutrientes (Ligier et
al., 1985). El clima caracteristico es calido y himedo con temperaturas medias entre los 20 y
21° C, siendo los inviernos suaves y los veranos célidos con lluvias frecuentes (Cabrera, 1971).
Las diferencias de altitud entre las poblaciones consideradas en esta region no son marcadas,
registrandose elevaciones entre los 100 y 150 msnm. La distancia lineal que separa las
poblaciones es de 18 km. En esta provincia biogeografica se estudiaron dos poblaciones, una
localizada en Candelaria y otra en Santa Ana.
1) Poblacion Candelaria: Se ubica en el suroeste de la provincia de Misiones a orillas del rio
Parana dentro de una propiedad privada. En esta zona crecen los pajonales con predominancia
de Aristida jubata en suelos lateriticos profundos zona que Martinez Crovetto denominé
“Distrito de los Campos” (Fontana, 1993).
2) Poblacién Santa Ana: Se ubica en una propiedad fiscal en las laderas del cerro del mismo
nombre en una region de pajonales de Elyonurus muticus entre isletas de bosque que coincide
con la zona que Martinez Crovetto denomind “Distrito del Urunday” (Fontana, 1993).
Provincia biogeogréfica de las Yungas: Las poblaciones estudiadas pertenecen a la ecoregion
de las Selvas pedemontanas y a las Selvas montanas dependiendo de la altitud a la cual se
encuentren los individuos. En esta provincia biogeografica se estudiaron dos poblaciones, una
localizada en la provincia de Tucuman y otra en la provincia de Jujuy las cuales se encuentran
en las regiones Sur y Norte de la subdivision ecoldgica de las Yungas (Cabrera, 1994; Dimitri,
1997). De esta manera, este estudio no comprende el gradiente latitudinal de distribucion
presentado por la especie en esta region.
3) Poblacion Tucuman: Se ubica dentro de la Reserva Experimental Horco Molle. Esta reserva

se localiza en una zona de lomadas de rumbo submeridional que constituyen la prolongacion
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A)

B)

1: Candelaria (27°26'58,2"S-55°44'20,22"W-104 msnm)

2: Santa Ana (27°25’55,92"S-55 34'16,68"W-153 msnm)

3: Tucuman (26°47'26,10"S-65°18'58,14"W-610 msnm)

4: Jujuy (23°45'15,012"S-64°51'12,996"W-800 msnm)

Figura I-6: Imagenes satelitales de los sitios considerados en este estudio. En A) se ubican
las cuatro poblaciones analizadas en el N argentino: 1: Candelaria, 2: Santa Ana, 3:
Tucuman y 4: Jujuy. 1 y 2 se encuentran en ndcleo Paranaense, mientras que 3 y 4 en el
nucleo Pedemonte Subandino. En B) se muestran fotos satelitales tomadas a una distancia
de 55 km y los datos de geoposicion y altitud correspondientes al primer individuo
colectado en cada poblacién. Imagenes satelitales obtenidas desde Google earth (Image ©

2012 Digital Globe).
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norte de las llamadas “Lomas de Imbaud” sobre el pie oriental de la Sierra de San Javier. Se
encuentra en la zona de Horco Molle en el Departamento Yerba Buena a unos 15 km de la
ciudad de San Miguel de Tucuman (Richard, 2000). La zona se caracteriza por la presencia de
lomadas de baja altura. El clima es templado y himedo, con inviernos secos y veranos lluviosos.
Siendo la temperatura media anual de 18°C (Richard, 2000). Su vegetacion corresponde a la
Selva Pedemontana (Cabrera y Willink, 1980).

4) Poblacién Jujuy: Se ubica dentro del Parque Nacional Calilegua. Este Parque se encuentra
ubicado sobre el faldeo oriental de las Serranias de Calilegua y abarca una superficie de 76.000
ha que protege principalmente la franja altitudinal de Selva Montana. La Selva Pedemontana
ocupa sectores marginales del Parque en las areas mas bajas, ya que la mayor superficie de este
ecosistema ha quedado fuera del area protegida debido a su valor potencial como tierra de
cultivo. Este Parque posee laderas muy abruptas, donde se producen regularmente
deslizamientos generando un paisaje dominado por Tipuana y Anadenanthera (Brown et al.,
2002). El clima es de tipo subtropical con estacion seca, caracterizado por inviernos templados y
veranos lluviosos y calurosos. Las diferencias altitudinales de la zona provocan modificaciones
en este patron climético general. En el paisaje del Parque predominan las montafias escarpadas,
pliegues, fallas, quebradas y valles.

En las imagenes satelitales de cada poblacién (Figura I-6 B) puede verse el estado actual
gue presenta cada poblacién en cuanto a la subdivision poblacional y a la transformacion de su
habitat.

Se colectaron hojas jovenes de 10 individuos adultos en cada unidad de muestreo
ubicados a una distancia de separacion superior a 3 m de radio entre si. Como consecuencia de
la reducida densidad poblacional se muestrearon seis individuos en Santa Ana B, nueve en
Tucuman E, cinco en Tucuman F y nueve en Jujuy H, con lo cual se analiz6 un total de 69
individuos (Tabla I-1). Las muestras fueron almacenadas en bolsas de cierre hermético
conteniendo silica gel, para su deshidratacion y conservacion. Los individuos fueron
georeferenciados mediante el sistema de posicionamiento global (GPS) Garmin modelo eTrex

Legendrm



Tabla I-1: Descripcién de las poblaciones de A. colubrina var. cebil analizadas.
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L L N° de . . Altitud
Region Poblacién individuos Latitud (S) Longitud (O) (msnm)
(1) Candelaria 20 27°26’ 58,20 55°44° 20,22’ 104
Paranaense
(2) Santa Ana 16 27°25°55,92” 55°34’ 16,68’ 153
(3) Tucuman 14 26°4726,10” 65° 18" 58,14” 610
Yungas ]
(4) Jujuy 19 23°45° 15,017 64°51° 12,99’ 800
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1. Introduccién

El nivel de intercambio de genes entre las poblaciones se encuentra determinado por
maltiples factores, entre los cuales se incluye el tamafio, la densidad y la forma de las
poblaciones donantes y receptoras, el sistema de apareamiento de la especie, las caracteristicas
de la vegetacidn circundante, los alcances de la dispersion y los niveles de produccion del polen
y de las semillas, el comportamiento de los polinizadores y de los vectores de semillas, como asi
también la distancia entre las poblaciones. Ademas, estos factores pueden variar en tiempo y en

espacio (Finkeldey y Hattemer, 2007).
1.1 Flujo génico mediado por polen y semillas en especies forestales

El polen puede ser dispersado en masa a través de grandes distancias, pero el flujo
génico ocurre s6lo cuando el polen llega a una poblacion de destino y se produce la fertilizacion
(White et al., 2007). Por su parte, la zoogamia o polinizacion por animales, es la forma
dominante en las especies forestales tropicales. A pesar de estar involucrados numerosos
animales en la dispersion del polen, los insectos son los polinizadores primarios en la mayoria
de los arboles tropicales (Dick et al., 2003) en tanto que la polinizacion por el viento resulta
ineficiente en estas especies (Hamrick y Murawski, 1990).

Los procesos de regeneracion y de recolonizacion de nuevos habitats requieren del
movimiento de la informacidn genética a través de las semillas (Finkeldey y Hattemer, 2007).
En arboles forestales gran parte del conocimiento acerca de la dispersion de las semillas surge
de los estudios de marcado y recaptura. Estos estudios directos, muestran que la dispersion de
semillas es altamente leptocdrtica, es decir, que la gran mayoria de las semillas son dispersadas
cerca del arbol madre y Unicamente un pequefio porcentaje es distribuido a distancias mayores
(White et al., 2007). De esta manera, el potencial del flujo génico mediado por semillas parece
ser mucho menor que el del flujo génico por polen. Sin embargo, los métodos directos para el
estudio del flujo génico por semilla subestiman su aporte debido a que cada semilla lleva
consigo los alelos maternos y paternos desde la poblacién de origen, es decir, cada semilla
inmigrante produce un efecto doble sobre el flujo de genes en relacion a cada grano de polen
inmigrante, el cual lleva Gnicamente los alelos paternos (White et al, 2007).

Los mecanismos de dispersion, tanto gamética como cigética, influyen sobre los niveles
de flujo génico y sobre la estructura genética de las poblaciones vegetales. En adicion, la
historia evolutiva de las especies también juega un papel fundamental en la distribucién de la
variacién genética (Avise, 2004). El estudio del movimiento de los genes por medio de las
semillas y del polen es posible mediante el empleo de marcadores moleculares de herencia
biparental. Asi, es posible estimar los niveles y los patrones actuales del flujo génico y ademas,

evaluar el impacto de los niveles de flujo génico historico sobre la estructura genética de las
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poblaciones. Cuando el flujo génico es limitado, es posible que las poblaciones diverjan en
cuanto a sus frecuencias alélicas (White et al, 2007).

Diversos estudios en los cuales se evalla la estructura genética de las poblaciones
demuestran que niveles elevados de diversidad genética son mantenidos dentro de las
poblaciones de diferentes arboles tropicales y que las diferencias encontradas entre las especies
no se encuentran asociadas con el sistema de apareamiento. Sin embargo, la distribucion de la
variacion genética entre poblaciones y las estimaciones de los niveles de flujo génico dependen
en igual medida del sistema de apareamiento y de los mecanismos de dispersion de las semillas

de la especie (Hamrick y Murawski, 1990).
1.2 El genoma nuclear vegetal y los loci microsatélites

En el genoma nuclear de las plantas, asi como en el de otros eucariotas superiores,
existe una cantidad considerable de ADN no codificante (Lodish et al., 2002). Una elevada
proporcion de ese ADN, aparentemente no funcional, consiste de motivos repetidos y es
considerado ADN basura (Weising et al.,, 2005). Los elementos de ADN repetitivo,
dependiendo de la organizacion gendmica, pueden ser clasificados como repeticiones
intercaladas o repeticiones en tdndem. Las repeticiones intercaladas, también llamado ADN
movil, son secuencias de cientos a miles de pares de bases con repeticiones moderadas que se
encuentran presentes en multiples sitios por todo el genoma, mientras que las repeticiones en
tdndem estan restringidas a una menor cantidad de loci y consisten en arreglos desde 1-5 Kb
(Lodish et al., 2002). Las repeticiones en tandem pueden ser clasificadas de acuerdo a la
longitud y al nmero de copias de la unidad bésica de las repeticiones como asi también por su
localizacion en el genoma como: ADN satélite, minisatélites y microsatélites. EI ADN satélite
se encuentra principalmente en regiones subteloméricas y centroméricas en forma de
heterocromatina y consiste en motivos de entre 100 y 300 pb repetidos entre 1000 y 100.000
veces. Los minisatélites son motivos de una longitud intermedia (entre 10 y 60 pb) con un
menor grado de repeticion que el ADN satélite y por ultimo los microsatélites, corresponden a
motivos muy cortos con un menor grado de repeticion para un locus particular, sin embargo
pueden consistir de motivos idénticos y ser encontrados en miles de loci gendmicos (Weising et
al., 2005). Los microsatélites pueden ser estudiados mediante el desarrollo de cebadores
complementarios a las regiones flanqueantes de la region repetitiva, donde las secuencias son
relativamente conservadas (Finkeldey y Hattemer, 2007). Mediante el empleo de estos
cebadores especificos para un locus dado es posible amplificarlos mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR). Los productos de amplificacion son separados y sus tamafios
definidos para identificar los diferentes alelos presentes en un locus polimérfico (Weising et al.,
2005). Los microsatélites han sido clasificados segln el arreglo de los nucleétidos de los

motivos repetidos como: simples perfectos, simples imperfectos, compuestos perfectos y
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compuestos imperfectos. Las repeticiones perfectas son repeticiones en tandem de un Gnico
motivo de repeticion, mientras que las repeticiones imperfectas estan interrumpidas por motivos
no repetidos. En los microsatélites compuestos, dos motivos de repeticion estan presentes juntos
en varias configuraciones (Kalia et al., 2011).

Los microsatélites son considerados por muchos autores como secuencias
selectivamente neutrales distribuidas de manera aleatoria o casi aleatoria en el genoma (Li et al.,
2002). La abundancia de los microsatélites se halla relacionada con su tasa de mutacion, la cual
es elevada pudiendo llegar a 10 - 10°® eventos por locus por generacion y, aunque el proceso
mutacional muestra diferencias entre especies, tipos de repeticion, loci y alelos, generalmente el
polimorfismo de los loci microsatélites se manifiesta a partir de cambios en el nimero de
repeticiones. Existen dos mecanismos mutacionales que podrian explicar esas elevadas tasas de
mutacion: el deslizamiento de la polimerasa durante la transcripcion y la recombinacién (Li et
al.,, 2002). La génesis de los microsatélites consiste en un proceso evolutivo dindmico y
complejo donde el balance entre el deslizamiento de la polimerasa, durante la transcripcion, y
las mutaciones puntuales son importantes en la determinacion de la distribucion equilibrada de
los microsatélites y de su estabilidad. El deslizamiento de la polimerasa favorece al crecimiento
en su longitud, mientras que las mutaciones puntuales rompen o interrumpen los arreglos de
repeticiones largas en dos 0 mas microsatélites de menor longitud (Kalia et al., 2011).

La mayoria de las aplicaciones biolégicas de los marcadores microsatélite o SSR
(Simple Sequence Repeat) no necesitan del conocimiento de los mecanismos mutacionales
exactos para cada locus, sin embargo varios estadisticos basados en las frecuencias alélicas (por
ejemplo Fst y Rs7) se encuentran sustentados sobre un modelo mutacional explicito (Selkoe y
Toonen, 2006). Entre los modelos mutacionales se encuentra el modelo de alelos infinitos
(Infinite Allele Model - 1AM), el cual considera que cada evento mutacional crea un alelo nuevo
que no estaba presente en la poblacion. Este modelo es tradicionalmente elegido para los
andlisis de genética de poblaciones debido a que es el mas simple y general. Por otra parte, el
modelo de mutacion por pasos (Stepwise Mutation Model — SMM) considera que cada alelo es
generado por la adicion y/o sustraccion de motivos de repeticién a los alelos ancestrales
presentes en la poblacion. Este modelo es especifico para los microsatélites (Selkoe y Toonen,
2006). Sin embargo, se sabe que ocurren eventos de mutacion puntual y recombinacién en las
regiones microsatélites. Los estadisticos empleados en el modelo SMM son muy sensibles a las
violaciones del modelo, siendo generalmente mas robustos y confiables los estadisticos
empleados en el modelo IAM (Selkoe y Toonen, 2006).

En plantas, los microsatéllites fueron clonados por primera vez en 1991, mientras que
regiones microsatélites fueron descriptas como marcadores por primera vez en 1992 en Glycine
max por Akkaya et al. (1992). En estudios posteriores se determiné que la frecuencia promedio

de microsatélites en el genoma nuclear de las plantas es de un microsatélite cada 6,3 kb, lo cual
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es equivalente a lo establecido para mamiferos (Weising et al., 2005). En cuanto a la
composicion de los motivos de repeticion en el genoma nuclear de las plantas los motivos mas
frecuentes consisten en (A),, (AT),, (GA), y (GAA), siendo menos frecuente los microsatélites
compuestos por motivos de tri, tetra o penta nucle6tidos (Weising et al., 2005).

Los marcadores SSR han ganado considerable importancia en los estudios genéticos en
plantas debido a sus numerosos atributos, entre los cuales se incluyen su hipervariabilidad, su
naturaleza multialélica, su herencia codominante, su reproducibilidad, su abundancia y
cobertura extensiva por todo el genoma, ademas cada locus posee localizacién especifica en el
genoma y son susceptibles de ser automatizados en el laboratorio (Kalia et al., 2011).

A pesar de sus maltiples cualidades, las ventajas de su utilizacién y la amplia
aplicabilidad de los marcadores SSRs en estudios genéticos en vegetales, su desarrollo sigue
siendo el principal cuello de botella para su utilizacion en la mayoria de las especies. Esto
ocurre debido a que es necesario el aislamiento de SSRs de novo para la mayoria de las especies
que estan siendo estudiadas por primera vez (Kalia et al., 2011). Tradicionalmente, los SSRs
son aislados desde librerias gendmicas parciales de la especie de interés mediante el rastreo de
la existencia de regiones repetitivas en las secuencias obtenidas desde cientos de clones. La
construccion de la libreria y el rastreo de las regiones repetitivas es un trabajo laborioso, tedioso
y de elevado costo econdmico (Kalia et al., 2011). En las plantas, la estrategia mas utilizada es
el aislamiento de SSRs desde librerias gendmicas enriquecidas con motivos repetidos;
constituyendo esta la aproximacion mas ventajosa en el aislamiento de SSRs en varias especies
vegetales (Kalia et al., 2011). Los SSRs nucleares desarrollados para una especie pueden ser
transferidos hacia especies cercanamente emparentadas, generalmente dentro del mismo género
(Finkeldey y Hattemer, 2007).

El disefio de SSRs de utilidad para estudios genéticos requiere de la identificacion de
una region del genoma con una tasa de mutacion suficientemente elevada para detectar
polimorfismo intraespecifico y esta region debe estar localizada en una posicion adyacente a
una region con una tasa de mutacion baja que permita la hibridacién de cebadores para la
mayoria de los individuos de la especie. Cuando las regiones flanqueantes a la region SSR no
son lo suficientemente conservadas pueden producirse alelos nulos, es decir falta de
amplificacion de ciertos alelos en ciertos individuos. Una baja tasa de alelos nulos puede tener
un impacto indetectable en muchos tipos de andlisis, sin embargo su presencia puede ser un
serio problema en analisis de parentesco (Selkoe y Toonen, 2006).

Otra desventaja asociada a los microsatélites surge de la identificacién de los alelos
polimérficos a partir de la estimacién del tamafio de los fragmentos en pares de bases lo cual
puede originar homoplasia. Este fenémeno consiste en que alelos de igual tamafio pueden no ser
idénticos ya sea en su secuencia (homoplasia detectable) o ser idénticos en secuencia pero no

ser idénticos por origen (homoplasia indetectable), es decir, pueden haberse originado desde
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linajes distintos. La homoplasia puede reducir la diversidad alélica visible en las poblaciones y
podria provocar una sobreestimacion en las mediciones de flujo génico cuando las tasas
mutacionales son elevadas. Sin embargo, es importante resaltar que la homoplasia indetectable

afecta a las diferentes clases de marcadores moleculares (Selkoe y Toonen, 2006).
1.3 Estudios genético-poblacionales en especies forestales

En plantas, los SSRs son aplicados tradicionalmente en estudios de diversidad genética,
evolutivos y de genética de poblaciones. Ademas, estan siendo utilizados en investigaciones
aplicadas que incluyen analisis genémico, mapeo de genes y seleccion asistida por marcadores,
entre otras (Kalia et al., 2011). En especies forestales, la disponibilidad de marcadores
altamente polimdrficos como los SSRs son particularmente Utiles para los estudios de flujo
génico y de los sistemas de apareamiento (Finkeldey y Hattemer, 2007).

El analisis de los patrones de variacion en caracteres genéticos ambientalmente estables,
requiere de la comprension del mecanismo de transmision del caracter desde los padres a su
progenie. Dos consideraciones resultan particularmente importantes en este contexto, la primera
es conocer si para el tipo de marcador que estamos empleando la informacidén genética se
transmite desde ambos padres o solamente desde uno de ellos (herencia) y la segunda es
conocer si el marcador empleado permite la identificacion de uno o dos alelos por locus en la
expresion observada del caracter (fenotipo) (Finkeldey y Hattemer, 2007). Los SSRs nucleares
son heredados desde ambos parentales (herencia biparental) y son codominantes, con lo cual en
los organismos diploides cada locus SSR se encuentra representado por dos alelos, cada uno
heredado desde un parental (Finkeldey y Hattemer, 2007). Un individuo puede definir un
genotipo homocigota si posee alelos idénticos, los cuales son identificados como una Unica
banda en los geles de electroforesis o un dnico pico en los graficos generados por el
secuenciador analizador de fragmentos, o puede definir un genotipo heterocigota si posee alelos
alternativos para un locus dado y son identificados como dos bandas o dos picos dependiendo
de la técnica empleada para resolver los alelos.

Diferentes genes y diferentes regiones del genoma pueden presentar historias
genealtgicas diferentes debido a la recombinacion, a la seleccion y a la deriva genética. Cada
locus marcador sélo es representativo de una pequefia region del genoma, por ello, confiar en un
Unico locus para estimar pardmetros poblacionales crea una elevada tasa de error, de esta
manera es recomendable incorporar el analisis de la mayor cantidad posible de loci. Esto provee
una via precisa y estadisticamente poderosa para comparar individuos y poblaciones (Selkoe y
Toonen, 2006). Asi, mediante el empleo de SSR nucleares se puede genotipificar a los
individuos muestreados de una especie y la combinacion de genotipos para distintos loci
permite establecer genotipos multilocus. Empleando estos datos genéticos, y a partir de las

teorias y ecuaciones desarrolladas en genética de poblaciones, es posible estimar parametros e
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identificar los efectos y consecuencias de los procesos microevolutivos sobre los patrones de la
variacion genética dentro y entre poblaciones. Las estimaciones indirectas de los niveles de flujo
génico a partir de SSR nucleares se basan en las mediciones de la variacion en las frecuencias
génicas entre las poblaciones e infieren los niveles de flujo génico efectivo, sin embargo no
permiten distinguir el flujo génico por polen del flujo génico por semillas (Nason y Hamrick,
1997).

Las especies forestales se encuentran entre los organismos mas variables genéticamente
tanto en regiones templadas y boreales del planeta como en las regiones tropicales. Por su parte,
ciertas especies tropicales se caracterizan por niveles mas bajos de variacion dentro de
poblaciones mientras que otras presentan una elevada diversidad, con lo cual no es posible
predecir los niveles de variacion genética de una especie sobre la base de sus caracteristicas de
historia de vida (Finkeldey y Hattemer, 2007). Las especies endémicas son, en promedio, menos
variables dentro de poblaciones que las especies con amplia distribucién. Ademas, las especies
poco comunes, por ejemplo aquellas que habitan bosques tropicales en baja densidad, son
menos variables que las especies que se encuentran en mayor densidad. De todas maneras, la
heterocigosidad esperada es mayor para muchas especies forestales alun para las que se
presentan a baja densidad (Finkeldey y Hattemer, 2007).

La estructura genética es el resultado de complejas interacciones entre diferentes
factores evolutivos en las poblaciones naturales (Finkeldey y Hattemer, 2007). El grado de
diferenciacion genética entre poblaciones es marcadamente superior para especies tropicales que
para especies de zonas templadas (Finkeldey y Hattemer, 2007). Ademas, las especies forestales
tropicales, cuya dispersioén de semillas es realizada por agentes abidticos como el viento o la
gravedad, presentan una mayor diferenciacion genética que aquellas cuya dispersion de semillas

ocurre por animales (Finkeldey y Hattemer, 2007).
1.4 Estimacién del indice de fijacion (Fst)

El indice de fijacion Fsr es una de las mediciones de la estructura poblacional mas
comunmente utilizada en estudios de genética evolutiva. Este indice mide la relacién entre el
flujo génico y la deriva genética y permite conocer como influye esta relacion sobre la
estructura genética (Templeton, 2006). Valores elevados de Fsr indican que existe poca
variacion genética en las poblaciones locales en relacion a la poblacion total, mientras que
valores bajos de Fsr indican mucha variacion local en relacion a la total (Templeton, 2006).

La distribucion de la variacion genética neutral entre poblaciones esta establecida por el
balance entre la deriva genética, la cual promueve a la diferenciacion entre poblaciones, y el

flujo génico, el cual reduce o atenla la divergencia (Broguet y Petit, 2009).
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En la mayoria de las especies forestales, aplicando marcadores de origen biparental, se
han observado valores bajos de Fst los cuales indican que el flujo génico en el pasado ha sido
intenso (White et al., 2007).

Por otro lado, el indice Fst se puede definir en términos de varianza en las frecuencias
alélicas entre poblaciones locales, midiendo asi la reduccion de la variabilidad alélica al pasar
de un nivel jerarquico de estructuracion poblacional superior a uno inferior (Hartl y Clark,
2007). Ademas, este indice de fijacién depende del tamafio y de la historia poblacional, pero es
independiente de aspectos tales como los relacionados al esquema de muestreo, al nimero de
alelos por locus, al nimero de individuos muestreados por poblacién y/o al namero de
poblaciones muestreadas (Weir y Cockerham, 1984).

También, el indice Fsr puede ser definido en términos de identidad por descendencia a
partir del tiempo de coalescencia de los genes (Slatkin, 1991). Asi, este indice puede ser visto
como una descripcion del tiempo relativo hasta el antecesor mas reciente para alelos tomados
dentro y entre poblaciones (Whitlock, 2011). Si el flujo génico es restringido entre poblaciones
locales, el tiempo de coalescencia de dos genes tomados al azar desde una poblacion local sera
menor al tiempo de coalescencia de dos genes tomados al azar desde diferentes poblaciones
locales de una misma especie (Templeton, 2006). De esta manera, valores elevados indican que
el tiempo hasta el ancestro comdn de dos alelos tomados desde diferentes poblaciones es mayor
al tiempo hasta el ancestro comin de dos alelos tomados desde la misma poblacion (Slatkin,
1991). Por ello, el indice Fsy asi estimado puede considerarse una medicion del grado en el cual
las poblaciones son histdricamente independientes (Holsinger, 1999) y provee una medicion del
aislamiento evolutivo de las poblaciones, ya que las propiedades de este indice no dependen del
modelo de islas o de supuestos demogréaficos (Whitlock, 2011). El indice de fijacion estimado
de esta manera es llamado indice de fijacion coalescente y permite analizar la historia
demogréfica de las poblaciones sin ser afectado por la mutacion (Whitlock, 2011).

Finalmente, puede estimarse un indice de fijacion F's; para cada poblacion local
empleando un enfoque bayesiano jerarquico. Este indice mide el nivel de divergencia de la
poblacién local i respecto de la poblacion total. EI modelo considerado para realizar estas
inferencias asume que las poblaciones subdivididas se encuentran en equilibrio migracion-
deriva genética donde la proporcién de migrantes puede diferir entre las poblaciones locales

pero todos los migrantes provienen del mismo pool de migrantes (Foll y Gaggiotti, 2006).
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2. Objetivos especificos

Desarrollar marcadores microsatélites nucleares especificos para A. colubrina var.
cebil.

Caracterizar la diversidad genética nuclear en poblaciones naturales de A. colubrina
var. cebil del Norte argentino.

Analizar la estructura genética en las poblaciones fragmentadas de A. colubrina var.
cebil a partir de marcadores microsatélites de ADN nuclear.

Indagar acerca del rol evolutivo del flujo génico y de la deriva genética como fuerzas

modeladoras de las frecuencias génicas en las poblaciones fragmentadas.
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3. Materiales y Métodos
3.1 Desarrollo de SSR especificos para Anadenanthera colubrina var. cebil

La hipervariabilidad, codominancia y elevada repetitividad hacen de los marcadores
microsatélites (SSRs) una herramienta Util para los estudios genéticos poblacionales, sin
embargo presentan una gran desventaja ya que deben ser aislados de novo en especies
estudiadas por primera vez (Zane et al., 2002). La obtencion de SSRs nucleares puede ser una
tarea costosa en cuanto a tiempo y esfuerzo dado que los métodos tradicionales consisten en la
busqueda de regiones repetidas en tindem dentro de librerias gendémicas mediante la aplicacion
de pruebas apropiadas (Zane et al., 2002). Esta es la principal razén por la cual las especies
nativas, las especies no modelo y las especies de bajo interés econémico, generalmente carecen
de marcadores SSRs especificos dificultando de esta manera la realizacion de estudios genéticos
poblacionales.

El desarrollo de marcadores SSRs de novo especificos para A. colubrina var. cebil se
llevé a cabo durante una pasantia en el Instituto de Genética y Mejoramiento Forestal de la
Universidad Georg August en Gottingen (Alemania), esta pasantia corresponde a una de las
actividades complementarias de postgrado realizadas como requisito para optar el grado de
Doctora en Ciencias Naturales. La obtencion de los SSRs especificos se realizo siguiendo el
protocolo descripto por Fisher y Bachmann (1998) modificado por Prinz et al. (2009). Se
construyeron dos librerias de ADN gendmico enriquecidas con motivos microsatélites para
obtener los marcadores SSRs especificos para A. colubrina var cebil. Ambas librerias se
construyeron empleando ADN gendmico de un individuo proveniente de Jujuy.

Se extrajo ADN gendmico total empleando el kit de extraccion DNeasy®— Plant minikit
(Qiagen, Hilden, Germany). EI ADN extraido fue digerido con la enzima de restriccion Rsal y
se ligaron pares de adaptadores a los extremos romos de los fragmentos generados por esta
enzima. Los productos de restriccion-ligacion fueron desnaturalizados a altas temperaturas e
hibridados con oligonucledtidos biotinilados.

En la libreria A se empled un Unico oligonucledtido (GA)y, Y una temperatura de
hibridacion de 60°C; mientras que en la libreria B se empleé un pool equimolar de
oligonucledtidos (GAA)g, (CAA)s ¥ (CA)yo (un picomol de cada uno) y una temperatura de
hibridacion de 74°C.

La captura de los oligos marcados con biotina hibridados a los fragmentos de ADN se
realizd6 mediante el empleo de perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Los fragmentos capturados fueron amplificados mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction — PCR) utilizando las secuencias de los
adaptadores como cebadores. El proceso de enriquecimiento incluyendo la hibridacion, captura

y amplificacidn, fue repetido una vez més para cada libreria.
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Los productos de amplificacion fueron purificados y luego ligados en un vector
pCR®2.1 - TOPO® (Invitrogen). Estos vectores fueron empleados para transformar células
competentes de Escherichia coli One shot® TOP10 (Invitrogen). Se seleccionaron las colonias
positivas, se repicaron y el ADN fue amplificado y secuenciado en un secuenciador automatico
ABI Prism® 3100 (Applied Biosystems, Forster City, CA) (Instituto de Genética y
Mejoramiento Forestal de la Universidad Georg August) (Figura I11-1).

En total, se secuenciaron 204 clones positivos desde ambas librerias, 62 de las 97
secuencias que presentaron regiones microsatélites mostraron elevada calidad y sus regiones
flanqueantes presentaron longitud suficiente para el posterior disefio de los cebadores
especificos.

Se disefiaron 30 pares de cebadores empleando el programa Primer3 version 2.2.3
(Rozen y Skaletesky, 2000). Para ello se ensayaron las caracteristicas habituales, a saber 20 a 80
% de contenido de CG y temperatura de hibridacién entre 57 y 63°C, priorizandose los pares de
cebadores que generaron fragmentos de una longitud entre 80 y 200 pb dependiendo del motivo
de repeticion del microsatélite y de la longitud total del fragmento secuenciado desde los clones.

Se realizaron pruebas de funcionalidad para los 30 pares de cebadores disefiados. Las
reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 15 pl empleando 0,5 ng/ul de
ADN genonico, 1x de Buffer Hot Start, 2,5 mM de CI,Mg, 0,2 mM de cada dNTP, 1 U de
enzima ADN polimerasa Hot Start (5 U/ul FirePol Solis BioDyne, Tartu, Estonia) y 0,33 pmol
de cada cebador. La reaccion de amplificacion fue realizada en un termociclador con gradiente
(Biometra, Gottingen, Alemania) empleando un programa de tipo touchdown. Se ensayaron las
siguientes condiciones de ciclado: desnaturalizacion inicial: 94°C por 15 min, 10 ciclos de
desnaturalizacién 1 min a 94°C, hibridacion 1 min en un rango de temperatura de 60°C a 50°C
con una reduccion de 1°C en cada ciclo y elongacién por 1 min a 72 °C seguidos por 29 ciclos
similares empleando una temperatura de hibridacién de 50°C, finalizando con una elongacion
por 20 min a 72°C.

Los productos de amplificacion fueron resueltos en geles de agarosa al 1,5% tefiidos con
Bromuro de Etidio y se definieron los tamafios de los alelos visualmente mediante la
comparacion con un marcador de peso molecular de 100 pb como referencia. Dieciséis loci
mostraron bandas Unicas, bien definidas y del tamafio esperado. Los 14 loci restantes mostraron
patrones de amplificacion inespecificas.

Los productos de amplificacion de los 16 loci fueron clonados, resecuenciados y
alineados con los fragmentos originales obtenidos en el proceso de enriquecimiento. Las
secuencias obtenidas desde 15 de estos loci mostraron complementariedad con las secuencias
originales mientras que la restante no lo hizo.

Una muestra de 20 individuos fue genotipificada empleando los 15 SSRs desarrollados

para A. colubrina var. cebil. Para ello, los cebadores fueron resintetizados incorporando una



Figura 11-1: Esquema del proceso de desarrollo de los marcadores SSRs especificos para
Anadenanthera colubrina var. cebil.
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marca fluorescente (FAM=azul o HEX=verde) a su extremos 5’ y las condiciones de
amplificacion fueron mismas a las empleadas para las pruebas de funcionalidad. Los loci Ac28.3
y Ac157.1 fueron amplificados sin emplear el programa touchdouwn, siendo la temperatura de
hibridacion 65°C. Se asign6 el tamafio de los fragmentos empleando el secuenciador ABI
Prism® 3100 (Applied Biosystems) mediante el empleo del programa GENESCAN™
empleando un marcador de peso estandar GS 500 ROX™ (Applied Biosystems). Seis de los 15
loci mostraron patrones inconsistentes presentando tres o cuatro picos por ello sélo se
consideraron nueve loci para los andlisis posteriores. Las secuencias de estos loci fueron
incluidas en la base publica de datos GenBank con los siguientes nimeros de acceso: JQ086537,
JQ086538, JQ086539, JQ086540, JQ086541, JQ086542, JQ086543, JQ086544, JQ806379. Los
cebadores Ac41.1y Ac172.1y los cebadores Ac34.3, Ac48.1 y Ac11.2 pudieron ser amplificados
de manera conjunta en una Unica reaccion (PCR-multiplex) debido a que los tamafios de los
alelos de estos loci presentaron rangos de tamafios diferentes o pudieron ser distinguidos
empleando diferentes marcas fluorescentes. En el locus Ac48.1 el alelo de 171 pb se registr6 una
Unica vez, por ello algunos individuos debieron ser amplificados de manera independiente para
confirmar los genotipos asignados. De los nueve cebadores desarrollados, ocho fueron

polimorficos en los individuos analizados mientras que el restante fue monomorfico.

3.2 Analisis de la utilidad de los marcadores desarrollados para estudios genético-

poblacionales

El nimero total de alelos y la heterocigosidad observada y esperada por locus fue
determinada empleando el programa Genalex 6.41 (Peakall y Smouse, 2006) disponible en
http://www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/new_version.php. El equilibrio de Hardy Weinberg por

locus para cada poblacién fue testado mediante pruebas de chi-cuadrado empleando el programa

PopGen versién 1.32 disponible en http://www.ualberta.ca/~fyeh/ (Yeh y Boyle, 1997). La

presencia de alelos nulos y/o posibles problemas en la genotipificacion de los individuos por
locus fue analizada para cada poblacién empleando el programa Microchecker version 2.2.3
(Van Oosterhout et al., 2004) disponible en http://www.microchecker.hull.ac.uk/. El

desequilibrio de ligamiento fue testado para todos los pares de loci en cada poblacién y se
realizé un test de probabilidad empleando el algoritmo de Montecarlo basado en Cadenas de
Markov (Markov Chain Monte Carlo - MCMC). Para finalizar, se realiz6 una prueba global
entre las poblaciones mediante el método de Fisher empleando el programa GENEPOP version
4.0.10 (Raimond y Rousset, 1995).


http://www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/new_version.php
http://www.ualberta.ca/~fyeh/
http://www.microchecker.hull.ac.uk/
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3.3 Genotipificacion de los individuos empleando SSRs

El ADN fue extraido empleando el kit DNeasy®— Plant minikit (Qiagen). Se emplearon
ocho pares de cebadores universales desarrollados para este estudio: Ac34.3, Ac48.1, Acl1.2,
Ac28.3, Ac157.1, Ac41.1, Acl172.1 y Acl162.1.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 15 pl empleando
0,5 ng/pl de ADN, 1x de Buffer Hot Start, 2,5 mM de CI,Mg, 0,2 mM de cada dNTP, 1 U de
enzima ADN polimerasa Hot Start (5 U/ul FirePol Solis BioDyne, Tartu, Estonia) y 0,33 pmol
de cada cebador. La reaccion de amplificacion fue realizada en un termociclador con gradiente
(Biometra, Gottingen, Alemania). Las condiciones de ciclado empleadas fueron:
Desnaturalizacién inicial: 94°C por 15 min, 10 ciclos de desnaturalizacion 1 min a 94°C,
hibridacion 1 min en un rango de temperatura de 60 °C a 50°C con una reduccion de 1°C en
cada ciclo y elongacién por 1 min a 72 °C seguidos por 29 ciclos similares empleando una
temperatura de hibridacién de 50 °C.

El tamafio de los fragmentos fue asignado empleando el secuenciador ABI Prism® 3100
(Applied Biosystems) mediante el empleo del programa GENESCAN™. Para ello se emple6 un
marcador de peso estandar GS 500 ROX™ (Applied Biosistems).

3.4 Andlisis estadistico de los datos
3.4.1 Caracterizacién de la diversidad genética nuclear

Se calcularon las frecuencias alélicas por locus para ambas regiones y se identificaron
los alelos Unicos por region.
Se estimaron diferentes pardmetros para caracterizar la diversidad genética nuclear:

Numero promedio de alelos por locus (Na): también conocida como multiplicidad génica y

corresponde al promedio de los distintos alelos identificados para cada locus en cada poblacién
(Gillet et al., 2005).

Numero efectivo de alelos por locus (Ng): permite determinar el nimero de alelos presentes en

. . - 1
altas frecuencias o alelos prevalentes. Fue calculado de la siguiente manera N = S aZ donde x;
14

corresponde a las frecuencias de alélicas (Gillet et al., 2005).

Numero de alelos unicos (Nay): corresponde al promedio de los alelos detectados en una unica

poblacién para cada locus (Barton y Slatkin, 1986; Slatkin y Barton, 1989).
Heterocigosidad observada (Ho): corresponde a la frecuencia promedio de heterocigotas (Hartl
y Clark, 2007).

Heterocigosidad esperada (Hg): corresponde al indice de diversidad génica de Nei h =1 —

Y% x?, donde x; corresponde a las frecuencias alélicas (Nei, 1987). Permite conocer la
proporcion de loci heterocigotas por individuo esperados en equilibrio de Hardy-Weinberg

(Trapnell y Hamrick, 2004). La diversidad genética cuantificada mediante la heterocigosidad
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esperada (Hg) permite conocer la variacion genética a nivel de individuos (Young et al., 1996).
Esta medida corresponde a la proporcion de individuos heterocigotas en un locus dado, estando
limitada por la multiplicidad génica, por las frecuencias alélicas y por los niveles de endogamia
(Young et al.,, 1996; Gillet et al., 2005). Estas estimaciones se realizaron empleando el
programa GenAlEx version 6.41 (Peakall y Smouse, 2006).

También se estimaron los siguientes parametros:

Riqueza alélica (R): Permite predecir la multiplicidad alélica esperada si las muestras fueran de
igual tamafio (Gillet et al., 2005).

Riqueza de alelos unicos (Ray): Permite predecir el nimero de alelos Unicos esperados si dos

muestras fueran de igual tamafio (Szpiech et al., 2008). Las estimaciones de riqueza alélica
permiten independizarse del sesgo que puede introducir el tamafio de la muestra ya que tanto el
namero promedio de alelos por locus, el nimero efectivo de alelos por locus como el nimero
promedio de alelos Unicos por locus dependen del tamafio de la muestra (Gillet et al., 2005).
Para ambos célculos se emple6 el método de rarefaccién. Su implementacion requiere
seleccionar un tamafio poblacional estandar (g o tamafio de rarefaccion) el cual debe ser igual o
inferior al tamafio de la poblacién de menor tamafio (Szpiech et al., 2008) por ello se consider6
g=14 dado que Tucuméan presenta el menor tamafio muestral igual a 14 individuos. Estas
estimaciones se realizaron empleando el programa ADZE version 1.0 (Szpiech et al., 2008)

disponible en http://www.stanford.edu/group/rosenberglab/adze Download.html.

Para determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre los
parametros de diversidad estimados entre las poblaciones se aplicaron pruebas de t pareadas
(Nei, 1987; Ndiade-Borobou et al., 2010). Se realizaron comparaciones pareadas por locus y
para el promedio de todos los loci implementando el programa de aplicacion web GraphPad

disponible en http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttestl.cfm.

3.4.2 Andlisis de las relaciones genéticas entre los genotipos multilocus

Se construy6 una matriz de distancia genotipica individuo x individuo (N x N) para
calcular la distancia genética existente entre los individuos tomados de a pares.

La matriz se construyé considerando un locus simple con los siguientes alelos: i-th, j-th,
k-th y I-th, y se definieron las distancias cuadraticas como: d2(ii, ii) = 0, d%(ij, ij) = 0, d*(ii, ij) =
1, d*(ij, ik) = 1, d*(ij, kI) = 2, d¥ii, jk) = 3, y d¥(ii, jj) = 4. Luego las distancias genéticas fueron
sumadas a través de los loci bajo el supuesto de independencia empleando el programa
GenAlEXx version 6.41 (Peakall y Smouse, 2006).

A partir de esta matriz de distancia genotipica se construyd un arbol no enraizado
empleando el algoritmo Neighbor-Joinning (NJ) mediante la implementacion del programa

Mega version 4 (Tamura et al., 2007) disponible en http://www.megasoftware.net/.



http://www.stanford.edu/group/rosenberglab/adzeDownload.html
http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1.cfm
http://www.megasoftware.net/
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3.4.3 Analisis de la estructura genética de las poblaciones

La estructuracion genética medida a partir del empleo de marcadores neutrales es una
consecuencia de la magnitud de la deriva genética que se encuentra operando, del tamafio
efectivo y/o del grado conjunto de aislamiento geogréafico o ecolégico de cada poblacién local
(Foll y Gaggiotti, 2006).
3.4.3.1 Distribucion de la diversidad genética entre y dentro de poblaciones

El Anélisis de la Varianza Molecular (AMOVA) describe la distribucion de la variacion
genética dentro y entre las poblaciones testando su significancia estadistica. Este analisis parte
de la hipdtesis nula de ausencia de estructuracion de la poblacién (Stewart y Excoffier, 1996)
siendo su idea central convertir una matriz de distancia entre individuos en su equivalente
andlisis de varianza (Huff et al., 1993).

ElI AMOVA permite estimar los indices de la estructura genética usando informacion
del contenido alélico de los haplotipos y sus frecuencias reflejando la correlacion de la
diversidad haplotipica a diferentes niveles jerarquicos de subdivision (Excoffier et al., 1992).

La significancia de los componentes de covarianza asociados con los diferentes niveles
de estructura genética, ya sea entre regiones, entre poblaciones dentro de regiones o dentro de
poblaciones es testada mediante procedimientos de permutacion no paramétricos (Excoffier et
al., 1992).

El anélisis de las diferencias en los contenidos alélicos entre haplotipos es efectuado a
partir de una matriz de distancia obtenida mediante la aplicacion del indice de distancia
Euclidiana entre todos los pares de haplotipos. Se asume que este analisis se desarrolla sobre
segmentos no recombinantes. Para N individuos se identifican S sitios polimérficos. Un
haplotipo es definido como una combinacion de alelos SSRs y puede ser considerado como un
vector de S dimensiones (Excoffier et al., 1992).

La diferencia entre dos haplotipos h; y hy es definida como (p; - px). Cada sitio
polimérfico contribuye con informacion adicional, sin ser necesariamente independientes
evolutivamente. Se define una distancia métrica Euclidiana (Szjk) entre los haplotipos h; y hy
como:

8= (P~ PW"W (pi - PY)
donde W es una matriz de diferencias para los distintos sitios. Esta matriz W puede tomar
diversas formas, dependiendo del analisis que quiera realizarse. Si se supone que todos los sitios
son independientes e igualmente informativos, W = |, es decir ser4 una matriz de identidad,
donde la distancia métrica es igual al resultado de las diferencias entre los alelos SSRs
(Excoffier et al., 1992).
Para particionar la matriz de distancia se considera un sistema genético haploide donde

las distancias inter-haplotipicas son idénticas a las distancias entre individuos. Se organiza un



44

grupo de N individuos desde | poblaciones en una matriz de distancia D?, particionada en una
serie de submatrices correspondientes a las subdivisiones particulares.

Cuando los individuos son agrupados en poblaciones, y las poblaciones agrupadas en
regiones definidas a priori sobre un criterio no genético, corresponde el modelo lineal:

Pjig= P + g + big + Cjig
donde Pjq representa al individuo j (j = 1,....Njg) en la i poblacion(i = 1,....15) y p es la
esperanza no conocida de Pjig, los efectos son a para regiones, b para poblaciones y ¢ para
individuos dentro de poblaciones. Se asume que los efectos son aditivos, aleatorios, no
correlacionados y que estdn asociados a componentes de varianza (desvios cuadraticos
esperados) 6%, 6% y 0%, respectivamente.

Para una distribucion jerdrquica de N individuos en distintos niveles, se puede
particionar la suma total de los desvios cuadraticos en sus componentes de variacion de la
siguiente forma:

SSDrotaly = SSDwpy + SSD(apwp) + SSDac)
donde SSDwe) = es el desvio cuadratico esperado dentro de poblaciones, SSDapmwr) = €S el
desvio cuadratico esperado entre poblaciones dentro de regiones y SSDag) = es el desvio
cuadratico esperado entre regiones. Considerando que W indica “dentro” (within), A indica
“entre” (among), P = poblaciones y G = regiones. Para este modelo lineal, corresponde el
siguiente disefio de AMOVA:

L Grados de Suma de cuadrados .
Fuente de variacion libertad (SSD) Cuadrados medios esperados
Entre regiones G-1 SSD(AG) n" o%a+n'o’ +o’c
Entre poblaciones PG SSD(AP/WG) 06%h + 6%
dentro de regiones
Dentro de poblaciones N-P SSD(WP) c’c
Total N-1 SSD(T) o’T

Los coeficientes n de la tabla representan los tamafios promedio de las muestras de cada
nivel jerarquico, teniendo en cuenta los tamafios de muestra desiguales.
Se testa 6% Y Fsr por permutacion de los haplotipos entre subpoblaciones y entre poblaciones.
Este analisis fue desarrollado utilizando el software Arlequin 3.5 (Excoffier y Licscher, 2010)

disponible en http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/.

Este analisis fue realizado de manera global empleando dos modelos definidos
atendiendo diferentes niveles de subdivision jerarquica para analizar la distribucién de la

variacién genética:


http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/
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Modelo 1: Entre regiones; entre poblaciones dentro de regiones y dentro de poblaciones
Modelo 2: Entre regiones; entre poblaciones dentro de regiones; dentro de poblaciones y dentro
de individuos.

A partir de este dltimo modelo se estimd el indice Fis, el cual permite inferir
estructuracion genética como consecuencia de los efectos de la endogamia, es decir del
cruzamiento entre individuos mas emparentados que la media de la poblacion (Hartl y Clark,
2007).

3.4.3.2 Estimacion del indice de fijacion Fsr

El indice de fijacion de Wright Fsy definido en términos de varianza fue calculado para
todos los loci (Fst global) a partir del AMOVA segln la ecuacion

o2+o}

Fsr = (Weir y Cockerham, 1984)

o
donde la varianza molecular total (o1%) es la sumatoria de los componentes de covarianza debido
a diferencias haplotipicas dentro de poblaciones (o), los componentes de covarianza debido a
diferencias haplotipicas entre diferentes poblaciones dentro de la misma regién (o), y los
componentes de covarianza debido a diferencias haplotipicas entre poblaciones (o,?). La
significancia estadistica del indice de fijacion fue testada con un valor obtenido mediante 1023
permutaciones de los haplotipos dentro de subpoblaciones y entre regiones para el 95% de
confianza (p<0,05). Ademas, bajo esta definicion se estim¢ el indice de fijacion para cada
regién tomando a las poblaciones como unidad jerarquica menos inclusiva.

El indice de fijacion tiene un minimo tedrico de cero, el cual indica ausencia de
divergencia genética y un maximo teérico de uno, que indica fijacion de alelos alternativos en
diferentes poblaciones (Hartl y Clark, 2007).

El indice de fijacion Fsr definido en términos de identidad por descendencia fue
estimado para las poblaciones tomadas de a pares segln la ecuacion: Fgr = % (Slatkin, 1991)
donde ¢, es el tiempo de coalescencia promedio de dos genes tomados al azar desde la misma
subpoblacion, mientras que t es el tiempo de coalescencia promedio de dos genes tomados al
azar de la especie en su totalidad (Templeton, 2006). El indice de fijacién para el total de las
poblaciones se estimd a partir del promedio de los valores de a pares (Fst global) y se estimo el
indice de fijacion paca cada regién tomando a las poblaciones como unidad jerarquica menos
inclusiva.

Estos andlisis fueron realizados empleando el programa Arlequin 3.5 (Excoffier y
Lischer, 2010).

El indice Fsr por poblacion fue estimado mediante inferencia bayesiana. Para la
estimacion de los parametros del modelo se emplea una combinacion del algoritmo de

Montecarlo basado en Cadenas de Markov (MCMC) y el algoritmo de Montecarlo basado en
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cadenas reversibles de Markov (Reversible Jump Markov Chain Monte Carlo - RIMCMC),
algoritmos que permiten estimar la probabilidad a posteriori de los modelos y sus parametros
(Foll y Gaggiotti, 2006). Para la estimacién de los indices de fijacidén por poblacion se empleé el

programa BIMr Version 1.1 (Faubet y Gaggiotti, 2008) disponible en http://www-leca.ujf-

grenoble.fr/logiciels.htm.

Para la implementacion del modelo se emple6 una matriz de distancia geogréfica entre
poblaciones, estos datos son introducidos en el andlisis a través de la distribucion a priori de los
indices Fsr especificos para cada poblacién, mientras que los datos genéticos son introducidos
en las funciones de probabilidad. Para la estimacion de la probabilidad a posteriori la cadena de
Markov Montecarlo (MCMC) fue corrida por un total de 8 x 10° iteraciones dénde las
primeras 10° correspondieron al periodo de burn-in, es decir un periodo previo al muestreo que
le permite a la cadena alcanzar el periodo estacionario. Ademas, se corrieron 20 pruebas piloto
(pilot runs) de una longitud de 10° para contribuir a alcanzar el estado estacionario de la
cadena. Las restantes 5 x 10° iteraciones presentaron una frecuencia de muestreo en la cadena
(thining interval) de 100, lo cual da un tamafio de muestreo (sample size) igual a 5 x 10* para
cada analisis. ElI grado de incertidumbre de los estimadores fue medido mediante el
establecimiento de los limites del menor intervalo que contenga el 95% de los valores (Highest
Probability Density Interval — HPDI). Cada corrida fue repetida 5 veces de manera paralela para
evitar problemas de convergencia. Para obtener las estimaciones del parametro se selecciono la
corrida que presentd la menor desviacion.

El indice Fst puede ser sobreestimado en caso de presencia de alelos nulos en los loci
analizados (Chapuis y Estoup, 2007) y puede ser subestimado cuando la heterocigosidad dentro
de las poblaciones es elevada (Jost, 2008) situacion frecuente en las especies forestales al
emplear SSRs nucleares. Asi, se control6 el efecto potencial de la presencia de alelos nulos
sobre la diferenciacion genética mediante el célculo de los valores de Fst empleando el método
de exclusion de alelos nulos (excluding null allele - ENA) implementado en el programa

FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007) disponible en http://www.ensam.inra.fr/URLB/.

La presencia de elevados niveles de diversidad genética puede ocultar la existencia de
estructuracion genética debido a la distorsion que puede provocar en la estima del indice Fsy
tradicionalmente utilizado (Jost, 2008) el cual es una medida explicita de la diferenciacion
relativa entre poblaciones (Whitlock, 2011) y es independiente de los niveles de diversidad
genética (Hs). Este analisis se realiz6 empleando el programa SMOGD version 1.2.5 (Crawford,

2010) disponible en http://www.ngcrawford.com/django/jost/.

Las estimaciones de Fgr se basan en un ndmero limitado de individuos tomados desde

algunas poblaciones los cuales son genotipificados para un nimero reducido de loci. Debido a


http://www-leca.ujf-grenoble.fr/logiciels.htm
http://www-leca.ujf-grenoble.fr/logiciels.htm
http://www.ensam.inra.fr/URLB/
http://www.ngcrawford.com/django/jost/
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que Fsr es basicamente la relacion entre dos varianzas, este indice dificilmente es estimado de

manera exacta sin contar con gran cantidad de datos (Whitlock y McCauley, 1999).
3.3.3.3 Determinacion de la estructura genética mediante andlisis bayesiano

Esta aproximacion involucra el muestreo de ADN desde los miembros de un nimero
potencial de grupos genéticos o clusters y la estimacién de las frecuencias alélicas en cada
cluster para una serie de loci no ligados. A partir de las frecuencias alélicas es posible calcular
la probabilidad del origen de un genotipo dado en cada cluster. De esta manera, individuos de
origen desconocido pueden ser asignados a clusters de acuerdo a esta probabilidad.

Los estudios poblacionales parten, generalmente, de la definicion subjetiva del nimero
de poblaciones. En el presente estudio se definié el nimero de poblaciones en base a la
localizacion geogréafica de los individuos muestreados. Sin embargo, resulta de interés el
conocer si las poblaciones definidas bajo criterios subjetivos representan poblaciones en
términos genéticos. Debido a esto, los métodos de asignacion resultan de utilidad para confirmar
si la clasificacién subjetiva es consistente con la informacién genética y si resulta apropiada
para el estudio de otras cuestiones de interés (Pritchard et al., 2000). Este método puede ser
aplicado a varios tipos de marcadores (microsatélites 0 SSRs, polimorfismos de los fragmentos
de restriccion o RFLPs y polimorfismos de base Unica o SNPs). Entre sus supuestos asume que
los loci presentan equilibrio de ligamiento y condiciones de equilibrio de Hardy-Weinberg
dentro de poblaciones (Pritchard et al., 2000)

Es posible definir el nimero de clusters y asignar individuos, probabilisticamente a
estos, implementando métodos de agrupamiento mediante inferencia bayesiana. Se asume un
modelo en el cual existen k clusters, y cada uno de ellos esta caracterizado por determinadas
frecuencias alélicas en cada locus (Pritchard et al., 2000). Mientras que los estimadores
tradicionales en genética de poblaciones pueden ser calculados empleando célculos analiticos
simples, los métodos actuales de anélisis dependen en gran medida del poder computacional,
esta dependencia se acentla principalmente, para los métodos basados en maximum likelihood o
inferencia bayesiana (Pearse y Crandall, 2004).

La estructura genética poblacional fue estudiada mediante algoritmos de agrupamiento
bayesiano para determinar el nimero mas probable de clusters (k) en los cuales se agrupan los
individuos empleando Unicamente informacion genética (genotipos multilocus) asignando
individuos a estos clusters. Para este analisis se empled un modelo de tipo admixture (admixture
ancestry model), el cual asume que la constituciéon genética de un individuo puede originarse
desde diferentes poblaciones y se considerd que las frecuencias alélicas son independientes
entre las poblaciones (Independent frequency model). Este analisis requiere de dos etapas: la
primera atiende cuestiones relacionadas a la seleccion del modelo y a la determinacion del

namero k mas apropiado para la interpretacion de los datos, en tanto que la segunda consiste en
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el anélisis del agrupamiento de los individuos dentro de cada grupo genético para el nimero k
inferido.

Para estimar el valor de k se asignaron valores desde 1 hasta 6 con 10 repeticiones
independientes para cada valor de k. Se obtuvieron los resultados a partir de corridas de MCMC
de 750.000 iteraciones luego de un periodo de burn-in de 500.000 iteraciones. Para la
determinacion de la longitud del periodo de burn-in (m) se estimé el log[Pr(X| P(™, Q(™)]y
otros estadisticos en una serie de ensayos, empleando distintos valores de m, hasta establecer el
tiempo requerido por la cadena para alcanzar un estado aproximadamente estacionario. Cuando
no se detectaron diferencias sustanciales entre distintas corridas para el mismo valor de k se
considerd estar en condiciones de obtener estimaciones precisas. Para el desarrollo de este
analisis se empled el programa STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et al., 2000) disponible en

http://pritch.bsd.uchicago.edu/structure software/release versions/v2.3.3/html/structure.html.

Para estimar el ndmero real de k se implement6 el método de Evanno. Evanno et al.
(2005) propusieron una medida ad hoc Ak, la cual representa la tasa de cambio de segundo
orden del In[Pr(X|k)] con respecto a k y provee un estimador del nimero de agrupamientos o
clusters. Mediante estudios de simulacion, Evanno et al. (2005) demostraron que la estimacion
de k a partir de la probabilidad a posteriori, Pr(X/k), a menudo no coincide con el nimero real
de k, por el contrario el valor de k que presentd el mayor Ak coincidio con el valor real de k. En
el presente estudio, el nimero real de k fue obtenido mediante la estimacion de los valores de Ak
para los diferentes valores de k (k=1-6). Para ello, se partié de los resultados obtenidos mediante
10 corridas independientes del programa STRUCTURE 2.3.3. Las estimaciones de Ak fueron
realizadas empleando la aplicacion web STRUCTURE HARVESTER version 0.6.92 (Earl y
vonHoldt, 2011) disponible en http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/. Ademas, se

analizé la estructura genética mediante inferencia bayesiana para cada region de manera
independiente para conocer si existe subestructuracion genética dentro de las regiones

analizadas.
3.4.4 Cuantificacion del flujo génico
3.4.4.1 Cuantificacién del flujo génico histérico

Los métodos indirectos para la cuantificacién de los niveles de flujo génico permiten
inferir el nimero de migrantes que han sido intercambiados histéricamente por generacion
(Nem) a partir del nivel de diferenciacion genética existente entre poblaciones (Burczyk et al.,
2004). Slatkin y Barton (1989) propusieron distintos métodos para estimar la importancia
relativa del flujo génico y de la deriva genética empleando la distribucion de las frecuencias
alélicas. Entre ellos se encuentra el método basado en el estadistico Fst de Wright y el método

basado en alelos raros (Slatkin y Barton, 1989).


http://pritch.bsd.uchicago.edu/structure_software/release_versions/v2.3.3/html/structure.html
http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/
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Método basado en el estadistico Fsr: Wright (1951) demostré que, bajo el modelo de islas,

1 . P . 1 1 .
Fgr ® ———; si m<<1. Desde esta formula podemos estimar N,m = - (— — 1). La mayoria
1+4N,m 4 \Fgr

de los estudios en los cuales se cuantifica el flujo génico publicados hasta la fecha estan basados
en las relaciones entre Nm y Fst (Broquet y Petit, 2009).

Debido a las diferentes concepciones subyacentes a las estimas del indice de fijacién, ya
sea en términos de varianzas en las frecuencias alélicas o en términos de identidad por
descendencia, es posible estimar el nimero efectivo de migrantes basado en el tamafio efectivo
en términos de varianza o en el tamafio efectivo en términos de identidad por descendencia,
respectivamente. De esta manera, estas estimaciones reflejaran la magnitud de la fragmentacién

o de la identidad por descendencia sobre los niveles de flujo génico.

Se estimé el nivel de flujo génico global N,m a partir de la relacién Fgr = m,
donde N, es el tamafio efectivo en términos de varianza (variance effective size) el cual permite
describir los efectos del error de muestreo y/o de la subdivision poblacional como consecuencia
de la deriva genética a partir de la medicion de la varianza en las frecuencias alélicas a través de

las generaciones (Templeton, 2006).

1
1+4Nggm’

Se estimé el nivel de flujo génico global Ngm a partir de la relacion Fgp =
donde N es el tamafio efectivo en términos de endogamia (inbreeding effective size) el cual
permite describir la acumulacion de identidad por descendencia (F) en una poblacion como
consecuencia de la deriva genética (Templeton, 2006).

La estimacion de los niveles de flujo génico desde datos genéticos, debe ser realizada
con cautela, principalmente porque estos métodos asumen supuestos acerca de las poblaciones
gue son poco probables en la naturaleza. Withlock y McCauley (1999) cuestionaron el calculo
de N.m de manera indirecta a partir del Fs; aunque consideraron que esta estimacién indirecta
puede ser valida cuando la escala espacial es pequefia, la tasa de migracion es relativamente
alta, el tamafio de la muestra y el namero de loci son elevados y cuando la pregunta biolégica
real sea la estimacion de los niveles de flujo génico a partir de Nem.

Método basado en alelos raros: Slatkin (1981) desarrollé un método para estimar los valores
promedios de Nm a partir de muestras de alelos tomados desde varias poblaciones, donde p(1)
es la frecuencia promedio de alelos que son encontrados en una Unica poblacion. Mediante
estudios de simulacion bajo el modelo de islas, Slatkin (1985) describio la relacion log,o[p(1)]
de manera aproximadamente lineal con log;q(Nm), asi log.o[p(1)] = a log,o(Nm) + b,
donde a y b dependen del nimero de individuos muestreados en cada poblacion. Barton y
Slatkin (1986) desarrollaron una teoria analitica a partir de la cual demostraron que p(1) es
analogo a Fgr por lo cual esta seria una medida de la dispersion en la distribucion de las

frecuencias génicas. La mayoria de los alelos encontrados en una Unica muestra han estado



50

presentes por un tiempo suficiente para alcanzar un cuasi-equilibrio entre migracion y deriva
genética (Barton y Slatkin, 1986).

Se calculd6 Nm usando el método de alelos raros, incluyendo una correccion para el
tamafio de la muestra, tanto a nivel global como a nivel regional implementando el programa
Genepop  version  4.0.10 (Raymond y  Rousset, 1995)  disponible en

http://www.genepop.curtin.edu.au/.

En cuanto a las dificultades presentadas por este método, debido a que asume
fundamentalmente los mismos supuestos que el Fsr se debe tener las mismas precauciones a la

hora de interpretar los resultados (Whitlock y McCauley, 1999).

3.4.4.2 Cuantificacién del flujo génico reciente

La identificacion de posibles inmigrantes o descendientes de inmigrantes recientes
puede ser realizada incluyendo informacion a priori acerca de la localizacion geogréfica de los
individuos al analisis bayesiano. Este andlisis asume que cada individuo presenta una alta
probabilidad de ser originario de la region geografica en la cual fue muestreado y permite, con
una baja probabilidad, que sea un inmigrante o un descendiente de un inmigrante reciente
(Pritchard et al., 2000). Asi, el empleo de la informacion geogréafica mejora la precision de la
asignacion de los individuos a los clusters y mejora la estimacion de probabilidad a posteriori.
Ademas, esta aproximacion permite, mediante comparacién con el anélisis que no emplea
informacién geogréafica a priori, corroborar si los grupos genéticamente definidos, coinciden
con los grupos geogréaficos (Pritchard et al., 2000).

Se testaron distintos valores de la tasa de inmigracion v para el célculo de la
probabilidad de que un individuo sea un inmigrante. El andlisis fue realizado para valores de v
iguales a: 0,005; 0,05 y 0,1, dado que ha sido sugerido emplear valores dentro del rango 0,001-
0,1 (Pritchard et al., 2000). Las demas caracteristicas del modelo empleado para este analisis
coinciden con las descriptas en el punto 3.2.3.3. El valor de k fue calculado para un rango k=1-6
con 10 repeticiones para cada valor de k y se aplicé el método de Evanno para la identificacion
del valor real de k a partir de Ak. Estos analisis se realizaron empleando el programa
STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et al., 2000) y la aplicacién web STRUCTURE HARVESTER
version 0.6.92 (Earl y von Holdt, 2011).


http://www.genepop.curtin.edu.au/
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4. Resultados
4.1 Desarrollo de SSR especificos para Anadenanthera colubrina var. cebil

En la Figura 11-2 se presentan los resultados obtenidos en las distintas etapas del
desarrollo de los marcadores SSRs especificos para A. colubrina var. cebil. Si bien se secuencid
un namero similar de insertos en cada libreria (~100) s6lo un bajo porcentaje de los insertos de
la libreria B contenian regiones SSRs. A su vez, la calidad de las secuencias provenientes de
esta libreria fue menor, con lo cual tan sélo el 20% de las secuencias provenientes de esta
libreria pudieron ser utilizadas para el disefio de cebadores (Tabla 11-1). EI proceso de desarrollo
de cebadores de novo fue exitoso, presentando la libreria compuesta por motivos (GA),
rendimientos superiores. Estos resultados pueden explicarse por la temperatura de hibridacién
empleada durante el proceso de captura o por la prevalencia de motivos (GA), en el genoma de
esta especie. Al utilizar una mezcla de oligonucle6tidos, como es el caso de la libreria B, debe
seleccionarse una temperatura de hibridacion 6ptima para todos ellos. La mayoria de los insertos
de la libreria B secuenciados no contenian regiones SSRs, con lo cual, la temperatura de
hibridacion empleada podria haber sido muy elevada. En relacion a la composicion del genoma
de A. colubrina var. cebil, se sabe que en plantas los motivos (GA), ocurren con mayor
frecuencia (Weising et al., 2005) y en coincidencia con esto, la libreria A compuesta por
motivos (GA)y, fue la mas exitosa.

Se disefiaron 29 pares de cebadores desde la libreria A y s6lo un par de cebadores desde
la libreria B. Los 30 pares de cebadores fueron empleados en las pruebas de funcionalidad. El
50% de los cebadores disefiados desde la libreria A fueron funcionales y un 60% de ellos
permitieron genotipificar claramente a los individuos (Tabla I1-1). Asi, se obtuvieron nueve
pares de cebadores de los cuales 8 resultaron polimérficos en las poblaciones analizadas (Figura
11-2 y Tabla I1-2).

4.2 Utilidad de los nuevos marcadores para estudios genético - poblacionales

Los nueve marcadores SSRs desarrollados presentaron un nimero promedio de alelos
por locus por poblacién de 9,719 siendo las heterocigosidades observada y esperada promedio
por locus de 0,725 y 0,791, respectivamente (Tabla 11-3). Algunos loci, en determinadas
poblaciones, no presentaron las proporciones esperadas en equilibrio Hardy - Weingberg.
Ademas, en algunas poblaciones, se detectd para estos loci un exceso de homocigosis debido a
la presencia de alelos nulos. Todos los loci se encontraron en equilibrio de ligamiento, a

excepcion de los loci Ac28.3-Ac162.1 que presentaron desequilibrio de ligamiento entre ellos.
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Figura 11-2: Resultados de las diferentes etapas del desarrollo de los marcadores microsatélites
en A. colubrina var. cebil.




Tabla 11-1: Efectividad en el proceso de desarrollo de microsatélites especificos para A. colubrina var. cebil.
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Eficiencia del Enriquecimiento

Eficiencia del disefio de cebadores

Funcionalidad

Libreria  Oligonucledtidos o N° de Secuencias de | Secuencias con N° de N° de loci N° de loci .
N de insertos insertos alta calidad regiones pares de amplificados | t Loci
secuenciados con SSRs con SSRs flanqueantes cebadores cIaF:'amente ¢ ar.a|fnfen € polimdrficos
Optimas disefiados genotipificados
A (GA)10 106 77 (73%) 56 (73%) 84% 29 (52%) 15 (51.7%) 9 (60%) 8 (88%)
(GAA)g
B (CAA)g 98 20 (20.5%) 6 (30%) 100% 1 (17%) 0% - -
(CA)0
Total 204 97 (47.6%) 62 (64%) 85.5% 30 (48.4%) 15 (50%) 9 (60%) 8 (60%)
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Figura 11-3: Alelos revelados por los ocho marcadores SSRs polimorficos especificos para A. colubrina var. cebil identificados mediante un secuenciador
analizador de fragmentos.




Tabla I1-2: Caracterizacion de los nueve marcadores SSRs desarrollados para A. colubrina var. cebil (n= 69 individuos).

Secuencia de los cebadores

Nuamero de acceso

Locus (5-3) Motivo de repeticion Tamario (bp) Ta (°C) GenBank
F: ccattctacaacacgcaagtg
* -
Ac34.3 R: cetecaattectecanctee (CT)1(GT)3 171-203 . JQ086537
F: gagacccaaccacacgagtt TD 6010 50°C
AcdB.L* . ggtgtaattccataactctettctctg (CA)0 129-171 Mtlj)lgslex JQ086538
. F:caagcgtttcctgatatttattg _
Acll2®  p. ttgccatttccttatttagtatga (G 110-124 JQ086539
» F:gagcagccatgtttggagta ] .
A3 o odtionat (GAA)sXa5(GA)2s 207-277 65°C JQ086540
, F: ccaccctecatttttatttatct .
ACIST.I* o agaaaccacggCaac (CT)1s(CA)s(CT)s(CA)ye  106-201 65°C JQ086541
«« F:acgagctccacattcatge ] .
AL I egtttootttgAa0g (TC)1(AC); 125-158  TD 68 éc;e 50°C Q086542
, F: tctaaattacgtggagaaaacgaa i :
ACLT2.1% e asaaeatat (A)sG(A)s(CT)1 87-122 Multiplex JQ086543
Acle2.1x - totatgtgtgaatatggaagtige (GA) 114-170  TD 6010 50°C Q086544
R: gcagtgcatgtgaccacctt
Ac29.2++ T gceagtglgatggatatetge (GT)15(GA)z5 327 TD 60 to 50°C 10806379

R: tcaagtagtggctttcaacttcc

T a: Temperatura de hibridacion (TD: Touchdown)
*cebador Forward etiquetados con FAM su extremo 5

**cebador Forward etiquetados con HEX su extremo 5
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Tabla 11-3: Namero de alelos, Heterocigosidad observada (Ho) y Heterocigosidad esperada
(Hg) por locus en las poblaciones estudiadas.

NUdmero de

Poblacion Locus alelos Ho He
Ac34.3 12 0,850 0,853
Ac48.1 9 0,800 0,818
Acll.2 5 0,500 0,696
Candelaria Ac28.3 10 0,450 0,858
Acl57.1 14 1,000 0,873
Ac4l.1 11 0,737 0,637
Acl72.1 8 0,450 0,765
Acl62.1 10 0,800 0,744
Ac34.3 10 0,875 0,840
Ac48.1 9 0,688 0,760
Acll.2 5 0,375 0,594
Santa Ana Ac28.3 8 0,438 0,803
Acl57.1 13 0,875 0,793
Ac4l.1 11 0,813 0,736
Acl72.1 9 0,563 0,686
Acl62.1 9 1,000 0,836
Ac34.3 10 1,000 0,862
Ac48.1 10 0,636 0,872
Acll.2 6 0,571 0,673
TUCUmAn Ac28.3 14 0,786 0,888
Acl57.1 8 0,714 0,768
Ac4l.1 6 0,714 0,684
Acl72.1 9 0,786 0,852
Acl62.1 6 0,778 0,679
Ac34.3 12 0,722 0,897
Ac48.1 11 0,438 0,859
Acll.2 5 0,474 0,717
Jujuy Ac28.3 12 0,917 0,892
Acl57.1 12 0,833 0,826
Ac4l.1 8 0,842 0,717
Acl72.1 15 0,895 0,917
Acl62.1 14 0,895 0,906
Promedio 9,719 0,725 0,791

(por locus)
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4.3 Andlisis estadistico de los datos
4.3.1 Caracterizacion de la diversidad genética nuclear

Los marcadores especificos desarrollados para A. colubrina var. cebil presentaron entre
8 y 28 alelos por locus. Los ocho marcadores SSRs definieron un total de 152 alelos
considerando a las cuatro poblaciones estudiadas, de los cuales 41 alelos (27%) estuvieron
presentes Unicamente en la region Paranaense, 46 alelos (30%) estuvieron presentes en la region
Yungas, en tanto que los 65 alelos restantes (43%) estuvieron presentes en ambas regiones
(Figura 11-4).

La diversidad genética fue caracterizada mediante diferentes parametros, siendo Jujuy la
poblacién que present6 los mayores valores para todos ellos (Tabla 11-4). EI nimero de alelos
por locus promedio present6 un rango de 8,625 a 11,125 alelos, mientras que el nimero efectivo
de alelos promedio presentd un rango de 4,479 a 7,692 alelos. En todas las poblaciones el
namero efectivo de alelos fue inferior al nimero de alelos observado, indicando que los alelos
no presentaron frecuencias similares en las poblaciones analizadas dado que existen alelos a
baja frecuencia. Los alelos presentes en una unica poblacion, conocidos como alelos Unicos,
presentaron un rango comprendido entre 1,125 y 3,125 (Tabla I1-4). Las pruebas de t pareadas
mostraron que para el analisis por locus Jujuy presentd 3 loci con los mayores valores en varios
parametros de diversidad genética resultando estas diferencias estadisticamente significativas,
entre ellos se destacan la riqueza alélica y la riqueza de alelos Unicos ya que estos estimadores
son independientes del tamafio muestral. Al realizarse este andlisis para los valores promedio de
todos los loci, tanto el namero promedio de alelos por locus, como el nimero efectivo de alelos,
la heterocigosidad esperada, la riqueza alélica y la riqueza de alelos Unicos presentaron valores
mayores resultando estas diferencias estadisticamente significativas (Tabla 11-5).

En promedio, todos los loci presentaron valores elevados de He en todas las poblaciones
(H=0,791) y una elevada multiplicidad génica promedio (N,=9,719), siendo Jujuy la poblacion
gue presentd el mayor valor de Heg (Hg=0,841). Jujuy presentd mayor diversidad genética
(R=7,698 y Ray=2,559). Ademas, esta misma poblacién presentd el mayor valor de riqueza de
alelos unicos (Rau= 2,56) (Tabla I1-4).
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Tabla 11-4: Caracterizacion de la diversidad genética revelada por los marcadores SSRs en las poblaciones estudiadas. Se resaltan los valores méas elevados

por poblacion.

Regién Poblacion N Na Ne Nau Ho He R Rau

Candelaria 20 9,875 5166 2,500 0,698 0,780 6,388 1,829

Paranaense
Santa Ana 16 9,250 4,479 1,125 0,703 0,756 6,353 1,255
Tucuman 14 8,625 5,548 1,625 0,748 0,785 6,573 1,607
Yungas
Jujuy 19 11,125 7,692 3,125 0,752 0,841 7,698 2,559
Promedio 9,719 5,721 2,094 0,725 0,791 6,753 1,813

N=tamafio de la poblacién, Na=nimero promedio de alelos por locus, Ne=nimero efectivo de alelos por locus, Nay=nimero promedio de alelos Unicos por locus, Ho=heterocigosidad observada,
He =heterocigosidad esperada, R=riqueza alélica y Ray-riqueza de alelos Unicos.
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Tabla 11-5: Resultados de las pruebas no paramétricas, pruebas de t pareadas entre los parametros de diversidad genética por locus y para el promedio de los 8
loci. En la tabla A) se presentan las poblaciones de la region Paranaense y en la tabla B) las poblaciones de la region Yungas. Entre paréntesis se indican los
valores de p para las estimas estadisticamente significativas, en verde los valores menores y en rojo los valores mayores.

A Candelaria Santa Ana
Locus N, N, Noo s H. R R N, N, N . H. R R
34.3 12 6.780 | 1.000 | 0.850 | 0853 | 7,765 | 1246 | 10 6.244 | 0.000 0.875 0.840 7056 | 0935
48.1 9 5479 | 2000 | 0800 | 0818 | 6383 | 1,258 9 4163 | 2,000 0.688 (gggg) 6471 | 0984
0375 0.594
11.2 5 3202 | 1.000 | 0500 | 0696 | 4125 | 1,137 5 2462 | o000 | o3| OSML | aces | 0197
5069 | 0.000 0.803 0,349
28.3 10 7018 | 4000 | 0450 | 0858 | 7136 | 2,694 8 ooy | oo | 043 oot | 832t | 05
157.1 14 7843 | 6000 | 1000 | 0873 | 8213 | 4308 | 13 4830 | 4.000 0.875 0.793 7523 | 3,440
: ©.020) | & : (0.044) : : : : - - , ,
411 11 2756 | 3.000 | 0.737 (gggg) 5700 | 2096 | 11 3793 | 2.000 0.813 0.736 6547 | 1,999
1721 8 4255 | 0000 | 0450 | 0.765 | 5671 | 0258 9 3180 | 0.000 0.563 0.686 6.058 | 0898
162.1 10 3902 | 3000 | 0.800 | 0744 | 6104 | 1,543 9 6.095 | 1.000 (éggg) 0.836 6,726 | 1249
Todos los loci | 9.875 | 5166 | 2500 | 0.698 | 0.78 6.388 | 1.829 | 9250 | 4479 | 1125 0.703 0.756 6353 | 1.255
Locus Tucuman Jujuy
9.672 0.897 8791 | 1914
34.3 10 7259 | 1000 | 1000 | 0862 | 753 | 0800 | 12 | gofd | 2000 0.722 0ot | 0oz | (o0
48.1 10 7806 | 3000 | 0636 | 0872 | 8211 | 3272 | 11 7111 | 3.000 (g'ggf) 0.859 7,557 2.44
11.2 6 3063 | 1.000 | 0571 | 0673 | 438 | 0962 5 (gggg) 0.000 0.474 0.717 4338 | 0266
283 14 8900 | 6000 | 0786 | 0888 | 9268 | 4078 | 12 9290 | 4.000 0.917 0.892 0166 | 3822
1571 8 4308 | 1000 | 0714 | 0768 | 5978 | 1800 | 12 5735 | 5.000 0.833 0.826 7486 | 3572
411 6 3161 | 1000 | 0714 | 0684 | 4647 | 0952 8 3539 | 4.000 0.842 0.717 5435 | 2973
15 | 12,033 0717 | 2132
172.1 9 6759 | 0000 | 0786 | oss2 | 7258 | 0599 | (.| SN | 200 0.895 0917 | iy | Goun
4 | 10618 9.092 | 3555
162.1 6 3115 | 0000 | 0778 | o679 | s204 | 004 | (| IO | 5000 0.895 0906 | 00rs) | @om
) 11125 | 7,602 0.841 7698 | 2559
Todos losloci | 8625 | 5548 | 1625 | 0748 | o785 | 6573 | 1607 | ooiS | [ | 3125 0.752 oo | G | 6o
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4.3.2. Andlisis de las relaciones entre los genotipos multilocus

A partir de un arbol no enraizado es posible visualizar las relaciones existentes entre los
individuos teniendo en consideracion la distancia genética entre sus genotipos multilocus
(Figura 11-5). Los genotipos se agrupan coincidiendo con el origen geografico de los individuos.

Diecisiete de los veinte individuos de Candelaria se encuentran agrupados
principalmente en el Grupo 1, mientras que doce de los dieciséis individuos de Santa Ana se
encuentran agrupados principalmente en el Grupo 3. Por su parte, la mayoria de los individuos
de Tucuman y de Jujuy se agruparon en el Grupo 2 (once de los catorce individuos de Tucuman
y trece de los diecinueve individuos de Jujuy). La mayor heterogeneidad estuvo presente en el
Grupo 3 donde se agruparon individuos originarios de las cuatro poblaciones, si bien este grupo

estuvo integrado en mayor proporcion por individuos de Santa Ana (Figura 11-5).
4.3.3 Analisis de la estructura genética de las poblaciones
4.3.3.1 Distribucion de la diversidad genética dentro y entre poblaciones

ElI AMOVA permitié conocer la particion de la variacion genética en los diferentes
niveles jerarquicos de subdivision poblacional, los cuales fueron establecidos a partir de
criterios no genéticos. En el Modelo 1 se establecieron tres niveles jerarquicos, siendo el nivel
dentro de poblaciones el que presentd el mayor porcentaje de variacion (88,94%), el porcentaje
de variacion restante estuvo distribuido de manera proporcional entre los otros dos niveles: entre
poblaciones dentro de regiones y entre regiones (~5,5%) (Tabla 11-6 A). En el Modelo 2 se
adiciond un nivel jerarquico menos inclusivo que considera a la fuente de variacion dentro de
individuos, es decir la variacién en la composicion alélica de los genotipos dentro de cada
individuo. Bajo este modelo, el nivel dentro de individuos contuvo el mayor porcentaje de
variacién (82,26%) (Tabla 11-6 B). Este AMOVA permitio la estimacién del indice Fs el cual
resulté estadisticamente significativo a un nivel del 95% de confianza y su magnitud fue de
0,08. Este valor indica que los efectos de la endogamia son bajos en estas poblaciones ya que no
se ha incrementado la homocigosis. Resultado que ademas concuerda con los elevados niveles
de variacion detectados en el nivel dentro de individuos. Ademas, valores bajos de Fs indican
gue en las poblaciones presentan principalmente fertilizacion cruzada o alogamia con niveles

bajos de endogamia.
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Figura I1-5: Relaciones entre los individuos de A. colubrina var. cebil a partir de la
informacion de sus genotipos multilocus. Poblaciones: @ Candelaria,

Santa Ana,
M Tucumany  Jujuy. Grupos: 1 (izquierda), 2 (derecha) y 3 (inferior).
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Tabla 11-6: Analisis de la varianza molecular: A) Modelo 1, sin nivel individual y B) Modelo 2,

con nivel individual.
A)

- Grados de Suma de Componentes de Porcentajes de
Fuente de Variacién . . L
libertad cuadrados varianza variacion
Entre regiones 1 14,600 0,123 Va 5,59
Entre pobIaC|_ones dentro 2 12,048 0,120 Vb 5,48
de regiones
Dentro de poblaciones 134 261,403 1,951 Vc 88,94
Total 137 288,051 2,193
B)
o Grados de Suma de Componentes de Porcentajes de
Fuente de Variacion . . L e
libertad cuadrados varianza variacion
Entre regiones 1 14,600 0,123 Va 5,59
Entre poblacpnes dentro 5 12,048 0,116 Vb 5,27
de regiones
Entre mdmdups dentro 65 136,903 0,151 Ve 6.88
de poblaciones
Dentro de Individuos 69 124,500 1,804 vd 82,26
Total 137 288,051 2,193
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4.3.3.2 Estimacion del indice de fijacion Fsy

El indice Fsr se estim6 a partir de diferentes aproximaciones y empleando diferentes
metodologias. Por su parte, los valores de este indice inferidos tanto desde la varianza en las
frecuencias alélicas como desde la identidad por descendencia presentaron valores
estadisticamente significativos Fs1=0,111 y Fsy=0,093, respectivamente. Estos valores indican
que existe estructuracion genética moderada entre las poblaciones. El indice de fijacion Fsr por
region, calculado tanto en términos de la varianza en las frecuencias alélicas como en términos
de identidad por descendencia, presentd valores estadisticamente significativos para ambas
regiones e indico presencia de estructura genética moderada en la region Paranaense y una baja
estructuracion genética en la region de las Yungas (Tabla I1-7).

Se determind el nivel de diferenciacion de cada poblacion respecto al conjunto de las
poblaciones estimando el indice de fijacién de cada poblacién local mediante inferencia
bayesiana. Todos los indices Fsy por poblacion presentaron intervalos de confianza
relativamente estrechos indicando estimaciones confiables de estos indices y un rango similar.
De esta manera, podria decirse que estas poblaciones presentaron niveles similares de
diferenciacion respecto al complemento, excepto Jujuy, la cual muestra un rango comprendido
entre valores de diferenciacion menores (Tabla I1-7).

Dado que algunos loci presentaron alelos nulos en algunas de las poblaciones se
implementd el calculo del indice Fst mediante la exclusion de los mismos. A partir de este
analisis pudo determinarse si la inclusion de los alelos nulos genera distorsion en las
estimaciones de los pardmetros poblacionales. El indice Fsr obtenido excluyendo los loci con
alelos nulos no presentd diferencias respecto al indice Fsr calculado incluyendo estos loci siendo
los resultados 0,08 y 0,07, respectivamente. Dado este resultado, se mantuvieron todos los loci
en los analisis posteriores para aumentar la cobertura del genoma (Tabla I1-7).

A pesar de que los valores de Fsr fueron estadisticamente significativos y revelaron
presencia de estructura genética moderada en las poblaciones estudiadas, el indice D de Jost
mostrd valores mas elevados (Dgiopa=0,370). A nivel regional, la region Paranaense presentd un
mayor valor de diferenciacion genética respecto al presentado por la regién de las Yungas
(D=0,214 y D=0,124, respectivamente (Tabla I1-7).
4.3.3.3 Determinacion de la estructura genética poblacional mediante analisis bayesiano

Se establecié el nimero de clusters genéticos (k), es decir, el nimero de poblaciones
desde el punto de vista genético mediante un andlisis bayesiano. Implementando del método de
Evanno (Evanno et al., 2005) se determiné el nimero real de k a partir del maximo valor de Ak.
En la Figura 11-6 A se presenta el grafico de Ak respecto a k y es posible identificar a k=2 como
numero real de clusters genéticos a nivel global ya que presentd el mayor valor de Ak. En la
Figura 11-7 A se muestra la representacion grafica de estos 2 clusters, donde cada color

representa un cluster genético. Los individuos fueron asignados a cada cluster de manera
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Tabla 11-7: Estimaciones del indice de fijacion Fsr mediante diferentes definiciones y

estimacion del indice de diferenciacion D de Jost.

*estadisticamente significativo a un nivel del 95%

Definicién empleada Nivel Indice de fijacion Referencia
) Global 0,111*
Varianza en las . Paranaense 0,075* (Cockerham y Weir, 1987)
frecuencias alélicas Regional
Yungas 0,039*
Global 0,093*

Identidad por ' .
descendencia Regional Paranaense 0,080* (Slatkin, 1991)
Yungas 0,040*

Candelaria 0,080770,033:0,150]
_ _ _ SantaAna 0,066°[0,024;0,129] o
Inferencia Bayesiana Por poblacion Tucuman 0,065°0,023:0,129] (Faubet y Gaggiotti, 2008)
Jujuy 0,032%[0,009;0.084]
Exclusion de alelos Global con alelos nulos 0,079
nulos Global sin alelos nulos 0,076 (Chapuis y Estoup, 2007)
Global 0,370
D de Jost nal Paranaense 0,214 (Jost, 2008)
Regiona Yungas 0,124

#intervalo HDPI
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Figura I1-6: Representacion grafica de los valores de Ak calculado para los diferentes valores
de k. A) modelo sin informacion geogréfica a priori y B) modelo empleando informacion
geogréfica a priori (v=0,05).
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Figura 11-7: Determinacion de la estructura genética poblacional mediante inferencia Bayesiana
(cada color representa un cluster genético). A) k= 2 modelo sin informacién geografica a priori
y B) k=4 modelo empleando informacién geografica a priori (v=0,05). Poblacién: 1:
Candelaria, 2: Santa Ana, 3: Tucuman y 4: Jujuy.
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coincidente con su region de origen.

En el andlisis independiente de cada regidn, la regién Paranaense presentd dos clusters
genéticos ya que k=2 presento el mayor valor de Ak. La asignacion de los individuos a estos dos
clusters coincide con sus poblaciones de origen, Candelaria y Santa Ana (Figura 11-8 A). Por el
contrario, en la region Yungas no se indentificaron clusters genéticos (Figura 11-8 B), indicando

la ausencia de estructuracion genética entre estas poblaciones.
4.3.4 Cuantificacion de los niveles de flujo génico

4.3.4.1 Cuantificacion de los niveles de flujo génico histérico
Método basado en el estadistico Fsr: ElI namero efectivo de migrantes basado en el tamafio
efectivo en términos de varianza en las frecuencias alélicas presentd un valor de N,,m=2,010;
mientras que el nimero efectivo de migrantes basado en el tamafio efectivo en términos de
identidad por descendencia presentd un valor de Ngm=2,902. Ambos resultados superaron la
unidad lo cual indicaria que el flujo génico ha contrarrestado los efectos de la deriva genética.
Puede inferirse que la fragmentacion poblacional ha tenido mayor incidencia en la varianza en
las frecuencias alélicas ya que Ngm mostré un valor mayor a Ne,m.Por su parte a nivel regional,
la region Paranaense presentd un nivel de flujo génico historico menor que la regioén Yungas,
N,,m=3,083 y 6,160, respectivamente.
Método basado en alelos raros: ElI niumero efectivo de migrantes estimado a partir de la
frecuencia de alelos raros en las poblaciones presentd un valor a nivel global de Nm=2,540
siendo la frecuencia de alelos raros a nivel global p(1)=0,055. Por su parte, a nivel regional Nm
presentd un valor de 2,246 y 2,041 para las regiones Paranaense y Yungas, respectivamente.
Siendo la frecuencia de alelos raros p(1)=0,059 y 0,064 para las regiones Paranaense y Yungas,
respectivamente.
4.3.4.2 Cuantificacion de los niveles de flujo génico reciente

El flujo génico reciente, hasta dos generaciones previas, puede ser analizado mediante
inferencia bayesiana incorporando informacion geografica a priori en el analisis de la estructura
genética. Para la determinacion del nimero k se emplearon tres valores diferentes en relacion a
la tasa de migracion (v= 0,005; 0,05 y 0,1). Dado que no se detectaron diferencias entre los
resultados obtenidos segun los diferentes valores de v, el analisis se continu6 con los resultados
obtenidos para la tasa de migracion intermedia (v=0,05). Mediante la estimacion de Ak se
identificaron cuatro clusters genéticos al incorporar informacion geogréafica a priori para el
célculo de la probabilidad a posteriori mediante inferencia bayesiana (Figura 11-7 B). Al
incorporar la informacion geografica a priori los individuos provenientes de cada poblacién
definieron clusters genéticos relativamente aislados, ya que la mayoria de los individuos fueron
asignados segun las localidades geograficas que habitan. En la Figura I1-7 B se observa que los

limites de los clusters coinciden con los limites de cada localidad geogréafica destacandose que



Figura 11-8: Determinacion de la subestructuracion genética dentro de cada region mediante
inferencia Bayesiana (cada color representa un cluster genético). A) Region Paranaense: k= 2y
B) Region Yungas k=2. Poblacion: 1: Candelaria, 2: Santa Ana, 3: Tucuman y 4: Jujuy.




70

la migracion reciente entre las poblaciones estudiadas es practicamente nula, dado que sélo un
genotipo de Jujuy fue asignado al cluster integrado por individuos de Tucuman. Este genotipo

corresponde al individuo 61 de Jujuy, presentando una probabilidad de 0,71 de ser inmigrante.
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5. Discusion

El presente estudio tiene como objetivo analizar la accion del proceso microevolutivo
dispersivo sobre los niveles y la distribucion de la diversidad genética entre las poblaciones
buscando dar respuesta a los siguientes interrogantes ;Qué roles juegan el flujo génico y la
deriva genética como fuerzas antagoOnicas responsables de la distribucién de las frecuencias
alélicas dentro y entre las poblaciones naturales de A. colubrina var. cebil?, ;Cuél es la
importancia relativa de la dispersion de las semillas y del polen sobre el movimiento de los
alelos en esta especie?, y ¢Cuales son las consecuencias genéticas de la distribucion
fragmentada en estas poblaciones? atendiendo a las diferencias temporales implicitas en estas
estimaciones.

La diversidad genética poblacional consiste en la sumatoria de toda la variacion
genética presente entre los individuos dentro de una poblacion (Young et al., 1996). La primera
estima de la variacion genética dentro de una poblacion es el nimero de variantes genéticas o
alelos presentes en un locus determinado, lo cual también es conocido como multiplicidad
génica (Gillet et al., 2005). En general, todos los loci fueron altamente poliméficos en las
poblaciones estudiadas, presentando valores entre 5 y 15 alelos por locus por poblacién y entre
8 y 28 alelos por locus al considerar el total de individuos estudiados. La poblacion Jujuy
presentd el mayor promedio del nimero de alelos por locus siendo las diferencias respecto a las
demas poblaciones estadisticamente significativas. Debido a que la multiplicidad y la
abundancia pueden variar independientemente, la variacion genética puede ser expresada como
un numero efectivo. Si los alelos se presentan en igual frecuencia, el nimero efectivo de alelos
serd igual a la multiplicidad génica, en cambio si los alelos no presentan distribuciones de
frecuencias uniformes, el nimero efectivo de alelos serd una funcion decreciente (Gillet et al.,
2005). En las cuatro poblaciones estudiadas el nimero efectivo de alelos fue menor al nimero
de alelos, indicando este resultado que en todas las poblaciones existen alelos presentes a baja
frecuencia. Dado que el numero de alelos detectado en una poblacién depende de su tamafio, no
es recomendable comparar la multiplicidad génica entre poblaciones locales de distinto tamafio.
El concepto de riqueza alélica permite predecir la multiplicidad génica esperada en el caso de
gue dos muestras tengan el mismo tamafio. Las estimaciones de riqueza alélica son empleadas
para comparar el namero de alelos entre muestras que difieren en tamafio, situacion comdn en
estudios genéticos poblacionales en especies forestales (Gillet et al., 2005). La diversidad
genética puede ser caracterizada por pardmetros como la riqueza alélica (R) y la diversidad
génica (H,), conocida generalmente como heterocigosidad esperada (Young et al., 1996). Asi,
mediante la estimacién de riqueza alélica y la diversidad génica se distingue a Jujuy como la
poblacién méas diversa. Ademas, esta poblacion presentd una elevada riqueza de alelos Unicos.
Valores elevados de alelos Gnicos en una poblacion podrian proveer evidencias de una pérdida

de alelos raros en las demas poblaciones por reduccion de su tamafio (Pakkad et al., 2008).
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La fragmentacion del habitat podria causar la pérdida de diversidad genética en las
poblaciones naturales ya que la reduccién del tamafio poblacional causa cuellos de botella
debido a que los individuos remanentes solo portan una muestra del pool génico original.
Seguido a esta pérdida de diversidad genética original, las poblaciones remanentes que
permanecen reducidas y aisladas por varias generaciones contintian perdiendo diversidad alélica
debido a los efectos de la deriva genética (Young et al., 1996). Dado que los efectos de la deriva
genética dependen del nimero de generaciones durante las cuales las poblaciones presentan un
namero reducido de individuos, las poblaciones con tiempos generacionales cortos, como las
plantas herbaceas, deberian mostrar mayor pérdida de diversidad genética que las especies con
prolongados tiempos generacionales, como los arboles. Sin embargo, estudios empiricos
realizados en tres especies herbaceas y una especie de Eucaliptus demostraron que la pérdida de
diversidad genética fue principalmente debida a los cuellos de botella mas que a la accién
subsecuente de la deriva genética (Young et al., 1996). Dado que Jujuy presentdé mayor
diversidad genética y mayor riqueza de alelos Gnicos esto podria estar indicando un mayor
tamafio efectivo y un menor impacto de la fragmentacion reciente en esta poblacién.

La distribucion de la diversidad genética entre los diferentes niveles jerarquicos mostrd
que el mayor porcentaje de variacion estuvo contenido en el nivel jerdrquico menos inclusivo en
los dos modelos empleados. Es decir, dentro de poblaciones en el Modelo 1 y dentro de
individuos en el Modelo 2. Este resultado es frecuente en especies forestales debido a ciertas
caracteristicas de sus poblaciones que contribuyen a mantener elevados niveles de diversidad
genética en ellas. Entre estas caracteristicas se cuenta el gran tamafio poblacional, la longevidad
de los individuos, los elevados niveles de alogamia y/o elevados niveles de flujo génico entre
poblaciones (White et al., 2007). Sumado a estas caracteristicas, elevados niveles de
polimorfismo son esperables cuando se analiza la diversidad genética mediante marcadores de
tipo microsatélites nucleares ya que presentan elevada tasa de mutacién, generando un aumento
en el valor de multiplicidad génica y ademas al ser neutrales, sus frecuencias no estaran
determinadas por accion de la seleccion natural (Kimura, 1968). EI Modelo 2 permitié estimar
el indice de endogamia (Fs) a partir de la fuente de variacion dentro de individuos, la cual
contiene la variacion genotipica presente en ellos. El indice Fs refleja el aumento de la
homocigosis como consecuencia de la endogamia. En las poblaciones estudiadas este indice
presentd un valor estadisticamente significativo aunque alcanz6 un valor bajo (Fs=0,08). En A.
colubrina var. cebil pueden esperarse niveles elevados de fecundacion cruzada ya que se asume
gue es una especie principalmente alégama. La alogamia es el sistema de apareamiento tipico de
las especies forestales tropicales, aunque se han reportado ciertos niveles de autofecundacion en
estas especies, variando los niveles de alogamia y autofecundacion de un afio a otro (Finkeldey
y Hattemer, 2007). Ademas, a partir de los elevados niveles de heterocigosis mantenidos en las

poblaciones estudiadas (Ho=0,703-0,780) podria afirmarse que el sistema de apareamiento de
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esta especie es principalmente al6gama. Dado que los niveles de heterocigosidad presentaron
valores elevados y el indice Fis presentd un valor bajo, puede decirse que las poblaciones
estudiadas no presentarian endogamia.

La presencia de alelos nulos no incidi6 sobre el valor del indice Fsr estimado. Debido a
gue para algunos loci en ciertas poblaciones se detectd homocigosis en exceso deben
considerarse como causas posibles la presencia de alelos nulos, el sistema de apareamiento, el
tamafio efectivo poblacional reducido, el efecto Whalund (ya que algunas poblaciones pueden
presentar subestructuras espaciales o temporales) o ser consecuencia de errores de tipo
metodoldgicos (por ejemplo errores de muestreo o presencia de datos perdidos en exceso)
(Muller et al., 2009).

El indice de fijacion global fue estimado segun la varianza en las frecuencias alélicas y
segun la identidad por descendencia, arrojando valores de Fsr= 0,11 y 0,09, respectivamente.
Ambos valores fueron estadisticamente significativos y revelaron presencia de estructura
genética moderada. Debido a que el nivel de flujo génico estimado considerando el tamafio
efectivo en términos de varianza en las frecuencias alélicas es consecuencia de los efectos de la
fragmentacion (Templeton, 2006) es posible priorizar los efectos de la fragmentacion historica
sobre la estructura genética de las poblaciones de A. colubrina var. cebil estudiadas. Los niveles
de flujo génico interpoblacional se reducen como consecuencia de la pérdida de poblaciones
asociadas a la fragmentacion, al aumento del aislamiento y a los cambios entre la superficie
ocupada por las poblaciones remanentes (Young et al., 1996).

Los niveles de estructuracion genética detectados (Fs=0,10) coinciden con los niveles
de diferenciacion esperados en especies tropicales en las cuales el polen es dispersado a
mayores distancias y cuya dispersion de semillas es realizada por medios abioticos como el
viento o la gravedad, ya que estas especies presentan mayor estructuracion genética (Fsr= 0,138)
en relacion a las especies forestales tropicales cuya dispersion de semillas es realizada por
animales (Fsy=0,05) (Finkeldey y Hattemer, 2007). Esta diferencia en el mecanismo de
dispersion de las semillas destaca la accién del flujo génico mediado por semillas sobre la
estructuracion genética.

La estructuracion genética poblacional revelada por los marcadores neutrales es una
consecuencia de la magnitud de la deriva genética a la cual cada poblacion local ha sido
expuesta, del tamafio efectivo poblacional y del grado de aislamiento geografico y/o ecoldgico
(Foll y Gagiotti, 2006). Sin embargo, el estudio de la estructuracion genética poblacional es
realizado tradicionalmente empleando estimaciones globales (tal como el indice de fijacion Fsy)
las cuales ignoran las diferencias entre las poblaciones en relacion a la intensidad de la deriva
genética. Por ello, resulta apropiado basar la estimacion de los parametros y las variables
especificas para cada poblacion local mediante aproximaciones bayesianas que permiten

conocer los indices Fsr por poblacion local teniendo en consideracion que la intensidad de la
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deriva genética puede variar entre las poblaciones (Foll y Gagiotti, 2006). Asi, la estimacién del
indice Fsr especifico para cada poblacion permite establecer cuan diferenciada estd cada
poblacién local en términos de su composicion genética en relacion al complemento, donde
valores elevados de Fsr indicaran que la distribucion de las frecuencias alélicas en la poblacion
local es completamente diferente a la poblacion como un todo (Foll y Gaggiotti, 2006). De
acuerdo con las estimaciones de los indices de fijacion de cada poblacion es posible inferir
niveles similares de diferenciacion genética. Sin embargo, Jujuy presentd un rango entre valores
de menor magnitud lo cual podria implicar un tamafio efectivo mayor un menor efecto de la
deriva genética en esta poblacion.

El indice de fijacion global (Fsy=0,11*) indica presencia de estructura genética
moderada. Debido a la distribucion disyunta de A. colubrina var. cebil en el Norte argentino este
valor podria representar la diferenciacion existente entre las regiones, la cual se habria
producido por un evento de fragmentacion histérica de estas poblaciones a nivel regional en
concordancia con la hipdtesis postulada por diferentes autores que sostiene que los SDTF en los
tiempos glaciares presentaban una distribucion mas extensa que luego se fragment6 (Prado y
Gibbs, 1993; Pennington et al., 2004; Caetano et al., 2008; Werneck et al., 2011). Sin embargo,
estos autores no coinciden en los tiempos en los cuales estos eventos sucedieron. La region
Paranaense presentd moderada estructuracién genética segin las estimas de los indices Fsr
considerando la varianza en las frecuencias alélicas y la identidad por descendencia, a pesar de
la menor distancia geografica entre las poblaciones estudiadas. Mientras que, la regién de las
Yungas presentd baja estructuracion genética a partir de las mismas estimaciones. La mayor
estructuracion genética de la region Paranaense, a pesar de la menor distancia geografica entre
sus poblaciones y a pesar de presentar probablemente mayor estabilidad histérica, podria ser
interpretada como una consecuencia de la fragmentacién reciente en las poblaciones causada
por el impacto antrdpico, el cual podria haber aumentando el aislamiento de las poblaciones
remanentes debido a la eliminacién de posibles poblaciones intermedias y/o haber afectado a la
dindmica poblacional de las especies polinizadoras. Sin embargo a partir de este estudio no es
posible obtener mas conclusiones al respecto y deja planteado un interrogante al respecto. Por el
contrario, en la regién de las Yungas la reducida estructuracion genética, a pesar de la distancia
geogréfica entre las poblaciones estudiadas, podria interpretarse que los efectos de la deriva
genética en sus poblaciones son contrarrestados por la acciéon del flujo génico. Ademas, los
efectos de la deriva genética podrian ser reducidos también como consecuencia del mayor
tamafio efectivo poblacional. Debe recordarse que A. colubrina var. cebil se encuentra
distribuida a lo largo de las Yungas principalmente en la selva pedemontana, con lo cual el flujo
génico mediado por el polen podria mantener interconectadas a una red de poblaciones locales.
Estas poblaciones podrian intercambiar migrantes de manera efectiva y asi mantener mayores

niveles de diversidad genética presentando, como consecuencia, niveles reducidos de
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estructuracion genética. Slatkin (2005) empled el término “ghost population” o poblacion
fantasma en referencia a cualquier poblacion que no ha sido muestreada pero que esta conectada
por migracion a poblaciones que si lo han sido.

Atendiendo a que las poblaciones de las Yungas se encuentran en areas protegidas, la
mayor diversidad genética presentada por Jujuy podria ser consecuencia del estado de
conservacion, dado que esta poblacion se ubica en el Parque Nacional Calilegua el cual se
encuentra rodeado de poblaciones de A. colubrina var. cebil pudiendo existir flujo génico
principalmente por medio del polen entre la poblacion considerada y las poblaciones vecinas.
Por otro lado, en la region Paranaense ambas poblaciones se encuentran bajo distintos
regimenes de manejo siendo mas intensa la historia de aprovechamiento y el impacto sufrido
por sus poblaciones (Di Bittetti et al., 2003).

El valor del indice Fsr es altamente dependiente de la diversidad genética dentro de las
poblaciones, siendo este indice siempre inferior a Hs y su rango estrecho cuando Hs es grande.
Por ejemplo, cuando Hs es igual a 0,9, valor cominmente detectado en loci SSR, el valor
maximo de Fst es 0,1 (Meirmans y Hedrick, 2011). Se debe tener presente que las
comparaciones de los indices Fsr pueden resultar inconsistentes cuando son estimados
considerando poblaciones locales dentro de diferentes regiones de la distribucion de la especie
las cuales difieren en cuanto a los niveles de diversidad genética (Meirmans y Hedrick, 2011).
Jost (2008) desarrollé una buena aproximacion para estimar los niveles de diferenciacion
genética en estos casos basando su estadistico D en el nimero efectivo de alelos. Sin embargo,
D se encuentra afectado en mayor medida por la tasa de mutacién haciendo a este estimador
menos adecuado para aplicaciones practicas como la estimacién de tasas de migracion
(Meirmans y Hedrick, 2011). Ademas, D no es una funcién del tamafio poblacional local N y
por ello no describe los efectos de la deriva genética local (Whitlock, 2011). A pesar de ello, D
permite una medicion adecuada de la diferenciacion en las frecuencias alélicas entre
poblaciones mientras que Fsr resulta adecuado para describir la influencia de eventos
demogréaficos y de procesos microevolutivos sobre la distribucion de la variacion genética
(Meirmans y Hedrick, 2011, Withlock, 2011).El posible efecto de la elevada diversidad en la
estimacion de estos indices fue evaluado mediante el indice D. A nivel global se obtuvo un
valor marcadamente superior al valor de Fsr (D=0,370) el cual, posiblemente sea una mejor
aproximacion a la diferenciacion genética existente entre estas poblaciones. Al igual que el Fsr,
las poblaciones de la region Paranaense presentaron mayor de diferenciacién genética que las
poblaciones de la region Yungas.

El andlisis mediante el uso de mas de una medida de diferenciacion permite una
evaluacion del andlisis de la diversidad desde diferentes aproximaciones. Sin embargo, resultan
mas adecuados aquellos estimadores que permitan dar respuesta a preguntas bioldgicas, con lo

cual para los estudios intraespecificos el indice Fsr es el estimador preferido (Whitlock, 2011).
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Es por ello que, a pesar de la propuesta de nuevas aproximaciones, Fsr continda siendo
considerado una estimacion Util para estudios comparativos del flujo génico (Meirmans y
Hedrick, 2011). Asi, el indice Fst es tradicionalmente empleado en estos estudios y permite la
comparacion de las estimaciones realizadas en A. colubrina var. cebil respecto a otras especies.

A partir del arbol construido desde las distancias genéticas entre los genotipos
multilocus de A. colubrina var. cebil en el presente estudio, es posible identificar grupos de
individuos y establecer relaciones en cuanto al origen geografico de los mismos. Algunos
grupos incluyen individuos pertenecientes a diferentes poblaciones. EIl individuo 50,
perteneciente a Tucuman, se ubica en el grupo integrado principalmente por individuos del
nicleo Paranaense (Figura 11-5 Grupo 1). Debido a que en este método los grupos son
identificados desde la topologia del arbol, no es posible establecer si el individuo 50 es un
inmigrante o si ha sido ordenado en un grupo distinto por azar. También, desde la topologia de
este arbol, puede distinguirse gque las poblaciones de la region Paranaense definieron dos grupos
diferentes, (Figura 11-5 Grupo 1y Grupo 3). Por su parte, la mayoria de los individuos de la
regién Yungas formaron un grupo (Grupo 2). Esta mayor heterogeneidad genética presente
entre las poblaciones de la regién Paranaense es coincidente con los resultados obtenidos desde
los indices Fsr por region los cuales indicaron mayor nivel de estructuracion genética entre las
subpoblaciones de la regién Paranaense.Tanto los métodos basados en distancias como los
métodos basados en modelos no asumen una estructura genética predeterminada. Debido a la
falta de poder estadistico para testar los grupos identificados desde la topologia del arbol se
toma al método basado en distancias como un analisis exploratorio pudiendo aplicarse luego
métodos basados en modelos los cuales permiten realizar inferencias con poder estadistico.

Mediante la aplicacion de métodos basados en modelos se establecié que, a nivel global,
los individuos de A. colubrina var. cebil se agrupan definiendo dos clusters (k=2), quedando
agrupadas en estos dos clusters las poblaciones pertenecientes a cada region (Figura Il 7-A).
Los individuos de las poblaciones Candelaria y Santa Ana integran un cluster y los individuos
de las poblaciones Tucuman y Jujuy integran el cluster restante. Esta diferenciacion se podria
interpretar como una consecuencia de la fragmentacion historica que llevo al aislamiento
geografico entre ambas regiones donde la distancia geogréfica estaria actuando como una
barrera al flujo génico.

Evanno et al. (2005) han demostrado que los algoritmos que subyacen al programa
STRUCTURE permiten identificar grupos de individuos correspondientes al nivel jerarquico
superior, es decir, permiten detectar el nivel mas elevado de estructuracién genética, mientras
que los subgrupos creados por la mejor asignacién de individuos a estos grupos permiten
identificar los niveles inferiores de estructuracion genética. De acuerdo con esto, se realizo el
andlisis de la estructuracion genética de cada region, coincidente con cada cluster identificado

por el andlisis global, de manera independiente con el objetivo de detectar presencia de
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subestructuracion genética dentro de las regiones. Los resultados de este analisis fueron
diferentes para ambas regiones. La region Paranaense mostrd subestructuracion genética siendo
sus individuos asignados a dos clusters. Los genotipos asignados a estos clusters coincidieron
en gran medida con sus poblaciones de origen. Por su parte, la region de las Yungas no presento
subestructuracion genética. Estos resultados, concuerdan con las inferencias realizadas desde los
indices de fijacion regionales y los agrupamientos observados en el &rbol de genotipos.

Respecto a la cuantificacion del flujo génico historico, el nimero efectivo de migrantes global
super6 la unidad (Nm~=2), indicando, desde un punto de vista histdrico, que en las poblaciones
estudiadas los efectos del flujo génico son suficientes para contrarrestar los efectos de la deriva
genética. La ecuacion empleada para el calculo de Nm desde el indice de fijacién, muestra la

manera en que los procesos interactlan y determinan los patrones de estructuracion genética: a
. 1 . . st z H
medida que ~ incrementa la deriva genética se hace mas fuerte y Fsr aumenta ya que existe

menor variacion dentro de las poblaciones locales y mayor diferenciacion entre ellas. Por otro
lado, a medida que m aumenta el flujo génico se hace mas fuerte y Fst decrece debido a que a
mayor variacion dentro de las poblaciones locales serd menor la diferencia entre ellas
(Templeton, 2006). Lo méas importante en esta ecuacion es que, niveles minimos de flujo génico
pueden producir que dos poblaciones se comporten como un Unico linaje evolutivo. Asi, Nm=1
constituye un punto de inflexion en la relacion entre Fst y Nm. Cuando aumenta el nimero de
migrantes a valores mayores a la unidad, el valor de Fst se reduce lentamente. Sin embargo,
cuando Nm es menor a la unidad, el valor de Fs; aumenta rapidamente. De esta manera, Nm=1
marca una transicion importante desde el punto de vista bioldgico en la relacién entre flujo
génico y deriva genética. Solo se necesita un Unico migrante en promedio, por generacion, para
que el flujo génico domine sobre la deriva genética, permitiendo que las poblaciones muestren
elevada homogeneidad genética entre ellas (Templeton, 2006). Kimura y Weiss (1964)
demostraron que cuando Nm>4, los efectos del flujo génico superan en gran medida a los
efectos de la deriva genética y que las poblaciones locales son efectivamente panmicticas. En
contraste, cuando Nm<<1 la deriva genética domina al flujo génico y existe una gran
diferenciacion genética entre las poblaciones. El valor de Nm estimado para las poblaciones de
A. colubrina var. cebil se encuentra entre estos dos extremos, denotando que niveles moderados
de ambos procesos se encuentran presentes en las regiones consideradas. Los métodos
indirectos miden el nivel de diferenciacion genética entre las poblaciones y permiten inferir el
nimero de migrantes que han sido intercambiados histéricamente por generacion (Nem)
(Burczyk et al., 2004). Los valores obtenidos de Nem indicarian la existencia de flujo génico
entre las regiones a nivel historico, esto apoyaria a las teorias que sostienen que los SDTF
presentaron una distribucion mas extensa en el pasado (Prado y Gibbs, 1993; Werneck et al.,

2011). Por otro lado, el método basado en alelos raros propuesto por Slatkin (1985) estima Nm a
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partir de una muestra de los datos, lo cual podria brindar una estimacion diferente del nimero de
migrantes intercambiados por generacion ademas de proveer un medio para probar si las
estimaciones son consistentes entre ellas (Slatkin y Barton, 1989). Slatkin y Barton (1989)
recomiendan el empleo de Fsr para las estimaciones indirectas de Nm por sobre el método
basado en alelos raros ya que este Gltimo es mas sensible a errores de genaotipificacion y ademas
requiere de la presencia de suficiente cantidad de alelos Unicos en las poblaciones. La
estimacion del nivel de flujo génico global a partir del método basado en alelos raros arrojo un
valor de Nm=2,540, el cual supera a la unidad y es similar al estimado desde Fsr (Nm=2,010). A
nivel regional, las estimas de Nm mediante el método de alelos raros presentaron valores
similares entre ambas regiones. En tanto que las mismas estimas basadas en Fst presentaron
valores superiores que las estimas mediante alelos raros y la region de las Yungas presentd un
valor de Nm que duplica el valor obtenido en la region Paranaense. La estimacion de Nm desde
ambos métodos indirectos en una situacion ideal, es decir muestreos sin errores de poblaciones
en equilibrio bajo neutralidad, deberian ser coincidentes. Sin embargo, cuando estos supuestos
son violados estas pueden diferir (Yamimachi e Innan, 2012). La mayoria de los alelos presentes
en una unica poblacion suelen ser raros ya que presentan una baja frecuencia, dado que es de
esperar que los alelos raros sean més recientes las estimaciones de Nm desde alelos raros seran
mas sensibles a la migracion reciente. Por su parte, las estimaciones de Fsr se basan en las
heterocigosidades, las cuales son determinadas en gran medida por los alelos comunes pudiendo
esperarse que los alelos presentes a mayores frecuencias sean mas antiguos, con lo cual las
estimaciones de Nm desde Fsr deberian reflejar el flujo génico en un periodo de tiempo
relativamente prolongado (Yamamichi e Innan, 2012). A partir de esto, se podria inferir que las
poblaciones de la region Yungas serian recientes y que los niveles de flujo génico estimados
desde Fsr serian representativos del flujo génico histdrico entre estas poblaciones siendo este de
mayor importancia que el flujo génico reciente.

Los métodos indirectos tienen la ventaja de incorporar los efectos de todos los
componentes historicos del flujo génico y generar un promedio de su variacion a través del
tiempo (Planter, 2007). Sin embargo, estos métodos presentan algunas deficiencias (Burczyk et
al., 2004) a pesar de la existencia de datos empiricos y de simulacion que indican que son
robusto a algunas desviaciones de los supuestos basicos. La estimacion del nimero efectivo de
migrantes desde Fst fue criticada debido a que el modelo de islas sobre el cual se basa es poco
realista (Withlock y McCauley, 1999; Broquet y Petit, 2009). Resulta dificil asignar
separadamente los efectos del flujo génico y de la deriva genética sobre la estructura genética.
La mayoria de los grupos de poblaciones naturales muy probablemente no se encuentran en
equilibrio flujo génico-deriva genética el cual es uno de los supuestos del modelo de islas sobre
el cual se sustentan las aproximaciones indirectas tradicionales. Por ello, los efectos del flujo

génico y de la deriva genética pueden ser confundidos en el producto Nm (Hutchinson y
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Templeton, 1999). ElI modelo de islas es una abstraccién conveniente que separa los efectos
opuestos de la deriva genética y del flujo génico, y aunque Fst no siempre es una estimacion
exacta, es poco probable que esté sobreestimado en varios 6rdenes de magnitud. Los resultados
empiricos y desde simulaciones indican que el uso del indice Fsr para estimar Nm es (til y
sencillo. Ademas, Yamamichi e Innan (2012) sostienen que las estimaciones de Nm de manera
indirecta son soluciones tedricas simples que proveen una comprension de los niveles de flujo
génico, que son utiles en muchas situaciones y que hacen contribuciones significativas en
ecologia y evolucion desde la década del 90.

Se testaron los niveles de flujo génico reciente mediante la incorporacion de
informacidn a priori de la localizacion de los individuos al analisis bayesiano. Bajo este modelo
k=4 es el nimero real de clusters genéticos, donde los individuos asignados a estos cuatro
clusters coinciden con sus origenes geogréaficos (Figura 11-3 B). A excepcion del individuo 61,
el cual presentd una elevada probabilidad de ser un inmigrante de la poblacion Tucuman, la
totalidad de los individuos analizados no resultaron inmigrantes ni descendientes recientes de
estos. A pesar de que las poblaciones de la region Yungas no presentaron estructuracion
genética tampoco mostraron intercambio reciente de migrantes. Esto se podria explicar por la
gran distancia geografica entre ambas poblaciones lo cual indicaria la necesidad de considerar
poblaciones localizadas entre las dos poblaciones estudiadas de manera de analizar si existen
relaciones entre la distancia geografica y la distancia genética empleando el modelo de
aislamiento por distancia. A partir de los resultado presentados, las poblaciones de la region
Paranaense tampoco han intercambiado migrantes en las generaciones previas a pesar de su
menor distancia geogréafica, pudiendo atribuir a los niveles de flujo génico reciente entre las
poblaciones de la regidén Paranaense un efecto nulo como fuerza que contrarresta a los efectos
de la deriva genética en las poblaciones mientras que en las Yungas no deberia ser descartado.

Las poblaciones de A. colubrina var. cebil estudiadas se encuentran estructuradas
genéticamente, siendo los niveles de flujo génico histérico superiores a los niveles de flujo
génico reciente. A nivel intrapoblacional, las poblaciones se comportarian como unidades
panmicticas, ya que los individuos de las distintas poblaciones fueron asignados a clusters
homogéneos coincidentes con sus poblaciones de origen al considerar la informacion acerca de

su posicién geografica.
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6. Conclusiones

Las poblaciones de A. colubrina var. cebil estudiadas presentaron niveles elevados de
diversidad genética nuclear siendo Jujuy la poblacion que presentd mayor diversidad
genética.

Las poblaciones de A. colubrina var. cebil estudiadas presentaron una estructuracion
genética moderada y una mayor diferenciacion entre las regiones.

Los niveles de flujo génico histérico contrarrestaron a los efectos de la deriva genética.
Los niveles de flujo génico reciente entre las poblaciones analizadas fueron nulos. En la
region Yungas podria ser consecuencia de la elevada distancia geogréfica que separa a
las poblaciones consideradas mientras que en la region Paranaense podria estar

indicando un elevado aislamiento reciente entre las poblaciones.
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1. Introduccién

Los patrones de dispersion de las semillas modelan la composicion y estructura genética
de las poblaciones vegetales. Las especies con niveles bajos de flujo génico por semillas poseen
elevada probabilidad de presentar niveles considerables de heterogeneidad genética entre
poblaciones locales, mientras que, las especies con flujo génico intensivo mediado por semillas

presentan bajos niveles de estructura genética espacial (Hamrick et al., 1993).
1.1 Importancia del flujo génico mediado por semillas en especies forestales

Tanto en angiospermas como en gimnospermas los procesos de regeneracion vy
colonizacion de nuevos habitats requieren del movimiento de diasporas e involucran el
transporte de la informaciéon genética a través de las semillas. Las diasporas son frutos
completos, partes de frutos que contienen semillas o bien las propias semillas (Finkeldey y
Hattemer, 2007). Las semillas son dispersadas por medios bidticos o abi6ticos, siendo el agua y
el viento los principales agentes abidticos mientras que entre los principales agentes bioticos se
encuentran los animales. Ademas, debe destacarse el rol que juega el hombre en la distribucion
actual de las plantas y en los patrones de variacién genética dentro de las especies (Finkeldey y
Hattemer, 2007).

La dispersion limitada de las semillas resulta en complejas relaciones entre los patrones
de distribucion espacial de la variacién genética y las relaciones de parentesco. En general, los
arboles vecinos suelen ser genéticamente mas similares que los arboles espacialmente distantes

de la misma poblacion formando asi “estructuras familiares” (Finkeldey y Hattemer, 2007).
1.2 ADN citoplasmético: el genoma cloroplastico

El genoma de las plantas, como el de todos los eucariotas, esta compartimentalizado, y
la constitucion del genoma de las organelas difiere de la del genoma nuclear, lo cual tiene
profundas consecuencias en su funcién y evolucion (Greiner et al., 2011). EI ADN cloroplastico
(ADNCcp) revela otra historia respecto al ADN nuclear. Este genoma es transmitido por via
materna en la mayoria de las angiospermas (Corriveau y Colleman, 1988), biparentalmente s6lo
en algunas especies y por via paterna en la mayoria de las gimnospermas (Avise, 2004). En
angiospermas, al ser heredado por via materna, se dispersa Unicamente a través de las semillas
(Hamilton, 1999) alcanzando niveles de diferenciacién mayores que aquellos loci con herencia
biparental (Fontaine et al., 2004). En angiospermas el ADNcp generalmente exhibe niveles
considerables de estructura genética espacial, estando los mayores niveles de variacion
distribuidos entre poblaciones geograficas (McCauley, 1995). Se ha comprobado que la
informacidon proveniente del ADN de las organelas es de gran utilidad para diferentes estudios
evolutivos. EI ADNcp ha sido ampliamente utilizado para estudios a nivel poblacional, ya que

cuando este es heredado por via materna se dispersa Unicamente por semillas y la distribucion
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espacial de las variantes polimoérficas del ADNcp contrasta con aquella obtenida para los
marcadores biparentalmente heredados pudiendo, de esta manera ser de utilidad para el estudio
de influencia relativa de la dispersion de las semillas y del polen sobre el flujo génico total
(McCauley, 1995).

El ADN cloroplastico (ADNcp) es una molécula circular cuyo tamafio oscila entre 115 a
165 kb. Esta variacién en el tamafio entre especies se debe principalmente al grado de
reiteracion de una larga repeticion invertida que incluye genes para las subunidades de ARN
ribosomico (Avise, 2004) El genoma cloroplastico de la mayoria de las plantas terrestres tiene
una estructura cuatripartita que consta de dos repeticiones invertidas (IR), que separan dos
regiones de copia Unica (SC), la regiéon de copia Unica grande y pequefia (LSC y SSC,
respectivamente) (Ravi et al., 2008). Este genoma se halla en multiples copias en cada célula
siendo su organizacion estructural conservada en plantas superiores (Ravi et al., 2008)
presentando una evolucién lenta (Zhan et al., 2011). Las mutaciones mas frecuentes en el
ADNCcp son las mutaciones puntuales y las inserciones/deleciones (indels) en regiones no
codificantes (Palmer et al., 1988). Ademas, el ADNcp carece de recombinacion y debido a esto
es posible interpretar los patrones de variacion observados en los diferentes loci en conjunto y
asignar haplotipos particulares de ADNcp a los diferentes individuos. La interpretacion de la
diversidad genética dentro y entre poblaciones se basa, convencionalmente, en la variacién entre
los haplotipos mas que en la variacién entre loci particulares (Finkeldey y Hattemer, 2007).

La tasa de cambio de la estructuracién genética a través del flujo génico es afectada por
el modo de transmision del genoma. En comparacion con los genomas de herencia biparental y
los de herencia paterna, los marcadores heredados por via materna detectan una marcada
diferenciacion genética entre poblaciones (Finkeldey y Hattemer, 2007), ya que normalmente
las semillas se distribuyen a distancias mas cortas que el polen (Zhan et al., 2011). Ademas, al
tratarse de un genoma haploide, el tamafio efectivo poblacional en plantas hermafroditas de
fecundacion cruzada, es la mitad que el correspondiente a genomas nucleares diploides (Provan
et al., 2001). De este modo, el flujo génico entre poblaciones de pequefio tamafio posee una
menor efectividad para contrarrestar los efectos de la deriva genética en loci transmitidos via
materna (Petit et al., 2005).

De esta manera, los marcadores del genoma cloroplastico son buenos indicadores de los
efectos de posibles cuellos de botella, efecto fundador y deriva genética (Vendramin et al.,
1998; Provan et al., 1999).

A pesar de las ventajosas cualidades del empleo de marcadores especificos del genoma
cloroplastico, la mayor desventaja que presentan estos marcadores se relaciona a la baja tasa de
mutacion presente en este genoma, lo cual representa una limitacion en cuanto a los niveles de
variacion intraespecifica capaz de ser detectados. Un marcador genético posee valor potencial

para el estudio de los niveles de flujo génico dependiendo del grado de polimorfismo que



84

presente en la escala espacial a la cual es estudiado el flujo génico (McCauley, 1995). El
hallazgo de marcadores microsatélites en el genoma cloroplastico (cpSSRs) ofrece nuevas
oportunidades para el estudio de la variacion citoplasmatica intraespecifica aportando elevados

niveles de resolucion (Pakkad et al., 2008)
1.3 Marcadores microsatélites de ADN cloroplastico

Los marcadores microsatélites de ADN cloroplastico (cpSSRs) consisten en motivos
cortos repetidos en tandem de 8 a 15 veces (Navascués y Emerson, 2005), donde las
repeticiones mononucleotidicas A:T son las mas abundantes (Deguilloux et al., 2004). El
principal mecanismo que origina los cpSSRs, debido a la ausencia de recombinacion del
genoma cloroplastico, es el desplazamiento erréneo de la polimerasa, en una o las dos hebras de
ADN, durante la replicacion (Karhu, 2001). Este desplazamiento particular o slippage produce
la disociacion transitoria de la cadena de ADN que se estd replicando seguida de una
hibridacion fuera de fase, generando, de esta manera, la insercién o delecion de una unidad de
repeticion (Ellegreen, 2004).

Hay dos caracteristicas principales que diferencian los microsatélites cloroplasticos de
los nucleares: los SSRs cloroplasticos tienen herencia uniparental y todos los loci cpSSRs
constituyen un grupo de ligamiento, por cuanto el cromosoma cloroplastico es una molécula
haploide no recombinante. De esta forma, la combinacién de alelos para los diferentes loci
cpSSRs constituyen los haplotipos cloroplasticos (Navascués y Emerson, 2005). Ademas, desde
el punto de vista evolutivo son clonales y presentan una baja tasa de evolucién (Navascués y
Emerson, 2005). La tasa de mutacion en las regiones cpSSRs es mas elevada que la tasa de
mutacion en cualquier otra region del genoma cloroplastico (Navascués y Emerson, 2005) sin
embargo, es menor que la tasa de mutacion de los SSRs nucleares (Vendramin et al., 1998;
Deguilloux et al., 2004).

Los marcadores de genomas de herencia uniparental permiten el estudio de la historia
evolutiva de las poblaciones (Vendramin et al., 1998). Los marcadores cpSSRs polimoérficos a
nivel intraespecifico constituyen herramientas Utiles para el estudio de la estructura genética
poblacional resultante del flujo génico mediado por semillas (Hamilton, 1999).

Al igual que en los microsatélites nucleares, la variacién en loci cpSSRs puede ser
detectada a partir de su amplificacién empleando cebadores complementarios a las secuencias
conservadas que flanquean el locus microsatélite de interés (Struss y Plieske, 1998). Sin
embargo, a diferencia de los las regiones flanqueantes de los SSRs nucleares, el elevado grado
de conservacion de las secuencias en el genoma cloroplastico en plantas superiores tiene
implicancias practicas en los estudios genéticos. Entre ellas, la mas importante es el facilitar la
obtencion de amplicones mediante el uso de cebadores interespecificos (Weising y Gardner,

1999). En la actualidad, se cuenta con cebadores universales desarrollados para el estudio de la
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variacion del genoma cloroplastico (Hansen et al., 2005; Deguilloux et al., 2004). Estos
cebadores universales son secuencias de ADN homologas a las regiones codificantes altamente
conservadas del genoma cloropléstico (Chung y Staub, 2003) y posibilitan la amplificacion de
intrones y espaciadores intergénicos cloroplasticos en un amplio rango de taxones de plantas
superiores (Provan et al., 2001). Taberlet (1991) promovid el uso de cebadores cloroplasticos a
través de especies y géneros vegetales, con vistas al analisis de la variacion genética intra e
interespecifica (Heinze, 2007). Actualmente, se cuenta con cebadores universales para coniferas
(Vendramin et al., 1997), gramineas (Provan et al., 2001) y dicotiledoneas (Weising y Gardner,
1999).

1.4 Utilidad de los cpSSRs para estudios genético poblacionales

La informacién proveniente del genoma cloroplastico se ha convertido en una
herramienta de uso corriente para los andlisis filogenéticos, y ha sido empleado en el estudio de
la dindmica de las zonas hibridas (McCauley, 1995). Ademas, el ADN cloroplastico es de gran
utilidad para estudios poblacionales. Cuando este genoma es heredado por via materna es
dispersado Unicamente por las semillas, por ello la tasa de migracién del ADNcp (m) en
angiospermas es potencialmente inferior a la tasa de migracion para los genes nucleares (m).
Cuando esto ocurre los valores de Fst para el ADN cloroplastico pueden ser marcadamente
superiores a aquellos de los genes nucleares (McCauley, 1995).

La estructura genética de las poblaciones es consecuencia de procesos evolutivos que se
encuentran operando a través de largos periodos de tiempo. El cambio climatico global del
pasado, no solamente afectd a la distribucion de las especies sino que también afecté a la
variacion genética dentro de las especies. Los eventos globales mas importantes con
consecuencias considerables sobre la distribucién de las especies y sobre la distribucion de la
variacién genética dentro de ellas fueron los cambios climaticos del Cuaternario. Los loci
marcadores del genoma cloroplastico, de herencia uniparental y dispersados por semilla,
tipicamente revelan grupos genéticos distintos asociados con refugios glaciales y rutas de
colonizacion (Tollefsrud et al., 2009).

El analisis de la cantidad y distribucion de la diversidad genética cloroplastica
contribuye al conocimiento de la contribucién del flujo génico histérico mediado Unicamente
por semillas en las poblaciones fragmentadas de A. colubrina var. cebil. Ademas, la baja tasa de
evolucion del genoma cloroplastico permite a partir de los patrones espaciales de distribucion de
la diversidad genética cloroplastica hacer inferencias acerca de la historia evolutiva de estas
poblaciones al contrastar los patrones observados con las teorias biogeograficas propuestas para

los Bosques tropicales estacionalmente secos.
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2. Objetivos especificos
e Caracterizar la diversidad genética cloroplastica presente en las poblaciones naturales
de A. colubrina var. cebil del Norte Argentino.
e Analizar la estructura genética en las poblaciones fragmentadas de A. colubrina var.
cebil a partir de marcadores microsatélites de ADN cloroplastico.
e Indagar acerca del rol evolutivo del flujo génico mediado por semilla y de la deriva
genética como fuerzas modeladoras de las frecuencias haplotipicas del genoma

cloroplastico en las poblaciones fragmentadas.
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3. Materiales y Métodos
3.1 Genotipificacion de los individuos empleando cpSSRs

El ADN fue extraido empleando el kit de extraccion DNeasy® — Plant minikit (Qiagen).
Se emplearon cuatro pares de cebadores universales desarrollados por Weising y Gardner
(1999) Ccmp2, Ccmp4, Ccmp5 y Cemp7. Estos cebadores fueron sintetizados incorporando una
marca fluorescente (FAM=azul o HEX=verde) a su extremo 5.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 15 pl empleando
0,5 ng/ul de ADN, 1x de Buffer Hot Start, 2,5 mM de Cl,Mg, 0,2 mM de cada dNTP, 1 U de
enzima ADN polimerasa Hot Start (5 U/ul FirePol Solis BioDyne, Tartu, Estonia) y 0,33 pmol
de cada cebador. La reaccion de amplificacion fue realizada en un termociclador con gradiente
(Biometra, Gottingen, Alemania) empleando un programa de tipo touchdown. Las condiciones
de ciclado empleadas fueron: Desnaturalizacion inicial: 94°C por 15 min, 10 ciclos de
desnaturalizacién 1 min a 94°C, hibridacién 1 min en un rango de temperatura de 60 °C a 50°C
con una reduccion de 1°C en cada ciclo y elongacion por 1 min a 72 °C seguidos por 29 ciclos
similares empleando una temperatura de hibridacion de 50 °C.

El tamafio de los fragmentos fue asignado empleando el secuenciador ABI Prism® 3100
(Applied Biosystems) mediante el empleo del programa GENESCAN™. Para ello se emple6 un
marcador de peso estandar GS 500 ROX™ (Applied Biosistems).

3.2 Analisis estadistico de los datos
3.2.1 Caracterizacién de la diversidad genética cloroplastica

Porcentaje de loci polimérficos (P): corresponde al porcentaje de loci que resultaron

polimorficos en cada poblacion.

Namero promedio de alelos por locus (Na): también conocido como multiplicidad génica y

corresponde al promedio de los distintos alelos identificados para cada locus en cada poblacion
(Gillet et al., 2005).

1

n .2
X1 X

Numero efectivo de alelos por locus (Ng): fue calculado de la siguiente manera: Np =

donde x; corresponde a las frecuencias alélicas (Gillet et al., 2005).

Numero de alelos unicos (Nauy): corresponde al promedio de los alelos presentes en una Unica

poblacién para cada locus (Barton y Slatkin, 1986; Slatkin y Barton, 1989).

Indice de diversidad génica de Nei (h): fue calculado de la siguiente manera h = Y7 x* (Nei,

1987); donde x; corresponde a las frecuencias de alélicas.

Numero de haplotipos (Ny): corresponde al nimero de haplotipos definidos en cada poblacion.

Los haplotipos fueron definidos a partir de la combinacion de alelos para los diferentes loci.

Namero de haplotipos Unicos (Nny): corresponde al nimero de haplotipos presentes en una

Unica poblacidn.
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Numero de haplotipos compartidos (Nyc): corresponde al nimero de haplotipos compartidos

entre las poblaciones.

Indice de diversidad haplotipica de Nei (Hgg): Fue calculado de la siguiente manera He =

{[n/(n-1)][1-Zpi°]} (Nei, 1987) donde n es el nimero de individuos analizados en una poblacién
y pi es la frecuencia del haplotipo i-ésimo en esa poblacion.

Estas estimaciones fueron realizadas empleando el programa GenAlEx version 6.41
(Peakall y Smouse, 2006) disponible en

http://www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/new version.php.

3.2.2 Analisis de las relaciones genéticas entre haplotipos

Se construyd una red a partir del nimero de alelos diferentes entre todos los pares de
haplotipos para graficar las distancias genéticas y de esta manera inferir la divergencia evolutiva
entre los mismos. Una red de haplotipos permite conocer las relaciones genéticas existentes
entre haplotipos ya que conecta a los haplotipos mas cercanos entre si de acuerdo a su similitud
genética basandose en el nUmero de mutaciones presentes y en los sitios diferentes entre todos
los pares de haplotipos. Esta clase de redes muestra la variacion en los alelos de los haplotipos
debida a los eventos mutacionales que se han producido en la evolucion, pero no indican la
orientacién temporal de dichos cambios (Templeton, 2006). Ademas, es posible relacionar esta
red con informacion acerca de la localizacion geografica de los haplotipos y acerca de la
poblacién de origen de cada variante.

Los haplotipos, definidos por la combinacién de alelos para loci especificos, fueron
considerados como las unidades taxondmicas operativas (Operational taxonomic unit - OTUS).
Todos los enfoques basados en distancias se basan en una matriz OTU x OTU, que consiste en
las distancias genéticas entre tales unidades estimadas de a pares. Para n OTUs, se tiene
n(n — 1) /2 distancias. Para la construccion de la red se emplearon algoritmos disefiados para
moléculas no recombinantes. Asi, se empleé el algoritmo Median-Joining el cual es de utilidad
para el andlisis de datos multiestado. Una red mediana (median network) consiste en nodos y
conexiones entre estos nodos. Un vector mediano (median vector) consiste en un haplotipo
hipotético el cual es requerido para conectar a los haplotipos existentes dentro de la red de
manera parsimoniosa. Sin el vector mediano podria no existir conexidén cercana entre los
haplotipos existentes en el conjunto de datos. Los vectores medianos pueden ser interpretados
de manera biol6gica como haplotipos existentes pero no muestreados o como haplotipos
ancestrales extintos (Bandelt et al., 1999).

Este andlisis, empleando el algoritmo Median Joining fue desarrollado aplicando el

programa Network version 4.6.1.0 (Bandelt et al., 1999) disponible en http://www.fluxus-

engineering.com/sharenet.htm. En la red de haplotipos queda representada la frecuencia de cada
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variante haplotipica mediante el tamafio de los circulos y la poblacion de origen de cada

variante haplotipica mediante diferentes colores.
3.2.3 Analisis de la estructura genética cloroplastica de las poblaciones
3.2.3.1 Distribucion de la diversidad genética cloroplastica entre y dentro de poblaciones

Se realiz6 un analisis de la varianza molecular (AMOVA) para conocer la distribucion
de la variacion genética en los diferentes niveles de subdivision jerarquicos definidos mediante
criterios no genéticos. El punto de partida para este analisis es una matriz de distancia euclidiana
entre haplotipos.

En este estudio se consideraron tres niveles de subdivision jerarquicos: entre regiones;
entre poblaciones dentro de regiones y dentro de poblaciones.

Este andlisis se desarrolld utilizando el software Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer,

2010) disponible en http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/.

3.2.3.2 Estimacion del indice de fijacion Fsy

El indice de fijacion de Wright para la poblacion total (Fsr global) definido en términos
de varianza fue computado a partir del AMOVA. La significancia estadistica de este indice fue
calculada mediante 1023 permutaciones al azar. Este andlisis fue realizado empleando el
programa Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).

El indice de fijacion Fsr definido en términos de identidad por descendencia fue
estimado para las poblaciones tomadas de a pares (Fst de a pares) de igual manera que en el
punto 3.3.3.2 de la seccidn Il. El indice de fijacion para el total de las poblaciones se estimé a
partir del promedio de los valores de a pares (Fst global). La significancia estadistica fue testada
mediante 110 permutaciones al azar. Este analisis fue realizado empleando el programa
Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).

El indice de fijacion tiene un minimo tedrico de 0, el cual indica ausencia de
divergencia genética y un maximo tedrico de 1, que indica fijacién de alelos alternativos en
diferentes poblaciones (Hartl y Clark, 2007).

3.2.3.3 Determinacion de la estructura genética mediante andlisis bayesiano

La estructuracion genética entre poblaciones puede ser representada mediante grupos o
clusters cuya composicion alélica o haplotipica, a partir de los loci considerados, difieran
estadisticamente (Corander et al., 2008a).

Para inferir la estructura genética poblacional se realiz6 un analisis bayesiano usando un
modelo de agrupamiento de tipo mixture (Non-spatial genetic mixture analysis) para loci
ligados implementado por el programa BAPS version 5.3 (Corander et al., 2006; Corander et

al., 2008a). A partir de este andlisis se determind el nimero mas probable de clusters en los
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cuales se agrupan los individuos empleando Gnicamente informacién genética (haplotipos) y se
asignaron los individuos integrantes a estos clusters. Bajo este modelo el nimero de poblaciones
es tratado como un parametro desconocido y la particion entre clusters como el pardmetro de
principal interés, sin probabilidades diferenciales a priori (Corander et al., 2003). Ademas, se
implementd un modelo de agrupamiento espacial de individuos (Spatial genetic mixture
analysis) (Corander et al., 2008a) ya que el modelo espacial mejora el poder estadistico para
detectar la estructura poblacional cuando se dispone de un bajo nimero de loci (Corander et al.,
2008a). De esta manera, se testo el agrupamiento no espacial y espacial de los individuos para
diferentes nimeros de clusters con el objetivo de determinar cudl es el nimero de
agrupamientos que presenta la mayor probabilidad a posteriori. Se testd el agrupamiento con un
namero de clusters de 1 a 6 (k = 1-6) realizando 10 repeticiones de cada valor de k.

Para determinar las relaciones existentes entre los clusters identificados por el analisis
bayesiano, se construyeron dendrogramas usando la técnica de agrupamiento Neighbor Joining
a partir de las matrices de distancia genética de Kullback-Leibler (KL) (Kullback y Leibler,
1951) las cuales fueron obtenidas desde los clusters. El indice KL puede ser empleado como
una medida de distancia genética relativa entre la distribucion de dos conjuntos de datos
(Kasturi et al., 2003). Esta medida de distancia genética fue empleada dado que no se pudo
emplear el indice de distancia de Nei ya que la poblacién Tucuman presentd un haplotipo Unico,
lo cual llevo a que el indice de similitud resultara igual a 0 y la distancia genética (D =
—1In 0) infinita al estimar la distancia genética de Nei entre grupos de ambas regiones,. Dado
gue el estimador de distancia de Kullback-Leibler interpreta la cantidad (0 X In 0) como cero,
las distancias genéticas pueden ser representadas en un dendrograma.

Estos analisis fueron desarrollados utilizando el programa BAPS version 5.3 (Corander
et al., 2006; Corander et al., 2008b) disponible en
http://web.abo.fi/fak/mnf//mate/jc/software/baps.html.

3.2.4 Cuantificacion del flujo génico histérico mediado por semillas

Los métodos indirectos para estimar los niveles de flujo génico permiten inferir el
numero de migrantes que han sido intercambiados historicamente por generacion (Nem) a partir
del nivel de diferenciacion genética existente entre poblaciones (Burczyk et al., 2004). Al
estudiar loci de genomas haploides con herencia uniparental en una especie monoica, el tamafio

efectivo se ve reducido en un factor de dos debido a que posee una copia de cada alelo.

1

Entonces, Fgr = de manera que Nm = E(FL - 1) (Templeton, 2006).
ST

(2 Nm+1)’

Debido a las diferentes concepciones subyacentes a las estimas del indice de fijacion, ya
sea en términos de varianzas en las frecuencias alélicas o en términos de identidad por
descendencia, es posible estimar el nimero efectivo de migrantes basado en el tamafio efectivo

en términos de varianza o en el tamafio efectivo en términos de identidad por descendencia,


http://web.abo.fi/fak/mnf/mate/jc/software/baps.html
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respectivamente. De esta manera, estas estimaciones reflejaran la magnitud de la fragmentacion
o de la identidad por descendencia sobre los niveles de flujo génico.

Se estim6 el nivel de flujo génico global Ng,m a partir de la relacion N,,m =

%(F—; - 1), donde N, es el tamafio efectivo en términos de varianza (variance effective size) el
cual permite describir los efectos del error de muestreo y/o de la subdivision poblacional como
consecuencia de la deriva genética a partir de la medicién de la varianza en las frecuencias
alélicas a través de las generaciones (Templeton, 2006). Esta relacién permite estimar Ng,m
global.

Se estimd el nivel de flujo génico global Nesm a partir de la relacion N,sm =

%(Fi - 1), donde N es el tamafo efectivo en términos de endogamia (inbreeding effective
ST

size) el cual permite describir la acumulacion de identidad por descendencia (F) en una
poblacién como consecuencia de deriva genética (Templeton, 2006). Asi, mediante esta relacién

se estim6 Nem entre pares de poblaciones y global.
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4. Resultados
4.1 Genotipificacion de los individuos empleando cpSSRs

Los cuatro marcadores resultaron polimérficos para las poblaciones estudiadas. En la
Figura Il1-1 se presentan algunos de los alelos de cada loci cpSSRs, en tanto que en la Tabla Il1-
1 se resume el nimero de alelos en cada loci y el rango de tamafio de los mismos. Dada la

naturaleza haploide del genoma cloropléstico cada individuo presenta un alelo por locus cpSSR.
4.2 Anélisis estadistico de los datos
4.2.1 Caracterizacion de la diversidad genética cloroplastica

Los marcadores generaron entre dos y cuatro alelos por locus alcanzando un total de 11
alelos al considerarse los cuatro loci. La combinacion de aleles entre los diferentes loci
determind seis haplotipos (Tabla I11-2). A excepcién de Tucuman, que result6 monomorfica
para los cuatro marcadores, las tres poblaciones restantes presentaron un 25% de loci
polimérficos (Tabla I11-3). Cada poblacion presenté en promedio un alelo por locus mientras
que en el total de los individuos cada locus presentd en promedio tres alelos por locus (Tabla
111-3). El nimero efectivo de alelos por locus tomo valores cercanos a la unidad y resulté menor
al namero de alelos por locus en la mayoria de las poblaciones debido a la presencia de alelos
poco frecuentes en esas poblaciones. La excepcion fue la poblacidon Santa Ana, la cual presentd
un namero de alelos por locus similar al nimero efectivo de alelos por locus debido a que los
alelos presentes en esta poblacion fueron igualmente frecuentes. Por su parte, la poblacion Jujuy
presentd mayor nimero de alelos Gnicos mientras que Santa Ana no present6 alelos Unicos y
resultd la poblacion mas polimoérfica. Santa Ana ademas, presenté mayor diversidad génica
(h=0,12) y mayor diversidad haplotipica (Hg=0,50).

En la regién Paranaense ambas poblaciones presentaron dos haplotipos cada una
(Candelaria HA y HB; Santa Ana HB y HC) siendo uno de ellos compartido entre las
poblaciones (HB). En la region de las Yungas las poblaciones presentaron valores inferiores de
diversidad génica y haplotipica. En esta region, Tucuméan presentd un solo haplotipo (HD) el
cual ademas, fue unico y del mismo modo, Jujuy presentd dos haplotipos Gnicos (HE y HF)
(Tabla 111-2).

4.2.2 Analisis de las relaciones genéticas entre los haplotipos

En la red de haplotipos es posible identificar a los cuatro haplotipos méas frecuentes.

Entre ellos, Gnicamente el haplotipo HB fue compartido entre las dos poblaciones de la region
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Figura I11-1: Alelos revelados por los cuatro marcadores Ccmp en las poblaciones de A.
colubrina var. cebil identificados mediante un secuenciador analizador de fragmentos.




Tabla I11-1: Caracterizacion de los loci cpSSRs en Anadenanthera colubrina var. cebil

Motivo de Tamafio de los Tamafio de los
Secuencias cebadores Posicion en N. Localizaciéon en N. repeticién Nqen A.
Locus s o fragmentos en fragmentos en .
(5°-3) tabacum tabacum en N. . colubrina
N. tabacum A. colubrina
tabacum
F: gatcccggacgtaatectg ,
* —
Ccmp2 R: atcgtaccgaggttcgaat 8609 5’ trnS (A)11 189 478 — 491 3
F: aatgctgaatcgaygaccta .
* —
Ccmp4 R: ccaaaatattbggaggactct 12872 intron atpF (M 126 109 - 112 2
F: tgttccaatatcttcttgtcattt 16950 ) (C)2(To
** —
CempS R: aggttccatcggaacaattat 16977 371ps2 (MsC(A) 11 12l 133-140 4
F: caacatataccactgtcaag regién intergénica
**% —
Cemp? R: acatcattattgtatactctttc 57339 atpB—rbcL (A3 133 150 - 155 2

*cebador Forward etiquetados con FAM su extremo 5
**cebador Forward etiquetados con HEX su extremo 5
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Tabla 111-2: Descripcion y frecuencias de los seis haplotipos cloroplasticos presentes en las poblaciones de Anadenanthera colubrina var. cebil analizadas.

Poblacién

Haplotipo Cemp2  Cempd CempS  Cemp? Candelaria Santa Ana  Tucuman Jujuy Total
HA 478 112 133 155 18 - - - 18
HB 478 112 134 155 02 10 - - 12
HC 478 109 134 155 - 06 - - 06
HD 491 109 140 150 - - 14 - 14
HE 474 109 140 150 - - - 18 18
HF 474 109 139 150 - - - 01 01

Total 20 16 14 19 69




Tabla I11-3: Caracterizacion de la diversidad genética revelada por los marcadores cpSSRs en las poblaciones estudiadas.

Region Poblacién N P (%) Na Ne Nay h Ni  Nuy  Nuc  Hegp
Candelaria 20 25 1,250 1,055 1,000 0,045 2 1 1 0,400

Paranaense
Santa Ana 16 25 1,250 1,221 0,000 0,117 2 1 1 0,500
Vungas Tucuman 14 0 1,000 1,000 1,000 0,000 1 1 0 0,000
J Jujuy 19 25 1,250 1,028 2000 0,025 2 2 0 0,094
Total 69 100 2,750  1,076* 0,250  0,047* ¢ - - 0,249%

*valor promedio por poblacidn, en negrita se resaltan los mayores valores por poblacion.

N=tamafo de la poblacion, P= porcentaje de loci polimoérficos, Na=nimero promedio de alelos por locus, Ng=numero efectivo de alelos por locus, Nay=ntmero promedio de alelos
Gnicos por locus, h=indice de diversidad génica de Nei, Ny=nimero de haplotipos, Nyy=nimero de haplotipos tnicos Nyc=nimero de haplotipos compartidos y Heg,=indice de
diversidad haplotipica de Nei.
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Paranaense. Los haplotipos de la regién Paranaense se encuentran muy cercanos en la red lo
cual indicaria que también lo estdn genéticamente. A diferencia, los haplotipos de las
poblaciones de la region de las Yungas fueron propios de cada poblacion y se ubicaron
distanciados en la red (Figura 111-2). Ademas, fueron necesarios dos vectores medianos para
relacionar de manera parsimoniosa a los haplotipos existentes.

Esta red de haplotipos refleja presencia de estructuracion genética en estas poblaciones.
A su vez, los haplotipos de la region de las Yungas son propios de cada poblacion y se

encuentran distantes entre si en la red reflejando subestructuracion en la region de las Yungas.
4.2.3 Analisis de la estructura genética poblacional
4.2.3.1 Distribucidn de la diversidad genética cloroplastica entre y dentro de poblaciones

El AMOVA indicé que el 69,69% de la variacion estuvo contenido en el nivel entre
regiones, mientras que nivel entre poblaciones dentro de regiones, contuvo el 25,10% de
variacién. Las poblaciones de la region Yungas podrian ser las principales responsables de estos
niveles de variacién dentro de las regiones. Por su parte, el nivel dentro de poblaciones presentd
un nivel de variacion bajo, aproximadamente de 5% (Tabla I11-4). Estos resultados también

reflejan estructuracion de la variacion genética principalmente a nivel regional.
4.2.3.2 Estimacion del indice de fijacién Fsr

El indice Fst arrojo valores significativos y elevados, tanto al ser definido en términos
de varianza en las frecuencias alélicas como al ser definido en términos de identidad por
descendencia 0,95* y 0,91*, respectivamente. Estos valores indican niveles extremos de
estructuracion genética, casi al limite de la fijacion de distintos haplotipos en las diferentes

poblaciones.
4.2.3.3 Determinacion de la estructuracion genética poblacional mediante analisis bayesiano

El anélisis bayesiano permitio identificar clusters genéticos con elevada probabilidad de
representar unidades panmicticas. En el andlisis no espacial, k=6 present6 la mayor
probabilidad a posteriori. Estos seis clusters se hallan integrados en mayor proporcién por
individuos pertenecientes a una poblacion geogréafica (Figura I11-3 A, Tabla Il 4 A),
destacandose el cluster 5 el cual se diferencia dentro de la poblacién Santa Ana. Por otra parte,
dos individuos de la poblacion Candelaria (individuos 19 y 20) tuvieron mayor probabilidad de
integrar el cluster 2, el cual se halla integrado en mayor proporcion por individuos de Santa
Ana. Dentro del cluster 4, integrado en mayor proporcién por individuos de Jujuy, existe un
solo individuo (individuo 59) que forma un cluster diferente (cluster 6). El dendrograma

construido present6 dos agrupamientos mayores que representan las relaciones existentes
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Figura I11-2: Red de haplotipos. Cada circulo representa un haplotipo mientras que su tamafio representa la frecuencia. Los colores representan las

poblaciones de origen. Bl Candelaria,
mv1y mv2:Vectores medianos 1y 2.

Santa Ana,

Tucumany B Jujuy.



Tabla I11-4: Andlisis de la varianza molecular (AMOVA).
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L Grados de Suma de Componentes de Porcentajes de

Fuente de Variacién . . o
libertad cuadrados varianza variacion
Entre regiones 1 54,593 1,337 Va 69,690
Entre poblau_ones dentro 2 16,533 0,482 Vb 25.110
de regiones
Dentro de poblaciones 65 6,497 0,010 Vc 5,200
Total 68 77,623 1,919
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Figura I111-3: Anélisis bayesiano de la estructura genética poblacional. Modelo de tipo
mixture para loci ligados a nivel de individuos: A) andlisis no espacial y B) analisis

espacial.
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Tabla 111-5: Analisis bayesiano de la estructura genética poblacional. Asignacién de los
individuos a cada cluster: A) analisis no espacial y B) analisis espacial.

A)
N° de Poblacién de origen de los individuos
Cluster R
individuos  —candelaria  Santa Ana  Tucuman Jujuy
1 18 18 (100%) 0 0 0
2 12 2 (17%) 10 (83%) 0 0
3 14 0 0 14 (100%) 0
4 18 0 0 0 18 (100%)
5 6 0 6 (100%) 0 0
6 1 0 0 0 1 (100%)
Total 69 20 16 14 19
B)
N° de Poblacion de origen de los individuos
Cluster oo
individuos  —candelaria  Santa Ana  Tucuman Jujuy
1 19 0 0 0 19 (100%)
2 18 18 (100%) 0 0 0
3 14 0 0 14 (100%) 0
4 18 2 (11%) 16 (89%) 0 0
Total 69 20 16 14 19

En negrita se indican los valores que corresponde a la poblacién con mayor nimero de individuos en cada cluster
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entre estos seis clusters (Figura 111-4). EI primer agrupamiento contuvo a los clusters 3, 4 y 6,
cada uno de ellos integrado en su totalidad por individuos pertenecientes a la region de las
Yungas, mientras que el segundo agrupamiento contuvo a los clusters 1, 2 y 5, cada uno de ellos
integrado en su totalidad por individuos pertenecientes a la region Paranaense. Asi, el
agrupamiento de los clusters a partir de su similitud genética marcé la separacion entre las
regiones.

En el analisis espacial, es decir, al incluir la localizacion geografica como informacion a
priori para el calculo de las probabilidades, k=4 presentd la mayor probabilidad a posteriori
(Figura 111-3 B, Tabla I11-4 B). Los clusters 1 y 3 se encuentran integrados por individuos de las
poblaciones Jujuy y Tucuman, respectivamente. Por su parte, los clusters 2 y 4 se encuentran
integrados principalmente por individuos pertenecientes a las poblaciones Candelaria y Santa
Ana, respectivamente. Sin embargo, los individuos 19 y 20 pertenecientes a la poblacion

Candelaria contintan siendo asignados al cluster 4 integrado por individuos de Santa Ana.
4.2.4 Cuantificacion del flujo génico histérico mediado por semillas

El nimero efectivo de migrantes basado en el tamafio efectivo en términos de varianza
en las frecuencias alélicas present6 un valor de N,,m=0,03; mientras que el nimero efectivo de
migrantes basado en el tamafio efectivo en términos de identidad por descendencia presentd un
valor de Ngm=0,05. Ambos resultados no superaron la unidad lo cual indicaria que el nivel de
flujo génico histérico mediado por semillas no es suficiente para contrarrestar los efectos de la
deriva genética. Puede inferirse que la fragmentacién poblacional ha tenido mayor incidencia en
la varianza en las frecuencias alélicas ya que Nem mostrd un valor mayor a Ne,m.

Ademas, entre las poblaciones de diferentes regiones y entre las poblaciones de la
regién Yungas se evidencia que el flujo génico mediado por semillas se ha interrumpido
completamente ya que las poblaciones no comparten haplotipos y la deriva genética ha llevado a

la fijacion de diferentes haplotipos.
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Figura I11-4: Relaciones entre los clusters definidos por el analisis bayesiano de la estructura
genética sin informacion espacial a priori. Se indican los haplotipos que definieron cada cluster

y las regiones a las que pertenecen.
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5. Discusion

La herencia materna del genoma cloroplastico en A. colubrina var. cebil permite el
empleo de marcadores cpSSRs para inferir los niveles de flujo génico historico mediado por
semillas. Debido a que el tamafio efectivo del genoma cloropléstico representa la mitad del
tamafio efectivo del genoma nuclear, los efectos de la deriva genética seran mas pronunciados
sobre el primero. Por estos motivos, a nivel del genoma cloropléstico la estructura genética
poblacional se vera afectada en mayor medida por la accién de la deriva genética, mientras que
el rol del flujo génico, como fuerza que contrarresta a los efectos de la deriva genética,
dependera de los mecanismos de dispersién de semillas de la especie. Ademas, los marcadores
del genoma cloroplastico brindan informacién Gtil acerca de la evolucion histérica de las
poblaciones debido a su tasa de evolucién lenta, de manera que la distribucion geogréfica
contemporénea de los haplotipos cloroplasticos reflejard en mayor medida las consecuencias de
los eventos historicos. Sumado a lo anteriormente expuesto, los niveles reducidos de flujo
génico mediado por semilla y la falta de recombinacion en este genoma, haran que las
poblaciones necesiten mas tiempo para borrar las huellas del pasado. Por el contrario, las
diferencias entre poblaciones se incrementaran por la accion mas intensa de la deriva genética
debido al menor tamafio efectivo poblacional presentado por este genoma.

Los patrones de dispersion de semillas pueden moldear la composicion y la estructura
genética de las poblaciones vegetales. Especies con un flujo de semillas limitado probablemente
poseen heterogeneidad genética entre la descendencia de distintos individuos, mientras que
especies con dispersion de semillas extensiva presentan menor estructura genética (Hamrick et
al., 1993). La estructuracion de la variacion genética citoplasmatica también se encuentra
afectada por la interaccion de la dispersion de las semillas con otros procesos ecoldgicos y
genéticos. Los patrones de deposicidn de las semillas, la dispersion del polen, la densidad de los
adultos, la seleccion de micro hébitat y varios aspectos de la ecologia de la especie podrian tener
efectos significativos sobre los patrones de variacion genética dentro de las especies (Hamrick
et al., 1993). Mientras que, tanto la dispersion del polen como la dispersion de semillas
determinan el flujo génico en plantas, la dispersion de semillas es de mayor importancia debido
a gque permite a las especies colonizar habitats y por lo tanto influye en la dinamica de las
poblaciones (Ndiade-Bourobou et al., 2010). Las especies que producen semillas con bajo
potencial de dispersion generalmente poseen menor diversidad genética en el ADN
cloroplastico y elevados niveles de diferenciacién genética poblacional (Pakkad et al., 2008).
Los resultados del presente trabajo muestran que estas generalizaciones se cumplen en las
poblaciones de A. colubrina var. cebil consideradas. Los individuos estudiados presentaron baja
diversidad genética en los cuatro loci cpSSR analizados. Se identificaron seis haplotipos, de los
cuales sélo uno fue compartido entre las poblaciones de la regién Paranaense, mientras que las

poblaciones de las Yungas presentaron haplotipos Unicos en cada poblacion. Santa Ana fue la
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poblacién mas diversa (h=0,117 y H=0,50). A pesar de que los marcadores cpSSRs revelaron
niveles reducidos de variacion dentro de las poblaciones, resultaron eficaces para detectar la
variacién entre poblaciones y entre regiones.

En la red de haplotipos es posible identificar a los cuatro haplotipos mas frecuentes,
siendo los haplotipos de las poblaciones Tucuman y Jujuy caracteristicos de estas, mientras que
los haplotipos de las poblaciones Candelaria y Santa Ana se ubicaron préximos en la red,
reforzando esta relacion la presencia de un haplotipo compartido (HB). El haplotipo HB podria
ser considerado un haplotipo ancestral ya que se encuentra a mayor frecuencia y es compartido
por las poblaciones de la regién Paranaense. Ademas, a pesar de la reducida distancia geografica
entre las poblaciones de esta regidn, las mismas presentan haplotipos propios que se diferencian
entre si por un bajo nimero de eventos mutacionales. Esto podria reflejar los efectos de la
fragmentacion reciente causada por el impacto antrépico en esta regién. La proximidad genética
y geografica entre haplotipos en la regién Paranaense podria ser explicada atendiendo a dos
hipétesis alternativas. Una de ellas considera la existencia de flujo génico mediado por semillas
entre estas poblaciones, mientras que la segunda hipétesis postula la existencia de una
distribucion continua ancestral que incluye a estas dos poblaciones. Debido a que las
poblaciones de la region Paranaense estan separadas entre si por una distancia geogréafica lineal
de aproximadamente 17 km, es poco probable la existencia de flujo génico mediado por
semillas entre estas poblaciones, por ende, la segunda hipétesis seria la explicacién mas
plausible para lo observado. Debe destacarse que el mecanismo de dispersion de semillas
presentado por A. colubrina var. cebil es de tipo autocoria-anemocoria, lo cual conduce a que la
descendencia se establezca con una distribucion cercana a la planta madre.

Por su parte, los haplotipos de la region de las Yungas se diferenciaron por un elevado
namero de eventos mutacionales de los haplotipos de la region Paranaense. Las grandes
distancias existentes entre los haplotipos estarian indicando aislamiento geografico antiguo, y
podria relacionarse esta diferenciacion con la distancia geogréafica que separa estas poblaciones,
siendo la distancia lineal entre las Yungas y la region Paranaense mayor a 1000 km. La fijacion
del haplotipo HD en la poblacién Tucuman, seria la consecuencia actual de la deriva genética
actuando tras largos periodos de aislamiento.

Todos los procesos microevolutivos son capaces de producir cambios en las frecuencias
alélicas sdlo cuando existe variacion genética. La fijacion de haplotipos diferentes en grandes
areas de la misma poblacién, sin la ayuda de la accion de la seleccion, indicaria que no se
encuentran operando otros procesos que modifican las frecuencias alélicas (Wright, 1943). A
medida que las poblaciones de una especie se fragmentan, el flujo génico se reduce y las
poblaciones locales pueden presentar temporalmente variantes alélicas o haplotipicas
particulares fijadas. La naturaleza aleatoria de la deriva genética hace poco probable que las

poblaciones locales presenten las mismas variantes fijadas. De esta manera, si una poblacién se
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fragmenta en pequefias subpoblaciones aisladas, estas evolucionaran en diferentes
complementos alélicos y fijaran en Gltima instancia alelos diferentes (Gillet et al., 2005) dado
que, en ausencia de mutacién y de flujo génico, la deriva genética indefectiblemente tiende a la
fijacion en todos los loci.

A pesar de que las poblaciones de la region Paranaense no se encuentran en areas
protegidas aun mantienen niveles de diversidad haplotipica moderados (Hg=0,45), pudiendo
reflejar diversidad genética antigua. Por su parte, las poblaciones consideradas en la region de
las Yungas se encuentran en areas protegidas aungue, desde el punto de vista del genoma
cloroplastico, su diversidad genética haplotipica es baja (Hg=0,047). Estos resultados indican
procesos de aislamiento antiguo, donde el flujo génico restringido mediado por semilla, sumado
al menor tamafio efectivo y a la evolucion lenta del genoma cloroplastico, ha llevado a la
fijacion de haplotipos como consecuencia de la deriva genética.

En cuanto a la distribucion de la variacion genética entre y dentro de poblaciones se
encontr6 que alrededor del 70% de la variacion puede ser atribuible a la diferenciacion entre las
regiones, mientras que el 25% de la variacion total estuvo contenido entre poblaciones dentro de
regiones. Las diferencias genéticas entre las poblaciones de la region Yungas podrian ser las
principales responsables del porcentaje de variacién dentro de las regiones ya que, a pesar de
encontrarse en la misma regién, cada poblacion posee haplotipos Unicos fijados.

El indice Fst present6 valores elevados estadisticamente significativos, siendo que la
estructuracion medida a partir de la definicion de varianza en las frecuencias alélicas fue
superior a los niveles de estructuracion definidos en términos de identidad por descendencia
(Fst=0,95 y 0,91, respectivamente), esto indicaria que existe mayor efecto de la fragmentacion
sobre la distribucion de la diversidad genética. Valores de Fsr cercanos a uno indican la fijacion
de diferentes haplotipos en las distintas poblaciones. A. colubrina var. cebil presenta una
estructuracion similar a Caesalpinia echinata (Fs=0,91) cuyas semillas, al igual que las de A.
colubrina var. cebil, son dispersadas por gravedad (autocoria) (Lira et al., 2003). Respecto a los
estudios de la distribucion de la diversidad genética cloropléstica realizados en otras especies de
los SDTF, Caetano et al. (2008) y Caetano y Naciri (2009) mediante secuencias de ADN
cloroplastico estudiaron poblaciones naturales de Astronium urundeuva (Fs1=0,97) y Geoffroea
spinosa (Fst=0,99), respectivamente. A partir de sus resultados, sugirieron ausencia de flujo
génico mediado por semillas y una divergencia marcada entre las poblaciones probablemente
prepleistocénica.

En A. colubrina var. cebil el grado de estructuracion fue reflejado ademas por los
clusters identificados mediante el analisis bayesiano. Mediante este analisis se determind mayor
probabilidad de existencia de seis clusters, los cuales pueden ser considerados poblaciones
desde el punto de vista genético. Cada uno de estos clusters qued6 definido por uno de los seis

haplotipos identificados en estas poblaciones. El dendrograma agrup6 a los clusters segun la
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region de origen de los haplotipos que los definen reflejando la méaxima diferenciacion existente
entre las regiones (Figura I11-4). Ademas, al comparar los niveles de similitud genética entre los
clusters es posible identificar similitudes genéticas similares entre los clusters dentro de cada
regién. Es decir, el nodo que agrupa a los clusters 3 (HD) y 4 (HE) denota una similitud
genética similar a la presentada por el nodo que agrupa a los clusters 1 (HA) y 2 (HB). Esta
observacion es relevante debido a que, dentro de la regién Paranaense, puede esperarse estos
niveles elevados de similitud, ya que las poblaciones se encuentran geograficamente cercanas.
Sin embargo, en la region de las Yungas, la mayor distancia geogréafica entre las poblaciones
consideradas permitiria suponer menor similitud genética. La pertenencia de ambas poblaciones
a el nicleo Pedemonte subandino implicaria una dindmica histérica similar con haplotipos
ancestrales compartidos.

Los resultados del modelo espacial de andlisis refuerzan la estructuracién de la
variacién haplotipica, ya que al incorporar informacién a priori acerca de la localizacion
geografica de los individuos, se establecieron cuatro clusters cada uno de ellos integrado en su
mayoria por individuos pertenecientes a una Unica poblacidn, siendo la excepcidn los individuos
19 y 20 de Candelaria ya que fueron asignados al cluster integrado por individuos de Santa Ana.
Estos resultados demuestran que el rol del flujo génico reciente mediado por semillas seria nulo.

En general, las poblaciones tienen historias complejas que consisten en fases de
expansion y declive, y los patrones de flujo génico entre ellas pueden fluctuar en tiempo y
espacio (Corander et al., 2008b). Cuando las partes de una poblacion se vuelven relativamente
aisladas unas de otras, las fuerzas estocasticas remodelan la composicion genética de los
individuos a lo largo de las generaciones (Corander et al., 2008Db).

Werneck et al. (2011) estudiaron la distribucion histérica de los SDTF mediante
modelos de paleodistribucion y evidencias palinoldgicas, prediciendo que las mayores areas de
distribucion actuales de los SDTF representan areas de estabilidad a largo plazo, concluyendo
que los ndcleos de SDTF poseen zonas de estabilidad histdrica y actian como refugios tanto
histéricos como actuales de estos bosques (areas de color rojo en la Figura 1-5). Ademas, han
identificado zonas temporalmente inestables (areas de color amarillo Figura I-5) en las cuales se
espera una colonizacion mas reciente, y consecuentemente, deberian retener sefiales genéticas
de expansiones poblacionales y presentar niveles de diversidad genética menores. Siguiendo
estos mapas y teorias, podriamos considerar que las poblaciones de la regién Paranaense,
pertenecientes al ndcleo Misiones, serian poblaciones mas antiguas y estables que han actuado
como refugios. Esto explicaria el mayor nimero de haplotipos detectado y el haplotipo
compartido entre las poblaciones Candelaria y Santa Ana. En relacion a las poblaciones de la
region de las Yungas, pertenecientes al nicleo Pedemonte Subandino, serian poblaciones cuya
colonizacion ha sido mas reciente lo cual explicaria la presencia de haplotipos propios en cada

poblacion. Ademas, Tucuman presenta un unico haplotipo (HD), esta menor diversidad y
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elevada similitud genética entre los haplotipos de la region de las Yungas podria coincidir con la
localizacion en un area probablemente inestable segin Werneck et al. (2011). Seria de interés
para futuros estudios incorporar muestras a lo largo del gradiente latitudinal en esta region para
testar esta hipétesis.

Actualmente, existen controversias en cuanto al impacto de las fluctuaciones climaticas
del Cuaternario sobre la distribucion de los SDTF (Prado y Gibbs, 1993; Pennington et al.,
2004; Caetano et al., 2008; Pennington et al., 2009, Werneck et al., 2011; Collevatti et al.,
2012). Estos estudios en su mayoria coinciden en la posibilidad de una mayor extensién antigua
de los SDTF seguida de un evento de vicarianza, que llevo a la fragmentacién en la distribucién
de las especies que integran este bosque. Sin embargo, no existe consenso en cuanto a la época
en la cual se produjeron estos hechos. Por su parte algunos autores sostienen que ocurri6 en el
Cuaternario méas precisamente en el maximo glaciar Pleistocenico (LGM) (Prado y Gibbs, 1993;
Caetano et al., 2008; Collevatti et al., 2012) mientras que otros sostienen que los eventos del
Cuaternario estan siendo sobredimensionados y que posiblemente el mayor impacto sobre este
bosque fue producido por los cambios ocurridos en el Terciario (Pennington et al., 2009;
Werneck et al., 2011). Werneck et al. (2011) en discrepancia con Prado y Gibbs (1993)
proponen un escenario alternativo de expansion de los SDTF durante el Terciario tardio,
seguidos de una fragmentacion durante el LGM y una expansién gradual secundaria hacia el sur
desde principios del Holoceno argumentando que probablemente el clima del LMG ha sido
extremadamente seco y frio para estos bosques.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran marcadas diferencias entre las
regiones analizadas concordando con un aislamiento geografico antiguo. Ademas, dentro de la
region de las Yungas se observaron menores niveles de diversidad genética cloroplastica,
mayores niveles de diferenciacién junto a niveles elevados de similitud genética entre sus
haplotipos los cuales representarian eventos de colonizacion posteriores, aunque no es posible
hacer inferencias acerca del tiempo de divergencia entre las regiones, ni entre las poblaciones
dentro de las mismas debido al marcador empleado.

Los niveles bajos de diversidad genética y los niveles elevados de estructuracién
genética cloroplasticos en las poblaciones naturales de A. colubrina var. cebil analizadas
concuerdan con los patrones informados por Lira et al. (2003) quienes estudiaron poblaciones
naturales de Caesalpinia echinata Lam., una especie tropical que se distribuye en la costa
brasilefia de los SDTF. Estos autores propusieron que los reducidos niveles de diversidad
genética citoplasmatica y los elevados niveles de diferenciacién entre regiones sugieren flujo
génico limitado por medio de las semillas a través de prolongados periodos de tiempo. Del
mismo modo, en A. colubrina var. cebil el nimero efectivo de migrantes no superd la unidad

(Nem=0,03) lo cual implica que el rol del flujo génico histérico, mediado por semillas, ha sido
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limitado y que la deriva genética ha jugado un rol principal sobre la estructura genética
cloropléstica superando de esta manera a los efectos del flujo génico.

Quiroga et al. (2012) estudiaron poblaciones naturales de Podocarpus parlatorey
distribuidas latitudinalmente en la provincia biogeografica de las Yungas analizando una region
intergénica del ADN cloroplastico. En dicho estudio identificaron haplotipos comunes y niveles
de diversidad genética similares en el rango completo de distribucién de esta especie
interpretandolos como resultado de flujo génico histérico continuo durante los periodos frios del
Pleistoceno y del Holoceno temprano. Sin embargo, han detectado haplotipos Unicos en los
extremos de su distribucion, interpretando a estos haplotipos como una sefial de aislamiento
contemporaneo en concordancia con la estructura genética detectada por marcadores del
genoma nuclear. La herencia del genoma cloroplastico en P. parlatorey es por via paterna, de
manera que la dispersion del ADNCcp se realiza a través del polen implicando que las distancias
de dispersion sean mayores. P. parlatorey habita el estrato de la selva montana de las Yungas
(desde 1200 hasta 3000 msnm) y es una especie tolerante al frio, lo cual le habria permitido
sobrevivir a las eras glaciares sin movimientos latitudinales. Sin embargo, los periodos calidos
actuales, combinados con los disturbios antropicos, han incrementado la fragmentacion de estos
bosques los cuales tienden a migrar a elevaciones superiores (Quiroga et al., 2012). Este estudio
permite reforzar la importancia de la via de dispersion del genoma cloroplastico en los arboles
sobre la distribucién de la diversidad haplotipica en sus poblaciones, como asi también, se
podrian postular diferentes impactos de los cambios climaticos histdricos en las especies de los
SDTF entre las cuales se cuenta A. colubrina var. cebil.

Se detectdé un patron geografico de distribucion de la diversidad haplotipica en las
poblaciones estudiadas donde las poblaciones de la regién Yungas poseen haplotipos propios y
diferentes a los de las poblaciones de la region Paranaense. Esta distribucién haplotipica
resultaria de la accion de la deriva genética debido a que este proceso microevolutivo actla
modificando las frecuencias haplotipicas de manera azarosa incrementando la varianza entre las
poblaciones y disminuyendo la varianza dentro de ellas. De esta manera, las regiones cuentan
con haplotipos propios que posiblemente representan diferentes acervos genéticos ancestrales.

Los resultados denotan una elevada estructuracion genética entre regiones junto con
niveles reducidos de variacion dentro de las poblaciones. Es poco probable que ocurra
dispersion de semillas contemporanea entre poblaciones o entre regiones debido a la distancia
geografica que las separa. De esta manera, a nivel global los mayores niveles de variacion de las
frecuencias haplotipicas se encuentran entre las regiones Paranaense y de las Yungas los cuales
serian consecuencia de la historia biogeografica de estas poblaciones. Pennington et al. (2009)
demostr6 que la distribucién fragmentada de los SDTF ha persistido por un tiempo evolutivo
suficientemente prolongado como para haber afectado a los patrones de distribucion de las

especies lefiosas, a sus relaciones filogenéticas y a sus estructuras genéticas poblacionales. Este
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estudio demostraria que la presencia de haplotipos cloroplasticos caracteristicos y distantes
genéticamente en los ndcleos Misiones y Pedemonte Subandino seria consecuencia de una
prolongada persistencia como entidades genéticamente aisladas y de la ausencia de flujo génico
mediado por semillas.

A. colubrina var. cebil es un recurso nativo de relevancia dadas sus particularidades
biolégicas y utilitarias. Su distribucion es peculiar, como resultado de los procesos
biogeograficos producidos por los cambios climaticos historicos, los cuales han dejado su

impronta sobre la distribucion de la variabilidad genética.
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6. Conclusiones

Las poblaciones presentaron niveles reducidos de diversidad genética citoplasmatica.
Las poblaciones presentaron fuerte estructuracion genética, encontrandose variantes
haplotipicas fijadas en algunas poblaciones.

Los individuos fueron asignados a diferentes clusters genéticos en concordancia con su
constitucion haplotipica definiendo dos grupos segulin su region de origen.

A nivel historico la deriva genética ha tenido mayor relevancia que el flujo génico.

La distribucion geogréafica contemporanea de los haplotipos en ambas regiones seria
consecuencia de eventos historicos. En la region de las Yungas la distribucion
geografica seria resultante de eventos de colonizacion histéricos y se corresponderian
con una regién inestable del Nucleo Pedemonte Subandino en tanto que, en la region
Paranaense, los haplotipos se corresponderian con una constitucion genética ancestral

de una region estable del ndcleo Misiones.
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1. Introduccién

El flujo génico entre poblaciones vegetales puede ocurrir mediante dos vias. La primera
involucra la dispersion del polen hacia una poblacion diferente, la fertilizacion exitosa de un
6vulo por ese polen y finalmente el establecimiento de la semilla resultante en ese sitio.
Ademas, el flujo génico también puede ocurrir mediante la dispersion de la semilla y el
establecimiento exitoso de esa semilla inmigrante en la nueva poblacion (Ennos, 1994). El flujo
génico por medio de semillas y del polen se encuentran entre los principales determinantes de la
estructura genética poblacional en arboles de bosques tropicales y templados (Ndiade-Bourobou
et al., 2010). Por ello, una completa descripcion del flujo génico debe incluir la evaluacion de la
importancia relativa del polen y de las semillas como agentes intermediarios del flujo génico
(Ennos, 1994).

1.1 Marcadores moleculares nucleares y cloroplésticos para inferir los niveles de flujo génico

mediado por polen y por semillas

Los andlisis genéticos poblacionales requieren de marcadores polimorficos adecuados
gue permitan dilucidar detalles a fina escala de la estructura genética espacial y reconstruir los
patrones de flujo génico (Pakkad et al., 2008). La inferencia de los niveles de flujo génico
mediados por el polen y por las semillas desde los patrones de estructuracion genética requiere
de marcadores moleculares que permitan diferenciar los efectos del movimiento de las semillas
y del polen (Oddou-Muratorio et al., 2001). Los andlisis comparativos mediante el empleo de
microsatéllites nucleares y cloroplasticos se han convertido en un enfoque ampliamente
utilizado para estos propoésitos debido a que proveen informacién complementaria y a menudo
contrastante sobre la estructura genética, diferenciacion y flujo génico dentro y entre
poblaciones (Pakkad et al.,, 2008). El empleo combinado de marcadores del genoma
cloroplastico junto con marcadores del genoma nuclear permite estudiar la accion de los
procesos demograficos que actlan a diferentes escalas de tiempo, debido a que las organelas
presentan modos de herencia diferentes al genoma nuclear, ademas de un tamafio efectivo
poblacional menor y tasas de mutacién diferentes (Tollefsrud et al., 2009). Los genes de las
organelas pueden presentar grados de diferenciacion genética diferentes a los genes nucleares,
simplemente debido a diferencias en el tamafio efectivo. Si el ADNcp haploide es heredado por
via materna el tamafio efectivo poblacional serd considerablemente inferior al del genoma
nuclear (McCauley, 1995). Sin embargo, la disparidad de los valores de Fgsr entre ambos
genomas es mayor a la esperada Unicamente por las diferencias en cuanto al tamafio efectivo,
destacando los efectos del flujo génico mediado por el polen en la reduccién del valor de Fsr
medido desde marcadores nucleares (McCauley, 1995). Cuando la tasa de flujo génico por
medio del polen excede a la tasa de dispersion de las semillas y la herencia del ADNcp es

estrictamente materna, los valores de Fsr de equilibrio para los polimorfismos del ADNcp
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pueden ser dréasticamente mayores a los valores de Fsr de equilibrio para los genes nucleares
(McCauley, 1995). El conocimiento de la tasa mutacional en los loci SSR resulta de importancia
porque determina los niveles de variabilidad dentro de las poblaciones e influye sobre las
estimas de estructuracién poblacional. La tasa de mutacion de los loci SSRs es superior a
cualquier otra regién del genoma, sin embargo, el menor nimero de alelos informado para los
loci cpSSRs comparado a los loci SSRs nucleares sugiere una menor tasa de mutacion para los
primeros (Provan et al., 1999). Estas consideraciones constituyen el marco tedrico de la
estimacion de la contribucion relativa del polen y de las semillas al flujo génico. Ennos (1994)
demostrd que la proporcion de flujo por polen/flujo por semillas es una funcién simple de los
valores de Fsy para los genes nucleares y cloroplasticos. En angiospermas, la herencia
biparental y materna puede resultar en valores de Fsr contrastantes cuando hay ciertos niveles
de movimiento de polen entre las poblaciones (McCauley, 1995). Por lo tanto, es de esperar que
los niveles de diferenciacidn poblacional varien entre los marcadores de herencia uniparental y
biparental para el mismo conjunto de poblaciones (Ennos, 1994). Poblaciones que han fijado un
haplotipo en el genoma citoplasmatico no necesariamente muestran baja diversidad en los
marcadores nucleares (Tollefsrud et al., 2009).

Existen caracteristicas del polimorfismo cloropléstico y supuestos del modelo empleado
en estas estimaciones que deben ser consideradas cuidadosamente al momento de interpretar los
resultados. Entre ellas, caben destacar el supuesto de neutralidad selectiva, el supuesto de
herencia uniparental y la posible accion de procesos demograficos que pueden producir efectos
que no son considerados en el modelo de equilibrio flujo génico-deriva genética (McCauley,
1995). Sin embargo, los polimorfismos a nivel de ADN representan generalmente la variacion
en regiones no codificantes y la herencia materna de las organelas en las angiospermas es en
general una regla, con lo cual sus efectos serian nulos. Por su parte, el supuesto de equilibrio
demogréfico, a pesar de que generalmente simplifica las relaciones entre las medidas de flujo
génico y estructura genética, es poco probable en la naturaleza. Las consecuencias genéticas de
los eventos de colonizacion pueden ser diferenciales para los genomas nuclear y cloroplastico,
pudiendo una nueva poblacién ser monomérfica para el genoma cloroplastico y presentar
elevada diversidad para el genoma nuclear (McCauley, 1995).

La combinacion de marcadores de herencia materna y biparental, ademas, facilita el
estudio de procesos evolutivos histéricos y de procesos recientes (Muller et al., 2009)
proveyendo una visién complementaria acerca de los patrones de flujo génico (Andrianoelina et
al., 2009).

1.2 Importancia relativa del flujo génico mediado por polen y por semillas

1.2.1 Modelo de islas
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Las diferencias en cuanto a los niveles de estructuracion genética detectada con los
marcadores de herencia uniparental y biparental es funcion de los niveles relativos del flujo
génico mediado por el polen y por las semillas (Ennos, 1994).

En el modelo empleado para realizar este analisis se asumen especies diploides y
hermafroditas. Ademas, considera que la especie se encuentra distribuida en un nimero infinito
de islas, cada una de tamafio N, relacionadas por un flujo constante de genes y apareamiento
aleatorio (Ennos, 1994).

El grado de diferenciacion genética bajo el modelo de equilibrio migracion-deriva es
funcion del tamafio efectivo y de la tasa de migracion. Cabe esperar que los valores de Fsr
obtenidos desde marcadores con modos de herencia contrastantes no serdn independientes
resultando de importancia establecer la relacién entre estos indices (Ennos, 1994). Debido a que
los marcadores heredados por via materna sélo migran a través de las semillas, en equilibrio
migracién-deriva genética se espera que la magnitud del indice de fijacion para el genoma de
herencia materna (Fst,) exceda la magnitud del indice de fijacién estimado para el genoma de
herencia biparental (Fst,) (Ennos, 1994).

Cuando se tiene en cuenta la historia poblacional, los contrastes entre la estructuracion
genética cloroplastica y la estructuracion genética nuclear pueden ser informativos en cuanto a
los procesos de colonizacion, como asi también en cuanto al rol del flujo génico mediado por el
polen en relacién al flujo génico mediado por las semillas en las mediciones tradicionales de

flujo génico (McCauley, 1995).
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2. Objetivos especificos
e Analizar los niveles de diversidad y de estructuracion genética nuclear y cloroplastica
en las poblaciones fragmentadas de A. colubrina var. cebil.
e Determinar la importancia relativa de los niveles de flujo génico a través del polen y de

las semillas en estas poblaciones.
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3. Materiales y Métodos
3.1 Niveles de diversidad y estructuracién genética nuclear y cloroplastica

Se analiz0, de manera comparativa, a los niveles de diversidad y estructuracion genética

nuclear y cloroplastica estimados desde los marcadores nuSSRs y cpSSRs, respectivamente.
3.2 Importancia relativa del flujo génico mediado por el polen y por las semillas
3.2.1 Modelo de Islas

Cuando los niveles de flujo génico mediado por semillas entre poblaciones es menor al
flujo génico mediado por polen, es posible estimar la tasa relativa de flujo génico mediado por
polen y por semillas entre poblaciones a partir de los niveles de estructuracién genética
estimados desde marcadores de herencia biparental (nuSSRs) y desde marcadores de herencia

materna (cpSSRs), mediante la siguiente ecuacion:

Flujo por polen [(ﬁ - 1) —2X (Fsim B 1)]
Flujo por semillas ( 1 _ 1)

donde Fgrp, Y Fsrm corresponden al indice de fijacion estimado desde marcadores nucleares y

cloroplasticos, respectivamente (Ennos, 1994).
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4. Resultados
4.1 Comparacion de los niveles de diversidad y estructuracion genética nuclear y cloroplastica

En cuanto a diversidad genética, el genoma nuclear presenté mayores niveles de
diversidad (Hg=0,791) en relacion a los niveles de diversidad presentes en el genoma
cloroplastico (h=0,047 y He.,=0,249) (Tabla IV-1).

Las poblaciones mostraron patrones opuestos de diversidad genética segun el marcador
considerado. Asi, la poblacion Jujuy revelé la mayor diversidad genética en cuanto al genoma
nuclear (Hg=0,841), mientras que la poblacion Santa Ana resulté la mas diversa en cuanto al
genoma cloroplastico (h=0,117 y He,,=0,500) (Tabla IV-1).

Los resultados en cuanto a la estructuracién genética mostraron un patrén similar. Los
cpSSRs revelaron elevada estructuracion genética y niveles limitados de flujo génico mediado
por semillas mientras que los nuSSRs revelaron estructuracion genética moderada y niveles de
flujo génico total que superaron la unidad (Tabla IV-2).

El anélisis bayesiano a partir de los genotipos multilocus del genoma nuclear asigné a los
individuos a dos clusters, identificando un patrén de estructuracion regional. Por su parte, el
andlisis bayesiano a partir de los haplotipos cloroplésticos asign6 a los individuos a seis
clusters, identificando un patrén de estrucuturacién poblacional. Estos resultados denotan

presencia de mayor estructuracién genética cloroplastica en estas poblaciones (Tabla 1V-2).
4.2 Importancia relativa del flujo génico mediado por polen y por semillas
4.2.1 Modelo de Islas

Los indices de fijacion Fsr globales obtenidos desde los marcadores de herencia materna
y biparental arrojaron valores Fgr,y = 0,111y Fgr(,) = 0,948, respectivamente. Asi, la tasa
relativa de flujo génico mediado por polen superd 144 veces a la tasa de flujo génico mediado
por semillas denotando que el flujo génico mediado por polen es mayor al flujo génico mediado

por semillas.



119

Tabla IV-1: Comparacion de los niveles de diversidad genética nuclear y cloroplastica

NuSSRs CpSSRs
Region Pablacion N Nap NEeb Ho Hep Nam NeEm hm Hem
Candelaria 20 9,875 5,166 0,698 0,780 1,250 1,055 0,045 0,400
Paranaense
Santa Ana 16 9,250 4,479 0,703 0,756 1,250 1,221 0,117 0,500
Tucuman 14 8,625 5,548 0,748 0,785 1,000 1,000 0,000 0,000
Yungas
Jujuy 19 11,125 7,692 0,752 0,841 1,250 1,028 0,025 0,094
Total* 69 9,719* 5,721* 0,725* 0,791* 2,750 1,076* 0,047*  0,249*

*valor promedio por poblacién, en negrita se resaltan los mayores valores por poblacion.
N=tamafio de la poblacion, Na=ntimero promedio de alelos por locus, Ng=nimero efectivo de alelos por locus, Ho=heterocigosidad observada, Hgy,=heterocigosidad esperada,

Nam=numero promedio de alelos por locus cpSSR, Neg,=ntmero efectivo de alelos por locus cpSSR, h,=indice de diversidad génica de Nei, y He,=indice de diversidad haplotipica
de Nei.



Tabla IV-2: Distribucion de la diversidad genética nuclear y cloroplastica en poblaciones naturales de A. colubrina var. cebil.

Métodos

Andlisis

nuSSRs

CpSSRs

No espaciales

Distribucién de la variacion

Mayor variacién dentro de

Mayor variacion entre

dentro y entre poblaciones AMOVA poblaciones (88,94%) regiones (69,690%)
Global Fstp=0,111* Fstm=0,948*
Indice de fijacion Regional Paranaense Fgr, = 0,075* Paranaense Fgr, = 0,741*
9 Yungas Fsm, = 0,039* Yungas Fstm=0,942*
Flujo génico histérico Neym Neym,=2,010 Neym,=0,027

Método basado en distancias
genéticas para el establecimiento
de grupos genéticos

Arbol de genotipos

multilocus (nuSSRs)

y red de haplotipos
(cpSSRs)

Tres grupos integrados
principalmente por
individuos de: (1)

Candelaria, (2) Yungas y (3)
Santa Ana.

Tres grupos integrados
principalmente por individuos
de: Paranaense, Jujuy y
Tucuman

Espaciales

Método basado en modelos para
establecer clusters genéticamente
homogéneos

Inferencia Bayesiana
sin informacién
geograéfica a priori

Andalisis Admixture
2 clusters genéticos,
(estructuraciéon mayor a
nivel de regiones)

Andlisis Mixture
6 clusters genéticos
(subestructuracion
poblacional)

Inferencia Bayesiana
con informacién
geogréfica a priori

Analisis Adixture
4 clusters genéticos
(coinciden con los origenes
poblacionales)

Analisis Mixture
4 clusters genéticos
(coinciden e con los origenes
poblacionales)

*valor estadisticamente significativo para el 95% de confianza.
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5. Discusion

En las plantas con semillas las relaciones entre flujo génico y estructura genética no son
simples debido a que los genes poseen dos vias potenciales de intercambio durante dos estadios
de vida diferentes, las semillas y el polen. El entendimiento de las contribuciones relativas del
polen y de las semillas al flujo génico total ha sido el principal desafio de los genetistas que
estudian poblaciones vegetales (McCauley, 1997). Los estudios poblacionales a nivel
intraespecifico, basados en datos moleculares obtenidos desde diferentes genomas, proveen una
oportunidad para comparar el movimiento del material genético transportado por el polen en
relacion al movimiento del material genético transportado por las semillas (Grauke et al., 2011).

Estudios tedricos y empiricos han mostrado que, generalmente, el ADN de las organelas
exhibe niveles mas elevados de estructuracion genética en relacion al ADN nuclear (Grauke et
al., 2011). Los resultados obtenidos en las poblaciones naturales de A. colubrina var. cebil
concuerdan con los resultados obtenidos en estudios previos basados en marcadores del ADNcp
en especies forestales, debido a que en la mayoria de ellos se detecté una marcada
estructuracion genética entre poblaciones y reducidos niveles de diversidad genética dentro de
las poblaciones en comparacion con los marcadores nucleares (Oddou-Muratorio et al., 2001).
La estructuracion genética del genoma nuclear generalmente es menos significativa debido a
que el efecto de la deriva genética es dos veces menor (genoma diploide) y el flujo génico se ve
incrementado por medio de la dispersion del polen (Ndiade-Bourobou et al., 2010).

En el andlisis de varianza molecular, los cpSSRs revelaron mayor variacién entre
regiones mientras que los SSRs nucleares revelaron mayor variacion dentro de las poblaciones.
Las diferencias en relacion a las tasas de mutacion y al tamafio efectivo de los genomas nuclear
y cloroplastico explicarian este resultado. Los niveles de flujo génico también podrian
explicarlo ya que en las plantas los niveles de flujo génico en loci heredados de manera
biparental es mayor a los niveles de flujo génico en loci de herencia materna debido a que los
loci biparentalmente heredados se transmiten a través del polen y de las semillas y los loci
maternos se transmiten Unicamente a través de las semillas (McCauley, 1997).

En este estudio, los niveles de estructuracion genética son diferentes segun el genoma
considerado. Si se considera que el efecto del menor tamafio efectivo del genoma cloroplastico
incrementa la estructuracion genética en dos veces respecto a la estructuracion genética del
genoma nuclear, la diferencia entre los indices de fijacion Fsr entre ambos marcadores
(Fsts=0,11 vs Fs1,=0,95, respectivamente) resulta en una estructuracion cloroplastica 8 veces
mayor a la estructuracion genética nuclear, con lo cual las diferencias en cuanto a los
mecanismos de dispersién, serian causantes de las diferencias entre los niveles de flujo génico
por medio de las semillas y del polen.

En cuanto a los niveles de diversidad genética nuclear presentes en las poblaciones de

A. colubrina var. cebil (Hgn,,=0,756-0,841) fueron similares a los niveles detectados en



122

Dalbergia monticola cuya polinizacion es entomdfila (Hg,,=0,64-0,81, Andrianoelina et al.,
2009). Sin embargo, la diversidad genética presente en las poblaciones naturales de A. colubrina
var. cebil super6 a los niveles de diversidad estimados en otras especies tropicales con
polinizacion entomdfila, como por ejemplo en las especies Baillonella toxisperma Pierre
(Heny=0,56-0,58; Ndiade-Bourobou et al., 2010), Aucoumea klaineana (Hgn,=0,38-0,55; Born et
al., 2008), Vouacapoua americana (Hg,,=0,47-0,51; Dutech et al., 2002); Distemonanthus
benthamianus (Hg,,=0,470-0,567; Debout et al., 2011); Pterocarpus officinalis Jacq (Hg,,=0,24
— 0,59, Muller et al., 2009). En general, los estudios realizados con isoenzimas revelaron que los
arboles mantienen niveles superiores de diversidad genética dentro de sus poblaciones y e
inferiores entre poblaciones, siendo que los valores reducidos de estructuracion genética de la
mayoria de los &rboles son consistentes con la presencia de mayores niveles de flujo génico y
flujo génico a larga distancia (Hamrick, 2004).

En cuanto a los niveles de diversidad genética cloroplastica las poblaciones de A.
colubrina var. cebil estudiadas presentaron un total de 6 haplotipos (H,=0,000-0,500). Estos
resultados representan menores niveles de diversidad genética cloroplastica en A. colubrina var.
cebil en comparacion con Pterocarpus officinalis Jacq donde se identificaron 10 haplotipos
siendo la dispersion de las semillas efectuada por medio de la gravedad y por flotacion
(H,,=0,000-0,680) (Muller et al., 2009). En Dalbergia monticola se detectaron 18 haplotipos
siendo la dispersion de sus semillas por medio de la gravedad y por animales (H.,=0,00-0,80)
(Andrianoelina et al., 2009). En Baillonella toxisperma Pierre se detectaron 13 haplotipos y la
dispersion de sus semillas se realiza por medio de animales (H.=0,702-0,836) (Ndiade-
Bourobou et al., 2010).

Considerando estos resultados en conjunto podria decirse que A. colubrina var cebil
presentd un nivel de diversidad genética nuclear mayor a otras especies tropicales aunque
presentd un nivel menor de diversidad genética cloroplastica lo cual podria deberse,
principalmente, a su dispersion de semillas restringida ya que la dispersién de las mismas en A.
colubrina var. cebil es de tipo autocoria-anemocoria.

La estructuracion genética del genoma cloroplastico es elevada mientras que la
estructuracion genética nuclear es moderada, lo cual se corresponde con un nivel de flujo génico
mediado por semillas inferior al nivel de flujo génico mediado por polen y semillas
(Neymp=2,010 vs Ne,m,,=0,027, respectivamente). Ademas, sabiendo que el punto de inflexion en
este estimador corresponde a Nem=1, puede inferirse que, a nivel del genoma nuclear, el flujo
génico es suficiente para contrarrestar los efectos de la deriva genética mientras que, a nivel del
genoma cloroplastico, el flujo génico no contrarresta los efectos de la deriva genética.

Las poblaciones fragmentadas que presentan mayores niveles de estructuracion genética

en marcadores heredados por via materna y menores niveles en marcadores de herencia
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biparental probablemente presentan flujo génico entre los fragmentos en tiempos posteriores a la
fragmentacion (Hamrick, 2004).

Las poblaciones de éarboles forestales se ven expuestas a numerosos cambios
ambientales que pueden moldear su constitucion genética. Estos cambios pueden ser antiguos y
haber ocurrido hace 100.000 afios, como las glaciaciones, o pueden ser recientes y haber
ocurrido en la Gltima década dentro de la vida de un arbol adulto (Hamrick, 2004).

Cuestiones relacionadas a la historia del ecosistema de los Bosques tropicales
estacionalmente secos fueron analizadas en dos especies forestales propias de estos bosques:
Astronium urundeuva (Anacardiaceae) y Geoffroea spinosa (Leguminosae) (Naciri et al., 2006).
Mediante el empleo de SSR nucleares en ambas especies y secuencias de regiones no
codificantes del ADNcp de A. urundeuva estudiaron poblaciones del nucleo Misiones y del
nucleo Pedemonte Subandino. En cuanto a los niveles de estructuracion genética nuclear
presente entre estas regiones el indice de fijacion Fsr fue de 0,064 en A. urundeuva y de 0,151
en G. spinosa. Las diferencias en los niveles de estructuracion genética entre estas especies
fueron atribuidas tanto a las diferencias en cuanto a las capacidades de dispersion de estas
especies como a las consecuencias de los eventos histéricos (Naciri et al., 2006). Debido a que
A. urundeuva dispersa sus semillas por accion del viento y G. spinosa por medio de pequefios
vertebrados, se esperan mayores niveles de dispersion en A. urundeuva mientras que,
considerando los eventos histéricos, la mayor separacién entre las poblaciones de G. spinosa
junto a los mayores niveles de estructuracion genética indicarian eventos de fragmentacion mas
antiguos en esta especie. En relacion a la estructuracion genética en A. urundeuva, los niveles
fueron superiores en el genoma cloroplastico (Fsrm=0,83>Fs1,=0,064) resultados que fueron
adjudicados a una mayor dispersion del polen en relacién a las semillas. En A. urundeuva se
identificaron seis haplotipos entre los cuales el mas frecuente, considerado mas antiguo, estuvo
localizado en el nacleo Misiones (Naciri et al., 2006). Debido a que los niveles de
estructuracion genética nuclear en A. colubrina var. cebil fueron similares a los niveles de
estructuracion genética en las poblaciones del nicleo Misiones y Pedemonte Subandino de G.
spinosa es de esperar que estas especies compartan una misma historia y/o similares relaciones
en cuanto a la importancia del flujo génico por medio del polen en relacién al flujo génico por
medio de las semillas. Por su parte, A. colubrina (Vell.) Brenan fue incluida entre las especies
candidatas para el estudio de los Bosques tropicales estacionalmente secos debido a su amplia
distribucion en los mismos, su definicion taxonomica clara, la facilidad de ser reconocida en el
campo, su abundancia relativa, su especificidad de habitat y su baja probabilidad de dispersion
por el hombre (Naciri et al., 2006).

La fragmentacion de una poblacion continua de arboles puede, potencialmente,
interrumpir diferentes procesos bioldgicos y evolutivos pudiendo modificar, ademas, su propia

composicion genética (Hamrick, 2004). Los efectos de la fragmentacién se pueden dividir en
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efectos a corto y a largo plazo. Los efectos a corto plazo ocurren durante la fragmentacion o
luego de una o dos generaciones y dependen de los niveles de estructuracion genética
preexistentes. Por su parte, los efectos a largo plazo ocurren luego del transcurso de varias
generaciones posteriores a la misma y pueden modificar la composicion genética de los
fragmentos individuales de manera considerable. Si el flujo génico entre los fragmentos es
limitado, la diversidad genética se verd estructurada por accidon de la deriva genética, la
diversidad genética dentro de los fragmentos decrecerd, mientras que la estructuracién genética
entre los fragmentos se incrementara. Los niveles de flujo génico entre las poblaciones son
determinantes para la prediccién de los efectos de la fragmentacidn (Hamrinck, 2004).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, los efectos a largo plazo de la fragmentacion
en las poblaciones de A. colubrina var cebil pueden ser identificados a nivel global en ambos
genomas. La conformacion de dos clusters genéticos en el andlisis bayesiano, coincidentes con
las regiones geogréficas estudiadas, podria ser resultado de fragmentacion antigua, la cual
produjo profundos cambios en la composicion genética nuclear. A nivel del genoma
cloroplastico, también se identificaron diferencias haplotipicas entre las regiones, ya que no se
han detectado haplotipos compartidos entre las mismas. Sin embargo, debido al menor tamafio
efectivo de este genoma y a los menores niveles de flujo génico por medio de las semillas, los
efectos de la deriva genética han sido pronunciados llevando a la fijacion de variantes
haplotipicas en dos de las cuatro poblaciones estudiadas. La dispersién de semillas en A.
colubrina var. cebil ocurre por gravedad o por el movimiento de las vainas por accién del
viento, lo cual indica que el flujo de semillas es altamente restringido y que, posiblemente, esta
especie presentara estructuracion genética cloroplastica previa a la fragmentacion.

Por su parte, a nivel del genoma nuclear, los niveles de flujo génico historico
intrarregional son mayores. La regién de las Yungas presentd niveles reducidos de
estructuracion genética lo cual implica flujo génico efectivo mediado por polen. Ya que.el
mismo, seguin Caetano et al. (2008) tiene un efecto homogeneizador que diluye la estructuracion
genética resultante del flujo por medio de las semillas. Por su parte, la regién Paranaense
presentd estructuracion genética moderada, indicando ausencia de flujo génico mediado por
polen y mayor aislamiento genético entre sus poblaciones.

Ennos (1994) demostrd que es posible estimar las tasas relativas de los niveles de flujo
génico por medio del polen y por medio de las semillas entre poblaciones vegetales a partir de la
comparacion de los valores de Fsr estimados empleando marcadores de herencia biparental y
marcadores heredados por via materna. En A. colubrina var. cebil el resultado obtenido para
esta proporcion, indica que el flujo génico mediado por el polen supera 144 veces al flujo
génico mediado por las semillas. La consideracion del valor estimado para esta proporcion de

manera aislada carece de sentido bioldgico, resultando aparente la importancia de esta
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estimacion al considerarse de manera comparativa, como por ejemplo, entre especies con
diferentes historias de vida (McCauley, 1997).

En los estudios realizados en siete especies forestales, la tasa de flujo génico mediado
por el polen fue mayor a la tasa de flujo génico mediado por las semillas, aungue existieron
diferencias sustanciales en las proporciones de ambos niveles entre las especies (Ennos, 1994).
Quercus petraea presentd el mayor contraste, superando el nivel de flujo génico mediado por
polen aproximadamente en 200 veces al nivel de flujo génico mediado por las semillas. Este
contraste puede deberse al sistema reproductivo de la especie, la cual se caracteriza por ser
alégama con polinizacion aneméfila y flujo restringido de semillas a través de aves y roedores
(Ennos, 1994). Por su parte, Oddou-Muratorio et al. (2001) estudiando las poblaciones naturales
de Sorbus torminalis obtuvieron una proporcién de aproximadamente 2, la cual constituye una
de las menores proporciones observadas en especies lefiosas. Esta especie se caracteriza por
presentar polinizacién entomofila, dispersion de semillas de tipo endozoocora y una dinamica
poblacional tipica de las metapoblaciones con eventos de extincién y recolonizacion. Esta
combinacion de caracteres de historia de vida, resulta en reducidos niveles de diferenciacién
genética entre poblaciones, especialmente en el genoma cloroplastico, debido a maltiples
eventos de colonizacion (Oddou-Murattorio et al., 2001). A. colubrina var. cebil presenté una
proporcion igual a 144, la cual supera ampliamente a la proporcion observada en S. torminalis.
A diferencia de esta Gltima especie, A. colubrina var. cebil es una especie alégama, su
polinizacion es entomoéfila y el mecanismo de dispersion de las semilla es de tipo autocoria-
anemocoria, caracteristicas que agudizan las diferencias en cuanto a la capacidad de dispersién
del polen y de las semillas.

Las interpretaciones de la proporcion de flujo génico por medio de polen y por medio de
semillas en A. colubrina var. cebil se basa en el modelo de islas. Es probable que esta
proporcion esté sobreestimada y no sea un fiel reflejo de la proporcion real. EI modelo de islas
posee supuestos con bajas probabilidades de cumplirse en las poblaciones naturales, como ser
tamafios poblacionales constantes e iguales y tasas de migracion idénticas entre poblaciones
locales (Ennos, 1994). Ademas, este modelo asume equilibrio demografico el cual simplifica las
relaciones entre las medidas de flujo génico y las de estrucutracion genética. Estrictamente
hablando, este equilibrio es poco probable en la naturaleza ya que las poblaciones fluctian en
tamafio y su distribucion puede variar a lo largo del tiempo (McCauley, 1995). Las
consecuencias genéticas de los eventos de colonizacién pueden ser diferentes para el genoma
nuclear y para el genoma cloroplastico. En el caso de una poblacion colonizada por un fruto con
multiples semillas, asumiendo herencia materna, la nueva poblaciéon serd uniforme para el
genoma cloropléstico pero puede expresar considerable variacion nuclear. Mas aun, luego de las
perturbaciones, el genoma nuclear y el cloroplastico alcanzaran el equilibrio a diferentes tasas.

Por todo esto, las diferencias entre los Fst nuclear y cloroplastico que son explicadas asumiendo
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el equilibrio por las diferencias en cuanto a los niveles de flujo génico pueden ser confundidas
por las influencias diferenciales de los eventos de colonizacion (McCauley et al., 1995). De esta
manera, cuando se tiene en cuenta la historia poblacional los contrastes cloropléasticos y
nucleares sobre las medidas tradicionales de flujo génico pueden ser informativos en relacion a
los procesos de colonizacion como asi t ambién acerca de los roles relativos del movimiento del
poleny de las semillas (McCauley et al., 1995).

El estudio de los genomas heredados por via materna y biparental reflejé diferentes
patrones de distribucién de la diversidad genética en las poblaciones fragmentadas de A.
colubrina var. cebil estudiadas. Se detectd estructuracion entre regiones como consecuencia de
la fragmentacion histérica en ambos genomas y mayor estructuracién genética a nivel del
genoma cloroplastico conjuntamente con menores niveles de flujo génico por medio de las
semillas. Debe destacarse, la importancia intrarregional a nivel histérico del rol del flujo génico
mediado por el polen, el cual mantuvo niveles elevados de diversidad genética dentro de las
poblaciones. Sin embargo, las diferencias en cuanto a la diversidad y estructuracion genética a
nivel del genoma nuclear detectados en la region Paranaense y en la regidn de las Yungas no
pudieron ser explicadas a partir de las distancias geograficas entre las poblaciones.

Caetano et al. (2008) estudiaron poblaciones de Astronium urundeuva empleando nueve
SSRs nucleares y dos espaciadores cloroplasticos, y explicaron los patrones definidos en una de
las regiones de los SDTF estudiadas concluyendo que en el genoma cloroplastico aln persisten
las huellas de la colonizacién. Sin embargo, en el genoma nuclear, estas huellas se han ido
borrando gradualmente debido al intercambio genético entre las poblaciones, el cual se ve
favorecido, probablemente, por una distribucion continua del SDTF en esa &rea. Una
interpretacion similar podria ser realizada en las poblaciones de A. colubrina var. cebil de la
regién de las Yungas ya que segin Wernek et al. (2011) esta area presentaria mayor
inestabilidad y tendria una colonizacion mas reciente. Ademas, los resultados obtenidos en el
presente trabajo reflejaron niveles contrastantes de estructuracion y diversidad genética entre
ambos genomas, presentando baja diversidad y elevada estructuracion genética cloropléstica, y
elevada diversidad y baja estructuracion genética nuclear. EI genoma cloroplastico ain refleja el
pasado historico en el cual los eventos de colonizacion en la region de las Yungas tienen alta
probabilidad de haber ocurrido. Mientras que en el genoma nuclear, debido al flujo génico a
través del polen se habrian homogeneizado las frecuencias alélicas y reducido los niveles de
estructuracion genética en esta region.

Por su parte, la region Paranaense presentd elevada estructuracion genética
cloroplasticay mayor estructura genética nuclear. Segun Wernek et al. (2011), esta area
presentaria mayor estabilidad con lo cual, se podria pensar que entre sus poblaciones existen

barreras recientes tanto para el flujo por semillas como para el flujo por polen. Estas barreras
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pudieron haberse originado en el impacto antrdpico reciente el cual ha producido una reduccion
del tamafio efectivo de estas poblaciones y ha aumentado el aislamiento entre ellas.

Los arboles constituyen modelos de estudio particulares debido a que son organismos
sésiles y longevos. Factores tales como los caracteres de historia de vida, los mecanismos de
dispersién del polen y de las semillas, la dinamica poblacional, las caracteristicas del paisaje
actual y los eventos biogeograficos historicos, influyen y determinan los patrones actuales de
distribucion de la variacion genética en sus poblaciones.

El polen y las semillas son los responsables del movimiento de los alelos en las
poblaciones. El polen es haploide en tanto que las semillas son diploides lo cual determina, en
caso de que las tasas de flujo génico sean las mismas, que el polen contribuya con un tercio y las
semillas con dos tercios al flujo génico nuclear total. En la mayoria de las especies forestales, la
tasa de flujo génico por polen supera a la tasa de flujo génico mediado por semillas. Estudiar los
niveles de flujo génico mediante marcadores de herencia materna permite conocer el
movimiento de las semillas, las cuales contribuyen en mayor medida al flujo génico nuclear
total. Estas diferencias en cuanto al contenido genético y a las tasas de flujo génico contribuyen,
de manera predecible, a la magnitud de la diferenciacion genética poblacional.

La diversidad genética es esencial para asegurar el proceso evolutivo de adaptacion de
los recursos forestales a las condiciones ambientales cambiantes y a los requerimientos sociales
(Young et al., 1996; Inza et al., 2012). Afortunadamente, el estudio de la variacién genética
interpoblacional esta siendo valorado como una herramienta valiosa para guiar los esfuerzos de
conservacion y para el disefio de areas prioritarias de conservacion de especies (Quiroga y
Prémoli, 2007, Inza et al., 2012). La elevada diversidad genética nuclear presente en las
poblaciones estudiadas destaca la importancia de estas poblaciones como reservorios de
diversidad genética. Por su parte, la presencia de variantes de ADNcp propias en la regién
Paranaense, en areas que no se encuentran protegidas y que corresponden a areas de estabilidad

historica, merecen una especial atencion.
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6. Conclusiones

Las poblaciones fragmentadas de A. colubrina var. cebil presentaron mayores niveles de
diversidad genética nuclear en relacion a la diversidad genética cloroplastica, de
acuerdo a las diferencias en cuanto al balance entre los roles del flujo génico y de la
deriva genética en ambos genomas.

Debido a las diferencias en el tamafio efectivo y en los niveles de flujo génico en ambos
genomas la estructuracion genética de las poblaciones fragmentadas de A. colubrina
var. cebil fue menor en el genoma nuclear en relacion al genoma cloroplastico.

Los efectos de la fragmentacion histérica sobre los Bosques tropicales estacionalmente
secos se reflejarian en la estructuracion genética detectada a nivel global entre las
regiones en ambos genomas.

El impacto antrépico en la region Paranaense seria responsable de la mayor
estructuracion genética de sus poblaciones a nivel del genoma nuclear. Por su parte, los
niveles superiores de flujo génico entre las poblaciones de las Yungas habrian
mantenido mayor diversidad genética y menor estructuracion genética de sus
poblaciones a nivel del genoma nuclear.

La presencia de haplotipos ancestrales y diversidad genética antigua en la regién
Paranaense explicarian la mayor diversidad y la menor estructuracion genética de sus
poblaciones a nivel del genoma cloroplastico. La presencia de diferentes variantes
haplotipicas fijadas en cada poblacion de la regién de las Yungas, debido a la ausencia
de flujo génico mediado por semillas, indicaria procesos de colonizacién antiguos y la
accion de la deriva genética a nivel del genoma cloropléastico.

La hipétesis sobre la cual se sustentd el presente trabajo no se rechaza al considerarse el
rol del flujo génico y de la deriva genética a nivel del genoma nuclear mientras que, a

nivel del genoma cloropléstico, la deriva genética ha jugado el rol principal.
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Proyecciones

Este trabajo constituye la primera aproximacion al conocimiento del estado actual de la
diversidad genética en poblaciones argentinas de A. colubrina var. cebil. Como en todo estudio
genético poblacional el conocimiento de la diversidad genética actual de las poblaciones permite
hacer inferencias acerca de los procesos y eventos que operaron sobre ellas en el pasado para
desde alli poder predecir los futuros niveles de diversidad genética en estas poblaciones. Es asi,
que se plantean nuevos abordajes al estudio de poblaciones en esta especie. Por un lado, podria
aumentarse el conocimiento del pasado histérico mediante estudios filogeogréaficos y por otro,
deberia ahondarse sobre las consecuencias del impacto antrépico y fragmentacion reciente sobre

las poblaciones, en especial en la region Paranaense.
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