Estructura genética espacial en paisajes fragmentados :
un estudio en poblaciones de curupay (Leguminosae:
Anadenanthera colubrina var. cebil)

Goncalves, Alejandra Lorena

Doctor en Ciencias Naturales

Direccion: Garcia, Maria Victoria
Co-direccion: Rivera Pomar, Rolando
Facultad de Ciencias Naturales y Museo

2019

Acceso en:
http://naturalis.fcnym.unlp.edu.ar/id/20190415001649

Esta obra esta bajo una Licencia Creative Commons
Atribucion-NoComercial-Compartirigual 4.0 Internacional

..o..il-- -..-.l.-...-

i Naturalis sz


http://naturalis.fcnym.unlp.edu.ar
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/legalcode.es
http://naturalis.fcnym.unlp.edu.ar
http://www.tcpdf.org

Tesis Doctoral

Estructura genética espacial en paisajes
fragmentados: Un estudio en poblaciones
naturales de curupay (Leguminosae:
Anadenanthera colubrina var. cebil)

Alejandra Lorena Goncalves

Doctorado en Clen01as h aturales
A Facultadide Ciencias Naturales y Museo

__ﬁ\_ﬂli_de La Plata




o

Facultad de Ciencias

Naturales y Museo

Tesis Doctoral

Estructura genética espacial en paisajes fragmentados:
Un estudio en poblaciones naturales de curupay

(Leguminosae: Anadenanthera colubrina var. cebil)

Lic. Alejandra Lorena Goncalves

Directora: Dra. Maria Victoria Garcia

Co-Director: Dr. Rolando Rivera Pomar

Lugar de Realizacion:
Laboratorio de Genética de Poblaciones y del Paisaje.

Instituto de Biologia Subtropical — Nodo Posadas (UNaM — CONICET)

Doctorado en Ciencias Naturales
Facultad de Ciencias Naturales y Museo

Universidad Nacional de La Plata

Marzo de 2019 — La Plata



LA

Facultad de Ciencias

Naturales y Museo

Tesis Doctoral

Estructura genética espacial en paisajes fragmentados:
Un estudio en poblaciones naturales de curupay

(Leguminosae: Anadenanthera colubrina var. cebil)

Lic. Alejandra Lorena Goncalves

IT



~a’ Marina y Raul
&

III1



Agradecimientos

Agradecimientos:

Gracias a las Instituciones:

- A la Universidad Publica Argentina, en especial a la Universidad Nacional de
Misiones y a la Universidad Nacional de la Plata, en las cuales he transitado mi
formacién de grado y de postgrado.

- A la Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales, mi segundo hogar.
Exactas me abrié las puertas para encontrar mi vocacién, y luego nuevamente para
continuar en el camino de la docencia-investigacién, acompaiando a nuevos
buscadores de vocacion.

- Al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) porque
me ha permitido la realizacién de todas las instancias de formaciéon del Doctorado.
Un especial reconocimiento a esta institucién por su visiéon y el fortalecimiento de
la formacién de recursos humanos/personas para el desarrollo de la ciencia en
nuestro pais.

- Al Instituto de Biologia Subtropical (IBS, UNaM - CONICET) por promover la
generacién de conocimiento cientifico en la regiéon y respaldar mi trabajo y
formacion.

- A la Entidad Binacional Yacyreta (EBY) por permitirme el acceso a la Reserva
Campo San Juan para la totalidad de las tareas de campo.

- Al Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) — Biodiversité, Génes et
Communautés (BioGeCo) de Cestas, Francia por darme la bienvenue para la
realizaciéon de una parte de los analisis de datos de la presente tesis, asi como por

brindarme la posibilidad de crecer y aprender de otra cultura y forma de trabajo.

Gracias a las Personas de las Instituciones:

- A mi directora Dra. Maria Victoria Garcia y a mi co-director Dr. Rolando Rivera
Pomar, por haberme dado la oportunidad de emprender este camino de formacién
doctoral junto a ellos.

- Al Dr. Santiago César Gonzalez-Martinez y a la Dra. Myriam Heuertz, por el
tiempo dedicado a la elaboracién de piezas esenciales en la construccion de este
trabajo y la comunicacion del mismo.

- Al comité evaluador conformado por las Dras. Cecilia Bessega, Paula Marchelli y

Moénica Aulicino, porque sus aportes han enriquecido el trabajo.

v



Agradecimientos

- A Victoria, por esa combinacién de insistencia y confianza, por construir la base
de este trabajo y acompanarme en el camino de exploracién. Gracias por compartir
la pasidn por esta eleccidon que dia a dia nos presenta nuevos desafios y nos propone
nuevas metas.

- A Eugenia, por dejarme aprender de sus motivaciones y busquedas. Por ser
comparfiera guia y co-equiper en la cotidianeidad de este trabajo.

- Al equipo del Laboratorio de Genética de Poblaciones y del Paisaje, a quienes
estuvieron y estan: Victoria, Eugenia, Elena, Verdnica, Daiana, Tamara, Marcelo,
Carmen, Celia, Florencia, Andrea, Carla, Micaela y Camila con quienes he
compartido y comparto los aprendizajes y esfuerzos de este camino, tanto
“pescando” muestras a campo, como intentando que todo marche bien en el
laboratorio, en el analisis e interpretacién y en la comunicacién.

- A todo el equipo del Laboratorio 22, Lourdes, Silvia, Liliana, Patricia, Claudia,
Ayrin, Karina, Martin, Adriana, Marcelo y Carlos, con quienes aprendo y
redescubro el ser docente, en conjunto con los numerosos alumnos que nos plantean

nuevos desafios clase a clase. Gracias por la calidez y la apertura que nos fortalece.

...Y Gracias:

- A la Naturaleza, de la cual parte somos.

- A Gabriela, Adriana y Daniela, por estar ahi desde hace tantos afnos.

- A Sabina, Mariana, Ivan, Raul, Liliana y Simén, por esa unidad y confianza que
nos regocijan.

- A los peques: Sofia, Agustina, Luciana, Emilio y Martin porque llegan y
transforman.

- A Myriam, Santiago, Helena y Flor, por permitirme ser una mas de la familia,
aprendiendo de un hogar multicultural.

- A Adriana e Inés, compainieras de diagonales aventuras.

- A toda mi parentela, por apoyarme en esta vocacién.

- A Pablo, por ese cotidiano abrazo.

- A Mama y a Papa, por alentarme siempre a ir en busqueda de aquello que suefio.

- A mis hermanos, Fer y Mari, porque juntos conformamos un equipo que impulsa
los pasos del caminar.

- Y a todas las personas que colaboraron directa o indirectamente en la

construccién de este trabajo.



;Qué revelan los patrones espaciales acerca de

los procesos genético-poblacionales?

Bryan K. Epperson
Geographical Genetics, 2003

VI



Indice de Contenidos

INDICE DE CONTENIDOS

INDICE DE FIGURAS .....coooootiiiiriireieeiieesioe et ssses st sssessssesssssessssesssssessens IX
INDICE DE TABLAS ....oooutiitiieieiesiiessse st sttt sssss st ssesssesssssssnns XI
RESUMEN ...ttt ettt eh ettt h e et e bt st e s at e e bt e s bt e e beesaneebeeeaee 1
SUMDMARY .ttt ettt h e et e bt e e bt esbeesabe e bt e st e e sbeeenbeeseesaseaseeenne 3
1. INTRODUCCION .......cosiiiiriiiriieiiesieeseisessisseestssssses st ssssssssss s sssesesseseens 6
1.1.  Paisajes fragmentados........cccccviiiiieiii i 6
1.1.1. La heterogeneidad de los paisajes fragmentados......cc.eueueeeeeeeeeiiveeeeeeeeeeeeeiinnnnn, 7
1.1.2. Consecuencias genéticas en las poblaciones de paisajes fragmentados.............. 9
1.2. Distribucién espacial de la variacion genética ........coovvveeereeeeeieiiivreeeeeeeeeeeeennnnee, 12
1.2.1. Estructura genéticq eSPACIAL ...........ccouueeeeiiieeeeeeeeeeieciireee e e e e e eeeiareee e e e e e e eeeeaaens 13
1.2.2. Estructura genética espacial @ eSCAIA fINQ ......vuveeeeeeeeeciiieeeeiieeeeeieeiiieeeeeeeeeeenenns 17

1.3. Paisajes fragmentados en Sudamérica: El caso de los Bosques Secos
Estacionales NeotropIiCales .ooooieiiieeeieeiiieeeeeeeeeeceeceeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e ee e 21

1.4. Anadenanthera colubrina var. cebil: Especie paradigmatica de los Bosques

Secos Estacionales NeotropiCalesS . .....iciiiiiiiiiiiiei ettt eeeeeeerrrer e e e e e eeeees 24
1.4.1. Ubicacion taxonOmica de LG @SPECIE ............uuuuueeeuuerererererrrerearssssssssssssssssssrernrann. 24
1.4.2. Caracteristicas morfologicas de lQ @SPECIe...............ccouevevvveeeieeeeeieiiiieeeeeeeeeeenins 25
1.4.3. Fenologia de lQ @SPECIE .............uuuveeeeeeeeeeeeiiieeeee e eeecccttee e e e e eectaaee e e e e e e e eavaaaes 27
1.4.4. Distribucion y habitat de lQ eSPECIE ..........ccccevuveeeieeeeeeeciiireeeeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeenians 28
1.4.5. Antecedentes de estudios poblacionales en la eSpecie ..........cccovvvvuuveuerevevernrnnnnn. 29

2. HIPOTESIS......ostiiiiriieerieeeeesiiee s sese st 35
3. OBJETIVOS.. ...ttt ettt et s e et e st e sbeesaneens 36
3. 1. ODJEtIVO GENETAL..cceiiiiiiiiiiiiiiieee et eeeecctr e e e e e ee st r e e e e e eeeeeatraeeaeeeeeeenne 36
3.2, ODJetiVOS ESPECIIICOS .ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeens 36
4. MATERIALES Y METODOS........oovumiriiiirieriseieesisssseessesssssssssssssssesssssssn 38

4.1. Avea de estudio: Reserva Campo San JUAN..........coovvvviriieiiieeeeieeeeee e 38

4.2. Sistema de estudio y metodologia de muestreo........ccccceeeevveeivrreeeeeeeeeeiecirreeeenen. 40

4.3. Genotipificacion de 10s INAIVIAUOS ....ccoovvvrreiiiiieiiiiiieiieeeee e 44
4.3.1. Extraccion de ADIN ...ttt 45
4.3.2. Obtencion de amplicones y genOtIPIfICACION .....uvvvveiieeeeeeeeiireeeeeeeeeeeieiiireeeeeeeens 46

4.4. Caracterizacion de la diversidad genética de adultos y renovales ...................... 51

4.5. Andlisis de la estructura genética poblacional y determinacién de sus posibles

CAMDIOS ENETE ESTATLOS wenneeeeiee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeeeeeeaeeeeeans 54

VII



Indice de Contenidos

4.6. Caracterizacion de la estructura genética espacial a escala fina .........cccuveeee.... 59
4.7. Determinacién del tamafio de vecindario y de la estructura familiar................. 62
4.8. Identificacion de posibles eventos demograficos recientes.........cccceeeeevveeeeennnennn. 65
5. RESULTADOS .......ooo oottt et e e te e e st e e ssaeeessbeeessseeesaeeesseeensseesnnes 71
5.1. Genotipificacion de 108 INAIVIAUOS ...uvvvveiieeiiiiiiiiiieiieee e eeeerrree e eeeeenns 71
5.2. Caracterizacion de la diversidad genética de adultos y renovales ...................... 71

5.3. Analisis de la estructura genética poblacional y determinacion de sus posibles

€aMbIOS ENEIE ESTATIOS .eeruriiiiiiiiiiie ittt s 75
5.4. Caracterizacién de la estructura genética espacial a escala fina......................... 80
5.5. Determinacién del tamafio de vecindario y de la estructura familiar................. 84
5.6. Identificacién de posibles eventos demograficos recientes.........ccccevvvvvveeeeeeeeeennns 89
6. DISCUSION .....coooiiiiriiiiiieriieeteeisee sttt 93
6.1. Diversidad genética de las diferentes COROItes ..........coovvvvrrreeeieeeeiiiiiiiieeeeeeeeeeeen, 93
6.2. Estructura genética poblacional...........cccccccoeiiiiiiiiiiiiiiiiicice e 95
6.3. Estructura genética espacial a escala fina ........ccoceveeiiiiiiiiiiineeeiiiceieeeee, 101
6.4. Tamano del vecindario y estructura familiar.............cccceveeviriiieiiiiiiniiciiieeeeenn, 105
6.5. Eventos demografiCos TeCIENTES . .....coccvvreeiieeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeetrrree e e e eeeeetrrreeeeee e 111
6.6. Consideraciones finales.........ccooiiiiiiiiiiiiiiie e 113
7. CONCLUSIONES ...ttt sttt e 116
8. BIBLIOGRAFTA.......cooooiiiiiiiieceec st 119
ANEXOS ...ttt ettt ettt ettt ettt et be et eeees 133
ANEXO I Frecuencias alélicas globales de los loci SSR analizados............cccceeennnees 133

ANEXO II Analisis de eventos demografico-histéoricos mediante analisis de

aproximacion Bayesiana (ABC) ... 135

VIII



Indice de Figuras

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Poblaciones en paisajes fragmentados adaptado desde Zucchi et al. (2017). a)
Bosque continuo; b) Disminucién de los niveles de flujo génico; ¢) Incremento de la accién
local de la deriva genética en fragmentos poblacionales pequerios y extincién local de

POD1ACIONES AISLAGAS. ..evvveviiiiiiiiiieiieeeeeeeee ettt aaaeaeaeaaseaeaaeaarararararararararnrnraranes 11

Figura 2. Estructura genética espacial (EGE). a) Eventos demograficos y procesos
microevolutivos que moldean la EGE y b) EGE de poblaciones en paisajes fragmentados
en funcién del tiempo (¢) y el flujo génico entre fragmentos (proporcional al tamano de

las flechas bidireCClonales). ..........cooiiiiirieeiiiiiiiieiceeee et ee e e e eeeearrreeeeeeeas 14

Figura 3. Estructura genética espacial a escala fina (EGEF) en distintos estadios del

ciclo de vida en el complejo espacio-tiempo. Se indica: tiempo () y distancia (d)............. 20

Figura 4. Bosques Secos Estacionales Neotropicales (BSEN) actuales en América del

Sur seglin SArKInen et al. (2011)....uueeeiiiiiiiiiiiiiieiee et eeeeecrree e e e e e eeeeerrrr e e e e e eeeenaees 22

Figura 5. Caracteristicas morfolégicas de Anadenanthera colubrina var. cebil. Se indica:
a) tronco, b) rama con frutos, c¢) inflorescencia y flor, d) semilla y embrién, e) nectarios

extraflorales (NEF) y nectarios sustitutivos (NS), f) insectos polinizadores..................... 26

Figura 6. Distribucion de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan en los Bosques Secos
Estacionales Neotropicales (BSEN). Se indican los ntucleos: Caatinga (CA), Misiones

(MI), Chiquitania (CH) y Pedemontano Subandino (PS). ......cccccccuvveeiiiiiieeiiiiee e 30

Figura 7. Reserva Campo San Juan. a) Ubicacién de la reserva en la provincia de
Misiones, b) delimitacién de la reserva, ¢) fragmento de bosque estudiado y d) paisaje del

ATCA A ESTUALO. .ot eiiiiiieieeee ettt e e e e e ettt e e e e e e ee et aaaaeseseeetaaaaaneas 39

Figura 8. Vista de ejemplares a) adultos y b) renovales de Anadenanthera colubrina

var. cebil en la Reserva Campo San JUAN. ...........vvvvvviiiiiviiiiiiiiiiiiiieierireeeeererereerrarereeerer—————— 41

Figura 9. Individuos adultos y renovales a lo largo de las cuatro transectas definidas en

el fragmento estudiado en la reserva Campo San Juan..........ccceeeeeveeeeerciieeeesciiee e 42



Indice de Figuras

Figura 10. Método de genotipificacion mediante el sistema de tres cebadores. a)
cebadores empleados; b) delimitacion del amplicon; c¢) amplicon obtenido con la
incorporacién de la secuencia complementaria al cebador M13; d) adicién del cebador
M13 marcado a la mezcla de reaccién; e) obtencién del amplicon etiquetado con el

TIUOTOLOTO e et e e e e e e et e e e e e e e s e e eeeeeea e e eeaeaeeerannn 48

Figura 11. Frecuencias alélicas de los ocho loci SSR nucleares analizados en adultos y

renovales de A. COIUDTING VAT, CODLL. .....cooouvueeieiieeeieieeee ettt e ettt e et sesaaaeseeaans 73

Figura 12. Probabilidad posterior de asignacién de individuos a K clusters en a) adultos
y b) renovales y aplicacién del método ad hoc propuesto por Evanno et al. (2005) para la
identificacién del numero real de clusters en c¢) adultos y d) renovales de A. colubrina

VAL, CODIL. oottt e et e e e et e e e e e e e et e e e e e e e ra——aera———arann 77

Figura 13. Asignacién de los individuos a los diferentes clusters mediante analisis
bayesiano en los dos estadios: a) adultos (K=3) y b) renovales (K=5). ....ccccccvvveeeeeeeecnnnnenn. 78
Figura 14. Correlogramas de estructura genética espacial a escala fina (EGEF) a) en

adultos y b) en renovales del fragmento poblacional estudiado. ..........cccceeeeeviviiiiniiienennn. 83

Figura 15. Distancias lineales entre a) progenitor-progenie, b) adultos hermanos

completos/medio-hermanos y ¢) renovales hermanos completos/medio-hermanos........... 88

Figura 16. Distribucién a priori del conjunto de datos observados en relacién al
conjunto de datos simulados para cada escenario mediante analisis de componentes

PYINCIPALES. ..eeeveieiiieieieeieeeeeee ettt a e e e e e b aa e b e e e e aaaaaa——————————————————————————————————— 90

Figura 17. Comparacién de los modelos demograficos mediante ABC. Escenario 1:
tamano poblacional constante, Escenario 2a: cambio reciente en el tamano poblacional, y

Escenario 2b: cambio histérico en el tamano poblacional. .......ccccceeeeeiiiiiiiiiieiiiiieieieeeeeeennn. 91



Indice de Tablas

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Geoposicién de los individuos adultos y renovales a lo largo de las transectas

en la reserva Campo San JUAN. ......cceeeiiiiiiiiiiiiiieee e e e e anns 43

Tabla 2. Descripcion de los marcadores SSR especificos para A. colubrina var. cebil

ANLALIZAOS. oiiiiii ittt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt e ataaaaes 47

Tabla 3. Condiciones de amplificacién de los ocho loci SSR especificos de A. colubrina

VAL, CODLL. oottt e et e e e et e e e et e e e et e e e e e e e —a e e e . aranan 50

Tabla 4. Distribuciones a priori de los parametros histéricos y demograficos definidos

para el analisis de aproxXimaciones DAYESIATIAS ........ecieeieiiiiivreeieeeeeeieririrreeeeeeeeeeesarrreeeeeeens 68

Tabla 5. Validacion del método de genotipificacion mediante el sistema de tres

D A0S oottt ettt ——— ettt ———eeta————eta————tta———ataa————ran_. 72

Tabla 6. Indices de diversidad genética en adultos y renovales en el fragmento

poblacional de A. colubrina var. cebil estudiado............uvvvvvvriiiviiiiiiiiiiiiiiiiiiirirrere. 74

Tabla 7. Porcentajes de variacién, indices de fijacién y diferenciaciéon alélica entre

Cclusters de A. COIUDTITA VAT, CODLL ......oounneeeeeeeeeeeeeee ettt e et s e e eareseeeanenaees 79

Tabla 8. Diversidad genética y rangos de distancia espacial entre pares de individuos de

A. colubring var. cebil a NIVE]L de CLUSLETS .....covviiveeeeieeeeeeiieeeeeeeeee e et 81

Tabla 9. Estructura genética espacial a escala fina (EGEF) en adultos y renovales de A.

COLUDBTTIIIA VAT, CODTL ..ot e e et e s e et tee s e et tae s e e taeseeeaaneseeaaaesaeen 82

Tabla 10. Distancias de dispersién y tamanios de vecindario. Parametros de distancia de
dispersiéon estimados en funcién de diferentes densidades efectivas de individuos

AAUIEOS. 1 eieiee ettt ettt e ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ataaaae 85

Tabla 11. Estructura familiar a partir de relaciones entre pares de individuos a)
progenitor-progenie, b) adultos hermanos completos/medio-hermanos y c¢) renovales
hermanos completos/medio-hermanos de A. colubrina var. cebil en el fragmento

poblacional @StUIAAO.......ccuvviieiiii i e e e a e 87

XI



Resumen

RESUMEN

En poblaciones naturales los patrones espaciales de distribucion de la diversidad
genética son el resultado de la accién de diversos procesos que operan en el complejo
espacio-tiempo. Bajo aislamiento por distancia, la variacién genética entre individuos
presenta una correlacién negativa con la distancia espacial que los separa. Por ello, la
estructura genética espacial a escala fina (EGEF) queda definida por la distribucién no
aleatoria de genotipos en el espacio, la cual en general se encuentra asociada a la
formacién de estructuras familiares producto de dispersion alélica restringida.

Los paisajes fragmentados del Sur de Misiones, proveen un marco apropiado para
desarrollar estudios de la estructura genética espacial de las poblaciones arbéreas que lo
habitan, lo cual en conjunto con las caracteristicas de distribucién de la especie forestal
nativa Anadenanthera colubrina var. cebil (Leguminosae), permitié6 la busqueda de
respuesta a las siguientes preguntas: ;/Se refleja la fragmentacién del paisaje del Sur de
Misiones en la estructuracién genética de un fragmento poblacional de esta especie?
(Existen diferencias en la estructuracién genética poblacional entre estadios? (Es
posible detectar evidencias genéticas de cambios demograficos recientes en un fragmento
poblacional de A. colubrina var. cebil? Mientras que la hipétesis de trabajo establece que
el fragmento poblacional estudiado presenta estructura genética espacial. Siendo el
objetivo general, evaluar la estructura genética espacial en un fragmento poblacional de
A. colubrina var. cebil en paisajes fragmentados del Sur de Misiones.

Se analizé un fragmento de bosque de ~20ha en la reserva Campo San Juan. Se
trazaron cuatro transectas paralelas, a lo largo de las cuales se colectaron hojas jovenes
de 60 adultos y 59 renovales. Se genotipificé la totalidad de individuos mediante ocho
loci microsatélites nucleares especificos aplicando un sistema de tres cebadores. Se
caracterizo la diversidad genética y se determinaron las diferencias entre la estructura
genética poblacional de adultos y renovales. Para caracterizar los patrones de
intercambio alélico en la poblacién, se determiné la EGEF, el tamano de vecindario, las
escalas espaciales de la dispersién alélica y la estructura familiar. Por su parte, para
responder si existen evidencias genéticas de cambios demograficos recientes, se
identificé la ocurrencia de posibles variaciones en el tamafio poblacional que pudieran
haber influido sobre la estructura genética espacial en el fragmento poblacional
estudiado.

Se detecté una elevada diversidad genética, riqueza alélica y elevada proporcién de

alelos a baja frecuencia mantenidos por los niveles de flujo génico mediado por polen
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Resumen

dentro del fragmento poblacional estudiado. A pesar de la elevada diversidad genética,
se detectaron elevados niveles de endogamia en ambos estadios (Fis = 0,40 y 0,34), los
cuales serian consecuencia de un sistema de apareamiento mixto en A. colubrina var.
cebil, que incluiria fecundacion cruzada entre individuos emparentados y una proporciéon
significativa de autofecundacién en el fragmento poblacional estudiado. La distribucién
espacial de la variacién genética queda explicada por la presencia de clusters genéticos
diferenciados en ambas cohortes, como consecuencia de apareamiento por proximidad,
en tanto que la estructura genética y la diferenciacién alélica mas elevadas en renovales
(Fst = 0,14; D de Jost = 0,70) que en adultos (Fsr = 0,06; D de Jost = 0,31), estarian
determinadas por dispersiéon alélica restringida mediada por semillas, la cual genera
una distribucién espacial agrupada de los renovales y una fuerte estructura familiar en
el fragmento poblacional.

La EGEF detectada (Sp = 0,01) fue consecuencia de niveles restringidos de flujo
génico efectivo, un sistema de fecundacién mixto con alta frecuencia de autopolinizacién,
una limitada movilidad de los propagulos, una baja densidad de arboles donantes de
semilla y el establecimiento de plantulas que comparten progenitores, agrupadas en el
espacio en el fragmento estudiado. Se delimité6 un tamafno de vecindario explicado por
una baja densidad de adultos (INb = 108-138) con una dispersion alélica restringida (o, =
5-17m) y un bajo solapamiento de las areas de dispersiéon. Esto definié una estructura
familiar en la cual los renovales implicados en relaciones de hermanos completos o
medio-hermanos se distribuyeron de forma agrupada en el espacio. En relaciéon a la
deteccién de eventos demograficos, la poblacién estudiada no evidencié cuellos de botella
recientes, sino mas bien indicios de una expansién poblacional que se remontaria al

Pleistoceno tardio, hace aproximadamente 18.000 anos atras.
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SUMMARY

In natural populations, the spatial patterns of distribution of genetic diversity results
from the action of space-time processes. Under isolation by distance, the genetic
variation is negatively correlated by spatial distance between individuals. Therefore, the
fine-scale spatial genetic structure (FSGS) is defined by the non-random spatial
distribution of genotypes, which is generally associated with local pedigree structures as
a result of limited gene dispersal.

The fragmented landscapes of the southern Misiones, provide a framework that
allows to develop studies of the spatial genetic structure of the forest tree populations.
This landscape together with the distribution of the native forest tree species
Anadenanthera colubrina var. cebil (Leguminosae), enabled the search for answer to the
following questions: Is landscape fragmentation from southern Misiones reflected in the
genetic structure of a population fragment? Are there differences in genetic structure
between stages? Is it possible to detect genetic evidence of recent demographic changes
in a population fragment of A. colubrina var. cebil? The hypothesis establishes that the
studied population fragment shows spatial genetic structure. Therefore, the main aim of
this work was to evaluate the spatial genetic structure in a population fragment of A.
colubrina var. cebil in fragmented landscapes of southern Misiones.

A forest patch of ~20ha from Campo San Juan reserve was analyzed. Four parallel
transects were established and young leaves were collected from 60 adults and 59
saplings. All individuals were genotyped using eight specific nuclear microsatellite loci
by mean a three-primer system. The genetic diversity of population fragment was
characterized. Also, differences between population genetic structure of adults and
saplings were determined. The FSGS, the neighborhood size, the spatial scales of gene
dispersal, and the family structure were determined to characterize the patterns of gene
exchange in the population. Also, to find out about genetic evidence of recent
demographic changes, the possible variation in population size — that could has
influenced on spatial genetic structure — was identified in the studied population
fragment.

High genetic diversity, allelic richness and high proportion of low frequency alleles
were detected, that are maintained by levels of gene flow by pollen within the population
fragment. Despite the high genetic diversity, high levels of inbreeding were detected in
both life stages (Fis = 0.40 and 0.34), which would be the result of a mixed mating

system in A. colubrina var. cebil. This mating system included cross-fertilization
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Summary

between related individuals and a significant proportion of self-fertilization. The spatial
distribution of genetic variation is explained by the presence of differentiated genetic
clusters in both cohorts, as a consequence of assortative mating in the studied
population fragment. Genetic structure and allelic differentiation were higher in
saplings (Fst = 0.14; Jost’s D= 0.70) rather than in adults (Fsr = 0.06; Jost’s D= 0.31)
probably due to restricted gene dispersal by seeds, which generated a clumped spatial
distribution of saplings and a stronger pedigree structure in the population fragment.
The FSGS detected (Sp = 0.01) was consequence of restricted effective gene flow,
mixed mating system with high frequency of self-pollination, limited mobility of
propagules, low density of seed trees, and the establishment of clumped related saplings
in the studied fragment. A neighborhood size was defined, explained by a low density of
adults (Vb = 108-138) with a restricted gene dispersal (o, = 5-17m) and low overlap of
dispersal areas. Thus, family structures were defined by full-sib or half-sib saplings
spatially clumped. The studied population did not show any evidence of recent genetic
bottleneck while demographic analyses suggested an ancient population expansion in

the late Pleistocene (~18,000 years BP).
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1. INTRODUCCION

Los bosques son ampliamente reconocidos como un reservorio de biodiversidad de
gran importancia en nuestro planeta. Uno de los cimientos de tal biodiversidad es la
diversidad genética, la cual constituye la materia prima del cambio evolutivo. En el
estudio de las masas boscosas se considera a las poblaciones como las unidades
fundamentales para analizar los cambios en los patrones de diversidad genética de las
especies arboreas (Finkeldey y Hattemer, 2007).

Los bosques constituyen ecosistemas que varian a diferentes escalas espaciales, por lo
cual resulta poco frecuente que los individuos que conforman las poblaciones se
encuentren distribuidos de forma homogénea en el espacio. La heterogeneidad
ambiental puede conducir a la subdivision de las poblaciones de una especie debido a
que areas poco favorables pueden intercalarse con areas que presenten condiciones
propicias para la presencia de la especie (Hartl y Clark, 2007). La subdivisién
poblacional puede dar origen a estructuracion o diferenciaciéon genética entre las
subpoblaciones, es decir, que las frecuencias alélicas entre ellas difieran
estadisticamente. Cuan relacionadas se encuentran la estructura genética y la
fragmentacion del paisaje constituye una pregunta que aborda el grado de influencia de
los factores que varian en el paisaje espacialmente heterogéneo sobre la distribucién de

la variabilidad genética en las poblaciones.

1.1. Paisajes fragmentados

El paisaje puede ser definido como un area espacialmente heterogénea que forma
parte de un sistema intrincado de patrones y procesos ecoldgicos que operan a diferentes
escalas (Turner, 2005), de manera tal que la estructura y la composicién del paisaje
influyen sobre los procesos que operan a nivel poblacional en las especies que lo habitan
(Balkenhol et al., 2016). Los paisajes fragmentados pueden definirse como areas
caracterizadas por un fuerte contraste entre los parches de bosque y su matriz
circundante (McIntyre y Hobbs, 1999), cubriendo estos fragmentos entre el 10 y el 60%
del area considerada (Fischer y Lindenmayer, 2007). La Genética del Paisaje constituye
un marco de referencia para el estudio de la variacién genética a nivel poblacional en un
contexto espacial explicito (Schoville et al., 2012; Balkenhol et al., 2016), el cual debe ser
considerado en el estudio de las poblaciones, dado que los procesos operan en un espacio-

tiempo determinado definiendo los patrones de la variacion genética (Epperson, 2003).
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Los bosques nativos son ecosistemas naturales compuestos predominantemente por
especies arbéreas maduras y por diversas especies asociadas que conforman una trama
interdependiente con caracteristicas propias y multiples funciones. Tales especies, en
conjunto con el medio que las rodea, constituyen un sistema en equilibrio dinamico. La
ruptura de este equilibrio como resultado de eventos de fragmentacién de los bosques,
puede generar un impacto pronunciado sobre la sostenibilidad y la conservacién en estos
ecosistemas (Aguilar et al., 2006), especialmente en las regiones neotropicales en las
cuales se ha experimentado un rapido crecimiento demografico de las poblaciones
humanas durante las Gltimas décadas (Abdullah y Nakagoshi, 2007).

En especies vegetales, la fragmentacién del bosque puede incrementar los efectos de
la dispersion restringida de polen y semillas, alterando los niveles de diversidad
genética de las poblaciones (Murawski et al., 1994; Ghazoul, 2005). Asi, el grado de
conectividad entre poblaciones locales de especies vegetales se ve amenazada por la
fragmentacion del habitat causada por fluctuaciones climaticas y/o por cambios de
origen antrépico del paisaje lo cual, en conjunto, puede conducir a una pérdida de
diversidad genética en poblaciones aisladas a una tasa mayor que en poblaciones
continuas (Sork y Smouse, 2006). Ademas, la interaccion de factores tales como la
pérdida y la degradacion del habitat, el aislamiento de los fragmentos poblacionales, los
cambios en la biologia de la especie y en las interacciones intra- e interespecificas,
pueden llevar a una reduccién del tamanio poblacional (Fischer y Lindenmayer, 2007).

La dificultad de detectar los efectos de la fragmentacién reciente en las poblaciones de
arboles puede deberse a que esta fragmentaciéon ha ocurrido en un lapso corto de tiempo
(entre 100 y 200 afios) en relacién al tiempo generacional de las especies arbéreas
(Escudero et al., 2003). Si bien la longevidad de los individuos, la elevada diversidad
dentro de las poblaciones naturales y las elevadas tasas potenciales de flujo génico les
confieren a las especies de arboles la capacidad de afrontar las consecuencias negativas
de la fragmentacién, es critico el conocimiento y la cuantificacién de la diversidad
genética existente, como asi también su distribucién espacial para un diagndstico
acabado del estado y de las posibilidades de viabilidad de las poblaciones remanentes de

los bosques nativos (Escudero et al., 2003).

1.1.1. La heterogeneidad de los paisajes fragmentados
La fragmentacion del paisaje, es decir, la division del habitat en fracciones de menor
superficie, puede ser el resultado de la accién conjunta de diversos factores naturales,

como las fluctuaciones climaticas y las variaciones en la disponibilidad de recursos, asi
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como también puede originarse por el impacto antrépico reciente, dado por cambios en el
uso del suelo, el avance de la frontera agricola, la urbanizacién y la deforestacién
(Haddad et al., 2015).

Estudios acerca de los posibles efectos sinérgicos entre las variables naturales que
podrian originar la fragmentacién del paisaje, han detectado que, en areas donde la
conectividad entre los fragmentos se encuentra por debajo de un nivel critico, la
expansion de los rangos de distribucion de las poblaciones se ve fuertemente restringida
(Opdam y Wascher, 2004).

Por otro lado, la expansion de las poblaciones humanas podria continuar reduciendo
areas naturales con la consecuente fragmentacion de los paisajes (Haddad et al., 2015).
La pérdida de area, el aumento del aislamiento y una mayor exposicion a diferentes usos
del suelo a lo largo de los bordes de los fragmentos, son algunos de los principales
factores que pueden iniciar cambios en la estructura y funcién del ecosistema de los
fragmentos remanentes (Lindenmayer et al., 2006).

A nivel poblacional, la pérdida de habitat y la fragmentacion pueden crear
discontinuidades en la distribucién de los recursos y en las condiciones del entorno local.
La fragmentacion del habitat abarca dos grandes procesos: por un lado, la reduccién en
el area total del habitat disponible y por otro, la generacién de fragmentos con cierto
grado de aislamiento entre si. En otras palabras, la fragmentacién del habitat conduce a
una reduccién en el tamafo poblacional y a una reduccién en los niveles de flujo génico
entre los fragmentos generados (Frankham et al., 2002). Esta fragmentacién, ademas de
disminuir la tasa de intercambio o flujo génico entre las subpoblaciones podria dar lugar
a una disminucién en la eficacia biolégica de los individuos en detrimento del tamano
poblacional debido a la accién local de la seleccién natural. Por lo tanto, el intercambio
alélico entre los fragmentos remanentes es clave para el mantenimiento a largo plazo de
las poblaciones de las especies que habitan paisajes fragmentados (Hanski, 1998), siendo
de relevancia la distancia espacial entre los fragmentos poblacionales que presenten
grados de aislamiento parcial o total.

Ademas, la fragmentaciéon puede modificar las funciones del ecosistema al disminuir
la biomasa y alterar los ciclos de nutrientes (Haddad et al., 2015). Los efectos de la
fragmentaciéon pueden ir magnificandose con el paso del tiempo (Young et al., 2000;
Haddad et al., 2015). Esto se debe a que poblaciones que ocupan habitats continuos
presentan un area probable de distribucion mayor que aquellas que ocupan habitats
fragmentados ya que, potencialmente, pueden albergar mayor diversidad genética. Los

fragmentos poblacionales pequenos se encuentran a su vez expuestos, en mayor medida,
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a los efectos de borde. Un andlisis reciente de la cubierta forestal a nivel mundial
(Haddad et al., 2015) revel6 que la mayor parte de los bosques presentan gran parte de
su area cercana a los bordes de los fragmentos, es decir que las poblaciones de especies
arbéreas que habitan estos bosques estarian expuestas a los efectos negativos de la
fragmentacion.

Hamrick (2004) clasifica a los efectos de la fragmentacién sobre las poblaciones
naturales de las especies arbdreas en efectos a corto plazo y efectos a largo plazo. Los
primeros, ocurren durante la fragmentacion en si misma o en las primeras dos
generaciones posteriores al evento, mientras que los efectos a largo plazo se manifiestan
luego de varias generaciones posteriores al evento de fragmentacion.

Las consecuencias de la fragmentaciéon sobre la diversidad genética dependen, en
gran medida, de los niveles de flujo génico que puedan mantenerse entre los fragmentos,
los cuales, segtn lo propuesto por Frankham et al. (2002), pueden variar en funcién de
una serie de factores tales como: el nimero de subpoblaciones, la distribucién de los
tamafios poblacionales, la distribucién geografica y los patrones espaciales, la distancia
entre fragmentos, la capacidad dispersiva de la especie, las tasas de migracion, la matriz
ambiental entre los fragmentos y su influencia sobre los procesos de dispersion, asi como

el tiempo transcurrido desde el evento de fragmentacion.

1.1.2. Consecuencias genéticas en las poblaciones de paisajes fragmentados

La Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) reconoce a la
diversidad genética como una de las tres formas de biodiversidad que deben ser
conservadas (Reed y Frankham, 2003). Niveles elevados de diversidad genética
constituyen un factor decisivo para la supervivencia de las poblaciones a largo plazo
(Sork y Smouse, 2006). Diversos estudios del impacto de la fragmentaciéon sobre la
diversidad genética de especies arbéreas han proporcionado informacién valiosa para la
conservaciéon de los bosques (Bacles et al., 2006; Jump y Pefiuelas, 2006; Hamilton,
2011). De esta manera, la pérdida de diversidad genética en los ecosistemas de bosques,
debido a la creciente fragmentacion del paisaje y al cambio climatico global, constituye
un foco de atencién por parte de la comunidad cientifica.

La subdivision poblacional producto de eventos de fragmentacion, tiene como
consecuencia la diferenciacién genética entre las subpoblaciones por lo cual, las
frecuencias alélicas entre los fragmentos poblacionales se tornan diferentes (White et al.,
2007). Esta distribucion no aleatoria de las frecuencias alélicas entre subpoblaciones

define la estructura genética poblacional (Hartl y Clark, 2007). Los niveles de diversidad

9



Introduccion

y estructura genética de las poblaciones son el resultado de distintas fuerzas
microevolutivas que operan a través del tiempo y el espacio (Zhao y Gong, 2011).
Evaluar la variaciéon de estos niveles permite realizar inferencias acerca de cuales son
los procesos microevolutivos que pudieron haber originado tales patrones de variacion,
ya que procesos tales como mutacién y migracién pueden incrementar la variacién
genética dentro de las poblaciones, mientras que la deriva genética y la seleccién natural
pueden reducirla (Templeton, 2006; White et al., 2007). El flujo génico también puede
ser considerado una fuerza microevolutiva cuando ocurre entre poblaciones que
presentan acervos génicos distintos (Templeton, 2006). Debido a que los efectos del flujo
génico y de la deriva genética son opuestos, el balance entre estos dos procesos es el
principal determinante de la estructura genética poblacional. Las fuerzas evolutivas
operan dentro de las limitaciones impuestas por esta estructura poblacional, por lo
tanto, toda inferencia evolutiva debe ser considerada en este contexto (Templeton, 2006;
Hartl y Clark, 2007).

La heterogeneidad espacial de los ecosistemas podria influir sobre los niveles de
estructura genética poblacional, en funcién del grado de co-variacién entre los procesos
microevolutivos que operan sobre las poblaciones y los factores que varian en el habitat
de las mismas. En general, las poblaciones tienen historias complejas que consisten en
fases de expansion y retraccién, y los patrones de flujo génico entre ellas pueden fluctuar
en tiempo y espacio (Corander et al., 2008). Cuando los fragmentos de una poblacién se
vuelven relativamente aislados unos de otros, las fuerzas estocasticas modelan su
composicién genética a lo largo de las generaciones (Corander et al., 2008). Por ello, las
consecuencias genéticas de la fragmentacion son el incremento de la estructura genética
poblacional debido a la reduccién de los niveles de flujo génico y el aumento de la accién
de la deriva genética (Jump y Pefiuelas, 2006; Dick et al., 2008) (Figura 1).

Las poblaciones naturales de especies arbéreas se distribuyen en paisajes
heterogéneos, en habitats que cubren areas de dimensiones variables y con distintos
grados de aislamiento entre si. Asi, la fragmentacién del bosque puede conducir a
erosion genética de las poblaciones, la cual podria tener como consecuencia una
reduccién en la resiliencia de las poblaciones a largo plazo (Figura 1). La pérdida de
diversidad genética como promotora de extinciéon local ha sido tema de discusion en

diversos estudios tedricos, experimentos de laboratorio y a campo, estudios empiricos de
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Figura 1. Poblaciones en paisajes fragmentados adaptado desde Zucchi et al. (2017). a) Bosque
continuo; b) Disminucién de los niveles de flujo génico; ¢) Incremento de la accién local de la
deriva genética en fragmentos poblacionales pequefios y extincién local de poblaciones aisladas.
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la dinamica de poblaciones naturales y meta-analisis (Frankham, 1999). La disminucién
de la diversidad genética puede incrementar el riesgo de extincion local de una especie a
través de un aumento en los niveles de endogamia y una reduccién en el potencial
adaptativo de las poblaciones (Reed y Frankham, 2003; Frankham, 2005). Por lo
general, la pérdida de heterocigosis puede darse de forma lenta ante un evento de
fragmentaciéon, sin embargo luego de una serie de generaciones posteriores a la
fragmentaciéon es posible detectar un aumento en los niveles de endogamia tomando
como referencia la poblacién continua inicial (Aguilar et al.,, 2008). En plantas, esto
podria deberse a un incremento en las restricciones al flujo de polen, al aumento de la
autopolinizacién y a cruzamientos entre parientes y/o a un menor numero efectivo de
donantes de polen en poblaciones pequenias y aisladas (Robledo-Arnuncio et al., 2004).
Estos factores en conjunto, podrian dar lugar a distintos patrones espaciales no

aleatorios de la variacién genética (Epperson, 2003).

1.2. Distribucién espacial de la variaciéon genética

Los patrones geograficos y espaciales de la variaciéon genética son el resultado de la
accidén conjunta de procesos que operan en el complejo espacio-tiempo (Epperson, 2003).
Asi, las poblaciones deben ser consideradas en su contexto espacial debido a que la
distancia genética entre las mismas presenta una correlacién positiva con la distancia
geografica que las separa (Wright, 1943). En este marco, el Aislamiento por Distancia
(Isolation by distance - IBD) queda definido por las diferencias estadisticamente
significativas de las frecuencias de alelos de loci selectivamente neutros entre
poblaciones locales, las cuales no reflejan las frecuencias alélicas de la poblacién global
(Wright 1950).

El IBD puede originarse por la accion de dos procesos que operan de forma
antagénica: la deriva genética, la cual tiende a reducir localmente y de forma aleatoria
el nimero de alelos que se trasmiten a la siguiente generacién y, por otro lado, el flujo
génico restringido (Hardy y Vekemans, 1999). El incremento en los efectos de la accién
de la deriva genética y la disminucion del intercambio alélico entre las poblaciones con el
incremento de la distancia, favorecerd la pérdida de alelos al azar (Heywood, 1991) con
la consecuente disminucién de la diversidad genética y el aumento de la diferenciacién

entre poblaciones distantes.
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1.2.1. Estructura genética espacial

La estructura genética espacial (EGE) (Spatial genetic structure - SGS) en
poblaciones naturales queda definida por la distribuciéon no aleatoria de los genotipos en
el espacio y puede resultar de la accién conjunta de diversos procesos que incluyen tanto
las presiones de seleccién como los eventos demografico-histéricos (Vekemans y Hardy,
2004). En poblaciones naturales de especies arbéreas, la EGE puede ser caracterizada a
través del analisis conjunto de los niveles de diversidad genética y de las ubicaciones
geograficas de los individuos y sus relaciones de parentesco (Epperson, 1992).

En un contexto espacial explicito, las tasas de dispersién y de diferenciacién genética
entre pares de individuos dependen de la distancia geografica que los separa. En
especies arboreas, la distancia a la cual se dispersan las semillas y el polen dentro de las
poblaciones determina el grado de parentesco entre individuos cercanos (Epperson,
2003).

El estudio de la EGE a diferentes escalas permite cuantificar los efectos de la
composiciéon del paisaje, los eventos demograficos que configuran los fragmentos y los
procesos microevolutivos que operan sobre las poblaciones (Epperson, 2003; Vekemans y
Hardy, 2004; Balkenhol et al., 2016) (Figura 2a). Para evaluar las consecuencias de la
fragmentacion sobre la distribuciéon espacial de la variacién genética poblacional se
deben tener en cuenta los niveles de flujo génico entre las subpoblaciones y el grado de
EGE de la poblacién previa a la fragmentacién (Figura 2b). De esta manera, altas tasas
de flujo génico y una baja EGE previa resultaran en una baja heterogeneidad entre los
fragmentos manteniéndose los niveles de diversidad genética (Hamrick, 2004). En
contraparte, si los niveles de flujo génico son bajos y la EGE pre-fragmentacién es
elevada, los efectos seran un rapido incremento de diferenciacién genética entre
fragmentos y una disminucién de la diversidad genética dentro de los fragmentos
poblacionales (Hamrick, 2004) (Figura 2b). Ademas, en especies forestales, si el niimero
de arboles parentales es bajo, las frecuencias genotipicas pueden verse modificadas y los
niveles de endogamia pueden incrementarse dentro de los fragmentos (Hamrick, 2004),
debido a que aumentaria la probabilidad de que dos alelos en un individuo provengan de
un unico alelo de un individuo ancestral (Charlesworth y Willis, 2009).

La EGE de las poblaciones se configura en funcion de los eventos demografico-
historicos y los procesos microevolutivos en el complejo espacio-tiempo (Figura 2a). Los
eventos demografico-histéricos tales como fragmentacién, cuellos de botella, efecto

fundador o expansién implican un cambio en el tamanio poblacional, mediante el cual se
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Figura 2. Estructura genética espacial (EGE). a) Eventos demograficos y procesos
microevolutivos que moldean la EGE y b) EGE de poblaciones en paisajes fragmentados en
funcién del tiempo (¢) y el flujo génico entre fragmentos (proporcional al tamario de las flechas

bidireccionales).
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reordena la diversidad genética poblacional en los genotipos de los individuos que
conformen la poblacién a posteriori del evento demografico. Al mismo tiempo, los
procesos microevolutivos modifican los niveles de diversidad genética poblacional,
incrementandola (mutacién y migracién) o disminuyéndola (seleccién natural y deriva
genética). Es por ello, que la accién concertada de los eventos demografico-histéricos y de
los procesos microevolutivos, moldea la EGE de las poblaciones a través del tiempo
(Figura 2a).

La historia demografica de las poblaciones genera y modifica los patrones espaciales
de distribucién de los individuos (Barot et al., 1999). El analisis de los patrones de
diversidad genética actual y de la EGE permite inferir cuales han sido los eventos
determinantes de la historia demografica poblacional que pudieron haber moldeado
tales patrones de diversidad.

Las subpoblaciones resultantes de eventos de fragmentaciéon del bosque pueden
atravesar una significativa reduccién en el tamafio poblacional. Las poblaciones
naturales de especies arbdéreas que han experimentado un proceso de cuello de botella
incluyendo la pérdida de alelos que se encuentran a baja frecuencia (<0,05), la reduccién
en el tamano efectivo poblacional y el incremento de los efectos de la accion local de la
deriva genética, pueden experimentar un incremento en los niveles de endogamia y de
estructura familiar luego de dos o tres generaciones posteriores al mismo (Manoel et al.,
2011). Asi, una poblacién que atraviese un cuello de botella puede presentar distintos
niveles de flujo génico, los cuales podrian mitigar los efectos del aislamiento fisico entre
los fragmentos poblacionales remanentes. Sin embargo, algunos autores postulan que en
especies anemofilas, es probable que la fragmentacién aumente las distancias de
dispersién de polen por el viento a través del paisaje, manteniendo los niveles de
diversidad genética en fragmentos pequenios y aislados (Young et al., 2000; Ortego et al.,
2010).

Si en lugar de un cuello de botella producto de un evento de fragmentacion
poblacional, la historia demografica de las poblaciones incluyera un efecto fundador y se
produjera una expansion poblacional, el panorama seria distinto. Los eventos de
expansién espacial en las poblaciones generalmente van acompanados de un marcado
aumento en el tamano poblacional (Excoffier et al., 2009). En general, las poblaciones en
expansion se encuentran menos expuestas a los efectos de la deriva genética que las
poblaciones de tamano efectivo poblacional constante o estacionarias, presentando por lo
tanto, frecuencias alélicas relativamente estables (Excoffier et al., 2009). Sumado a ello,

tales poblaciones presentan por lo general un exceso de alelos que se encontraban a baja
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frecuencia en la poblacidon previa a la expansién, bajas tasas mutacionales, y un exceso
de homocigosis en relacién al nimero de alelos observados (Excoffier et al., 2009). Sin
embargo, la observacién de estos patrones en poblaciones en expansiéon también depende
de los niveles de flujo génico reciente e histérico entre las subpoblaciones (Excoffier,
2004; Ray et al., 2003).

Las poblaciones de especies vegetales estan constituidas por organismos sésiles cuyo
movimiento depende de la movilidad de sus propagulos (gametas y cigotos), es decir que
es dependiente del flujo génico mediado por polen y por semillas. De esta manera, el
flujo génico en las plantas actia como una fuerza cohesiva, conectando individuos en
unidades evolutivas (Ellstrand, 2014). Los niveles de flujo génico se encuentran sujetos a
presiones ambientales, pudiendo presentar cambios microevolutivos, con una
disminuciéon o aumento a lo largo del tiempo (Ellstrand, 2014). Por lo tanto, es relevante
considerar todos los mecanismos potenciales de flujo génico cuando se realizan analisis
de los factores determinantes de la EGE (Freeland et al., 2011).

Dos caracteristicas importantes en la determinacién de la EGE de las poblaciones de
especies vegetales son la extensién del flujo génico mediado tanto por polen como por
semillas y el sistema de fecundaciéon que predomine en tales poblaciones. La mayoria de
las especies de arboles presentan niveles moderados a elevados de flujo génico
(Ellstrand, 1992). El flujo de polen es importante en bosques fragmentados o en
poblaciones pequenias, debido a que puede alcanzar niveles suficientes para
contrarrestar los efectos de la deriva genética, previniendo la pérdida de diversidad y el
aumento de la EGE (Pakkad et al., 2008). En arboles, el sistema de fecundacién cruzada,
es decir alogamia, es una fuente importante de dispersion de polen, la cual representa el
principal componente del flujo génico debido a que por lo general, cubre un 4drea mayor
que el flujo génico mediado por semillas (Smouse y Sork, 2004; Robledo-Arnuncio y Gill,
2005). Aun asi, el flujo génico mediado por semillas cobra relevancia en la determinacién
del tamano efectivo poblacional y en los niveles de subdivisiéon de la poblacién, debido a
que las semillas contienen los genomas biparentales mientras que los granos de polen
portan sélo el genoma paterno (Hamilton y Miller, 2002; Garcia C et al., 2007),
influyendo sobre los patrones espaciales de diversidad genética poblacional mediante
fenémenos tales como la colonizacion de nuevos habitats, la regeneracién y las
sucesiones (Hamrick et al., 1993).

Por otro lado, los patrones de fecundacién varian de acuerdo a la biologia
reproductiva y a la estructura espacial de una especie influyendo, en forma conjunta,

sobre la diversidad genética y la EGE generacion tras generaciéon. En este contexto, la
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biologia de la especie y, en particular, su sistema de fecundacion son clave en la
configuraciéon espacial de unidades familiares y en la determinacién de la dinamica
demografico-evolutiva de toda especie vegetal (Gillet et al., 2005). Se ha demostrado que
los arboles presentan, predominantemente, fecundaciéon cruzada aunque en algunas
especies se han detectado diferentes grados de autofecundacién (Boshier, 2000). En estas
especies, las cuales por lo general presentan flores hermafroditas, la autofecundacién se
encuentra asociada a cambios en la estructura genotipica de la progenie, debido a que se
trata del tipo de endogamia con mayores efectos a nivel poblacional. De esta manera, la
fragmentacion de las masas boscosas puede tener implicancias considerables sobre el
sistema de fecundaciéon de una especie, el cual queda determinado tanto por factores
genéticos como por condiciones ambientales (Finkeldey y Hattemer, 2007). Asi, el
sistema de fecundacién puede variar a nivel espacial y temporal en los paisajes
fragmentados (Finkeldey y Hattemer, 2007), de manera que si el tamano poblacional de
los fragmentos remanentes es pequeno y el grado de aislamiento entre los mismos es

elevado, los efectos de la endogamia podran ser significativos (Manoel et al., 2011).

1.2.2. Estructura genética espacial a escala fina

La caracterizacién de la EGE, de los niveles de flujo génico mediado por polen y por
semillas y del grado de parentesco entre pares de individuos a través del espacio y del
tiempo, constituye informacién valiosa para el estudio de los procesos que configuran la
estructura genética de las poblaciones de arboles en paisajes fragmentados. Los andlisis
de la EGE en poblaciones de plantas a diferentes escalas proveen una aproximacion
inicial hacia los interrogantes relacionados con la influencia del flujo génico, la seleccién
natural y la deriva genética, de forma integrada, sobre la distribucién de la variabilidad
genética (Loiselle et al., 1995). El estudio de los procesos que operan a distintas escalas
espaciales puede ser abordado mediante inferencias estadisticas que describan el
comportamiento de una variable a través del espacio (Hardy y Vekemans, 1999). Luego,
los patrones observados en un subconjunto de poblaciones pueden estar conectados a los
patrones y procesos del sistema en el cual se encuentran inmersas tales poblaciones
(Epperson, 2003).

En el marco de los procesos que operan bajo IBD se espera que poblaciones continuas
exhiban un patréon de estructura genética espacial en el cual, el grado de parentesco
entre individuos decrece con el aumento de la distancia geografica entre los mismos
(Hardy y Vekemans, 1999; Vekemans y Hardy, 2004). En el contexto de IBD, la accién

concertada de la deriva genética y del flujo génico en las sucesivas generaciones tiende a
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un estado de equilibrio dispersién-deriva, en el cual se espera detectar una disminucién
lineal de los niveles de parentesco entre los individuos con el aumento de la distancia
fisica, o con el logaritmo de la distancia en un modelo bidimensional (Loiselle et al.,
1995; Rousset, 1997, Vekemans y Hardy 2004). Asi, la dispersién limitada produce
correlaciones genéticas negativas significativas entre poblaciones con el incremento de la
distancia fisica entre ellas (Epperson, 2003).

A escala local, la distribucién no aleatoria de genotipos en el espacio frecuentemente
es el resultado de la formacién de estructuras familiares producto de flujo génico
restringido, definiendo la estructura genética espacial a escala fina (EGEF) (Fine-scale
spatial genetic structure — FSGS) (Vekemans y Hardy, 2004). La EGEF es modelada por
la accién conjunta de procesos microevolutivos, el sistema de fecundaciéon y la historia
demografica de las poblaciones (Epperson, 2003; Dick et al., 2008; Hampe et al., 2010;
Addisalem et al., 2016) y ha sido descripta en un gran numero de especies (Vekemans y
Hardy 2004; Dick et al., 2008; ej. Troupin et al., 2006; Hardy et al., 2006; Buzzati et al.,
2012; Berens et al., 2014; Ewédje et al., 2017). Por lo tanto, la comprensién de los
eventos que conforman la historia demografica de las poblaciones es esencial para
determinar qué mecanismos son los responsables de generar la dindmica temporal de la
EGEF (Jones y Hubbell, 2006).

En poblaciones de especies arbodreas, los posibles cambios en la EGEF a través del
tiempo pueden ser estudiados desde una perspectiva demografica que incluya el andalisis
de la estructura en dos o mas estadios del ciclo de vida. Estudios previos en especies
arboreas han revelado que la EGEF puede interpretarse como resultado de la
interacciéon de una serie de factores tales como la dispersién limitada de polen y de
semillas (Hardy et al., 2006), la estructura por edades de la poblacion (Hampe et al.,
2010), la densidad de individuos adultos (Hardy et al., 2006), la heterogeneidad
ambiental a escala fina (Troupin et al., 2006) y la distribucién agrupada de renovales por
la conjunciéon de dispersién limitada y requerimientos de micro-habitat (Collevatti et al.,
2014). Hamrick et al. (1993) examinaron diferentes estadios de vida en poblaciones de
varias especies arbdreas revelando que la densidad de los individuos adultos y el modo
de dispersiéon de las semillas interactian para determinar los niveles de estructura
genética espacial en renovales, debido a que una baja densidad de los arboles adultos y
una dispersién limitada de las semillas constituirian las causas que generan la mayor
parte de la EGEF en renovales. Las especies cuyas semillas son dispersadas por
autocoria, consecuentemente, en las cercanias de la planta madre presentan por lo

general una EGEF mayor que las especies cuyas semillas se dispersan por zoocoria o

18



Introduccion

anemocoria (Hamrick et al., 1993). Por lo tanto, las distancias de dispersiéon de las
semillas influyen de manera significativa sobre el establecimiento de renovales cercanos,
lo cual tiene importantes implicancias sobre los procesos demograficos y reproductivos
de las poblaciones desde un punto de vista espacial y genético (Hamrick et al., 1993).

En poblaciones naturales, aspectos demograficos tales como la magnitud y la forma
de los correlogramas de parentesco en funciéon de la distancia, pueden ser
particularmente informativos sobre la EGEF (Epperson, 2003). Con frecuencia, la
disminucién de la estructura familiar observada a lo largo de estadios de vida sucesivos
en las poblaciones es explicada a partir de la mortalidad denso-dependiente (Chung y
Nason, 2007; Hampe et al., 2010). Ademas, la eficacia biolégica de los individuos en
muchas especies de plantas podria disminuir debido a un incremento en los niveles de
endogamia, los cuales afectarian sus tasas de fertilidad, supervivencia y crecimiento
(Charlesworth y Willis, 2009).

De acuerdo con sus patrones de mortalidad y reclutamiento, los individuos tendran
una distribucién espacial agregada, aleatoria o regular (Epperson, 2003). Si los niveles
de competencia son elevados, es probable que el patrén espacial a lo largo del tiempo sea
regular (Figura 3). Por su parte, los factores de mortalidad dependientes de la densidad
de las semillas, plantulas o renovales pueden estar dados por depredacion mediada por
insectos o roedores, infeccibn por organismos patégenos y/o por competencia
intraespecifica (Janzen, 1970; Connell, 1971).

Los patrones de EGEF en poblaciones de arboles y el grado de agrupamiento entre
individuos que comparten ciertos grados de parentesco entre si, con frecuencia resultan
de dos grandes procesos: la asociacién a la heterogeneidad del habitat y la dispersion
limitada (Hardy et al., 2006; Zhu et al., 2010). En este contexto, y en el marco de
modelos de IBD, asumiendo condiciones de equilibrio dispersion-deriva, el nimero de
individuos que conforman la unidad de reproduccién aleatoria o unidad panmictica
define el tamafio de vecindario (sensu Wright, 1943; 1946). Los niveles de flujo génico
constituyen el factor principal en la regulacién del tamario de vecindario, dado que este
refleja la extensién espacial alrededor de un individuo en una poblacién, dentro de la
cual todos los cruzamientos presentan la misma probabilidad de ocurrencia. Ademas,
debido a que las estimaciones de dispersion alélica son una funcién de la densidad
efectiva poblacional, el tamafio de vecindario proporciona una medida de los eventos de
dispersion que se traducen en éxito reproductivo, entendido como el movimiento exitoso

de alelos a través del espacio, a lo largo del tiempo (Sumner et al., 2001). Dado que las
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Figura 3. Estructura genética espacial a escala fina (EGEF) en distintos estadios del ciclo de
vida en el complejo espacio-tiempo. Se indica: tiempo (¢) y distancia (d).
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distancias de dispersiéon alélica de la mayoria de las especies arbéreas son
sustancialmente menores que sus rangos espaciales de distribucién, es de esperar que
los individuos cercanos sean genéticamente mas parecidos que los individuos distantes.
Por ello, cuando la mayor parte de los eventos de fecundacién ocurren entre vecinos
cercanos, las poblaciones presentaran una fuerte correlacién entre las distancias de
dispersién mediada por polen con respecto a las distancias de dispersién de semillas

(Hardy et al., 2006).

1.3. Paisajes fragmentados en Sudamérica: El caso de los Bosques Secos
Estacionales Neotropicales

Los Bosques Secos Estacionales Neotropicales (BSEN) constituyen un bioma que
presenta una distribucién amplia y fragmentada desde Méjico hasta Argentina,
incluyendo el Caribe (DRYFLOR, 2016) (Figura 4). Estos bosques forman un arco
alrededor de la cuenca Amazoénica, con su extremo Este en el dominio Caatinga en el
Noreste de Brasil y su extremo Oeste posicionado en las costas del Caribe en Colombia y
Venezuela. Entre estos dos extremos, los BSEN se presentan como nucleos 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), representando fragmentos disyuntos
dispersos a lo largo del Neotrépico (Prado y Gibbs, 1993; Pennington et al., 2000; Prado,
2000; Werneck et al., 2011; Mogni et al., 2015) (Figura 4).

En sentido amplio, los BSEN constituyen una formacién dominada por arboles que,
en general, conforman un dosel cerrado en suelos fértiles (Pennington et al., 2009;
DRYFLOR, 2016) donde dominan especies vegetales de la familia Leguminosae, la cual
presenta la mayor riqueza especifica en estos bosques y se encuentra acompanada por
especies de las familias Bignoniaceae y Anacardiaceae mientras que en el sotobosque se
encuentran abundantes especies de Cactaceae y Bromeliaceae, en tanto que las especies
de gramineas son escasas (Pennington et al., 2009; Oakley y Prado, 2011; Mogni et al.,
2015). A pesar de los elevados niveles de biodiversidad, se piensa que la mayor parte de
los elementos floristicos de los BSEN constituyen unidades filogenéticas (Pennington et
al., 2009). Los vinculos floristicos detectados entre las dreas disyuntas de estos bosques
permitieron postular una distribuciéon histérica continua en el pasado (Prado y Gibbs,

1993).
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Figura 4. Bosques Secos Estacionales Neotropicales (BSEN) actuales en América del Sur
segun Sarkinen et al. (2011).
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La influencia de las fluctuaciones climaticas del pasado sobre la distribuciéon actual
de los BSEN ha merecido diferentes interpretaciones. Por un lado, Prado y Gibbs (1993)
sobre la base de un registro de mas de 80 especies distribuidas a lo largo de estos
bosques y de antecedentes climatolégicos que seflalan un clima frio y seco en
Sudamérica durante el Pleistoceno, postularon la hipétesis del Arco Pleistocénico, la
cual sostiene que su distribucién actual representa remanentes fragmentarios de un
bosque que durante el Pleistoceno presenté una distribucion extensa y continua.
Mientras que Werneck et al. (2011) sostienen que los BSEN habrian experimentado una
expansion en el Pleistoceno Temprano o en el Terciario, seguida de una fragmentacion
hace ~21.000 afios en el ultimo maximo glacial (LGM - Last Glacial Mdaximum),
pasando luego por una expansiéon secundaria en el Holoceno hace aproximadamente
6.000 anos. Entre las especies arbdreas involucradas en los ciclos de expansién y
retraccién durante estas fluctuaciones climaticas, Anadenanthera colubrina var. cebil ha
sido descripta como la mas paradigmatica (Prado y Gibbs, 1993).

En cuanto a la situacién actual, la biodiversidad de los BSEN se encuentra
amenazada a multiples escalas e intensidades por la creciente fragmentacién inducida
por actividades antrépicas (DRYFLOR, 2016). Miles et al. (2006) analizaron el estado de
conservacion de los ecosistemas de los bosques secos tropicales e indicaron que la mayor
parte de los BSEN se encuentran fragmentados y dispersos encontrandose en estado
critico debido a que sélo una pequena proporcién de las dreas remanentes se encuentran
protegidas.

En relaciéon a la inferencia de las respuestas de los BSEN a los cambios futuros se
prevé que, como consecuencia del cambio climatico, su estructura y funcién se veran
modificadas a medida que aumente tanto la frecuencia y severidad de las sequias, como
la variabilidad en los regimenes de precipitaciones (Allen et al., 2017). La regeneracion
natural de un gran ntimero de especies forestales de los BSEN ocurre en la estacién
humeda, por lo cual, si la precipitacién aumenta, es probable que estas especies se vean
afectadas negativamente (Carén et al., 2018). En este marco, las poblaciones ubicadas en
los limites de la distribucién deberian ser objeto de estudio desde el punto de vista de la
conservacién, debido a que un bajo ntimero de individuos fundadores, pioneros en las

nuevas areas, seran portadores de parte de la variabilidad genética total.
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1.4. Anadenanthera colubrina var. cebil: Especie paradigmatica de los
Bosques Secos Estacionales Neotropicales

Anadenanthera colubrina var. cebil es una especie forestal nativa sudamericana que
se distribuye a lo largo de los cuatro grandes ntucleos de los BSEN (Prado, 2000). En el
Nucleo Misiones, su distribucién define los limites entre el Dominio de los BSEN y el
Dominio Amazénico (Oakley y Prado, 2011). Se encuentra con mayor frecuencia en
bosques, por lo general nuevos o que han sufrido perturbaciones temporales (Guzman,
1997). Es una planta pionera y heliéfita con requerimientos de iluminacién elevados,
principalmente en los primeros estadios del desarrollo, por lo cual es frecuente su
presencia en claros de bosques, siendo una especie recomendable para la recuperacién de
la cubierta boscosa en areas degradadas (Guzman, 1997, Justiniano y Fredericksen,
1998).

Anadenanthera colubrina var. cebil es una especie de usos multiples que ha sido
ampliamente utilizada por el hombre, especialmente para extraccién de madera y
extraccién de taninos para la curtiembre de cueros (Luckow, 2005; Queiroz, 2009), como
combustible (lefia), en la elaboracién de carbén vegetal y lejia (jabén natural) y como
material de construccion rural y civil (Justiniano y Fredericksen, 1998; Tortorelli, 2009).
Ademas, A. colubrina var cebil es considerada una especie apicola, suministrando polen
y néctar para la entomofauna nativa (Kiill y Almeida da Silva, 2016), en tanto que sus
semillas han sido utilizadas por numerosas poblaciones indigenas desde la antigiiedad
debido a su poder alucinégeno (Nazar et al., 2013; de Souza et al., 2014).

Las poblaciones naturales de A. colubrina var cebil se presentan en bosques densos
asociados a suelos arcillosos y fértiles, tales como las zonas de afloramientos basalticos
(Lorenzi, 1992; Justiniano y Fredericksen, 1998). El habitat de esta especie puede
abarcar una topografia variable, pudiendo tornarse dominante en condiciones
topograficas de altura como cimas, laderas altas y pendientes, con respecto a otras
condiciones topograficas tales como fondos de laderas y arroyos (Justiniano y

Fredericksen, 1998).

1.4.1. Ubicacién taxonémica de la especie

Anadenanthera colubrina var. cebil pertenece al orden Fabales y a la familia
Leguminosae (Lewis et al., 2005; Yahara et al., 2013), la cual presenta importancia tanto
ecoldgica como econémica y ha sido el foco de numerosos andalisis filogenéticos recientes
a nivel de subfamilia, tribu y género (LPWG, 2017). Pertenece a la subfamilia
Caesalpinioideae (ex Mimosoideae, LPWG 2017) y al género Anadenanthera Speg.,
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etimoldgicamente “sin glandulas en las anteras”. Este género es endémico de América y
esta constituido por dos especies: A. colubrina y A. peregrina (Luckow, 2005), las cuales
se diferencian, segun lo indicado por von Alstchul (1964), en la posicion de las bracteas
del involucro en el pedinculo de la inflorescencia y en que en A. peregrina la superficie
del fruto es verrucosa y las anteras carecen de glandula apical. Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan presenta, a su vez, dos variedades: cebil y colubrina. A.
colubrina var. cebil es la mas frecuente, tornandose dominante en algunas areas de los
BSEN. Esta especie es conocida en el Noreste argentino y en Paraguay como curupay o
kurupa’y, que proviene del guarani y significa “cascara sarnosa”, haciendo referencia a
la morfologia de la corteza; cebil o cebil colorado en el Noroeste argentino, en Peru es
conocida como wilka o vilca nombre que proviene del Quechua y significa sagrado, en
referencia a los usos rituales de sus semillas, mientras que en Brasil es conocida como

angico (von Altschul, 1964; Cialdella, 2000; Tortorelli, 2009).

1.4.2. Caracteristicas morfologicas de la especie

Anadenanthera colubrina var. cebil generalmente ocupa el dosel superior del bosque
llegando hasta alturas de 25-30m, tornandose en muchos casos en emergente,
presentando un tronco de entre 50cm y 1m de didmetro (Justiniano y Fredericksen,
1998; Tortorelli, 2009). La corteza del tronco de A. colubrina var. cebil presenta
“mamelones” en forma de erupciones dispuestas de forma irregular y en nimero
variable (Figura 5a), las cuales constituyen la manifestaciéon de la accién de un hongo
(Justiniano y Fredericksen, 1998). Presenta hojas compuestas bipinnadas (Figura 5b),
raquis y raquillas pubescentes o casi glabras (von Altschul, 1964). Las hojas presentan
una glandula alargada y prominente de color rojo caracteristico en la cara superior de la
base del peciolo y 1-3 glandulas similares mas pequenias presentes en la insercion de los
dos o tres pares de pinnas terminales (Figura 5e). Estas glandulas se denominan
nectarios extraflorales y pueden atraer una gran diversidad de hormigas (Campos et al.,
2006), aunque von Altschul (1964) atribuyé a estas glandulas la funcién de exudar una
sustancia atractiva para insectos polinizadores.

Las flores hermafroditas de color blanco amarillento estan dispuestas en cabezuelas
globosas, las cuales determinan las inflorescencias racimosas (Figura 5c) y presentan un
aroma dulce e intenso el cual atrae a los polinizadores (Figura 5f) (Justiniano y
Fredericksen, 1998; Borges et al., 2017). La producciéon de néctar en el area superior de
la corola y la liberaciéon del mismo a través de tricomas secretores en el apice de los

pétalos constituirian lo que se conoce como nectarios sustitutivos (Figura 5e) (Borges et
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Figura 5. Caracteristicas morfolégicas de Anadenanthera colubrina var. cebil. Se indica: a) tronco, b) rama con frutos, c) inflorescencia y flor, d) semilla y embrion, e)

nectarios extraflorales (NEF) y nectarios sustitutivos (NS), f) insectos polinizadores.
Tlustraciones de Museo Botanico (FCEFyN - UNC) tomadas de Flora Argentina, Plantas Vasculares de la Reptblica Argentina (www.floraargentina.edu.ar). Se

incluyen fotografias de autoria propia y tomadas de Queiroz (2012) (www.rubens-plantasdobrasil.blogspot.com), Borges et al. (2017) y Nery et al. (2018).
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al., 2017). Cada inflorescencia presenta flores perfectas y flores estaminadas,
constituyendo inflorescencias heteromorficas andromonoicas (Borges et al., 2017). La
ocurrencia de andromonoecia en las mimosoideas esta probablemente relacionada con la
transformacién de la inflorescencia en la unidad de polinizacién (Borges et al., 2017).
Esto es caracteristico de la subfamilia (Luckow, 2005) y fue corroborado por Borges et al.
(2017) quienes observaron que en general, en individuos de A. colubrina var. cebil, un
solo fruto por inflorescencia alcanza el estado maduro. Los frutos son foliculos largos,
angostos y achatados, de color castafio rojizo brillante (Figura 5b) con semillas
discoidales y aplanadas de color café-negruzco de rapida germinacién (von Altschul,
1964; Justiniano y Fredericksen, 1998; Queiroz, 2009; Tortorelli, 2009). Las semillas de
A. colubrina var. cebil son circulares a subcirculares, comprimidas lateralmente, lisas,
marrén lustrosas, con una linea fisural en forma de herradura en ambas caras y
presentan tegumentos delgados y débiles (Varela y Albornoz, 2013) (Figura 5d). Las
semillas presentan un elevado porcentaje de wviabilidad (~90%) e incrementan
notablemente su masa durante las primeras horas de hidratacion cuando comienza a
desarrollarse el embrién (Varela y Albornoz, 2013; Nery et al., 2018) (Figura 5d). De
acuerdo con las caracteristicas de las semillas, esta especie es clasificada como planta
pionera, debido a que presenta semillas con alta permeabilidad, alta germinacién, corta

longevidad y dispersién autocorica-anemocoérica (Justiniano y Fredericksen, 1998).

1.4.3. Fenologia de la especie

La floracién de A. colubrina var. cebil generalmente ocurre al final de la estacién seca
e inicio de la himeda (Justiniano y Fredericksen, 1998; Borges et al., 2017). Esta especie
es decidua o caducifolia y el periodo de brote de nuevas hojas ocurre, por lo general,
luego de las primeras precipitaciones de la estacion humeda con la concomitante
produccion de flores, lo cual ocurre de forma masiva y durante aproximadamente tres
semanas. Un comportamiento semejante ha sido observado por Digilio y Legname (1996)
en el nucleo Pedemontano Subandino en Argentina, por Justiniano y Fredericksen
(1998) en la Chiquitania boliviana y por Machado et al. (1997) y Borges et al. (2017) en
la Caatinga brasilefia. Los frutos dispersan las semillas aproximadamente nueve meses
después de la floracion mediante la apertura por una de sus suturas (Justiniano y
Fredericksen, 1998).

El patron de floracion masiva de A. colubrina var. cebil atrae a diversos insectos
polinizadores (Figura 5f). Las abejas Trigona spinipes y Tetragonisca angustula, dos de

los principales polinizadores autéctonos de A. colubrina var. cebil presentan un pequeno
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rango de vuelo (~840m) (Aratjo et al.,, 2004), lo cual promueve altas tasas de
geitonogamia (polinizacién entre distintas flores del mismo individuo) (Borges et al.,
2017). A. colubrina var. cebil presenta niveles de autoincompatibilidad (~0,1), por lo cual
depende de vectores que medien el flujo de polen (Flores y Sanchez, 2010; Borges et al.,
2017).

La dispersion de semillas se produce en la época seca por un periodo largo que dura
alrededor de tres y cuatro meses (Mostacedo et al., 2001). Las semillas se precipitan al
suelo por gravedad y, debido a que se trata de semillas livianas, delgadas y planas, el
viento ayuda a la dispersién de las mismas a relativamente cortas distancias (De Noir et
al., 2002), impulsando las semillas por medio del movimiento de los frutos o siendo
transportadas por hormigas cortadoras de hojas, segin observaciones de Fredericksen et
al. (1999). De esta manera, el mayor nimero de semillas dispersadas ocupa el area de
influencia de la copa del arbol madre (Justiniano y Fredericksen, 1998). En la estacion
humeda, las precipitaciones constituirian un factor clave para la regeneraciéon de las
plantulas (Varela y Albornoz, 2013; Humano, 2014).

Las semillas de A. colubrina var. cebil son altamente permeables y germinan
directamente sin un periodo de inactividad, presentando una elevada capacidad de
germinacién, crecimiento rapido, alta tasa de regeneracién y elevados porcentajes de
viabilidad (Mostacedo y Fredericksen, 2001; Varela y Albornoz, 2013; Humano, 2014).
En paisajes en los cuales manchones de bosque se encuentran en matrices de pastizales
con presencia de ganado, el establecimiento de renovales no se ve restringido por el
consumo de las plantulas debido a la toxicidad de sus hojas (Monteiro et al., 2006;
Humano, 2014). La germinaciéon de las semillas ocurre aproximadamente dentro de los
tres dias posteriores a las primeras lluvias, presentando una alta capacidad de
germinacion (~82%) (Justiniano y Fredericksen, 1998). Las plantulas de A. colubrina
var. cebil generalmente son abundantes, siendo caracteristicas de importancia la

presencia de rebrotes y el rapido crecimiento (Mostacedo y Fredericksen, 2001).

1.4.4. Distribucion y habitat de la especie

A. colubrina var. cebil presenta una distribucion a lo largo de los BSEN (Prado, 2000)
que abarca el Centro de Peru; Centro, Este y Sur de Bolivia; Norte de Argentina;
Noroeste de Paraguay y Este de Brasil (Justiniano y Fredericksen, 1998). En el marco de
la hipétesis del Arco Pleistocénico pueden definirse cuatro nucleos en la distribucion de
esta especie: 1) el nucleo Caatinga, en el Noreste de Brasil, donde se presenta con una

frecuencia elevada, 2) el ntcleo Misiones, a lo largo de los sistemas de los rios Paraguay
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y Parana en el Noreste de Argentina, Este de Paraguay y Sudeste de Brasil, 3) el nucleo
Pedemontano Subandino, en el Sudoeste de Bolivia y Noroeste de Argentina y 4) el
nucleo Chiquitania en Bolivia (Figura 6) (Prado y Gibbs, 1993).

En Argentina, la distribucién geografica de esta especie se restringe al Norte del pais,
presentando una distribucién disyunta (Figura 6) (Cialdella, 2000) comprendida
principalmente en las provincias fitogeograficas Paranaense y de las Yungas (Cabrera,
1976). Se ha descripto su presencia en las provincias de Misiones, Corrientes, Chaco,
Formosa, Jujuy, Salta, Tucuméan, Santiago del Estero, Catamarca y Coérdoba, en
ambientes contrastantes: en el Noroeste se encuentra sobre suelos rocosos, en laderas de
serranias y en llanuras y planicies pedemontanas sobre sustrato rocoso mientras que, en
el Noreste, esta especie se encuentra sobre suelos altos y limosos o ferraliticos (Martinez
et al., 2013).

Las poblaciones naturales de A. colubrina var. cebil se caracterizan por colonizar
claros (Guzman, 2001) y generar condiciones ambientales adecuadas para el inicio de la
sucesion de plantas (Varela y Albornoz, 2013). El alto poder germinativo de las semillas,
la elevada frecuencia de individuos de clases diamétricas pequeiias (Guzman, 2001) y el
rapido crecimiento, promueven el reclutamiento de plantulas e individuos renovales en

bosques bien iluminados y sitios alterados (Varela y Albornoz, 2013).

1.4.5. Antecedentes de estudios poblacionales en la especie

El estudio de los niveles de variabilidad genética, diversidad y estructura genética
poblacional de A. colubrina var. cebil ha sido abordado desde diferentes enfoques
empleando marcadores moleculares del genoma cloroplastico y del genoma nuclear.

A nivel del genoma cloroplastico, las poblaciones de A. colubrina var. cebil
presentaron niveles reducidos de diversidad genética citoplasmatica y una marcada
estructuraciéon genética, encontrandose variantes haplotipicas fijadas en algunas
poblaciones de esta especie en las provincias fitogeograficas Paranaense y Yungas del
Norte argentino (Barrandeguy et al., 2011; Barrandeguy et al., 2014). En cuanto a la
distribucion y la representatividad de la variabilidad genética cloroplastica analizada
mediante marcadores cpPCR-RFLP y cpSSR, las poblaciones de la provincia Paranaense

resultaron las mas representativas de la variacién genética total (Goncalves et al., 2014).

29



Introduccion

Ecuador

OCEANO PACIFICO

0 250 500 km
0 250 500mi

90°W 80°W

|

|

e

|

l OCEANO ATLANITICO

A

N

10°N-

Figura 6. Distribucion de Anadenanthera colubrina (Vell) Brenan en los Bosques Secos
Estacionales Neotropicales (BSEN). Se indican los ntcleos: Caatinga (CA), Misiones (MI),

Chiquitania (CH) y Pedemontano Subandino (PS).

Registros de la especie
http://www.dryflor.info/data.

tomados

de

la

base

de

datos

DryFlor

disponible

en:

30


http://www.dryflor.info/data

Introduccion

La presencia de haplotipos ancestrales y de diversidad genética cloroplastica antigua en
la provincia Paranaense explicarian la mayor diversidad y la menor estructuracién
genética de sus poblaciones, en relacién a las poblaciones de la provincia de las Yungas,
en las cuales la presencia de diferentes variantes haplotipicas fijadas, debido a la
ausencia de flujo génico mediado por semillas y la accién de la deriva genética, indicaria
procesos de colonizacién antiguos (Barrandeguy et al., 2014). Ademas, en la provincia
Paranaense, los haplotipos se corresponderian con una regidén estable del nucleo
Misiones en tanto que, en las Yungas, la distribucién de los haplotipos se corresponderia
con una region inestable del Nicleo Pedemontano Subandino de los BSEN (Barrandeguy
et al., 2016). Asi, a nivel historico la deriva genética ha tenido mayor relevancia que el
flujo génico y la distribucién contemporanea de los haplotipos en ambas regiones seria
consecuencia de eventos demografico-historicos (Barrandeguy et al., 2014; Goncalves et
al., 2014).

Los analisis demograficos a partir de marcadores moleculares del genoma
cloroplastico en A. colubrina var. cebil permitieron analizar el desarrollo histérico de los
BSEN en Argentina desde diferentes escalas (Barrandeguy et al., 2016). Desde una
vision general, la fragmentacion que condujo a la disyunciéon de estos bosques seria el
principal evento demografico-histérico, mientras que en cada nucleo los fragmentos
poblacionales de A. colubrina var. cebil habrian desarrollado su propia historia
demografica de manera independiente (Barrandeguy et al., 2016). A partir de estudios
demografico-histéricos mediante secuencias de una regién intrénica del genoma
cloroplastico en poblaciones de A. colubrina var. cebil se detecté que las diferencias
genéticas observadas resultarian de una divergencia histérica asociada a diferentes
eventos de expansién-fragmentacién ocurridos durante la evolucién de los BSEN
(Calonga Solis et al., 2014; Barrandeguy et al., 2016). Tal divergencia fue estimada entre
los nucleos Misiones y Pedemontano Subandino y se posiciondé temporalmente en el
Pleistoceno tardio (Calonga Solis et al., 2014) lo cual coincide con la teoria del Arco
Pleistocénico propuesta por Prado y Gibbs (1993). De esta manera, la distribucion
contemporanea de haplotipos cloroplasticos de A. colubrina var. cebil retiene evidencias
de la fragmentacién histérica entre los nucleos de los BSEN reflejada en la marcada
estructuraciéon genética cloroplastica (Barrandeguy et al., 2014). Las poblaciones del
nucleo Pedemontano Subandino habrian experimentado una expansidon posterior a su
llegada a la regién debido a la presencia de haplotipos raros, mientras que las
poblaciones del ntcleo Misiones habrian presentado estabilidad histérica dado los

niveles de variacién haplotipica de sus poblaciones (Barrandeguy et al., 2016).
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En las poblaciones fragmentadas de A. colubrina var. cebil, empleando marcadores
SSR nucleares y cloroplasticos, los niveles de diversidad genética nuclear fueron
mayores mientras que la estructuraciéon genética poblacional fue menor en relacién a lo
detectado a nivel del genoma cloroplastico (Barrandeguy et al., 2014). Esto se debe a las
diferencias en el balance entre los roles del flujo génico y la deriva genética y a las
diferencias en el tamafo efectivo en ambos genomas (Barrandeguy et al., 2014). El
impacto antropico en la provincia Paranaense seria responsable de la mayor
estructuraciéon genética de sus poblaciones, en tanto que los niveles superiores de flujo
génico entre las poblaciones de las Yungas habrian mantenido mayor diversidad y
menor estructuracién genética de sus poblaciones a nivel del genoma nuclear
(Barrandeguy et al., 2014).

Por su parte, Feres et al. (2012) detectaron una elevada diversidad genética nuclear y
moderada estructura genética en poblaciones fragmentadas de A. colubrina por el
avance de la frontera agricola en el Sudeste de Brasil. En el Noroeste argentino, de
Viana et al. (2014) detectaron similitudes entre arboles de diferentes regiones en base a
caracteres morfolégicos como “peso de frutos”, “peso de las semillas” y “viabilidad de las
semillas” en poblaciones naturales de A. colubrina var. cebil, mientras que Ciaccio et al.
(2017) caracterizaron la diversidad genética de las poblaciones estudiadas por de Viana
et al. (2014) mediante el analisis de la variacion a nivel de secuencia en regiones de ADN
ribosémico. El alto grado de polimorfismo a nivel de las secuencias ITS-ADNr y las
distancias genéticas detectadas entre regiones podrian ser consecuencia del posible
aislamiento entre las poblaciones estudiadas en la provincia de Salta y la accién de la
deriva genética a escala local (Ciaccio et al., 2017). Sin embargo, en el Norte argentino,
la variacién fenotipica de las poblaciones de A. colubrina var. cebil no evidencid
reduccion de los valores fenotipicos medios indicando ausencia de depresion por
endogamia para los caracteres poligénicos analizados, bajos niveles de coancestria y
elevados tamafios efectivos poblacionales (Mazo et al., 2014).

Ademas, una elevada variabilidad genética fue detectada en un andlisis conjunto de
caracteres moleculares y cuantitativos. Las poblaciones de las Yungas, localizadas en
areas protegidas, presentaron mayor diversidad genética que las poblaciones de la
provincia Paranaense, las cuales se verian mas afectadas por el impacto antrdpico
(Garcia et al., 2014). Sin embargo, las poblaciones de la provincia Paranaense
presentaron elevada variabilidad fenotipica y un mayor nimero promedio de semillas
por fruto, lo cual constituye informacién relevante en la aplicacién de estrategias de

manejo y recuperacién de bosques en la provincia Paranaense (Garcia et al., 2014).
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Por ello, mediante el presente trabajo se evalian los niveles y patrones actuales de
diversidad genética y su origen en un fragmento poblacional de A. colubrina var. cebil
localizado al Sur de Misiones en la provincia fitogeografica Paranaense, donde los
bosques nativos se caracterizan por presentar diferentes grados de fragmentacion. En
particular, el presente estudio aborda el analisis de la estructura genética espacial a
escala fina de individuos adultos y renovales de esta especie, con miras a detectar la
influencia de posibles cambios recientes en la configuracién del paisaje sobre la
estructura genética en un contexto espacial explicito. Asi, a partir de la inferencia de los
procesos microevolutivos y de los eventos demograficos recientes e histdricos
subyacentes a los posibles patrones de estructura genética, se busca comprender la
distribucion espacial de la variacién genética en un fragmento poblacional de A.

colubrina var. cebil en bosques fragmentados.
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Hipotesis

2. HIPOTESIS

La estructura genética espacial a escala fina, es decir la disminucién del parentesco
entre pares de individuos con el incremento de la distancia que los separa, es
consecuencia de una compleja interrelacién entre procesos microevolutivos, eventos
demograficos, sistemas de fecundacién y dispersién, los cuales operan de manera
concertada dando forma a la distribucién espacial de la variacién genética dentro de las
poblaciones naturales.

El presente estudio pretende dar respuesta a las siguientes preguntas:
- ¢(Se refleja la fragmentacién del paisaje del Sur de Misiones en la estructuracién
genética de un fragmento poblacional de A. colubrina var. cebil?
- (Existen diferencias en la estructuracion genética poblacional de A. colubrina var.
cebil entre estadios?
- (Es posible detectar evidencias genéticas de cambios demograficos recientes en un

fragmento poblacional de A. colubrina var. cebil?

Mientras que la hipdtesis de trabajo establece que el fragmento poblacional

estudiado de A. colubrina var. cebil presenta estructura genética espacial.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general
- Evaluar la estructura genética espacial en un fragmento poblacional de

Anadenanthera colubrina var. cebil en paisajes fragmentados del Sur de Misiones.

3.2. Objetivos especificos

- Caracterizar la diversidad genética de un fragmento poblacional de A. colubrina var.
cebil.

- Analizar la estructura genética poblacional en individuos adultos y en renovales
como estrategia para determinar posibles cambios temporales en la misma.

- Caracterizar la estructura genética espacial a escala fina de un fragmento
poblacional de A. colubrina var. cebil.

-  Determinar el tamano de vecindario e identificar la posible direccionalidad del
intercambio alélico.

- Identificar la posible ocurrencia de eventos demograficos recientes que influyan
sobre la estructura genética espacial en un fragmento poblacional de A. colubrina var.

cebil.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Area de estudio: Reserva Campo San Juan

El presente trabajo se desarrollé en la Reserva Campo San Juan (CSdJ) localizada en
el nucleo Misiones de los Bosques Secos Estacionales Neotropicales. La reserva se
encuentra ubicada en el municipio de Santa Ana, departamento de Candelaria, al Sur de
la provincia de Misiones (27°25°S, 55°38°0) (Figura 7a). El predio queda delimitado hacia
el Noroeste por el rio Parana; hacia el Noreste y Sudoeste por los arroyos Santa Ana y
San Juan, respectivamente; y hacia el Sudeste por la Ruta Nacional N°12 (Figura 7b).
Abarca una superficie aproximada de 5.160ha. Actualmente se encuentra en proceso de
transicion entre la gestion como reserva compensatoria de la Entidad Binacional
Yacyreta (EBY) y la Administraciéon de Parques Nacionales (APN).

Desde un punto de vista fitogeografico, segin la clasificacién propuesta por Cabrera
(1971), la reserva CSJ se encuentra dentro del Dominio Amazoénico, en la Provincia
Fitogeografica Paranaense, en la zona limite entre el Distrito de las Selvas Mixtas y el
Distrito de los Campos en el Noreste argentino (Falguera et al., 2015). En tanto que,
desde un punto de vista fisonémico, considerando las wunidades de paisaje
(geomorfologia, hidrologia, suelos y vegetaciéon) y en funcién de variables climéticas, de
biodiversidad y de caracteristicas ecoldgicas, la reserva CSJ se ubica dentro de la
ecorregién Campos y Malezales (Burkart et al., 1999; Brown y Pacheco, 2006), la cual se
caracteriza por la presencia de pastizales de lomada o bajos, a menudo formando un
paisaje de sabana en zonas de contacto con la selva paranaense (Burkart et al., 1999)
(Figura 7d).

Aproximadamente el 90% de la reserva esta cubierto por pastizales y bosques nativos
en similares proporciones, mientras que los humedales se encuentran asociados
principalmente con el Rio Parana y los arroyos Santa Ana y San Juan (Falguera et al.,
2015). La temperatura media anual es de alrededor de 20-22°C, mientras que la
precipitacion media anual es de aproximadamente 1.300-1.800mm por afo (Viglizzo et
al., 2006). Los suelos son bien drenados, acidos, con baja dotacién de nutrientes en tanto
que el clima es calido y humedo, con precipitaciones durante todo el afo. El area de
estudio, dentro de la reserva CSdJ, comprendié un parche de bosque en el centro del

paisaje fragmentado que se extiende dentro de la matriz de pastizales (Figura 7c).
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Figura 7. Reserva Campo San Juan. a) Ubicacion de la reserva en la provincia de Misiones, b)
delimitacién de la reserva, c) fragmento de bosque estudiado y d) paisaje del area de estudio.
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4.2. Sistema de estudio y metodologia de muestreo

El area de estudio abarcé una superficie de ~20ha, donde los individuos de A.
colubrina var. cebil conforman el estrato arbdéreo junto con Myracrodruon balansae
(urunday), Handroanthus heptaphyllus (lapacho negro), Cedrela fissilis (cedro
misionero), Peltophorum dubium (yvyra-pytd) y Parapiptadenia rigida (anchico). El
fragmento seleccionado presenté una distribuciéon y densidad de individuos adecuada
para la evaluacién de la estructura genética espacial a escala fina.

En el fragmento estudiado se trazaron cuatro transectas paralelas en direccién
Sudoeste-Noreste. Las transectas presentaron, aproximadamente, 340m de longitud x
50m de ancho, separadas entre si por 50m. De esta manera, el fragmento de bosque fue
dividido en 4 unidades de muestreo de ~1,7ha, dispuestas en parcelas rectangulares no
solapadas. Se aplic6 un método de muestreo sistematico para obtener una distribucién
uniforme de las unidades de muestreo (Scott, 1998) dada la distribucién espacial
agrupada de los individuos. La toma de muestras se realiz6 entre Octubre de 2014 y
Marzo de 2015 considerando el periodo de foliacién.

En las transectas se colectaron hojas jovenes de la totalidad de adultos (Figura 8a) y
de ~60% de renovales, es decir individuos jovenes con una altura minima de 70cm
(Figura 8b). Se colecté material de 119 individuos, de los cuales 60 fueron adultos y 59
renovales (Figura 9). Todos los individuos fueron localizados con sus datos de
geoposicion por medio del Sistema de Posicionamiento Global (Global Positioning
System - GPS) e identificados mediante un cédigo individual segtin transecta, estadio y
numero de individuo (Tabla 1). En condiciones de campo, se midieron didmetro a 1,30m
de altura o didmetro a altura de pecho (DAP) para cada uno de los adultos y altura total
(AT) de los renovales. Estos datos morfométricos fueron tomados como variables de
interés, dado que permiten obtener una aproximaciéon a la variaciéon en edades de los
individuos considerados. En base a los valores de DAP y las tasas de incremento anual
estimadas por de Mattos y Seitz (2005) para A. colubrina var. cebil, se establecié que los
individuos adultos presentan aproximadamente entre 50 y 70 anos de edad. En tanto
que, por la altura de los renovales, se establecié que la mayoria constituyen un mismo
pulso de regeneracion presentando alrededor de un afo de edad.

Las muestras de cada individuo se conservaron en bolsas herméticas conteniendo
cloruro de sodio (CINa) hasta su posterior procesamiento en el laboratorio, siguiendo el

protocolo de conservacion propuesto por Carridé y Rosell6 (2013).
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Figura 8. Vista de ejemplares a) adultos y b) renovales de Anadenanthera colubrina var. cebil en la Reserva Campo San Juan.
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Figura 9. Individuos adultos ( ® ) y renovales (® ) a lo largo de las cuatro transectas definidas
en el fragmento estudiado en la reserva Campo San Juan.
Se indican las transectas T4, T5, T6 y T7.
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Tabla 1.Geoposicién de los individuos adultos y renovales a lo largo de las transectas en la

reserva Campo San Juan.

Individuo  Longitud Latitud Altitud (m) Individuo Longitud Latitud  Altitud (m)
1 T4A1 -55,6339500  -27,3858830 154 61 T4R1 -565,635183  -27,385450 146
2 T4A2 -55,6339500  -27,3858830 154 62 T4R2 -565,635267  -27,385467 148
3 T4A3 -55,6338330  -27,3858670 145 63 T4R3 -55,635233  -27,385467 144
4 T4A4 -55,6340670  -27,3859830 149 64 T4R4 -55,635250  -27,385467 144
5 T4A5 -55,6341000 -27,3860333 149 65 T4R5 -55,635233  -27,385467 145
6 T4A6 -55,6351667  -27,3854167 146 66 T4R6 -55,635233  -27,385400 147
7 T4A7 -55,6354000  -27,3852667 145 67 T4R7 -55,635250  -27,385367 145
8 T4A8 -55,6349333  -27,3853667 145 68 T4R8 -55,635283  -27,385367 143
9 T4A9 -55,6351667  -27,3854667 148 69 T4R9 -55,635283  -27,385333 142
10 T4A10 -55,6351333  -27,3853333 151 70 T4R10 -55,635317  -27,385367 146
11 T4A11 -55,6351667  -27,3853667 143 71 T4R12 -55,6356350  -27,385317 147
12 T4A12 -55,6352167  -27,3854667 140 72 T4R13 -55,635783  -27,385300 148
13 T4A13 -55,6352833  -27,3852500 147 73 T4R14 -55,635733  -27,385283 147
14 T4A14 -55,6352667  -27,3852000 146 74 T5R1 -55,633361  -27,385000 147
15 T4A15 -55,6353167  -27,3851333 145 75 T5R2 -55,633350  -27,385150 151
16 T4Al6 -55,6353833  -27,3852833 150 76 T5R3 -55,633400 -27,385117 147
17 T4A17 -55,6355167  -27,3852167 142 77 Tb5R4 -55,633350  -27,385117 154
18 T4A18 -55,6355833  -27,3852833 139 78 T5R5 -55,635567  -27,384300 140
19 T4A19 -55,6356667  -27,3853000 139 79 T5R6 -55,634883  -27,384550 143
20 T4A20 -55,6355167  -27,3852500 146 80 T5R7 -55,635417  -27,384283 145
21 T4A21 -55,6357500  -27,3852833 148 81 T6R1 -55,633967  -27,383800 132
22 T5A1 -55,6334500  -27,3851000 160 82 T6R2 -55,634050  -27,383833 141
23 T>5A2 -55,6334667  -27,3850833 158 83 T6R3 -55,635150  -27,383183 134
24 T5A3 -55,6334833  -27,3851000 154 84 T6R4 -55,635200  -27,383200 139
25 Tb5A4 -55,6334667  -27,3850333 152 85 T6R5 -55,635233  -27,383233 141
26 T5A5 -55,6340833  -27,3836667 152 86 T6R6 -55,635200  -27,383283 136
27 Tb5A6 -55,6334667  -27,3849500 155 87 T6R7 -55,635267  -27,383283 139
28 T>HA7 -55,6334500  -27,3851500 159 88 T6RS8 -55,635317  -27,383300 140
29 T5A8 -55,6334167  -27,3853167 156 89 T6R9 -55,633933  -27,383683 140
30 T5A9 -55,6354000  -27,3845500 142 90 T6R10 -55,633917  -27,383700 141
31 T5A10 -55,6353167  -27,3845500 149 91 T6R11 -55,633883  -27,383667 155
32 T5A11 -55,6351500  -27,3842833 148 92 Te6R12 -55,633900  -27,383667 151
33 T5A12 -55,6351833  -27,3844167 149 93 T6R13 -55,633917  -27,383683 152
34 T5A13 -55,6356833  -27,3844333 136 94 T6R14 -55,633967  -27,383650 140
35 TbHA14 -55,6356333  -27,3843167 159 95 T7R1 -55,633050  -27,383000 170
36 T6A1l -55,6353000  -27,3840170 147 96 TT7R2 -55,633100  -27,383017 144
37 T6A2 -55,6337333  -27,3840667 156 97 T7R3 -55,633133  -27,382950 136
38 T6A3 -55,6336833  -27,3837167 151 98 T7R4 -55,633150  -27,382950 141
39 T6A4 -55,6340833  -27,3837667 160 99 T7R5 -55,633183  -27,382967 144
40 T6A5 -55,6340833  -27,3836667 147 100 T7R6 -55,633183  -27,382983 141
41 T6A6 -55,6348333  -27,3833000 143 101 T7R7 -55,633300  -27,383050 144
42 T7A1 -55,6325000  -27,3836667 147 102 T7R8 -55,633317  -27,383050 145
43 T7A2 -55,6331167  -27,3830167 170 103 T7R9 -55,633300  -27,383000 147
44 T7A3 -55,6333167  -27,3832000 145 104 T7R10 -55,633300  -27,382983 146
45 T7A4 -55,6332667  -27,3831000 145 105 T7R11 -55,634883  -27,382767 137
46 T7A5 -55,6335000  -27,3832000 144 106 T7R12 -55,634883  -27,382900 134
47 T7A6 -55,6349167  -27,3828667 142 107 T7R13 -55,634450  -27,382767 141
48 T7A7 -55,6346500  -27,3829333 156 108 T7R14 -55,634433  -27,382717 145
49 T7A8 -55,6345833  -27,3829167 141 109 T7R15 -55,634400 -27,382733 148
50 T7A10 -55,6346167  -27,3828167 151 110 T7R16 -55,633783  -27,382783 148
51 T7A12 -55,6341667  -27,3828167 148 111  T7R17 -55,633750  -27,382817 142
52 T7A13 -55,6341667  -27,3828500 149 112 T7R18 -55,633767  -27,382717 150
53 T7A15 -55,6339000  -27,3827500 143 113 T7R19 -55,633750  -27,382750 149
54 T7Al6 -55,6338500  -27,3827000 147 114 T7R20 -55,633783  -27,382700 147
55 T7A17 -55,6338667  -27,3827500 149 115 T7R21 -55,633767  -27,382650 155
56 T7A18 -55,6343833  -27,3832000 152 116 T7R22 -55,633633  -27,382800 142
57 TT7A19 -55,6343833  -27,3832333 153 117 T7R23 -55,633633  -27,382800 145
58 T7A20 -55,6338833  -27,3827667 147 118 T7R24 -55,633700  -27,382733 150
59 T7A21 -55,6338833  -27,3827833 136 119 T7R25 -55,633700  -27,382750 146
60 T7A22 -55,6338167  -27,3828667 145

Se indican los individuos ordenados por estadio y transecta. T: Transecta; A: Adultos; R: Renovales.
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4.3. Genotipificacion de los individuos

Se genotipifico a la totalidad de los individuos mediante el uso de marcadores
moleculares del tipo microsatélites. Los microsatélites se caracterizan por ser secuencias
de ADN simples con una evolucién compleja (Ellegren, 2004). Se trata de secuencias
simples repetitivas (Simple Sequence Repeat - SSR) ampliamente representadas en el
genoma de los organismos eucariotas (Tautz y Renz, 1984). Los loci SSR se encuentran
tanto en el genoma nuclear como en los genomas citoplasmicos (Tautz y Renz, 1984)
permitiendo evaluar los patrones de variacién genética dentro y entre poblaciones
(Finkeldey y Hattemer, 2007) y detectar la accién de procesos microevolutivos y eventos
demograficos que operan o han operado sobre las poblaciones a través del tiempo y el
espacio (Templeton, 2006).

Los SSR se localizan, generalmente, en regiones de ADN no codificante como las
regiones intergénicas o intrénicas, por lo cual se asume que la variaciéon ocurre por
evolucion neutral (diRienzo et al., 1994). Por esta razén los SSR se han convertido,
probablemente, en uno de los marcadores moleculares mas ampliamente utilizados en la
deteccion de polimorfismos, siendo uno de los tipos de secuencias de ADN mas variables
del genoma (Ellegren, 2004).

Cada locus SSR consiste en motivos cortos de ADN repetidos (en general, di- tri- o
tetranucleotidicos) dispuestos en tdndem. El polimorfismo en los SSR deriva
principalmente de la variabilidad en la longitud mas que en la secuencia primaria,
presentando variacién en el numero de repeticiones, lo cual da lugar a un elevado
numero de alelos distinguibles dentro de una poblacién (Avise, 2004). La caracteristica
de marcadores hipervariables esta dada por el proceso mutacional. Se han planteado
una serie de modelos mutacionales para explicar la dindmica evolutiva de los SSR
(Ellegren, 2004), cuya amplia mayoria deriva del modelo mutacional por pasos (stepwise
mutation model - SMM) propuesto por Ohta y Kimura (1973). Este modelo postula que
una mutacién altera la longitud de los SSRs a través de la adiciéon o remocion de una
unidad repetitiva a una tasa fija, siendo los pasos aleatorios independientes de la
longitud de la unidad (Ellegren, 2004). Por esta razdn, las secuencias de ADN
resultantes pueden presentar un numero de unidades de repeticiéon distinto a las
secuencias parentales (Zietkiewicz et al., 1994). Por otro lado, el modelo de alelos
infinitos (infinite allele model — IAM) postula que cada evento mutacional crea un alelo
nuevo que no estaba presente en la poblacién (Kimura, 1971). Los modelos IAM y SMM
constituyen los extremos de un rango de posibles modelos mutacionales (Chakraborty y

Jin, 1992). Por su parte, el modelo TPM (two-phase model) se basa en la combinacién de
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dos tipos de SMM: Un modelo simple que solo implica cambios de un paso y un modelo
que implica cambios de varios pasos (Ellegren, 2004). Para estudios basados en SSRs,
cobra relevancia el modelo mutacional que mejor explique la variaciéon en los loci
analizados, debido a que ciertos estadisticos que parten de estimaciones de las
frecuencias alélicas dependen de un modelo mutacional explicito (Selkoe y Toonen,
2006). Ademas, para el analisis de datos SSRs se debe considerar que la presencia de
mutaciones en las regiones flanqueantes a las unidades repetitivas, en los sitios de
unién de los cebadores, puede dar lugar a alelos nulos, es decir amplificaciéon de solo uno

de los alelos del locus.

4.3.1. Extracciéon de ADN

Se extrajo ADN gendémico total a partir de hojas deshidratadas mediante el protocolo
de extraccion ROSE (Rapid One-Step Extraction) (Steiner et al., 1995) modificado por
Garcia MV et al. (2007).

El material fue molido de manera mecanica con la adicién de Nitrégeno liquido. La
extraccién se inicié a partir de 10mg de tejido molido, al cual se afiadié 600pul de buffer
de extracciéon ROSE precalentado a 60°C. Este buffer esta compuesto por: 10mM de Tris-
HCl pH 8; 312,5mM de EDTA, 1% SDS, 1% PVP y 0,7% B-Mercaptoetanol (Steiner et al.,
1995). Se incubd el material en el buffer de extraccion a 90°C durante 20 min, mezclando
con vortex a los 10 min del inicio de la incubacién. Se colocé la mezcla en hielo durante 5
min y posteriormente se centrifugé a velocidad maxima durante 10 min. Se tom¢ la fase
acuosa o sobrenadante, la cual fue trasvasada a otro tubo.

Se realizaron dos lavados del sobrenadante con Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico
(25:24:1), cada uno seguido de centrifugaciéon a velocidad maxima durante 5 min.
Posteriormente, se realizé un lavado con Cloroformo, luego del cual se centrifugé la
mezcla a velocidad maxima durante 10 min. Estos lavados con solventes organicos
desnaturalizan las proteinas y las separan del ADN.

Se precipité el ADN con un volumen de Alcohol Isopropilico y 10% de Acetato de Sodio
3M (Sambrook y Russell, 2001) durante 8 h a -20°C. Luego, se centrifugé a velocidad
maxima durante 20 min, se descarté el sobrenadante y se procedié al lavado del
precipitado de ADN con Etanol 70%. Finalmente, el precipitado se resuspendi6é en TE 1X
a pH 8. La calidad del ADN extraido se verificé en geles de agarosa al 1% y se lo
semicuantific6 empleando diferentes concentraciones de ADN del fago A (5, 10, 25 y

50ng/ul) como patrén.
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4.3.2. Obtencion de amplicones y genotipificacion

Se emplearon ocho loci SSR nucleares especificos para Anadenanthera colubrina var.
cebil: Ac34.3, Ac48.1, Acl11.2, Ac28.3, Ac157.1, Ac41.1, Ac172.1 y Ac162.1 (Barrandeguy
et al., 2012) (Tabla 2). Los SSRs fueron amplificados mediante reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y la obtencién de los amplicones fue verificada mediante electroforesis
en geles de agarosa al 1,56%. Las condiciones de amplificacién descriptas en Barrandeguy
et al. (2012) fueron modificadas en el presente trabajo para la incorporaciéon del cebador
universal marcado con fluorescencia, necesario para la genotipificacion de los individuos.

Para la genotipificacién se empled un sistema de tres cebadores (Steffen et al., 1993)
como método alternativo al método de genotipificacién convencional, el cual emplea un
cebador marcado con un fluoréforo por locus SSR. La técnica de genotipificacion
mediante el sistema de tres cebadores se basa en la incorporacién de la secuencia
complementaria a un cebador universal en los productos de amplificacién especificos y el
empleo de un Unico cebador universal marcado con fluorescencia (Oetting et al., 1995) es
decir que de los tres cebadores, dos son especificos del genoma estudiado flanqueantes a
la region de ADN repetitivo (forward y reverse), mientras que el tercero es inespecifico y
se encuentra marcado con un fluoréforo. En el procedimiento de sintesis de cebadores, se
incorpora la secuencia nucleotidica del cebador M13 (18pb) al extremo 5  de uno de los
cebadores SSR especificos y se incorpora el cebador universal M13 marcado con un
fluoréforo en su extremo 5 (Figura 10).

Es condicién necesaria para el éxito del sistema de tres cebadores el empleo de
diferentes temperaturas de hibridacion para los cebadores SSR especificos y el cebador
universal. Sumado a ello, debido a la posible existencia de homologias entre los
cebadores M13 y el genoma de la especie de estudio, asi como la elevada probabilidad de
formacién de dimeros entre cebadores, se recomienda la adicién de los cebadores
universales marcados inmediatamente antes de los ciclos finales de hibridacién para
reducir la amplificacién inespecifica (Arruda et al., 2010).

Se efectuo la puesta a punto del sistema de tres cebadores para la genotipificaciéon de
A. colubrina var. cebil, para lo cual, inicialmente se testaron las probabilidades de
formacién de dimeros y bucles entre y dentro de cada uno de los tres cebadores por
reaccion (Tabla 2), empleando el programa AutoDimer (Vallone y Butler, 2004)
disponible en:

https://strbase.nist.gov/AutoDimerHomepage/AutoDimerProgramHomepage.htm.

Mediante este analisis se determinaron los posibles tipos de interaccién cebador-
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Tabla 2. Descripcién de los marcadores SSR especificos para A. colubrina var. cebil analizados.

Locus Secuencia de los cebadores (5°-3") Motivo de repeticiéon Tamaio (bp) T, (°C)

M13-F: tgtaaaacgacggccagtecattctacaacacgcaagtg
Ac34.3 (CT),,(GT), 171-203
R: ccteccaattectccaactee

N TD 61 - 55°C
13-F: tgtaaaacgacggccagttctaaattacgtggagaaaacgaa
Acl172.1 (A);G(A) (CT),, 87-122
R: tgacaggaccctcaccatgt
M13-F: tgtaaaacgacggccagtgagacccaaccacacgagtt
Ac48.1 (GA)4, 129-171
R: ggtgtaattccataactctettetetg
M13.F TD 59 - 55°C
13-F: tgtaaaacgacggccagtcaagegtttcctgatatttattg
Acl1.2 (GT), 110-124
R: ttgccatttecttatttagtatga
M13-F: tgtaaaacgacggeccagtgageagecatgtttggagta
Ac28.3 (GAA) X35(GA)y5 207-277
R: cccacttetgecttgetatt
M13.F 65°C
13-F: tgtaaaacgacggccagtcecacccteccatttttatttatet
Acl57.1 (CT)5(CA)4(CT)4(CA),, 106-201
R: cagaaagaaaccacggcaac
M13-F: tgtaaaacgacggcecagtacgagctccacattcatge
Ac41.1 (TC),o(AC), 125-158
R: gagccagtttcgtttgaagg
TD 63 - 55°C

M13-F: tgtaaaacgacggccagttgtatgtgtgaatatggaagttge
Acl62.1 (GA),, 114-170
R: gcagtgcatgtgaccacctt

(*)-M13 (*)-tgtaaaacgacggccagt

Se indica subrayada la secuencia M13 en los cebadores M13-forward; (*): Fluoréforo FAM/HEX; Ta: Temperatura de hibridaciéon; TD: Touchdown
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Cebador forward modificado Cebador reverse Cebador M13 marcado
(M13 incorporado en 5') con fluoréforo FAM/HEX

& -»-»-»-»-»-»-»-»-»-»-»
30 ciclos

GAGAGA...(GA)n..GAGAGA -
a Ta especifica

5 CTCTCTCTn..CTCTCT T 3'  de cebadores
CaGtataaaaE - forward y reverse

(c)

GAGAGA..(GA)n..GAGAGAl T 3
cetaaaaaaaaal

CTCTCT..(CTHn..CTCTCT 5

5!

3!

Secuencia complementaria a M13 incorporada en los productos de la reaccién de amplificacion

(d) Pausa en el ciclado y
, adicion del cebador
M13 marcado en la

? reaccion de amplificacion

8 ciclos finales con Ta del
cebador M13 marcado (53°C)

= =) =) =) mp =) =) mp =) mp m)
CTCTCT...CT)n..CTCTCT 5’

(e)

Figura 10. Método de genotipificacién mediante el sistema de tres cebadores. a) cebadores
empleados; b) delimitacion del amplicén; ¢) amplicon obtenido con la incorporacién de la
secuencia complementaria al cebador M13; d) adicién del cebador M13 marcado a la mezcla de
reaccidn; e) obtencién del amplicon etiquetado con el fluoréforo.

Adaptado desde Arruda et al. (2010).
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cebador. La aplicabilidad del sistema de tres cebadores fue verificada considerando siete
como valor umbral, segiin lo recomendado por Vallone y Butler (2004). La puntuacién de
cada par de cebadores analizados se determiné mediante la sumatoria del nimero de
pares de bases con alta probabilidad de formacién de puentes de hidrégeno por
complementariedad de bases (+1) y el nimero de pares de bases que no participarian de
la interacciéon (-1), considerando todas las combinaciones posibles (Vallone y Butler,
2004).

Las reacciones de amplificacién se realizaron en un volumen final de 14ul empleando
0,5ng/ul de ADN genémico; 1x de buffer Hot Start; 2,5mM de ClaMg; 0,175mM de cada
dNTP; 0,75U de enzima ADN polimerasa Hot Start; 0,20pmol de cebador M13-forward,
0,33pmol de cebador reverse y 0,33pmol de cebador universal M13 marcado con un
fluoréforo FAM (azul) o HEX (verde). Los cebadores forward, reverse y M13 se utilizaron
en una proporcion 0,6:1,0:1,0 respectivamente. La importancia de que los cebadores
forward se encuentren en menor concentracién radica en que son fragmentos largos de
ADN los cuales presentan mayor probabilidad de formar dimeros o bucles.

Las condiciones de ciclado se realizaron en dos etapas: 30 ciclos empleando la
temperatura de hibridacion (Ta) especifica de los cebadores SSR y 8 ciclos empleando la
Ta del cebador universal M13 (Tabla 3). Se procedié a la adicién de los cebadores M13
marcados antes del inicio de los tltimos ocho ciclos. Las reacciones de amplificacién
fueron realizadas en un termociclador con gradiente de temperatura (Biometra
TProfessional Standard) empleando programas de tipo touchdown (AT, = —1°C/ciclo) o a
temperatura de hibridacion fija dependiendo del locus SSR (Tabla 2; Tabla 3).

Los productos de amplificacion fueron resueltos en geles de agarosa al 1,5% tefiidos
con Gel Red® y se verificdé que los tamainios de los fragmentos amplificados se
correspondieran con el rango esperado mediante comparacién con un marcador de peso
molecular de 100pb como referencia.

La genotipificacién de todos los individuos se llevd a cabo por medio de electroforesis
capilar. Los diferentes alelos fueron identificados a partir del tamano de los fragmentos,
el cual fue asignado empleando un secuenciador analizador de fragmentos ABI Prism®
3100 (Applied Biosystems) mediante el empleo del programa PeakScanner™ v1.0
(Applied Biosystems®) y un marcador de peso estandar 400HD-ROX™ (Applied
Biosystems®). Ademas, se realizé co-electroforesis de los productos de amplificacién
combinando dos o tres sistemas de cebadores con variantes alélicas no solapadas y/o

marcadas con distintos fluoréforos.
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Tabla 3. Condiciones de amplificacién de los ocho loci SSR especificos de A. colubrina

var. cebil.

(a) Temperatura (°C) Tiempo Numero de Ciclos
Desnaturalizacion )
.. . 95 4 min
Andcial
Desnaturalizacién 95 45 seg Ne¢ciclos =
Hibridacion AT, = —1°C/ciclo 30 seg N° de diferentes
. temperaturas del rango
Extension 72 45 seg
__________________________________________________________________________________________________________ ATy
Desnaturalizacién 95 45 seg total d
c.s.p. un total de
Hibridacién Menor T, del rango AT, 30 seg P
L 30 ciclos
. Extension 2 45seg
Desnaturalizacién 95 45 seg
Hibridacion 53 30 seg 8 ciclos
. Extension 2 A4bseg
Extension final 72 20 min
(b) Temperatura (°C) Tiempo Numero de Ciclos
Desnaturalizacion .
c . 95 4 min
Andcial )
Desnaturalizacién 95 45 seg
Hibridacion Ta 30 seg 30 ciclos
. Extension 2 4bseg
Desnaturalizacién 95 45 seg
Hibridacién 53 30 seg 8 ciclos
oo Bxtension T2 45 8e8
Extension final 72 20 min

Se indican las condiciones de amplificacién: a) tipo touchdown y b) temperatura de hibridacién

(T) fija.
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4.4. Caracterizacion de la diversidad genética de adultos y renovales

Los patrones de diversidad genética poblacional son el resultado de la accién conjunta
de los procesos microevolutivos y los eventos demografico-historicos (Hartl y Clark,
2007). Para caracterizar la diversidad genética, inicialmente se realiz6 una prueba
global de déficit de heterocigotas entre loci en la poblacién estudiada, para detectar
desvios del equilibrio de Hardy-Weinberg (Hardy-Weinberg Equilibrium - HWE) con los
siguientes parametros: dememorizacion = 10.000; lotes = 100; iteraciones = 5.000,
empleando el programa GENEPOP 4.2.2 (Rousset, 2008) disponible en:

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

Los alelos nulos son frecuentes en el analisis de loci marcadores microsatélites (Avise,
2004) y, dado que pueden conducir a una subestimacion de los niveles de heterocigosis,
cobra relevancia identificar su presencia y frecuencia para diversos analisis genético-
poblacionales, asi como despejar sus efectos de las causas bioldgicas de las desviaciones
del HWE (van Oosterhout et al., 2006, Wagner et al., 2006; Chapuis y Estoup, 2007).
Chakraborty et al. (1994) y Brookfield (1996), desarrollaron métodos para estimar la
frecuencia de alelos nulos a partir de un aparente déficit de heterocigosis. La frecuencia
de alelos nulos (r) fue estimada mediante la ecuacion de Brookfield (1996), en la cual, a
diferencia de la ecuacién de Chackraborty (1992), la detecciéon de datos perdidos por la
ausencia de amplificacion de los loci marcadores en los individuos genotipificados, es
considerada en la estimacion, maximizandose la probabilidad de heterocigotas y
homocigotas aparentes.

Dada una proporcion N de la muestra que corresponde al nimero de individuos
homocigotas aparentes con un alelo nulo, la sumatoria de las frecuencias alélicas p; para
los alelos detectados no sera igual a uno, sino a 1 — N. Luego, la heterocigosis esperada
(Hg), puede ser calculada como:

He = ) pifj/ (1= NY?
iz
mientras que la heterocigosis observada (Hp), corresponde al ntimero de heterocigotas
detectados en la muestra, dividido por el tamafio total de la muestra.

Se define entonces A = Hg(1+ N) —Hy, y B =4N(1 — H2), para estimar la maxima

verosimilitud de r, la cual queda definida como:
4+ @B
2(1 + Hg)
Si N =0, la ecuaciéon anterior sera equivalente a: r = (Hg — Hp)/(1 + Hg) (Brookfield,

1996). Los dos métodos de estimacién de r, asumen que el déficit de heterocigosis es
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causado por la presencia de alelos nulos y no por errores de genotipificaciéon o
desviaciones de la panmixia. Van Oosterhout et al. (2004) desarrollaron algoritmos que
permiten identificar errores de genotipificacién explicados por presencia de alelos nulos,
subestimacién por presencia de alelos de gran tamafio no amplificados y errores de
lectura dados por el tartamudeo de la polimerasa. De esta manera, la presencia de alelos
nulos y errores de genotipificacién fue estimada para cada locus empleando el programa

MicroChecker (van Oosterhout et al., 2004) disponible en: http:/www.nrp.ac.uk/nrp-

strategic-alliances/elsa/software/microchecker/.

La diversidad genética de los adultos y de los renovales se caracterizé por medio de
las siguientes estimaciones:
Numero promedio de alelos por locus (IVa), corresponde al promedio de los distintos

alelos identificados para cada locus y puede ser estimado de la siguiente manera:

m
N _1
-3
k=1

donde m es el namero de loci considerados y nx el nimero de alelos en el locus % (Gillet
et al., 2005).
Numero efectivo de alelos (Vg), permite determinar el nimero de alelos prevalentes,

es decir alelos presentes en elevada frecuencia.

ng -1
Ng = Z(sz)z
i=1

donde p; es la frecuencia del i-ésimo alelo para el locus & (Gillet et al., 2005).

Numero promedio de alelos unicos (INau), corresponde al promedio de los alelos
detectados en una tnica poblacién para cada locus (Gillet et al., 2005). Se estimé como el
numero promedio de alelos tinicos por locus detectados en cada estadio.

Riqueza alélica (R), permite predecir la multiplicidad alélica esperada si las muestras
fueran de igual tamano (Gillet et al., 2005). Mediante el método de rarefaccién se
ponderan los niveles de riqueza alélica en funcién del tamafo muestral y de las
frecuencias alélicas. La riqueza alélica #(g) puede ser estimada como el numero
esperado de alelos en una segunda muestra de g alelos seleccionados al azar a partir de

una primera muestra de N alelos y N; copias del i-ésimo alelo (Petit et al., 1998):

m

1= [1-("5")/(5)

i=1
Las estimaciones de riqueza alélica permiten independizarse del sesgo que puede

introducir el tamano de la muestra ya que Na, Ng y Nav dependen del tamafio de la
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muestra (Gillet et al., 2005). La estimacion de #(g) es utilizada para comparar el nimero
de alelos de muestras que difieren en tamarfo, lo cual es frecuente en estudios genético-
poblacionales de especies forestales (Gillet et al., 2005).

Por su parte, para caracterizar la distribucion de las frecuencias genotipicas se partid
de las frecuencias relativas P;j = N;;/N de cada genotipo, donde N;; es el nimero de
individuos con genotipo 4;4; (i < j) y N el nimero total de individuos de la poblacién:

Heterocigosis observada (Ho), corresponde a la frecuencia promedio de heterocigotas
para el conjunto de loci analizados, la cual es equivalente a la heterocigosis media

observada de los individuos (Gillet et al., 2005):

ng Nk

o333

i=1j=1

m

(F)
5

k=1

Heterocigosis esperada (Hg), corresponde al indice de diversidad génica de Nei
h =1—Y"x?; donde x; corresponde a las frecuencias alélicas (Gillet et al., 2005). Permite
conocer la proporciéon de loci esperada en equilibrio de Hardy-Weinberg para los cuales

los individuos son heterocigotas:

Nk

H—N 1 22
E=N_1 'Pi

i=1
La heterocigosis esperada puede tomar valores entre 0 y 1 (0 < Hg <1). Si H; =0 la
poblacién es monomorfica para el locus considerado, mientras que Hg = 1 indica infinitos
alelos presentes una sola vez en la poblacién estudiada (Gregorius, 1978).
El nimero de alelos, nimero efectivo de alelos y nimero de alelos tnicos fueron
establecidos mediante la implementacién del programa GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse,

2006) disponible en: http://biology-assets.anu.edu.au/GenAlEx/Welcome.html. En tanto

que la riqueza alélica y las heterocigosis observada y esperada fueron obtenidas
empleando el programa SPAGeDi 1.5a (Hardy y Vekemans, 2002) disponible en:
http://ebe.ulb.ac.be/ebe/SPAGeDi.html. Para determinar la significancia estadistica de

las diferencias pareadas de la riqueza alélica y las heterocigosis observada y esperada
entre estadios, se implement6é un procedimiento de permutaciones (10.000 iteraciones)
en FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 1995) disponible en:

https://www2.unil.ch/popgen/softwares/fstat.htm.

La configuracién de los patrones de diversidad genotipica poblacional queda definida,
en buena medida por el sistema de fecundaciéon y las distancias de dispersion alélica
dentro de las poblaciones. En este sentido, puede definirse la endogamia como el

aumento en los niveles de homocigosis de alelos idénticos por descendencia en los
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individuos como producto de autofecundacién o apareamiento entre individuos
emparentados. Por ello, se estimé el indice de endogamia (Fis) como [F;g =
(Hg — Hyp)/Hg], relacién que refleja el incremento de la homocigosis por cruzamientos
entre individuos con un grado de parentesco mayor que la media de la poblaciéon (Hartl y
Clark, 2007). El coeficiente de endogamia fue estimado mediante la implementacion del
programa SPAGeDi 1.5a (Hardy y Vekemans 2002). Ademas, se realiz6 un analisis
bayesiano denominado modelo de endogamia individual (Individual Inbreeding Model -
IIM), para particionar la influencia de los alelos nulos en los valores Fis mediante el
programa INest (Chybicki y Burczyk, 2009) disponible en:

https://www.ukw.edu.pl/pracownicy/strona/igor _chybicki/software ukw/.

4.5. Analisis de la estructura genética poblacional y determinaciéon de sus
posibles cambios entre estadios

El indice de fijaciéon Fst (Wright, 1951) es ampliamente utilizado como una medida de
la estructura genética poblacional. Para calcular este indice, en primera instancia se
deben definir los grupos de individuos que conforman las poblaciones y luego analizar la
varianza en las frecuencias alélicas entre y dentro de los grupos definidos (Excoffier et
al., 1992). Por lo tanto, la definicién de las poblaciones constituye un prerrequisito
fundamental para la determinacién de la estructura genética poblacional (Pritchard et
al., 2000). Esta definicién generalmente se basa en el origen geografico de los individuos,
sin embargo, la estructura no necesariamente se ve reflejada en grandes distancias
geograficas entre grupos de individuos (Evanno et al., 2005). Tal es asi, que poblaciones
que no se encuentran discretamente distribuidas pueden estar genéticamente
estructuradas, debido por ejemplo, a la ocurrencia de flujo génico restringido (Evanno et
al., 2005).

Se analizd6 la estructura genética poblacional mediante un andlisis Bayesiano
empleando Unicamente informacién genética, sin la incorporacién de informacién
espacial al analisis para discriminar si los patrones de estructura genética condicen con
lo esperado bajo los supuestos del modelo de aislamiento por distancia (IBD). El analisis
sin informacién espacial a priori puede fallar en la deteccién de grupos genéticos cuando
la estructura es débil, sin embargo, al incluir informacién espacial el namero de grupos
puede ser sobreestimado debido a la influencia de IBD (Schwartz y McKelvey, 2009;
Francois y Durand, 2010). De esta manera, las poblaciones que presentan estructuracion
genética, pueden ser representadas en varios grupos o clusters, que difieran

estadisticamente entre las variantes de los loci considerados (Corander et al., 2008).
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Mediante andalisis Bayesiano se determindé el nimero mas probable de clusters
genéticos, es decir el nimero de agrupamientos a los cuales los individuos son asignados
en funcién de sus frecuencias alélicas. Este método basado en modelos requiere de dos
etapas: la primera consiste en la selecciéon del modelo y en la determinacién de un rango
de posibles ntmeros de clusters genéticos (K) para la interpretacién de los datos, en
tanto que la segunda consiste en el analisis de la asignaciéon de los individuos dentro de
cada cluster (Pritchard et al., 2000).

Este anélisis parte de los vectores multidimensionales X (genotipos multilocus de los
individuos), Z (clusters de origen de los individuos) y P (frecuencias alélicas en todos los
clusters). Dado que el analisis abarca segmentos de ADN recombinante, los individuos
fueron asignados a los clusters definidos empleando un modelo de tipo admixture
(admixture ancestry model), el cual asume que la constitucién genética de un individuo
puede originarse desde diferentes clusters y se consider6 que las frecuencias alélicas son
independientes (Independent frequency model). Para ello, se define un vector @ que
denota las proporciones admixture de cada individuo, con lo cual, el vector Z se redefine
como el conjunto de clusters de origen de los alelos de los individuos genotipificados. De
esta manera, dado un conjunto de genotipos observados, X, el conocimiento acerca de Z,
Py Q se basa en la distribucion posterior Pr(Z,P,Q|X) « Pr(Z)Pr(P)Pr(Q)Pr(X|Z,P,Q).
A partir del método de cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC), el cual se basa en
simulaciones para generar muestras de las distribuciones a posteriori, es posible obtener
una muestra aproximada de Pr(Z,P,Q|X) definida como
WD, pW, MY, (z®,p@ o@),...,(zM™,pM M) Luego, la inferencia de Z, Py @
puede basarse en estadisticos de resumen obtenidos a partir de esta muestra (Pritchard
et al., 2000).

Para estimar el nimero més probable de clusters se fijaron valores de K entre 1y 8
con 10 iteraciones independientes para cada valor de K. Se estimé el valor de K a
posteriori mediante MCMC de 750.000 iteraciones luego de un periodo de burn-in de
500.000 iteraciones. Para la determinacién de la longitud del periodo de burn-in (m) se
estim6 el Log[Pr (X|P™,Q™) 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 consider6 estar en condiciones de obtener
estimaciones precisas. Para el desarrollo de este andalisis se empleé el programa
STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) disponible en:
http://web.stanford.edu/group/pritchardlab/home.html.
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Para estimar el numero real de K se implement6 el método de Evanno, el cual
consiste en 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 numero de
agrupamientos o clusters (Evanno et al.,, 2005). Mediante estudios de simulacién,
Evanno et al. (2005) demostraron que la estimacién 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 coincidié con el valor real de K. En el presente
estudio, el nimero real de K fue obtenido mediante la estimacién de los valores de AK
para los diferentes valores de K (1 < K < 8). Para ello, a partir de los resultados
obtenidos mediante 10 corridas independientes para cada valor de K del programa
STRUCTURE 2.3.4 se estimé AK empleando la aplicacion web STRUCTURE
HARVESTER version 0.6.92 (Earl y vonHoldt, 2012) disponible en

http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/.

La distribucién de la variacién genética dentro y entre los clusters genéticos definidos
mediante el andlisis Bayesiano, fue descripta por un Analisis de la Varianza Molecular
(AMOVA) (Excoffier et al., 1992), mediante el cual también se testé la significancia
estadistica de la distribucién jerarquica de la variacién. E1 AMOVA, refleja la
correlacién de la diversidad haplotipica a diferentes niveles de subdivisién jerarquica
(Excoffier et al., 1992). Este analisis también puede ser implementado con datos
resultantes de marcadores moleculares codominantes de genotipos diploides multilocus
(Michalakis y Excoffier, 1996). E1 AMOVA parte de la hipétesis nula de ausencia de
estructuraciéon de la poblacién (Stewart y Excoffier, 1996) y se basa en una matriz de
distancias cuadraticas entre todos los pares de genotipos construida aplicando el indice
métrico Euclidiano (Huff et al., 1993).

Se consideraron como fuentes de variaciéon los componentes de la diversidad “entre
individuos dentro de cada cluster” (EI/DC), y “entre clusters” (EC). La significancia
estadistica de los componentes de la covarianza asociados con los diferentes niveles de
estructura genética, fueron testados empleando un enfoque no paramétrico basado en
permutaciones, eliminando asi, el supuesto de normalidad de los datos, que es
inadecuado para datos moleculares (Excoffier et al., 1992).

El modelo lineal del analisis implementado es:

pji =p +a; + bj;
donde pj; indica el j-ésimo individuo (j = 1, ..., N;) en el i-ésimo cluster (i =1,...,1),y p es

la esperanza no conocida de pj;. Los efectos son a para clusters y b para individuos
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dentro de clusters. Se asume que los efectos son aditivos, aleatorios, no correlacionados,
y tienen componentes de la varianza asociados (desvios cuadraticos esperados) o2 y o7,
respectivamente.

Para una distribucién jerarquica de N individuos, se puede particionar la suma total
de los desvios cuadraticos SSD(rotq;) €n sus componentes de variacion de la siguiente
forma:

SSD(rotaty = SSDEcy + SSD(E1/p0)
donde, SSD es el desvio cuadratico esperado y los subindices indican: (EC) entre clusters,

(E1/DC) entre individuos dentro de clusters. Por lo cual, le corresponde el siguiente

disefio de AMOVA:

Fuente de Grados de Suma de cuadrados Componentes de la
variacion libertad (SsD) varianza
Entre clusters c-1 SSD(gc) of +n ok
Entre individuos )
N-C SSD(EI/DC) oy
dentro de clusters
TOtal N - 1 SSD(Total) 0-72'

En la tabla, n representa el nimero promedio de individuos por cluster, teniendo en
cuenta los tamanos de muestra desiguales. Se presentan ademas, los componentes de la
varianza asociados a los efectos de clusters (62) e individuos dentro de clusters (c7), asi
como la varianza total (o).

E1 AMOVA permite testar la significancia estadistica de los indices de fijacién usando
informacién de las variantes alélicas de los genotipos y sus frecuencias reflejando la
correlaciéon de la diversidad genética a diferentes niveles jerarquicos de subdivision
(Excoffier et al., 1992). De esta manera, a partir del AMOVA se testd la significancia
estadistica de la estructura genética poblacional y se estimé el indice Fsr (Hartl y Clark,
2007):

al + ag

FST = 2
Or

Este indice tiene un minimo teérico de 0, que indica ausencia de estructuraciéon genética
y un maximo teérico de 1, que indica frecuencias alélicas estadisticamente diferentes.

La significancia estadistica de Fsr fue testada con un valor de p obtenido mediante
10.000 permutaciones de los genotipos dentro y entre clusters para el 95% de confianza
(p<0,05). Estos analisis fueron desarrollados utilizando el programa Arlequin 3.5

(Excoffier y Lischer, 2010) disponible en: http:/cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/.
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Ademas, se estimaron los valores de Fsr y los intervalos de confianza (IC) por medio del
método de correccién por exclusion de alelos nulos (Excluding Null Allele - ENA)
mediante la implementacién del programa FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007) disponible
en: http://www1l.montpellier.inra.fr/CBGP/software/FreeNA/.

Dada la naturaleza de los marcadores moleculares hipervariables, los loci SSRs
generalmente detectan un gran nimero de alelos a elevadas frecuencias, implicando un
alto grado de polimorfismo en las poblaciones (Nauta y Weising, 1996; Chambers y
MacAvoy, 2000) y niveles de heterocigosis que pueden influir sobre la estimacion del
indice Fstr (Meirmans y Hedrick, 2011). Por ello, se evalu6 la estructura genética
poblacional a partir de los niveles de diferenciacién alélica entre los clusters definidos
mediante el analisis Bayesiano. Este enfoque complementario del analisis de la
estructura genética poblacional (Jost et al., 2018) fue abordado mediante la estimacién
del indice D de Jost (Jost, 2008), el cual esta basado en el numero efectivo de alelos y
pondera la diversidad genética mediante el cuadrado de las frecuencias alélicas, es decir
parte del mismo tipo de ponderacién que las estimaciones de heterocigosis (Jost et al.,
2018).

Aunque el indice D de Jost no estd basado directamente en la heterocigosis
(Meirmans y Hedrick, 2011), este indice puede ser expresado como una funcién de la
distribucién de la heterocigosis dentro y entre clusters de la siguiente manera:

D = [(Hy — H)]-[d/(d = D] =1 = Jentre — Jaentro = 1 — exp(—=NGD)
donde d es el namero de clusters, J es la identidad génica de Nei (Ne1, 1973) y NGD es la
distancia genética de Nei (Nei, 1972). El indice D de Jost equivale a la unidad cuando la
totalidad de los alelos detectados en cada cluster constituyen alelos inicos, mientras que
equivale a cero cuando todos los clusters son genéticamente idénticos, es decir,
presentan los mismos alelos en las mismas frecuencias (Jost et al., 2018).

La media armoénica del indice D de Jost, la significancia estadistica y los intervalos de
confianza del 95% fueron estimados mediante un procedimiento de remuestreo de 1.000
bootstraps utilizando el paquete DEMEtics v0.8.7 en el entorno R (Gerlach et al., 2010)

disponible en: https://cran.r-project.org/web/packages/DEMEtics/index.html. Ademas,

para analizar la posible relacién entre el nivel de diferenciaciéon genética y las distancias
espaciales, se estimaron las distancias Euclidianas entre pares de individuos dentro de
cada cluster empleando el programa SPAGeDi 1.5a (Hardy y Vekemans, 2002).

Una de las principales consecuencias de la estructura genética poblacional es la
reduccién en la proporcién media de genotipos heterocigotas en relacién a lo esperado

bajo apareamiento aleatorio (Hartl y Clark, 2007). El efecto Wahlund y la
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autofecundacién influyen sobre los niveles de heterocigosis en las poblaciones de formas
contrapuestas, afectando a la totalidad de los loci por igual y, en consecuencia, se
podrian distinguir sus efectos de la influencia de los alelos nulos, los cuales afectan a
cada locus de una manera particular (Séré et al., 2017). El efecto Wahlund puede ser
detectado cuando la endogamia a nivel poblacional se debe a la subestructura de la
poblacion (Hartl y Clark, 2007), por lo tanto, bajo la acciéon de un efecto Wahlund, el Fis
dentro de los clusters sera menor que el Fis de todo el fragmento poblacional. De esta
manera, para evaluar la posible accién de un efecto Wahlund sobre la poblacién, se
estimaron los coeficientes de endogamia (Fis), corregidos y no corregidos por la presencia
de alelos nulos para cada cluster genético utilizando los métodos descriptos

anteriormente (Apartado 4.4.).

4.6. Caracterizacion de la estructura genética espacial a escala fina

Los analisis de la estructura genética espacial a escala fina (EGEF) de las poblaciones
proveen informacion de los patrones de dispersiéon alélica y de las relaciones de
parentesco entre los individuos de una poblacién (Loiselle et al., 1995).

Cuando se estiman las distancias genéticas entre individuos debe asumirse que el
flujo génico es inversamente proporcional a la distancia (Vekemans y Hardy, 2004). En
poblaciones naturales de plantas, el analisis conjunto de la informacién proveniente de
los genotipos multilocus y de la geoposicion de cada individuo, provee un marco de
referencia espacialmente explicito para el estudio de los niveles de flujo génico en las
poblaciones, asi como para la interpretaciéon de los patrones de dispersion alélica que
configuran las relaciones de parentesco entre individuos dentro de una poblacién (Sork
et al., 1999; Rousset, 2000). Los métodos de autocorrelacion espacial permiten evaluar la
relacién entre el grado de parentesco y la distancia fisica entre individuos (Sokal y Rohlf,
1995; Hardy y Vekemans, 1999; Epperson, 2003), ya que bajo modelos de IBD, el flujo
génico restringido genera una distribucién espacial no aleatoria de los genotipos (Hardy
y Vekemans, 1999).

Vekemans y Hardy (2004) propusieron un estadistico que permite cuantificar la
EGEF dentro de las poblaciones mediante la estimacién de coeficientes de parentesco
entre pares de individuos. Este enfoque se basa en predicciones de los modelos de IBD
para un espacio bidimensional, tales como: poblacién en equilibrio dispersiéon-deriva y

distancias comprendidas en el rango g, < d;; < c.200d,.
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La EGEF poblacional fue analizada mediante la estimacién del coeficiente promedio
de coancestria o parentesco (F;;) entre todos los pares de adultos y entre todos los pares
de renovales de forma independiente. El coeficiente F;; mide la extensién de la similitud
relativa entre los individuos i y j en relaciéon a la similitud genética promedio entre una
muestra aleatoria de individuos (Vekemans y Hardy, 2004).

Dado que se trata de marcadores moleculares codominantes, para evaluar la EGEF
mediante genotipos SSRs, se estimé el coeficiente de parentesco Fj; basado en el
estimador p;; propuesto por Loiselle et al. (1995), el cual es un estimador relativamente
potente para detectar EGEF, y el sesgo es menor que para otros estimadores ante la
presencia de alelos a baja frecuencia (Vekemans y Hardy, 2004). Este estimador se basa
en la correlacion entre las frecuencias de alelos homdlogos p; y p; de un locus en pares de

individuos i y j, y queda definido como:

. _Zij(pi_ﬁ)(pj_ﬁ)_i_ 2
P T T pa—p) @k + 1)05 — 1

donde el primer término es el valor esperado de p;; y k = n(n — 1)/2 es el ntimero total

de comparaciones de a pares posible entre n individuos separados, unos de otros, por un
numero discreto de unidades de mapa de distancia. El segundo término ajusta el sesgo

atribuible al tamafio de muestra finito. El estimador p;; toma un valor esperado de cero

cuando los individuos de una poblacién presentan apareamiento aleatorio (Loiselle et al.,
1995).

Para el analisis de datos provenientes de genotipos multilocus codominantes, el
coeficiente de parentesco Fij es el mas apropiado (Vekemans y Hardy, 2004), por lo cual
se extendié la aproximacion del estimador p;; para caracterizar la EGEF de la siguiente
manera:

Para cada alelo k y <cada par de individuos ¢ y j se define
(ri — Pr)(0j — D) N 1

Pr(1 — Px) (2n—-1)

donde p; y p; son las frecuencias del alelo k en los individuos i y j (ftomando los valores 0,

Fij =

0,56 1) y pi es la frecuencia alélica promedio del alelo k en la poblacién de referencia con
un tamano de muestra n. El coeficiente de parentesco promedio multialélico (multilocus)
puede ser estimado entonces mediante un F;; ponderado para cada alelo k por medio del
indice de polimorfismo py (1 — p,) (Heuertz et al., 2003).

La EGEF fue analizada por medio de los coeficientes de parentesco Fij estimados en

una muestra de individuos genotipificados, por lo cual la estimacién se basa en la
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probabilidad de que un alelo del individuo i tomado al azar sea idéntico a un alelo del
individuo j también tomado al azar y, segiin lo propuesto por Vekemans y Hardy (2004)
queda definido como:
Fij = Q- Q)/(1-Q)

donde Q representa las probabilidades de identidad por estado entre alelos: Q;; para los
alelos tomados de forma aleatoria entre los individuos i y j, y Q para los alelos tomados
de forma aleatoria dentro de una muestra de la poblacién de referencia (Fenster et al.,
2003).

Se obtuvieron las pendientes de regresion ba y bra a través de la regresion de los
valores del coeficiente de parentesco (F3) y la distancia espacial entre los individuos dj, y
su logaritmo natural In(d;), respectivamente. Para determinar si la EGEF se ajusta a un
modelo de aislamiento por distancia de dos dimensiones, es decir que los niveles de
parentesco disminuyen linealmente con el logaritmo de la distancia, se grafic6 F) en
relacién a los intervalos de distancia geografica considerados. El coeficiente Fa) se
obtuvo a partir del promedio de los coeficientes de parentesco (F}j) para los intervalos de
distancia considerados.

Se analizé la EGEF mediante la estimacién del coeficiente de parentesco F;j a lo largo
de ocho intervalos de distancia. Los intervalos (i) para el analisis de los
autocorrelogramas fueron definidos de la siguiente manera: Ii: 0 — 10m, I: >10 — 20m,
I3: >20 — 50m, Is: >50 — 100m, I5: >100 — 150 m, Is: >150 — 200m, I7: >200 — 300m, Is:
>300 — 500m para asegurar un elevado numero de comparaciones entre pares de
individuos en la configuracién de los autocorrelogramas. Los coeficientes de parentesco
(Fy) fueron estimados de forma independiente para adultos y renovales por medio de las
comparaciones de a pares en las clases de distancia definidas. Los tamafios de las
muestras por clase de distancia fueron: 40, 42, 136, 190, 251, 270, 593, 247 en adultos y
99, 84, 55, 208, 330, 188, 432, 314 en renovales. Para cada intervalo de distancia se
estim6 la significancia estadistica mediante la prueba de Wilcoxon y se evalué si los
valores medios observados excedian los limites del intervalo de confianza del 95%
resultante de las 10.000 permutaciones. Los errores estandar para los coeficientes de
parentesco fueron estimados mediante el procedimiento de Jackknife, el cual consiste en
remover informacién de un locus por cada permutacién (Sokal y Rohlf, 1995).

Para comparar la extension de la EGEF entre estadios se estim6 el estadistico Sp.

Este estadistico queda definido como:

Sp =-b/(1 — Fy)
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donde F; corresponde al coeficiente F;; medio entre pares de individuos en la primera
clase de distancias y b corresponde a la pendiente de regresiéon en base al logaritmo de
las distancias en un espacio bidimensional (Vekemans y Hardy, 2004). El estadistico Sp
es un parametro que resume la intensidad de la EGEF y depende principalmente de la
tasa de decrecimiento de los coeficientes de parentesco de a pares. Por ello, los valores de
Sp pueden ser comparados entre diferentes especies, poblaciones o estadios de vida
(Hardy et al., 2006). Los niveles de significancia estadistica de la pendiente fueron
estimados por medio de 10.000 permutaciones aleatorias y un procedimiento de
Jackknife para el conjunto de loci analizados, lo cual permitié obtener los errores
estandar para las estimaciones multilocus.

La estimacion de todos los parametros para el analisis de la EGEF se llevé a cabo

empleando el programa SPAGeDi 1.5a (Hardy y Vekemans, 2002).

4.7. Determinacion del tamano de vecindario y de la estructura familiar

Las tasas de dispersién y la densidad poblacional influyen sobre la dimensién
espacial del vecindario el cual ha sido definido como una funcién de la varianza de la
dispersiéon progenitor-progenie (Crawford, 1984). El tamafio de vecindario (N,) fue
definido por Wright (1969) y es comuinmente interpretado como el tamafio de la unidad
de apareamiento aleatorio o unidad panmictica.

Los estudios de EGEF en general asumen que para diferentes distribuciones de
dispersién, la estructura genética esperada es una funcién del tamafio de vecindario. Las
estimaciones indirectas de la dispersiéon alélica historica a partir de la EGEF deben
distinguirse de su caracterizacién propiamente dicha debido a que los métodos indirectos
de estimaciéon de dispersién se basan en la suposicién de que la EGEF observada
corresponde a una poblacion en equilibrio dispersién-deriva bajo los supuestos de IBD
(Hardy et al., 2006). De esta manera, a una escala espacial apropiada, los parametros de
dispersiéon pueden ser inferidos a partir de la regresién de la diferenciacién genética
frente a la distancia geografica entre los individuos de la poblacién (Luximon et al.,
2014).

La estimacion del tamano de vecindario de Wright se basa en la siguiente relacion:

Ny = 4mD.0f
en la cual, el rol relativo de la deriva genética y de la dispersién no son considerados por
separado. Por su parte, en la estimacion de las distancias histéricas de dispersion alélica

(gg), se requiere una estimacion independiente de la deriva genética, la cual es una
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variable que depende de la densidad efectiva (D,). A su vez, esta relacion es valida solo
en el rango de deteccion de parentesco entre g; y oy /(21)Y/?, donde u es la tasa de
mutacién (Rousset, 1997). En este sentido, asumiendo que u = 1073 para loci SSRs, el
limite superior de este rango es ~200, (Heuertz et al., 2003).

La extension de la dispersiéon alélica puede ser estimada entonces, a partir de la
pendiente de regresion, definiendo el tamano de vecindario de Wright de la siguiente
manera:

N, = —(1~Fy)/b,
donde b, es la pendiente de regresion restringida de F;; en relacion al In(d;;) en el rango
o4 > d;j > 200,. El coeficiente F; es considerado una aproximacién a Fy (coeficiente de
parentesco entre individuos cercanos). Dado que en general F; < 1 (en especies alégamas
por ejemplo F;~0,1; Vekemans y Hardy, 2004), el término (1 — F;) no causaria un sesgo
sustancial. Una dificultad de esta formula es que la pendiente b, depende de la distancia
g4, la cual es un pardmetro a estimar. Por esta razén, para la estimacién de N, se
empled el procedimiento iterativo sugerido por Vekemans y Hardy (2004):
@) N, fue estimado a partir de la pendiente de regresion global de F;; en funcién del
In(d;;) de la siguiente manera:

Ny =-(1-F)/b

(ii) o4 fue estimado a partir del N, inferido y la densidad efectiva D,:

Og = 4’Nb/(4nDe)

(iii) N, fue re-estimado a partir de la pendiente de regresién en el rango o, < d;; <
20ay:
Ny = -1 —F)/b

Los pasos (11) y (ii1) fueron repetidos hasta que las sucesivas estimaciones de N, fueron
convergentes. Para aplicar este procedimiento, se asume que D, es conocido. Sin
embargo, D, no es simplemente la densidad poblacional de individuos adultos, sino que
también depende de la varianza de los eventos reproductivos entre individuos (densidad
efectiva). De manera tal que D, = D -N,/N, donde D es la densidad de la poblacién y
N,/N el tamano efectivo poblacional en funcién del tamafio censal (Vekemans y Hardy,
2004). Estudios demograficos sugieren que la proporciéon N,/N en poblaciones de arboles
adultos con frecuencia se encuentra comprendida en el rango 0,1-0,5 (Frankham, 1995).
Por ello, para estimar la distancia de dispersién y el tamafio de vecindario se considero

la proporcién N, /N=0,4, valor promedio entre las proporciones estimadas por Frankham
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(1995) y se aplicé el procedimiento iterativo para cuatro valores de D, estimados a partir
de diferentes valores de densidad censal. De acuerdo a estudios previos en especies
forestales neotropicales, Hardy et al. (2016) sugirieron que las aproximaciones D/2 y
D/10 pueden ser empleadas para estimar los limites maximo y minimo de la D,,
respectivamente. En el presente trabajo, la densidad poblacional fue definida como
D = 15ind/ha de acuerdo a la distribucion espacial de los individuos. La densidad
efectiva fue estimada empleando un rango de diferentes proporciones de la densidad
censal (D; D/2; D/4; D/8; D/10). Este analisis se llevd a cabo empleando el programa
SPAGeDi 1.5a (Hardy y Vekemans, 2002).

La estructura familiar fue determinada a partir de las relaciones entre pares de
individuos progenitor-progenie y entre pares de hermanos de A. colubrina var. cebil en el
fragmento poblacional estudiado. En este sentido, los elevados niveles de polimorfismo
en términos del numero de alelos, posiciona a los marcadores SSR entre los principales
marcadores moleculares para el analisis de la estructura familiar (Manoel et al., 2011).
En base a los datos de los genotipos multilocus y métodos de probabilidad de asignacién
de los individuos a relaciones genealdgicas, la mejor configuracién de unidades
familiares fue inferida mediante el método de MCMC y el algoritmo de recocido
simulado (simulated annealing), en el cual la presencia de alelos nulos y errores de
genotipificacién son incorporados en el analisis (Wang, 2004). La forma general de la
funcién de probabilidad para un grupo familiar con una estructura genética R puede ser

estimada de la siguiente manera:

L =Pr(R) ZPr(Glg, R)Pr(g|R)
g

donde Pr (R) es la probabilidad a priori de R, G es el vector de los genotipos observados
para todos los miembros del grupo y g es el vector de los genotipos no observados. La
suma se realiza para todas las combinaciones genotipicas posibles (Wang y Santure,
2009). De esta manera, los grupos familiares se estimaron en funcién de la probabilidad
de cada par de individuos adulto-renoval de ser asignado a un grupo progenitor-progenie
(PP) y la probabilidad de cada par de adultos o de renovales de ser asignado a grupos de
hermanos. Los pares de hermanos, a su vez, fueron clasificados como medio-hermanos,
es decir individuos con un parental en comun (Half sibs - HS) o hermanos completos, es
decir individuos con los dos parentales en comun (Full sibs - FS). Luego, la probabilidad
de asignacion de cada par de individuos fue estimada como el promedio de la asignacion
al grupo PP o HS/FS, mediante 10 corridas independientes con 10 iteraciones cada una.

Fueron considerados los resultados correspondientes a la mejor configuracién, definida
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por la probabilidad de asignacion. Los pares de individuos fueron identificados como PP,
FS o HS con una probabilidad promedio mayor o igual a 0,75 en base a lo sugerido por
Wang y Santure (2009). Los andlisis se llevaron a cabo asumiendo poligamia masculina
y femenina, endogamia permitida, tasa general de error de genotipificacién igual a 0,05,
probabilidad de que un padre sea incluido dentro de la muestra de padres candidatos
igual a 0,5, y probabilidad de que una madre sea incluida dentro de la muestra de
madres candidatas igual a 0,75. La diferencia en las probabilidades de inclusién de
posibles padres y madres en las muestras de parentales candidatos se encuentra
relacionada con las distancias de dispersién de polen y semillas en la especie de estudio.
El andlisis de estructura familiar fue realizado empleando el programa COLONY (Jones

y Wang, 2010) disponible en: https://www.zsl.org/science/software/colony. La distancia

Euclidiana entre pares de PP, FS y HS se estim6 empleando el programa SPAGeDi 1.5a
(Hardy y Vekemans, 2002) y fue mapeada utilizando el programa QGIS versién 2.18.13
(Quantum GIS Development Team, 2017) disponible en: https:/www.qgis.org/es/site/.

4.8. Identificacion de posibles eventos demograficos recientes

En el marco de la teoria de coalescencia es posible interpretar la distribucion de las
frecuencias alélicas desde una perspectiva genealdgica, lo cual permite realizar
inferencias sobre los eventos demograficos que ha atravesado una poblacion
recientemente como cuellos de botella (Cornuet y Luikart, 1996) o en un pasado histérico
como expansiones-retracciones poblacionales (Beaumont, 1999).

La inferencia bayesiana proporciona un marco de referencia para realizar
estimaciones en un contexto de incertidumbre, asi como para cuantificar en qué medida
pueden variar las estimaciones a la luz de nuevas evidencias. Sin embargo, para un gran
numero de modelos complejos y problemas de inferencia, solamente pueden obtenerse
respuestas cuantitativas aproximadas. Las aproximaciones bayesianas (Approximate
Bayesian Computation - ABC) hacen referencia a una familia de algoritmos para la
inferencia aproximada que parten de un conjunto minimo de suposiciones requeridas
para que el muestreo de un modelo sea posible (Lintusaari et al., 2017). E1 método ABC,
en Genética de Poblaciones, es una aproximacion flexible para estimar simultineamente
el soporte de un modelo y los parametros del mismo. Se evalian distintos escenarios
evolutivos, los cuales son caracterizados por modelos histéricos y pueden ser descriptos
como una sucesién en el tiempo de eventos y periodos entre eventos (Cornuet et al.,
2008). Por medio del enfoque ABC, el criterio de verosimilitud es reemplazado por el

criterio de similitud entre conjuntos de datos simulados y observados (Cornuet et al.,
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2008). A partir del escenario mas probable se infieren los parametros y procesos
enmarcados en los modelos histéricos que pudieron haber dado forma a los patrones
actuales.

En la practica, el enfoque ABC puede ser resumido en tres pasos sucesivos:

i. Generacién de los datos simulados.

ii. Seleccion del conjunto de datos simulados maéas cercano al conjunto de datos
observados.

iii. Estimacién de las distribuciones posteriores de los parametros a través de un
procedimiento de regresion lineal.

De esta manera, el enfoque ABC provee una forma de comparar diferentes escenarios
demografico-historicos que pueden explicar los datos observados.

Se empled el método ABC para estimar el soporte estadistico relativo para cada uno
de los escenarios definidos. Este analisis incluy6 todas las muestras de adultos. Se
definieron dos escenarios demograficos basados en el conocimiento histérico del area de
estudio, los cuales se compararon con un modelo nulo de tamafno poblacional constante
(Tabla 4). Se consider6 un tiempo de generacién de semilla a semilla (sensu Petit y
Hampe, 2006), el cual en A. colubrina var. cebil fue definido en ~50 anos. El primer
escenario asumidé un cambio demografico reciente de una a cinco generaciones atras,
correspondiente a una transformaciéon del habitat debido a la actividad humana
conocida en la regién (Bauni et al.,, 2013). El segundo escenario reflej6 un cambio
demografico de entre 100 y 500 generaciones atras, asociado a la dinamica de expansién
y contracciéon descripta para los BSEN (Prado y Gibbs, 1993; Pennington et al., 2000;
Werneck et al., 2011).

Para hacer inferencias acerca de los parametros en el modelo simulado, se definieron
los siguientes estadisticos de resumen: numero de alelos, diversidad genética, varianza
media en el tamafno poblacional y M promedio de Garza-Williamson. En base a estos
indices se generaron conjuntos de datos simulados con atributos similares a los del
conjunto de datos observados. La probabilidad a posteriori de cada escenario se estimo
mediante regresion logistica (Cornuet et al., 2008). Para las simulaciones mediante ABC
se consideraron modelos simples en dos ventanas temporales de cambio en el tamafio
poblacional. Para el andlisis se incluydé un amplio rango de valores de los parametros
para el tamafio poblacional actual (NO), el tamafio de poblacién ancestral (IN1) y el
tiempo (¢) (Tabla 4). Los analisis ABC se realizaron empleando el programa DIYABC
v1.0.4.46beta (Cornuet et al., 2008) disponible en:
http://www1l.montpellier.inra.fr/CBGP/diyabc/
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Una poblacién que atraviese eventos de cuello de botella experimenta una reduccion
en el tamano efectivo poblacional (N,), derivando en cambios en las frecuencias
genotipicas. En el marco de condiciones de equilibrio mutacion-deriva, tanto la tasa de
mutacién como el tamano efectivo poblacional son parametros que definen el nimero de
alelos y la distribucién de frecuencias alélicas de loci selectivamente neutros. Cuando
ocurre un evento de cuello de botella, el N, se reduce significativamente, lo cual causa
una progresiva reducciéon del nimero de alelos y de la heterocigosis. Sin embargo, la
diversidad alélica se reduce a una tasa mayor que la heterocigosis durante un cuello de
botella (Nei et al., 1975; Cornuet y Luikart, 1996). Como consecuencia, se produce un
déficit transitorio en el nimero de alelos en relacion a la heterocigosis observada, es
decir, el numero observado de alelos en la muestra es menor que el nimero de alelos
esperado a partir de la heterocigosis observada bajo la asuncién de que la poblacién se
encuentra en equilibrio mutacién-deriva (Cornuet y Luikart, 1996). Los métodos para la
deteccién de cuellos de botella recientes a partir de datos de las frecuencias alélicas se
valen de los elevados niveles de polimorfismo detectable a partir de los SSRs, asi como
de las teorias desarrolladas sobre los efectos de los cuellos de botella en relaciéon a la
pérdida de alelos y a la reduccién de la heterocigosis en loci neutrales (Nei et al., 1975;
Allendorf, 1986).

Se evalud la historia demografica del fragmento estudiado para la deteccion de
eventos de cuello de botella recientes en la poblacion. Esta estimacion se llevo a cabo
mediante el calculo del estadistico T2 (Cornuet y Luikart, 1996). El analisis se basé en
un modelo mutacional TPM, el cual incluy6é un 95% de SMM simple y un 5% de SMM
multiple (con una varianza de 12 entre los pasos multiples) segin lo recomendado por
Piry et al. (1999) para loci SSRs. El estadistico 72 fue calculado mediante 10.000
iteraciones y su significancia estadistica se testé6 usando una prueba de Wilcoxon para
un intervalo de confianza del 95% empleando el programa Bottleneck 1.2.02 (Cornuet y
Luikart 1996; Piry et al., 1999) disponible en:
http:/www1l.montpellier.inra.fr/CBGP/software/Bottleneck/bottleneck.html. Este método

es adecuado para detectar cuellos de botella recientes de baja magnitud (Williamson-
Natesan, 2005). Los valores positivos de 7% indican un exceso de heterocigosis, el cual
puede estar asociado con cuellos de botella demograficos, mientras que los valores
negativos (déficit de heterocigosis) son consistentes con expansiones recientes de la

poblacion (Piry et al., 1999).
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Tabla 4. Distribuciones a priori de los parametros historicos y demograficos definidos

para el analisis de aproximaciones bayesianas

Escenarios Parametros Distribucién a priori
NO Uniforme (10-10.000)
t Uniforme (1-5)
Cambio reciente en el )
) N1 Uniforme (10-10.000)
tamanfo poblacional
4 Log (1x10-3-1x10-2)
Uniforme (0,1-0,5)
NO Uniforme (10-10.000)
t Uniforme (100-500)
Cambio histoérico en el )
) N1 Uniforme (10-10.000)
tamanfo poblacional
u Log (1x103-1x10-2)
P Uniforme (0,1-0,5)

NO: Tamarfio poblacional actual; ¢: tiempo generacional; N1: tamafio poblacional histérico; u: tasa
media de mutacién de los SSRs; P: parametro medio de la distribucién geométrica.
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Por otro lado, y de manera complementaria al calculo del estadistico 7%, se estimé la
proporciéon M de Garza-Williamson, la cual puede definirse como la proporcién media
entre el nimero de alelos y el rango de tamanos de los alelos para cada locus (Garza y
Williamson, 2001). Un valor de M <0,68 estaria asociado con sefiales de cuello de botella
antiguas y severas (Garza y Williamson, 2001; Williamson-Natesan, 2005). La

proporciéon M se calculé empleando el programa Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).
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5. RESULTADOS

5.1. Genotipificacion de los individuos

Se verificé la aplicabilidad del sistema de tres cebadores para la totalidad de los loci
analizados mediante la estimacion del nimero de coincidencias y la puntuacién, la cual
en todos los casos resulté menor al umbral. En la Tabla 5 se presentan los resultados de
la validacion del método de genotipificaciéon tomando el cebador M13-forward como
referencia, debido a que por su longitud la probabilidad de formaciéon de dimeros y

bucles es elevada en relacién a la de los cebadores reverse y M13¥.

5.2. Caracterizacion de la diversidad genética de adultos y renovales

En el analisis estadistico de los datos se contempld la aplicacion de indices para las
estimas de diversidad considerando la totalidad de los alelos o la exclusién de alelos
nulos en el célculo. Dado que no se detectaron errores de genotipificacién, el exceso de
homocigosis detectado puede ser atribuido a la presencia de alelos nulos, resultando en
un déficit de heterocigosis estadisticamente significativo (p < 0,05) tanto en adultos
como en renovales para los ocho loci SSRs analizados.

Se caracterizé la diversidad genética poblacional mediante la estimacién de distintos
parametros por locus y de manera global para cada estadio. Los ocho loci SSR
analizados presentaron entre 20 y 53 alelos por locus de manera global (Anexo I). Del
total de alelos detectados, 67 (23,1%) estuvieron presentes Unicamente en adultos, 63
(21,7%) tnicamente en renovales, mientras que 160 alelos (55,2%) estuvieron presentes
en ambos estadios (Figura 11).

Mediante la ecuacion de Brookfield se detect6 una elevada frecuencia de alelos nulos
(r = 0,19). En conjunto para todos los loci la Ho fue significativamente menor que la Hg
evidenciando un déficit de heterocigotas, pudiendo ser esto en parte atribuible al elevado
coeficiente de endogamia detectado tanto en adultos como en renovales (Fis = 0,41 y
0,40, respectivamente) (Tabla 6). Elevados niveles de Fis podrian ser explicados por la
presencia de alelos nulos. Sin embargo, a pesar de la alta frecuencia de los mismos, un
significativo déficit de heterocigosis fue detectado aun luego de la correccién. Los valores
de Fis corregidos fueron similares a los estimados sin correcciéon, siendo Fis(IIM) = 0,39
IC: 0,35 - 0,44) en adultos y Fis(IIM) = 0,34 (IC: 0,28 - 0,42) en renovales. La
superposiciéon de los intervalos de confianza del 95% indicé que los alelos nulos se

distribuyeron de forma uniforme entre estadios.
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Tabla 5. Validacién del método de genotipificacién mediante el sistema de tres cebadores

Numero promedio de coincidencias Puntuacion

Locus Secuencia del cebador M13-forward Entre cebadores Dentro de cebadores
Mi13-F M13-F

Ac34.3 tgtaaaacgacggccagtccattctacaacacgeaagtg 4,67 5,00 2
Ac48.1 tgtaaaacgacggccagtgagacccaaccacacgagtt 5,00 0,00 2
Ac28.3 tgtaaaacgacggccagtgagcagecatgtttggagta 3,00 0,00 2
Acl72.1 tgtaaaacgacggccagttctaaattacgtggagaaaacgaa 4,00 5,00 2
Acll.2 tgtaaaacgacggccagtcaagegtttectgatatttattg 4,00 0,00 2
Ac41.1 tgtaaaacgacggccagtacgagctccacattcatge 4,00 0,00 2
Acl57.1 tgtaaaacgacggccagtccacectecatttttatttatet 4,00 0,00 2
Ac162.1 tgtaaaacgacggcecagttgtatgtgtgaatatggaagttge 7,00 8,00 3

Se indica subrayada la secuencia M13.
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Figura 11. Frecuencias alélicas de los ocho loci SSR nucleares analizados en adultos y renovales de A. colubrina var. cebil.




Tabla 6. Indices de diversidad genética en adultos y renovales en el fragmento poblacional de A. colubrina var. cebil estudiado

Adultos Renovales

Locus N Na Ne Nau R Ho Hg Fis r Fis N Na N Nav R Ho Hg Fis r Fis

I1M) I1M)
Ac34.3 60 28 8,82 12 27,83 0,550 0,887 0,387 0,178 58 23 17,63 7 22,69 0,534 0,869 0,392 0,179
Ac48.1 60 33 17,48 6 32,83 0,517 0,943 0,459 0,219 56 38 17,00 12 38,00 0,536 0,941 0,438 0,209
Acl1.2 60 14 4,81 4 13,95 0,450 0,792 0,439 0,191 58 16 6,13 5 15,79 0,466 0,837 0,451 0,202
Ac28.3 60 36 20,69 9 35,85 0,550 0,952 0,429 0,206 58 34 18,85 8 33,61 0,672 0,947 0,298 0,141
Acl57.1 60 42 16,44 14 41,70 0,800 0,939 0,156 0,072 59 39 17,19 11 38,17 0,661 0,942 0,306 0,145
Ac4l.1 60 23 10,21 7 22,90 0,333 0,902 0,636 0,299 59 23 10,28 7 22,68 0,424 0,903 0,537 0,252
Acl72.1 59 26 8,85 6 26,00 0,644 0,887 0,282 0,129 59 24 8,26 4 23,69 0,525 0,879 0,409 0,188
Acl62.1 60 25 4,39 9 24,88 0,417 0,772 0,467 0,201 58 25 579 9 24,62 0,517 0,827 0,382 0,170
Media 59,88 28 11,46 8 2824 0,533 0,884 0,405 0,187 0,393 58,13 28 11,39 8 27,38 0,542 0,893 0,400 0,186 0,344
SE 0,13 3 2,14 1 3,02 0,051 0,024 0,050 0,023 0,015 0,35 3 1,91 1 2,89 0,030 0,017 0,028 0,013 0,024

N: Tamanio poblacional; Na: Numero promedio de alelos por locus; Ng: Numero efectivo de alelos; Nau: Numero promedio de alelos Unicos; R: Riqueza
alélica; Ho: Heterocigosis observada; Hg: Heterocigosis esperada; Fis: coeficiente de endogamia; r: frecuencia estimada de alelos nulos; Fis (IIM):
coeficiente de endogamia corregido por la presencia de alelos nulos. SE: Error estandar.
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En ambos estadios los valores de Na y Nau fueron coincidentes tanto para el locus
Ac41.1 como para el locus Ac162.1. Los ocho loci SSRs resultaron altamente polimorficos
tanto en adultos como en renovales (Figura 11; Tabla 6). Para un tamarfio total de 60
adultos y 59 renovales se detecté un promedio de 28 alelos por locus, de los cuales el
numero efectivo estuvo comprendido en el rango entre 4 y 21 alelos por locus con una
media N; = 11 en ambos estadios (Tabla 6). Ademas, se detecté un elevado nimero de
alelos Unicos por locus, tanto en los adultos como en los renovales. En conjunto, el bajo
NEg en relacién al Na, asi como el valor del Nau, indicaron la presencia de un elevado
numero de alelos a baja frecuencia en ambos estadios. En promedio, el nimero de alelos
Unicos por locus (N4y = 8) detectado en cada estadio, revela la presencia de alelos tinicos
en los ocho loci que difieren entre adultos y renovales (Tabla 6). Entre estadios no se
evidenciaron diferencias significativas en las estimaciones de riqueza alélica (R: p =
0,12), heterocigosis observada (Ho: p = 0,57) y heterocigosis esperada (Hg: p = 0,27). El
locus Acl11.2 presenté el menor valor de R, siendo este cercano a la mitad del valor de R
promedio en ambos estadios, mientras que el locus Ac157.1 present6 el mayor valor de R
en ambos estadios. El elevado valor de R a nivel del locus Ac157.1, seria consecuencia del
amplio rango de variacién en el tamafo de sus alelos. El locus Ac41.1 present6 el mayor
déficit de heterocigosis observada conjuntamente con el mayor coeficiente de endogamia

y la mayor frecuencia de alelos nulos (r) (Tabla 6).

5.3. Analisis de la estructura genética poblacional y determinacion de sus
posibles cambios entre estadios

Se infiri6 la estructura genética poblacional mediante algoritmos de agrupamiento
bayesiano para determinar el numero maéas probable de agrupamientos o clusters
empleando un modelo de tipo admixture de forma independiente para cada estadio. Se
estimé el nimero méas probable de clusters en funcién de la distribucién AK vs. K, el cual
fue K = 3 en adultos y K = 5 en renovales (Figura 12). El ntimero real de clusters
presentd soporte en base a la probabilidad posterior de asignacién de individuos a los
clusters genéticos [LnP(D |K)]. En adultos, K=3 fue determinado por la tasa de cambio
AK, la cual resulté marcadamente superior a los demas valores de K. En tanto que la
probabilidad posterior LnP(D |K=3), no presenté marcadas diferencias con las demas
probabilidades. Por su parte, los renovales presentaron una distribucién bimodal de AK
vs. K con un valor de AK ligeramente superior para K=5 y una elevada probabilidad

posterior de asignacién de individuos a 5 clusters (Figura 12). Dentro de cada estadio los
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individuos fueron asignados a distintos clusters indicando una fuerte estructuraciéon
genética dentro de cohortes (Figura 13).

El analisis de varianza molecular (AMOVA) permitié estudiar la distribuciéon de la
variabilidad genética entre los distintos clusters, asi como la significancia estadistica de
la estructura genética detectada. Las fuentes de variaciéon fueron definidas en base a la
asignacién de los individuos mediante el analisis bayesiano a tres clusters en adultos y
cinco en renovales. El AMOVA revel6 diferencias estadisticamente significativas a un
nivel de p < 0,05. La mayor parte de la variacién total se encuentra distribuida
principalmente dentro de clusters, sin embargo en el nivel entre clusters se encuentra el
6% de la variacion total en adultos y el 14% de la variacién total en renovales (Tabla 7).
Estos porcentajes de variaciéon resultan informativos dada la corta distancia entre los
individuos asignados a los distintos clusters. Sumado a ello, el indice de fijacién Fsr
resulté estadisticamente significativo a un nivel del 95% (p < 0,05), y se detectd una
moderada estructuracién genética en adultos (Fsr = 0,06) y estructura genética
relativamente elevada en renovales (Fsr = 0,14) (Tabla 7). Por su parte, los indices de
fijacién estimados con exclusién de alelos nulos mediante el método ENA fueron Fsr =
0,05 (IC: 0,03 — 0,07) en adultos y Fsr = 0,12 (IC: 0,09 — 0,15) en renovales, indicando que
la presencia de alelos nulos tendria un bajo efecto en las estimaciones del indice de
fijacién.

La media armonica del indice D de Jost permitié evaluar la diferenciaciéon alélica
relativa dentro y entre clusters. Este parametro resulté estadisticamente significativo
para ambos estadios, siendo mas elevado en renovales (D = 0,70) que en adultos (D =
0,31) (Tabla 7). Esto se traduce en que los renovales de diferentes clusters presentan una
marcada diferenciacion alélica con un bajo nimero de alelos compartidos entre clusters,
mientras que los individuos adultos asignados a cada uno de los tres clusters comparten
mas de la mitad de sus alelos (Tabla 7).

Dentro de cada cluster, la distancia euclidiana entre pares de individuos estuvo
comprendida en el rango d = [1,7 — 361,7m] con un promedio d = 153m (Tabla 8). Las
menores distancias fueron registradas entre pares de renovales (Tabla 8), revelando que
el agrupamiento de individuos en funcién de sus genotipos multilocus y sus frecuencias
alélicas condice con cortas distancias espaciales entre estos individuos, los cuales a su
vez presentaron un patrén de distribucién espacial agregada a diferencia de los adultos
de un mismo cluster que se presentaron distribuidos de manera mas heterogénea en el

fragmento poblacional estudiado (Figura 13).
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Figura 12. Probabilidad posterior de asignacién de individuos a K clusters en a) adultos y b) renovales y aplicacién del método ad hoc propuesto por

Evanno et al. (2005) para la identificacién del niumero real de clusters en c) adultos y d) renovales de A. colubrina var. cebil.
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individuo a los clusters.
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Tabla 7. Porcentajes de variacion, indices de fijacién y diferenciacién alélica entre clusters

de A. colubrina var. cebil

Adultos (K = 3) Renovales (K =5)

Porcentajes de Entre clusters 5,716 14,164
Variacién Dentro de clusters 94,284 85,836
i Fsr @ 0,057* 0,142*
Indices de fijacion
Fsr @ 0,045 [0,025-0,067] 0,119 [0,090-0,147]
Diferenciacion alélica D (Jost) 0,309* [0,245-0,380] 0,698* [0,621-0,771]

MTodos los alelos incluidos. @Alelos nulos excluidos. Valores seguidos por * fueron estadisticamente
significativos a un nivel de p < 0,05; los intervalos de confianza al 95% (IC) se indican entre
corchetes.
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A nivel de los agrupamientos definidos mediante el analisis bayesiano, la diversidad
genética fue elevada para cada estadio dentro de clusters, mientras que la riqueza alélica
entre clusters dentro de cada estadio no presenté marcadas diferencias (Tabla 8). La mayor
riqueza alélica fue detectada en el cluster 3 de adultos y en el cluster 3 de renovales (R=6,63
y 6,14, respectivamente), presentando ambos clusters el mayor nimero de individuos
asignados y un elevado nimero de alelos prevalentes, lo cual se vio reflejado en niveles de
heterocigosis elevada en relacion a los otros clusters. Los adultos asignados al cluster 1 se
distribuyeron por todo el fragmento (Figura 13), alcanzando las mayores distancias
euclidianas entre individuos dentro de cluster (Tabla 8). Estos individuos presentaron
origenes compartidos con los adultos asignados a los otros dos clusters (Figura 13) y un
menor coeficiente de endogamia en relacion al detectado en los clusters 2 y 3 de adultos
(Tabla 8). Por su parte, los niveles de endogamia resultaron elevados dentro de cada uno de
los clusters tanto para adultos como para renovales (Tabla 8), respaldando los resultados
obtenidos en la caracterizacién de la diversidad genética para cada estadio y permitiendo
descartar la presencia de un efecto Wahlund como causante de las diferencias en los niveles
de endogamia detectados en la poblacién estudiada con respecto a lo esperado en
poblaciones con apareamiento aleatorio.

5.4. Caracterizacion de la estructura genética espacial a escala fina

A escala local, en concordancia con los modelos de aislamiento por distancia (IBD), se
detectd una significativa disminucién lineal de los coeficientes de parentesco estimados con
el incremento de la distancia geografica entre individuos. La estructura genética espacial
fue analizada de forma independiente en adultos y renovales, detectandose EGEF
significativa para ambos estadios dentro de la poblaciéon con elevados niveles de parentesco
o coancestria, los cuales fueron mayores en renovales (F; = 0,107) que en adultos (Fj =
0,044). Los arboles vecinos, separados por cortas distancias, estuvieron altamente
relacionados presentando elevados niveles de parentesco tanto en renovales como en
adultos. En el primer intervalo de distancia (hasta 10m), los renovales presentaron niveles
de parentesco cinco veces mayores a los niveles detectados en adultos (F1 = 0,328; F1 =
0,059, respectivamente), siendo ademads superiores a los valores esperados para hermanos
completos (es decir, 1 = 0,25) (Tabla 9; Figura 14).

Los renovales presentaron un marcado decrecimiento en los valores de Fj con el

incremento de la distancia, particularmente en el tercer intervalo de distancias (Is: >20 —
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Tabla 8. Diversidad genética y rangos de distancia espacial entre pares de individuos de A. colubrina var. cebil a nivel de

clusters
Clusters N Na Nk R Hg Ho Fis  Fis(IIM) d d (min. - max.)
1 15 10,75 6,69 494 0807 0,539 0,34 0,270 [0,06-0,38] 188,80 (2,48 — 361,70)
Adultos 2 17 10,13 7,01 4,75 0,762 0,485 0,37 0,311 [0,13-0,46] 179,19 (4,04 — 340,22)
3 28 22,13 19,70 6,63 0,942 0,558 0,41 0,378 [0,30-0,45] 157,33 (2,47 — 348,59)
Total 60 2838 1290 6,02 0,892 0,533 041 0,393[0,35-0,43] 175,11  (3,00-350,17)
1 11 7,75 7,15 446 0,710 0,510 0,29 0,144 [0,03-0,28] 153,83 (2,48 — 344,12)
2 13 825 553 450 0,749 0,519 0,32 0,267 [0,13-0,39] 162,21 (1,65 — 350,35)
Renovales 3 18 16,63 15,53 6,14 0905 0616 0,33 0,253 [0,13-0,36] 170,36 (1,65 — 349,67)
4 6,63 596 470 0,791 0,391 0,52 0,295 [0,00-0,50] 97,50 (3,78 — 189,44)
5 9 6,13 544 424 0,747 0583 0,23 0,070 [0,00-0,21] 70,16 (1,65 — 283,35)
Total 59 27,75 1280 6,07 0,901 0,542 0,40 0,344 [0,28-0,42] 130,81  (2,24- 303,38)

N: Numero de individuos por cluster; Na: Numero promedio de alelos por locus; Ne: Numero efectivo de alelos; R: Riqueza alélica; HE:
Heterocigosis esperada; Ho: Heterocigosis observada; Fis: coeficiente de endogamia; Fis (IIM): coeficiente de endogamia corregido por la
presencia de alelos nulos con sus correspondientes intervalos de confianza del 95%; d: distancia euclidiana promedio expresada en metros y
d (min. — max.): rango de distancias entre individuos.
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Tabla 9. Estructura genética espacial a escala fina (EGEF) en adultos y renovales de A.

colubrina var. cebil

N Fr b Sp
Adultos 60 0,059% (0,028)  -8,7x103* (2,9x103)  9,21x103* (4,03x107)
Renovales 59 0,328% (0,148)  -15,4X103* (2,8x103) 22,95x10-3* (14,79x103)
Total 119 0,205% (0,082)  -7,4x10%%(0,9x103)  9,26x10%* (1,71x10°3)

N: Numero de individuos; Fi: Coeficiente de parentesco de a pares en el primer intervalo de
distancias (hasta los 10m); b: pendiente de regresion del coeficiente de parentesco de a pares en
funcién del logaritmo de la distancia; Sp: estadistico Sp. Los valores seguidos por * fueron
estadisticamente diferentes de cero (p < 0,05); Entre paréntesis se indica el error estandar (SE).
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Figura 14. Correlogramas de estructura genética espacial a escala fina (EGEF) a) en adultos y
b) en renovales del fragmento poblacional estudiado.

Se indican los coeficientes medios de parentesco multilocus [F(q)] para cada clase de distancia (d) y el
intervalo de confianza del 95% (lineas punteadas) bajo la hipétesis nula de distribucién aleatoria de
genotipos obtenida mediante permutaciones de las ubicaciones espaciales de los individuos.
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50m), a partir del cual los coeficientes Fj presentaron valores menores a los esperados por
azar. Esto podria estar relacionado con individuos emparentados agregados en el espacio,
circunstancia que no fue observada a nivel del estadio adulto, en el cual, a partir del
segundo intervalo de distancias (>10m) los valores de parentesco se encontraron dentro del
rango esperado bajo la asuncion de cruzamientos aleatorios en la poblacién (Figura 14).

Los niveles de parentesco entre individuos tomados de a pares en funcién del logaritmo
de la distancia espacial que los separa, fueron representados con una pendiente de
regresién negativa significativa en ambos estadios, lo cual indica que las interpretaciones
pueden realizarse en el marco de IBD. La pendiente de regresién fue mas pronunciada en
los renovales que en los adultos. Esto se vio reflejado en el estadistico Sp, que resulté 2,5
veces mayor en renovales que en adultos (Sp = 0,023 y Sp = 0,009, respectivamente), con

una marcada EGEF detectada en renovales (Tabla 9).

5.5. Determinacion del tamano de vecindario y de la estructura familiar

Para la estimacion de los parametros que caracterizan la capacidad de dispersion de A.
colubrina var. cebil en el fragmento poblacional estudiado, se asumié que la poblaciéon se
encuentra en equilibrio dispersion-deriva bajo los supuestos de IBD. Los niveles de
dispersion alélica presentaron relacion directa con la EGEF, debido a que su estimaciéon se
basa en la pendiente de la recta de regresion (brs; 0-500m) para la totalidad de los
individuos adultos (N = 60), la cual a su vez es inversamente proporcional al tamano de
vecindario, es decir, que un menor tamano de vecindario podra ser esperado cuanto mayor
sea la estructura genética espacial. El procedimiento empleado para la estimacién de los
parametros de dispersion presentd convergencia para el rango de densidades efectivas
considerando D,D/4 y D/8, mientras que no presenté convergencia empleando D/2y D/10
(Tabla 10). La marcada EGEF detectada en adultos (Sp = 0,01) se vio reflejada en cortas
distancias de dispersion alélica, siendo o, = 53m y g; = 17m las distancias de dispersion
alélica alcanzadas considerando la mayor y menor densidad efectiva, respectivamente
(Tabla 10).

El tamano de vecindario (N,) estimado a partir de la pendiente de regresién negativa
significativa de los coeficientes de parentesco en funcién del logaritmo de la distancia entre
pares de individuos, se encontré comprendido en el rango entre 108 y 138 individuos para

una De =0,300 y una De = 0,038, respectivamente (Tabla 10). De esta manera, la
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Tabla 10. Distancias de dispersién y tamafios de vecindario. Parametros de distancia de dispersion estimados en funcién de

diferentes densidades efectivas de individuos adultos.

De (ha') Ny [95% IC] SE g, (m) [95% IC] SE
De =D-Ne/N De = 0,300 108 [95-145] 47,5 5,334 [6,027-6,198] 1,169
De =D/2-Ne/N De = 0,150 NC - - NC - -
De =D/4-Ne/N De = 0,075 112 [106-118] 49,6 10,891 [10,593-11,190] 2,246
De =D/8-Ne/N De = 0,038 138 [129-147] 43,4 16,995 [16,442-17,548] 2,786
De =D/10-Ne/N De = 0,030 NC - - NC - -
Promedio 119 11,073

De: densidad efectiva, Numero de individuos reproductivos por ha de una poblacién en equilibrio dispersién-deriva en un espacio
bidimensional bajo dispersién isotrépica. Estimacién basada en la pendiente de regresion entre g, y 200, mediante un procedimiento
iterativo. Nj: Tamafo de vecindario. g,: Distancias de dispersion alélica. Se indican los intervalo de confianza del 95% y el error estandar
(SE) obtenidos mediante la estimacién de Jacknife para todos los loci. NC: sin convergencia.
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dispersiéon alélica restringida, aumentaria las probabilidades de que se produzca
apareamiento entre individuos emparentados traduciéndose en un bajo numero de
individuos conformando la unidad del vecindario.

La reconstruccién de la estructura familiar consistidé en la deteccién de pares de
individuos progenitor-progenie por un lado y pares de hermanos por otro. Los pares de
individuos fueron asignados a los distintos grupos de estructura familiar con una
probabilidad promedio mayor a 0,75. El analisis de parentesco permitié la identificaciéon de
dos pares de individuos implicados en relaciones progenitor-progenie con una distancia
euclidiana promedio de 111,6m entre ellos (Tabla 11a; Figura 15a).

En cuanto a la detecciéon de individuos asignados a grupos de hermanos, de un total de
3.600 comparaciones entre pares de adultos, un par de hermanos completos (FS ~ 0,06%) y
cinco pares de medio-hermanos (HS ~ 0,28%) fueron identificados (Tabla 11b; Figura 15b),
en tanto que, de un total de 3.481 comparaciones, cinco y catorce pares de renovales,
estuvieron involucrados en las relaciones de hermanos completos (FS ~ 0,29%) y medio-
hermanos (HS ~ 0,80%), respectivamente (Tabla 11c; Figura 15c).

Las distancias euclidianas entre adultos asignados a grupos de hermanos fueron
mayores a las distancias detectadas entre renovales pertenecientes a grupos de hermanos.
En adultos, la distancia promedio entre hermanos fue de 165,56m (Tabla 11b; Figura 15b),
en tanto que, en renovales el rango de distancias varié entre ~1 y 15m entre FS, con un
promedio de 7,5m, mientras que la distancia entre HS estuvo comprendida en un rango mas
amplio y varié entre 3,8 y 263,5m, con un promedio de 78,4m (Tabla 11c; Figura 15c).

Los renovales asignados a grupos de FS se localizaron en la zona del fragmento en la
cual se encontré la mayor proporcién de adultos HS (Figura 15), es decir que la probabilidad
de deteccion de alelos idénticos por descendencia en los renovales seria mayor como

producto del apareamiento entre individuos adultos emparentados.
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Tabla 11. Estructura familiar a partir de relaciones entre pares de individuos a)
progenitor-progenie, b) adultos hermanos completos/medio-hermanos y c¢) renovales

hermanos completos/medio-hermanos de A. colubrina var. cebil en el fragmento poblacional

estudiado
. . - Distancia
(a) Progenitor Progenie Probabilidad .
euclidiana
op T5A12 T4R12 0,763 101,06
T5A13 T4R4 0,970 122,10
Adultos Adultos . Distancia
(b) ID1 ID2 Probabilidad euclidiana
FS T4A6 T5A14 0,940 130,32
T7A6 T7A15 0,916 76,49
T7A2 T7A3 0,933 94,37
HS T7A1 T7A5 0,864 156,52
T5A1 T7A18 0,897 263,60
T5A6 T7A7 0,802 271,73
Renovales Renovales . Distancia
(©) ID1 ID2 Probabilidad euclidiana
T7R22 T7R23 0,958 1,01
T6R12 T6R13 0,994 2,47
FS T7R2 T7R3 0,998 8,09
T7R19 T7R21 0,967 11,20
T7R16 T7R22 0,969 14,95
T6R10 T6R11 0,880 3,78
T7R20 T7R21 0,768 5,78
T7R2 T7R6 0,806 9,03
T7R3 T7R7 0,880 19,86
T7R2 T7R7 0,858 20,12
T7R11 T7R14 0,938 44,85
HS T7R13 T7R16 0,905 65,96
T5R5 T5R6 0,881 73,12
T7R13 T7R22 0,920 80,85
T4R1 T6R2 0,890 104,46
T7R3 T7R6 0,953 129,03
T4R1 T6R4 0,832 136,45
T6R7 T6R13 0,839 140,68
T5R6 T7R7 0,983 263,50

Pares de individuos identificados como progenitor-progenie (PP), hermanos completos (FS) o medio-
hermanos (HS) con una probabilidad > 0,75. Distancias expresadas en metros.
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Figura 15. Distancias lineales entre a) progenitor-progenie, b) adultos hermanos completos/medio-hermanos y ¢) renovales hermanos
completos/medio-hermanos.

Se indica en linea punteada las distancias lineales entre pares de progenitor - progenie ( O - @ ), medio-hermanos ( ® ) y hermanos
completos (@ ).
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5.6. Identificacion de posibles eventos demograficos recientes

Mediante el analisis bayesiano ABC se compararon diferentes escenarios demograficos
que podrian explicar los patrones de diversidad genética observados en el fragmento
poblacional estudiado y se estimé el soporte estadistico relativo para cada uno de los
escenarios definidos. Mediante analisis de componentes principales a partir de los
estadisticos de resumen y los rangos de parametros definidos, se obtuvo la distribucién a
priori del conjunto de datos observados en relaciéon al conjunto de datos simulados para
cada escenario (Figura 16). En base a las probabilidades a posteriori de las comparaciones
entre escenarios, se detectaron sefiales de una expansién histérica datada hace
aproximadamente 18.000 afios como el escenario demografico mas probable (Figura 17;
Anexo II).

La distribucién posterior de los parametros y el intervalo de confianza del 95% para el
escenario que presenté mayor probabilidad correspondié a un tamano poblacional actual
~10 veces mayor que el tamano poblacional ancestral. Un tamano poblacional NO = 7.110
individuos (IC: 3.020 - 9.900) caracteriz6 a la poblacion actual, en tanto que el tamano
poblacional ancestral fue N1 = 712 individuos (IC: 48 - 4.360). El tiempo de expansion fue
datado en t = 357 generaciones (IC: 110 - 676) (Figura 17; Anexo II).

En consonancia con los resultados obtenidos mediante el enfoque de inferencia bayesiana
ABC, no se detectaron sefiales de cuello de botella recientes en adultos bajo el modelo TPM.
Por el contrario, valores negativos estadisticamente significativos de 7% (-8,385, p < 0.05)
indicaron una expansion reciente. Por su parte, la estimacion de la proporcion M de Garza-
Williamson, la cual detecta reducciones histéricas en el tamafio poblacional, reveld una leve
evidencia de cuellos de botella (M = 0,37 + 0,12) al considerar la diferencia entre los clusters

de adultos como fuentes de variacién.
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6. DISCUSION

En las poblaciones naturales, la distribucién no aleatoria de los genotipos en el
espacio puede resultar de la acciéon conjunta de diversos procesos que incluyen tanto las
presiones de seleccion como los eventos demografico-histéricos, lo cual define la
estructura genética espacial. En paisajes fragmentados, los patrones espaciales no
aleatorios de la wvariacién genética de las poblaciones de especies arbodreas, se
encuentran relacionados con los niveles de flujo génico mediado por polen y por semillas
y el grado de parentesco entre pares de individuos a través del espacio y del tiempo,
permitiendo hacer inferencias acerca de cuales han sido los procesos microevolutivos y
eventos demograficos subyacentes a tales patrones de distribucion espacial de la
variacién genética.

El paisaje fragmentado del Sur de Misiones provee un marco ideal para desarrollar
estudios de analisis de la estructura genética espacial de las poblaciones arbéreas que lo
habitan y las caracteristicas de distribucién que presenta Anadenanthera colubrina var.
cebil, permitié la buisqueda de respuesta a los interrogantes planteados al inicio de este

trabajo.

6.1. Diversidad genética de las diferentes cohortes

La diversidad genética, base de todo cambio evolutivo (Templeton, 2006), a nivel
poblacional consiste en la sumatoria de la variacién genética presente en los individuos
que conforman una poblacién (Young et al., 1996). Caracterizar tal diversidad genética
permite hacer inferencias acerca de los procesos microevolutivos que han operado sobre
las poblaciones (Gillet et al., 2005; Templeton, 2006). Una de las primeras estimaciones
de la diversidad genética dentro de una poblacién es el nimero de variantes alélicas por
locus o multiplicidad alélica (Gillet et al., 2005). En el fragmento poblacional de A.
colubrina var. cebil estudiado se detecté una elevada diversidad genética y riqueza
alélica (R = 6,05), similares a los niveles detectados en trabajos previos en poblaciones
de esta especie a escalas geograficas mas amplias (R = 6,75) (Barrandeguy et al., 2014)
asi como a la diversidad genética detectada en otras especies arbéreas de los BSEN (R =
6,77-7,70) (Collevatti et al., 2014).

Diferentes estudios previos (Hamrick et al., 1992; Loveless, 1992; White et al., 2007,
Berens et al., 2014; Duminil et al., 2016) han revelado que las especies arbdéreas cuentan
con una elevada variacién genética, en mayor medida distribuida dentro de las

poblaciones. Esto se debe a ciertos caracteres de la historia de vida de los arboles, tales
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como la longevidad y los sistemas de fecundacién en los cuales predominan las tasas de
fecundacién cruzada (Hamrick y Godt, 1996; Petit y Hampe, 2006). La elevada
diversidad genética detectada puede ser interpretada como el resultado de la accién
sinérgica de altos niveles de flujo génico entre poblaciones y altas tasas de mutacién en
los loci SSR. Elevados niveles de polimorfismo son esperables cuando se analiza la
diversidad genética mediante marcadores SSR nucleares, dado que las tasas
mutacionales en estos loci pueden variar entre 102 y 10% mutaciones por locus por
generacién (con un promedio de 5x104), generando elevada multiplicidad alélica, clave
en estudios genético-poblacionales de procesos que actiian a escalas de tiempo evolutivas
(Schlotterer, 2000) y ademas, al tratarse de marcadores neutrales, sus frecuencias no se
verian influidas por la accién de la seleccion natural (Avise, 2004). Si la elevada
multiplicidad alélica es representada por alelos cuyas frecuencias se distribuyen de
forma uniforme en la poblacién, el nimero efectivo de alelos sera igual al ntmero
promedio de alelos por locus (Gillet et al., 2005). De esta manera, al detectarse un
numero efectivo de alelos menor al nimero promedio de alelos por locus, tanto en
adultos como en renovales, se evidencia la existencia de alelos presentes a baja
frecuencia.

El mayor déficit de heterocigosis detectado a nivel del locus Ac41.1, en conjuncién con
el mayor coeficiente de endogamia a nivel de este locus en ambos estadios, podria ser
explicado por la elevada frecuencia de alelos nulos o bien ser atribuido a una posible
desviacién de la neutralidad. Varios estudios han presentado evidencias de ausencia de
neutralidad en loci SSRs (Nielsen et al., 2006; Lazrek et al., 2009; Shi et al., 2011). En
estudios genético-poblacionales en A. colubrina var. cebil se testd la neutralidad de los
ocho loci SSRs analizados en el presente trabajo y se sugirid que la seleccién
diversificadora influiria sobre la diversidad genética a nivel del locus Ac41.1 (Garcia et
al., 2014). Sin embargo, el posible comportamiento no neutral de este locus no se vio
reflejado en la distribucién de la diversidad genética (INa = 23; Ng = 10,2; R = 22,8) en el
fragmento poblacional estudiado.

Por su parte, se detectaron alelos Uinicos en los dos estadios analizados, de forma
similar a lo detectado en adultos y plantulas de Dicorynia guianensis (Leguminosae)
(Latouché-Hallé et al., 2003). El nimero de alelos tnicos en adultos de A. colubrina var.
cebil, podria proveer evidencias de una pérdida de alelos presentes a baja frecuencia por
reduccién del tamafio poblacional y accion local de la deriva genética o por el muestreo
aleatorio de gametas del acervo génico que dio origen a las generaciones de renovales

estudiadas, aunque también, los alelos unicos podrian estar representados en los
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renovales que no se incluyeron en este estudio. En tanto que, la presencia de alelos
unicos en los renovales, es decir alelos que no se encuentran representados en los
individuos adultos genotipificados, podria ser consecuencia de un aumento de alelos
nuevos originados por mutacién, ser el resultado de flujo génico mediado por polen a
partir de una fuente externa al fragmento poblacional estudiado, o bien, dado que la
deteccién de alelos presentes a baja frecuencia esta asociada al tamafio muestral, los
alelos tunicos en renovales podrian estar representados en individuos adultos no
incluidos en el estudio.

La elevada diversidad genética y riqueza alélica, asi como el elevado ntimero de alelos
presentes a baja frecuencia detectado en el fragmento poblacional serian el reflejo de
flujo génico mediado por polen a partir de una fuente externa al fragmento poblacional
estudiado. De esta manera, dado el tipo de dispersién autocorica de la especie, puede
esperarse que la dispersiéon de polen dentro del fragmento sea responsable de mantener

elevados niveles de diversidad genética en la poblacidn.

6.2. Estructura genética poblacional

En poblaciones naturales, la fragmentacién o la heterogeneidad del habitat y la
presencia de barreras al flujo génico pueden subdividir a las poblaciones en grupos
discretos que gradualmente pueden separarse y evolucionar de forma independiente
(Schwartz y McKelvey, 2009). Debido a que el apareamiento por proximidad y el
aislamiento por barreras pueden ocurrir simultdneamente dentro de las poblaciones,
ambos factores deben ser considerados cuando se analizan agrupamientos de individuos
y se efectiian comparaciones entre grupos de individuos que presentan distintos grados
de aislamiento en un gradiente de distancias (Manel et al., 2003; Musiani et al., 2007).

Es posible caracterizar la distribucion geografica de la variacion genética mediante
diversos métodos de andlisis de la estructura genética espacial (Epperson, 2003). Ha
sido ampliamente probada la utilidad del analisis de varianza molecular (AMOVA) para
evaluar la distribucién espacial de la variacién genética partiendo de un numero
conocido de poblaciones (Jombart et al., 2008). Sin embargo, los analisis de varianza
molecular se basan en el modelo de islas, el cual asume que las poblaciones se
encuentran en equilibrio flujo génico-deriva genética, constituyendo un modelo nulo que
puede presentar sesgos ante la presencia de aislamiento por distancia (IBD) por lo cual
es necesario, en primera instancia, probar si un agrupamiento jerarquico es
consecuencia de IBD (Meirmans et al., 2012). Los patrones de IBD resultantes de

dispersién restringida y de eventos demografico-historicos, en general dan lugar a un
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gradiente en las frecuencias alélicas en funcién de la distancia (Rousset, 1997). La
deteccién de discontinuidades genéticas en ese gradiente puede ser abordado mediante
la aplicacién de analisis de inferencia bayesiana (Pritchard et al., 2000). Mediante los
métodos basados en modelos de agrupamiento bayesiano, la distribucién aleatoria de
individuos y de sus alelos en el espacio, permite delimitar a las poblaciones (Schwartz y
McKelvey, 2009). Ademaéas, ante la presencia de gradientes consecuencia de
apareamiento por proximidad, el andalisis bayesiano (sensible a los patrones de IBD)
detecta multiples y diferentes ntumeros de clusters (Coulon et al., 2006; Schwartz y
McKelvey, 2009; Meirmans et al., 2012). De esta manera, en este trabajo se adoptdé un
enfoque secuencial de deteccién de clusters genéticos y evaluacién de IBD, seguidos por
la aplicacién de métodos no paramétricos de andalisis de varianza basados en distancias
genéticas, para inferir la accién de procesos microevolutivos y/o eventos demograficos
sobre los posibles patrones de estructura genética espacial. Dado que existe un gran
numero de procesos ecoldgicos, geograficos, demograficos y estocasticos que afectan la
distribucién de la variacién genética a diferentes escalas espaciales, el enfoque empleado
incluy6 la comparacién de la estructura genética espacial entre diferentes estadios del
ciclo de vida de A. colubrina var. cebil con el fin de analizar los factores subyacentes a
las diferencias temporales en la estructura genética poblacional.

Mediante la aplicacién de métodos basados en modelos, los individuos de A. colubrina
var. cebil del fragmento poblacional estudiado fueron asignados a clusters genéticos
diferenciados. Los adultos fueron asignados a tres clusters, en tanto que los renovales
fueron asignados a cinco clusters. Si bien se considera que el tamano de la muestra tanto
de individuos como de loci puede influir sobre el rendimiento del analisis de estructura
genética poblacional (Evanno et al., 2005), las diferencias estadisticamente significativas
detecatdas entre clusters respaldaron su definicion. La diversidad genética y la riqueza
alélica dentro de clusters fue elevada, asi como el nivel de alelos prevalentes, lo cual
puede ser interpretado como una consecuencia de lo esperado bajo IBD al definir el
patrén de estructura genética poblacional. El elevado ntiimero de alelos prevalentes, es
decir alelos que presentan una alta probabilidad de ser transmitidos a las siguientes
generaciones, permite esperar que el patréon de estructura genética poblacional
detectado se mantenga bajo IBD.

La influencia de los procesos microevolutivos sobre la estructura genética de la
variacion dentro y entre clusters fue inferida a partir del indice Fsr revelando la
diferenciacién en las frecuencias alélicas entre grupos. La moderada estructuracién

genética detectada en adultos (Fsr = 0,06) y la estructura genética relativamente
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elevada en renovales (Fsr = 0,14), dieron soporte a la existencia de diferenciacién en las
frecuencias alélicas entre clusters. Estos niveles de estructura genética también se
vieron reflejados en los niveles de diferenciacién alélica, con una proporcién mayor a la
mitad del total de alelos compartidos entre adultos de los tres clusters (D de Jost = 0,31)
y una marcada diferenciacién alélica con un bajo nimero de alelos compartidos entre
renovales de los cinco clusters (D de Jost = 0,70). Asi, a diferencia de los renovales, los
individuos adultos asignados a un determinado cluster, en general presentaron origenes
compartidos con los adultos asignados a los otros clusters. El indice D de Jost se ajusta
mejor a las estimaciones de la diferenciacién alélica actual entre poblaciones, en tanto
que Fsr constituye una mejor aproximacion en la descripcién de la influencia de eventos
demograficos sobre la distribucién de la variaciéon genética. Por ello, la combinacién de
estos indices le otorga robustez a los andilisis de estructura genética poblacional
(Meirmans y Hedrick, 2011). Estos indices de estructura genética fueron cercanos a los
obtenidos, a mayor escala espacial, en estudios previos de poblaciones naturales de A.
colubrina var. cebil del Norte argentino (Fsr = 0,11; D de Jost = 0,37) (Barrandeguy,
2013; Barrandeguy et al., 2014), en los cuales, a diferencia del presente estudio, las
poblaciones fueron definidas a priori en funciéon del origen geografico de los individuos y
no bajo criterio genético.

Los patrones de estructura genética espacial pueden reflejar autocorrelaciéon espacial
debida solo a IBD, o pueden ademas existir indicios de heterogeneidad genética espacial,
es decir co-ocurrencia local de clusters genéticos diferenciados, resultantes de la accién
de procesos histéricos o contemporaneos, tales como multiples oleadas de
colonizacion/establecimiento poblacional o seleccion mediada por el habitat (Torroba-
Balmori et al., 2017). De esta manera, la existencia de clusters genéticos diferenciados
dentro del fragmento poblacional estudiado, sumada a la significativa estructura
genética detectada, no puede ser explicada tinicamente por la distribucién en el espacio.
La diferenciacién genética entre clusters fue moderada, pero a la vez notable dada la
corta distancia de separacién entre los individuos asignados a los distintos clusters (Fst
= 0,14 en renovales y Fsr = 0,06 en adultos). Niveles similares de estructura genética
poblacional, diferenciacién genética a escala local y heterogeneidad genética espacial
fueron detectados en otras especies de arboles neotropicales, tales como en poblaciones
de Dicorynia guianensis, especie anemocérica en la cual los patrones de EGE fueron
explicados por la segregacion espacial de los individuos (Latouche-Hallé et al., 2003). En
el presente estudio, el fragmento de bosque estudiado es relativamente homogéneo y no

se ha detectado evidencia de caracteristicas del habitat subyacente a los clusters
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genéticos diferenciados. Este hecho, en conjunto con la débil segregacion espacial de los
clusters, sugiere que los apareamientos no aleatorios constituyen el origen de los clusters
genéticos diferenciados en A. colubrina var. cebil, lo cual podria deberse, a diferencias
fenolégicas entre los adultos en el fragmento boscoso. Sin embargo, la diversidad
genética y la riqueza alélica dentro de clusters también resultaron elevadas tanto para
adultos como para renovales, y no fueron significativamente diferentes entre
generaciones, lo cual sugiere la presencia de un considerable ntimero de arboles
reproductivos dentro de cada cluster contribuyendo al mantenimiento de los niveles de
diversidad genética.

En poblaciones naturales de especies arbdreas, el agrupamiento de genotipos
emparentados en el espacio a escala local, se origina por la compleja interacciéon de
diferentes procesos microevolutivos (Epperson, 1990), procesos histéricos de colonizacién
(Ibrahim et al. 1996; Hewitt, 2000; Epperson y Chung, 2001; Jones et al., 2006),
perturbaciones de origen antrépico y/o de origen natural (Parker et al., 2001; Chung et
al., 2002; Oddou-Muratorio et al., 2004), asi como diversas caracteristicas bioldgicas
intrinsecas de cada especie (Vekemans y Hardy, 2004; Troupin et al., 2006). Dentro de
poblaciones, el apareamiento entre individuos espacialmente cercanos genera patrones
locales de autocorrelacién genética, los cuales se ven reflejados en gradientes a través
del paisaje y patrones de IBD, siendo de importancia analizar los patrones de
autocorrelacién a escala fina, dado que influyen sobre las discontinuidades genéticas
espaciales (Schwartz y McKelvey, 2009; Meirmans et al., 2012). El modo de dispersién
de semillas por autocoria-anemocoria en A. colubrina var. cebil (Justiniano y
Fredericksen, 1998) explicaria gran parte de la distribuciéon agrupada de renovales
asignados a un mismo cluster, los cuales se localizarian en el area de influencia de la
copa del arbol madre. De esta manera, las diferencias en la estructura genética entre
estadios podrian estar determinadas por el flujo génico restringido mediado por semillas,
el agrupamiento espacial de los renovales, la accién local de la deriva genética y una
fuerte estructura familiar.

El sistema de fecundaciéon influye sobre las frecuencias alélicas y genotipicas
modelando la estructura genética poblacional generacién tras generacién (Gillet et al.,
2005). Se ha demostrado que los arboles son predominantemente de fecundacién
cruzada, pero en algunas especies una variedad de condiciones puede conducir a un
aumento de endogamia debido a apareamientos entre individuos emparentados y/o a
cierto grado de autofecundaciéon (Boshier, 2000). Se detectaron elevados niveles de

endogamia en adultos y en renovales tanto a nivel poblacional como dentro de clusters,
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aun luego de la correcciéon por alelos nulos [Fis(IIM) = 0,40 y 0,34, respectivamente].
Estos coeficientes de endogamia fueron marcadamente superiores a los detectados en
otras especies de arboles polinizados por insectos, tales como Dalbergia nigra (Fis = 0,08)
principalmente polinizada por abejas (Buzatti et al., 2012), Cabralea canjerana (Fis =
0,06) polinizada por moscas (de Oliveira Melo et al., 2014) o Prunus africana (Fis = 0,08
— 0,19), cuyos principales polinizadores son himenépteros y dipteros (Berens et al.,
2014). Estudios previos han revelado un déficit de heterocigotas en poblaciones de A.
colubrina var. cebil del norte argentino [Fis(IIM) = 0,03] (Barrandeguy et al., 2014),
aunque no tan marcado como en el presente trabajo.

En especies arbéreas con flores hermafroditas, la frecuencia relativa de
autofecundacion entre todos los eventos de fecundacion exitosos, tanto a nivel individual
como poblacional, se define como la tasa de autofecundacion, siendo su complemento la
tasa de fecundacién cruzada. La autofecundacién, asociada a cambios en la estructura
genotipica de la progenie, puede tener como consecuencia un rapido aumento en los
niveles de endogamia en las poblaciones. Las tasas de autofecundacion pueden ser
estimadas en base a un modelo de apareamiento mixto partiendo del supuesto de que
cada individuo de la progenie resulta de autofecundacion o de fecundaciéon cruzada
aleatoria. Si bien en la naturaleza el apareamiento aleatorio es poco frecuente en arboles
tropicales y subtropicales que se encuentren a baja densidad (Finkeldey y Hattemer,
2007), se espera que los resultados de las estimaciones a partir de un modelo de
apareamiento mixto multilocus sean robustos frente a las restricciones de los supuestos
del modelo (Ritland y Jain, 1981).

El apareamiento por proximidad constituye en las plantas una de las principales
causas de endogamia, quedando en segundo lugar solo cuando las tasas de
autofecundacion son elevadas. La autofecundacién es comun en las leguminosas, y los
estudios sobre la proporcién de progenie resultado de autofecundacién versus progenie
resultado de fecundacién cruzada en otras especies forestales de leguminosas
neotropicales han revelado sistemas mixtos de apareamiento, por ejemplo en Senna
multijuga (Ribeiro y Lovato, 2004), Copaifera langsdorfii (Tarazi et al., 2013) y Dipteryx
alata (Tambarussi et al., 2017). En este contexto, es posible estimar la tasa de
autofecundacion aproximada a partir del coeficiente de endogamia utilizando s = 2Fis /
(1 + Fis) (Hartl y Clark, 2007), lo cual sugiere un 51 - 56% de autofecundacién en la
poblacion de A. colubrina var. cebil estudiada. Elevadas tasas de autofecundacion y
apareamiento preferencial entre arboles cercanos, tanto espacial como genéticamente,

probablemente expliquen los altos coeficientes de endogamia detectados en A. colubrina
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var. cebil. Ademas, en cuanto a los patrones de parentesco, los renovales presentaron
una elevada proporciéon de hermanos completos y medio-hermanos. En conjunto, estos
resultados sugieren que A. colubrina var. cebil presenta un sistema de apareamiento
mixto que incluye fecundacion cruzada y wuna proporcién significativa de
autopolinizacion.

Si1 se produce autofecundacién o apareamiento entre individuos emparentados, los
individuos posiblemente transmitiran una copia del mismo alelo, heredado a partir de
un ancestro comun, a su progenie, lo cual conduce a un aumento en la probabilidad de
que dos alelos en la progenie sean idénticos por descendencia (Hedrick, 2000). La
endogamia tiene como consecuencia un aumento de la homocigosis promedio en funcién
del grado de parentesco entre los parentales. Cuando las especies evolucionan hacia
altas proporciones de autofecundacién, esto puede resultar en una disminucién del
tamano efectivo poblacional y promover la acumulacion de mutaciones deletéreas en
detrimento de la adaptacién (Charlesworth, 2003; Wright et al., 2013). Las poblaciones
pequenias se tornan endogamicas mas rapidamente que aquellas con mayor tamarno
poblacional, lo cual se debe al sistema de fecundacién y a los efectos de la deriva
genética en poblaciones pequenas (Ellstrand y Elam, 1993). Ademas de la
autofecundaciéon, el nivel de apareamiento entre parientes puede ser elevado en
poblaciones pequerias, lo cual en el caso del presente estudio también se vio reflejado en
la heterogeneidad genética dentro del fragmento poblacional, probablemente asociada a
apareamiento no aleatorio.

Asi, la distribucién geografica de la variacién genética seria explicada por la
presencia de gradientes en las frecuencias alélicas y diferenciacion genética entre
clusters como consecuencia de apareamiento por proximidad. Ademas, el sistema de
apareamiento mixto de A. colubrina var. cebil, el cual incluiria fecundacién cruzada
entre arboles espacial y genéticamente proéximos, como también una proporcién
significativa de autopolinizacién, originarian los elevados niveles de endogamia
detectados. Sin embargo, dentro de cada cluster la diversidad genética seria mantenida
por la contribucién al acervo génico poblacional por parte de un considerable nimero de
adultos donantes de polen y semillas. Entre estadios las diferencias en la estructura
genética estarian determinadas por el flujo génico restringido mediado por semillas, el
cual genera una distribucién espacial agrupada de los renovales y una fuerte estructura

familiar.
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6.3. Estructura genética espacial a escala fina

La diversidad genética moldeada por los procesos microevolutivos, en conjunto con el
sistema de fecundacion de la especie, ocurren en un espacio geografico determinado.
Considerar la influencia del contexto ecolégico y de los caracteres de historia de vida
sobre la estructura genética espacial a escala fina (EGEF), puede proveer informacién de
relevancia para la interpretacion de los patrones de distribucién espacial de la variacién
genética, asi como de los niveles de parentesco intrapoblacional de especies de arboles
nativos. Los correlogramas de parentesco en funcion del logaritmo de la distancia
pueden descomponerse en la pendiente y el componente de forma. La pendiente es
informativa sobre los niveles de flujo génico global de acuerdo con las expectativas
tedricas (Vekemans y Hardy, 2004), mientras que el componente de forma se
correlaciona con la importancia relativa de la dispersién de semillas frente a la de polen
(Heuertz et al., 2003).

Los niveles de flujo génico efectivo en las poblaciones, dependen de factores tales
como: el sistema de fecundacion de la especie, la movilidad de los propagulos, la
sincronizacién de los individuos en la reproduccién; la densidad poblacional, el
comportamiento de los vectores del flujo de polen y de la dispersién de semillas (sean
biéticos o abidticos), asi como de las condiciones para la germinacion de las semillas y el
establecimiento de las plantulas. La EGEF dentro de las poblaciones se encuentra
fuertemente regulada por las distancias de dispersién de semillas y polen. La interaccién
de la dispersion restringida localmente con el aumento del apareamiento entre
parientes, apareamiento correlacionado y/o autopolinizacién, en conjunto conducen a
mayores niveles de parentesco a cortas distancias (Wells y Young, 2002), con el
consecuente incremento de la EGEF en poblaciones de especies arboreas de habitats
fragmentados. El aumento de la EGEF en fragmentos poblacionales ha sido detectado en
un gran numero de especies (Young y Merriam, 1994; Van Rossum y Triest, 2007;
Yamagishi et al., 2007). Sin embargo, estudios previos en poblaciones de especies
arbéreas tales como Aucoumea klaineana (Born et al., 2008) y Prosopis alba (Bessega et
al., 2016), han revelado una EGEF mas débil en poblaciones fragmentadas, lo cual
reflejaria el efecto de compensacién relacionado con mayores tasas de dispersién alélica
en poblaciones de paisajes fragmentados que presenten baja densidad (Vekemans y
Hardy, 2004; Born et al., 2008). Por lo tanto, el grado de aislamiento y perturbacién de
los fragmentos son factores fundamentales que controlan la extensién de la EGEF
mediante la interaccién con el tamario de la poblacién y la densidad poblacional a escala

local.
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La cuantificacion y comparacién directa de la EGEF entre poblaciones puede ser
realizada mediante la estimacién del estadistico Sp, el cual depende de la pendiente de
regresion de los coeficientes de parentesco entre todos los individuos con el logaritmo de
la distancia en un espacio bidimensional, y se encuentra intimamente ligado al sistema
de fecundacion, a los caracteres de historia de vida y a la densidad poblacional
(Vekemans y Hardy, 2004). El sistema de fecundacién de la especie tiene fuertes efectos
sobre la EGEF, siendo las especies autdégamas las que presentan los valores del
estadistico Sp mas elevados y, en promedio, las especies con apareamiento mixto
presentan valores de Sp tres veces superiores (Sp = 0,037) a aquellas que solo presentan
fecundacién cruzada (Sp = 0,013) (Vekemans y Hardy, 2004). Altas tasas de fecundacién
cruzada han sido descriptas para un gran nimero de especies de arboles neotropicales
(Loveless, 2002; Lowe et al., 2005), incluida A. colubrina var. cebil (Cialdella, 2000). En
el presente estudio se detectd que el estadistico Sp estimado para A. colubrina var. cebil
(Sp = 0,023 y 0,009, en renovales y adultos, respectivamente), fue cercano a los valores
obtenidos en otras especies de arboles neotropicales, las cuales presentan sistemas de
apareamiento mixto, por ejemplo, Theobroma cacao (Sp = 0,018) (Silva et al., 2011) o
Dicorynia guianensis (Sp = 0,026) (Hardy et al., 2006). El apareamiento no aleatorio
puede interactuar con la estructura espacial debido a que los individuos que participan
del cruzamiento generalmente se encuentran dentro de un area determinada (Epperson,
2003). La pendiente de regresion fue significativamente diferente de cero, lo cual sugiere
que las relaciones de parentesco entre individuos préximos son en gran parte las
responsables de la pendiente de regresion global negativa dentro del fragmento
poblacional estudiado. La deteccion de EGEF significativa mediante loci hipervariables
como los microsatélites, reduce la probabilidad de sesgo en las estimaciones a pesar de
realizar un muestreo a escalas geograficas pequenias (Leblois et al. 2003; Vekemans y
Hardy, 2004).

La extension de la EGEF también es fuertemente regulada por las distancias de
dispersion alélica. En A. colubrina var. cebil la marcada EGEF fue superior a la
detectada en la especie arbérea tropical Entandrophragma cylindricum (Sp = 0,0058)
(Monthe et al., 2017) y Milicia excelsa (Sp = 0,0063) (Bisoux et al., 2009), en las cuales
las distancias de dispersion alélica superaron el kilémetro de distancia. E1 movimiento
de polen y semillas configura y reconfigura los niveles de parentesco entre arboles
vecinos moldeando los patrones de EGEF. En un reciente metanalisis que abarcé el
estudio de distintas especies forestales neotropicales, Lowe et al. (2018) describieron que

las especies pioneras y con dispersion abidtica de semillas, tales como A. colubrina var.
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cebil, presentan una EGEF mds marcada que las especies de sucesiéon tardia cuyas
semillas son dispersadas por medio de vectores bidticos. Interpretar la superposicién de
la EGEF con los patrones ecoldégicos constituye un desafio en el analisis de los procesos
que operan en el marco de IBD (Meirmans et al., 2012). Por ello, para explicar las
diferencias en la estructura genética y la diferenciacién alélica entre estadios se debe
considerar la posible influencia de factores demograficos locales, factores ecolégicos y
caracteres de historia de vida, tales como el éxito reproductivo diferencial entre los
adultos y la mortalidad denso-dependiente de los renovales. Collevatti et al. (2014)
detectaron una distribucién espacial agrupada de individuos juveniles de especies
arbéreas de los BSEN, sugiriendo que los patrones de dispersion de Handroanthus
chrysotrichus, H. impetiginosus, H. serratifolius y Tabebuia roseoalba, pueden ser
explicados por la dispersion restringida de semillas y por la distribucién en parches de
micro-habitat mas que por la mortalidad denso-dependiente.

En especies arboéreas, los cambios en el tamafio efectivo poblacional, es decir la
variacion en el nimero medio de individuos que contribuyen en la formacién de la
progenie de la siguiente generacidn, pueden ser lentos y dificiles de detectar. M4s aun,
dado que los procesos microevolutivos operan en unidades de tiempo de generaciones, se
pueden introducir desfases temporales (time-lags) en la respuesta de los bosques a
cambios en la configuracién del paisaje, incluyendo los eventos de fragmentacion
(Wagner y Fortin, 2013). Los cambios del paisaje desfasados temporalmente de los
cambios genéticos pueden variar en un rango entre unas pocas a varios miles de
generaciones dependiendo del tipo de cambio en el paisaje y del tipo de parametro
genético estudiado (Epps y Keyghobadi, 2015). Por ello, la comparacion entre diferentes
estadios del ciclo de vida constituye una herramienta util para estudiar los procesos
ecologico-evolutivos en poblaciones de especies arboreas (Petit y Hampe, 2006; ej. Berens
et al., 2014) en las cuales, por lo general los renovales se encuentran espacialmente
agrupados, mientras que los individuos adultos se sitian de forma mas dispersa en el
espacio. Asi, la marcada EGEF en renovales (Sp = 0,023), la cual fue superior a la
detectada en adultos (Sp = 0,009), seria consecuencia de una serie de factores. Si bien la
dispersién de semillas condiciona la configuracién espacial de los sitios disponibles para
el establecimiento, el reclutamiento temprano de plantulas representa un importante
filtro demografico en el ciclo de vida de las plantas (Hampe et al., 2010). Por lo tanto, la
EGEF tiende a disminuir con la edad debido a la mortalidad dependiente de la densidad
(Doligez et al., 1998; Epperson, 2003; Leblois et al., 2004) y a la constriccion o reduccién

demografica aleatoria (Hamrick et al., 1993; Schroeder et al., 2014), mediante las cuales
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solo algunas plantulas sobreviven hasta llegar al estadio adulto. La distribucién
diamétrica de A. colubrina var. cebil sigue un patrén de “J invertida”, dada la elevada
proporcién de individuos en las categorias menores, la cual disminuye en las categorias
diamétricas mayores (de Mattos y Seitz, 2005). Un patrén similar fue observado en
cuatro especies de bignoniaceas de los BSEN, en las cuales también se detectdé una
disminucién de la EGEF al comparar la estructura genética de renovales y adultos
(Collevatti et al., 2014).

A. colubrina var. cebil se caracteriza por la produccién de un gran nimero de semillas
con baja dormicién, altas tasas de germinacién (~70%) (Soldati y Albuquerque, 2010; de
Souza et al., 2014) y una elevada proporciéon de mortalidad de plantulas (~50%) debido a
factores abidticos, competencia y microorganismos del suelo (de Medeiros et al., 2016).
Alternativamente, las condiciones del microhabitat podrian favorecer a grupos de
individuos emparentados, de manera tal que el patrén espacial producto de la dispersién
puede afectar la supervivencia de las semillas o plantulas, y en consecuencia,
determinar la efectividad de la dispersion. En A. colubrina var. cebil altas tasas de
autofecundacién tendrian fuertes implicancias en la supervivencia (Borges et al., 2017).
Con lo cual, la elevada autofecundacién segtn lo estimado en el presente trabajo (~51 -
56%), podria explicar la EGEF significativamente menor en el estadio adulto en
comparacién con los renovales, como consecuencia de mortalidad de individuos
resultantes de autofecundacién en etapas tempranas o de dispersién limitada que
favorece grupos de individuos emparentados.

Por su parte, la hipétesis de Janzen-Connell predice una mortalidad de los individuos
de la descendencia inversamente proporcional a la distancia al parental, mientras que la
tasa de mortalidad de estos individuos aumentaria con la densidad de individuos de la
misma especie (Clark y Clark, 1984; Comita et al., 2014). La dependencia negativa de la
densidad conespecifica hace referencia a una disminucién en la eficacia bioldgica de
individuos de la misma especie espacialmente cercanos entre si (Janzen, 1970; Connell,
1971). Por ello, la mortalidad denso-dependiente se incrementaria cuanto menor sea la
distancia entre las plantulas o los renovales (Hubbell et al., 1990) y se explicaria como
un mecanismo que ocurre entre los individuos vecinos debido a la competencia por los
recursos (Janzen, 1970; Wright, 2002), considerandose potencialmente importante
debido a que estaria implicado en la regulacion de la estructura espacial de las
poblaciones de arboles en los bosques subtropicales (Zhu et al., 2010). Por lo tanto, los
cambios no graduales de los niveles de parentesco en renovales a medida que aumenta

la distancia entre pares de individuos, pueden estar relacionados con la inestabilidad
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demografica y la distribucién espacial agregada de los mismos, con lo cual el patrén de
distribucién espacial mas regular y la disminucién de la EGEF al comparar los estadios
tempranos del ciclo de vida con los individuos adultos, pudieron haberse originado por
los efectos concertados de la mortalidad dependiente de la densidad, la reduccién
demografica aleatoria y la depresién por endogamia.

De esta manera, la EGEF en el fragmento poblacional estudiado es modelada por
niveles restringidos de flujo génico efectivo, un sistema de fecundacién mixto con alta
frecuencia de autopolinizacién, una limitada movilidad de los propagulos y una baja
densidad de arboles donantes de semilla. Ademas, las condiciones del medio que regulan
la germinacién de las semillas y el establecimiento de plantulas agrupadas en el espacio
que comparten progenitores, resultan en apareamientos por proximidad entre
individuos, generando un marcado decrecimiento de los niveles de parentesco en funcién

de la distancia dentro del fragmento poblacional estudiado.

6.4. Tamano del vecindario y estructura familiar

Los modelos tedricos de IBD predicen que las relaciones de parentesco entre los
individuos de una poblacién decrecen de forma lineal en relacion a la distancia en escala
logaritmica, a una tasa inversamente proporcional a Nb = 4nD,0;. Sin embargo, esta
disminucién no es uniformemente lineal en todo el rango de distancias, como se refleja
en pendientes pronunciadas de regresion a corta distancia, y pendientes menos
pronunciadas a distancias mayores. Ha sido demostrado que la relacién lineal solo es
valida cuando las relaciones de parentesco se observan dentro del intervalo de distancia
oy - ag(Zy)l/2 (Rousset, 2000). Fuera de este rango de distancias, especialmente a
distancias inferiores a gy, las desviaciones de la relacion lineal dependen en gran medida
de la contribucién relativa de la dispersién de semillas vs. la dispersién de polen a las
tasas de dispersion alélica total (Heuertz et al., 2003). La dispersiéon de polen es a
menudo el principal contribuyente al flujo génico, mientras que la EGEF es
frecuentemente el resultado de una dispersién limitada de semillas (Schnabel et al.,
1998; Miyazaki e Isagi, 2000). En este sentido, una dispersion de semillas mas
restringida que la dispersién de polen produce una curvatura inicial céoncava hacia
arriba (Heuertz et al., 2003). El decrecimiento pronunciado del parentesco detectado a
cortas distancias (F(5.7m=0,033 - Fusm=0,010), revela que la dispersion alélica en A.
colubrina var. cebil es restringida en el fragmento poblacional analizado, similar a la

observada en las especies arboreas Gleditsia triacanthos (Schnabel et al., 1991) y Eurya
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emarginata (Chung y Epperson, 2000), las cuales también presentan polinizacién por
insectos pequenios y dispersiéon de semillas por gravedad. De esta manera, la tasa de
dispersion alélica limitada a unos pocos metros, se encuentra fuertemente vinculada a la
dispersiéon restringida de semillas en las poblaciones de A. colubrina var. cebil, lo cual
explica la subdivision genética de la poblacién, asi como los elevados niveles de
endogamia biparental.

Se estudié la escala espacial de la dispersién alélica y el tamarnio del vecindario dentro
del fragmento poblacional de A. colubrina var. cebil con el fin de evaluar la influencia de
la dispersién en la configuracién de la EGEF. Las cortas distancias de dispersién (g5 = 5-
17m) se vieron respaldadas por una fuerte EGEF (Sp = 0,01). Hardy et al. (2006)
también han descripto una fuerte EGEF y bajas tasas de dispersion alélica en especies
neotropicales, en las cuales la dispersion de semilla es por gravedad o por roedores, tales
como Vouacapoua americana (o, = 57-94m), Carapa procera (o; = 95-204m) y
Moronobea coccinea (0,= 104-230m). Por su parte, Monthe et al. (2017) detectaron
EGEF relativamente baja (Sp = 0,006) en la especie arbérea Entandrophragma
cylindricum con altas tasas de dispersion alélica (g; = 1.078-1.500m). Las estimaciones
de g, combinan la dispersién alélica mediada por semillas y por polen, y en especies
hermafroditas pueden ser descompuestas de la siguiente manera: g; = 0,5to; + o2,
donde t es la tasa de fecundacién cruzada y of, of, las varianzas de dispersién de
semillas y polen, respectivamente (Crawford, 1984). Asumiendo que las tasas de
dispersion de semillas en A. colubrina var. cebil puedan ser despreciables y t = 0,50, la
dispersion alélica mediada por polen estaria comprendida en el rango entre 20 y 68m.
Esta estimacion es similar a los valores obtenidos en Vouacapoua americana (51m <
op < 166m), una leguminosa neotropical polinizada por insectos (Dutech et al., 2005) y
Fraxinus excelsior, la cual presenté flujo moderado de polen mediado por viento (70m <
0, < 140m) (Heuertz et al., 2003). De manera similar a lo observado en A. colubrina
var. cebil, las poblaciones de estas especies presentaron elevada diversidad genética, la
cual se mantiene a pesar de la marcada estructura familiar y los elevados niveles de
parentesco, posiblemente reflejando diferentes factores ecolégicos que han
contrarrestado los efectos del apareamiento entre parientes.

Las distancias de dispersiéon de semillas, la densidad de arboles adultos y los patrones
de apareamiento influyen de manera directa sobre los niveles de EGEF (Jones et al.,
2006) y sobre la dimensién espacial del vecindario, el cual se define como una funcién de

la varianza de la distribucién parental-progenie (Crawford, 1984). Generalmente se
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asume que la progenie establecida se centra alrededor del arbol madre, sin embargo hay
evidencias de poblaciones en paisajes naturales y perturbados, en los cuales esta
suposicion no seria realista (Hamrick y Trapnell, 2011), ya que la distribuciéon de los
sitios donde los individuos de la progenie pueden establecerse con éxito constituye un
factor que debe ser considerado en la interpretacién de los patrones de EGEF (Gonzales
et al., 2010). En A. colubrina var. cebil la conformacién de sitios de establecimiento de
plantulas podria verse favorecida ante la formacién de claros en el bosque, dada la
naturaleza heliéfita de la especie. Ademas, un reciente estudio reporté que las tasas de
regeneracion de A. colubrina y de Enterolobium contortisiliquum pueden verse
incrementadas ante condiciones de sequia y aumento en los niveles de irradiacién
(Cardn et al., 2018).

El tamano de vecindario y la estructura familiar constituyen indicadores del
intercambio alélico en la poblaciéon. El cruzamiento entre individuos emparentados
mayor a lo esperado por azar en los primeros intervalos de distancia, asi como el tamafio
de vecindario comprendido en el rango entre 108 y 138 individuos, podrian ser el reflejo
de una baja densidad de arboles madre con cortas distancias de dispersion de semillas y
un bajo solapamiento de las areas de dispersion de las mismas entre arboles madre. El
pequeno tamano de vecindario en la poblacién estudiada de A. colubrina var. cebil
aumenta las probabilidades de que se produzcan cruzamientos entre individuos
emparentados, lo cual a su vez se ve reflejado en un aumento de la EGEF en renovales.
La interpretaciéon de los parametros del tamafio de vecindario en funcion de las
distancias de dispersiéon debe realizarse con cautela, debido a que los correlogramas de
parentesco dependen fuertemente de las distancias definidas entre pares de individuos.

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, mientras
que los loci de herencia materna se transmiten Unicamente a través de las semillas
(McCauley, 1997). Petit et al. (2005), a partir del analisis de la variacién genética a nivel
de los genomas cloroplastico, mitocondrial y nuclear de 183 especies vegetales,
demostraron que en general el flujo génico mediado por polen es predominante frente al
flujo por semillas. Estudios previos en poblaciones naturales de A. colubrina var. cebil
revelaron una estructuracién genética elevada a partir de Joci microsatélites
cloroplasticos, en tanto que la estructuracién genética poblacional a partir de loci
nucleares fue moderada, con niveles de flujo génico mediado por semillas (Nm = 0,027)

marcadamente inferiores a los niveles de flujo génico mediado por polen y semillas (Nm
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= 2,010) (Barrandeguy et al., 2014). Cuando las tasas de dispersiéon de semillas son
sustancialmente menores que las del polen, se produce una fuerte disminucién del
parentesco en distancias cortas y la dispersiéon alélica se ajusta a una distribucién
leptocurtica (Heuertz et al., 2003). Esto se debe a que, con el movimiento de las semillas,
los alelos maternos y paternos se mueven a cortas distancias, mientras que los alelos
paternos presentes en los granos de polen pueden moverse a distancias mayores. Las
inflorescencias heteromoérficas andromonoicas de A. colubrina var. cebil que
constituirian la unidad de polinizaciéon (Borges et al., 2017) se presentan en un tiempo
de floracién que dura aproximadamente tres semanas por individuo atrayendo a
diversos insectos polinizadores pequenos (como las abejas sin aguijén), los cuales en
general presentan rangos de vuelo restringido. Esto promueve altas tasas de
geitonogamia, con lo cual los niveles de apareamiento por proximidad entre individuos
que presenten sincronizacién en la floracién estarian determinados por los vectores del
flujo de polen. En A. colubrina var cebil, Borges et al. (2017) han interpretado que la
elevada tasa de abortos de flores se encontraria relacionada con falta de polinizacion,
autopolinizacién o geitonogamia, mientras que el aborto de los frutos, incluyendo
algunos frutos resultantes de polinizacién cruzada, esta probablemente ligado a ajustes
entre los recursos disponibles y la seleccién de progenie llevada a cabo por la planta
madre. De esta manera, las bajas tasas de dispersién alélica promedio de entre 5 y 17m
no solo seria explicada por la dispersion de semillas por autocoria-anemocoria sino que
también estaria regulada por el flujo de polen mediado por insectos pequenos,
aumentando las probabilidades de apareamiento entre parientes espacialmente
proximos. La fecundacién cruzada dentro del fragmento entre arboles cercanos
sincronizados en la floracién y una dispersion alélica restringida se ven reflejados en la
marcada EGEF detectada en A. colubrina var. cebil.

La dispersion de semillas por autocoria en A. colubrina var. cebil tiene fuertes
implicancias sobre la subestructuraciéon genética de las poblaciones. En este sentido,
cobra relevancia considerar la distribucién espacial de los arboles madre en relacién con
los sitios de reclutamiento de los renovales (Gonzales et al., 2010). A. colubrina var cebil
presenta una proporcién 1:1 numero de granos de polen por poliada/nimero de
ovocélulas por flor (Borges et al., 2017). Por lo cual, una poliada podria fecundar la
totalidad de las ovocélulas de una flor dando lugar a un fruto en el cual las semillas
producen hermanos completos (Borges et al., 2017). El patrén de estructura genética
espacial detectado en renovales, asi como la proximidad espacial de hermanos completos

podrian ser explicados, de esta manera, por la dispersion correlacionada del conjunto de
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semillas contenidas en cada fruto. Un patrén similar fue observado en la especie Ilex
leucoclada, en la cual el agrupamiento de plantulas emparentadas seria la consecuencia
de la dispersion de semillas estructuradas por parentesco en la unidad del fruto
(Torimaru et al., 2007). De esta manera, la marcada correlacién negativa entre el
parentesco y la distancia entre individuos, dada por la estructura familiar entre semillas
de un mismo fruto o frutos del mismo arbol madre en A. colubrina var. cebil, pueden
derivar en renovales hermanos completos o medio-hermanos agrupados en el espacio.

En especies vegetales, el polen y las semillas a menudo se dispersan a diferentes
escalas (Anderson et al., 2010). En el caso de A. colubrina var. cebil, mientras que
pequenias abejas sin aguijon estan probablemente asociadas al movimiento del polen
(por ejemplo, Tetragonisca angustula) (Flores y Sanchez, 2010), las semillas son
dispersadas por autocoria. Las distancias de vuelo de las abejas pequenias pueden ser de
hasta 621-951m (Aratjo et al., 2004), y por lo tanto, estos insectos probablemente sean
uno de los principales agentes responsables de la conectividad eficaz entre individuos
localizados a distancias relativamente largas dentro del fragmento poblacional. Con lo
cual, los individuos adultos asignados como posibles parentales, probablemente sean
donantes de polen, dadas las distancias euclidianas entre pares progenitor-progenie (101
y 122m). Por su parte, la dispersiéon de semillas por medio de autocoria-anemocoria en
cercanias de los arboles maternos propiciaria el patrén de distribucion espacial agregado
de los individuos, caracterizado por una elevada proporciéon de individuos cercanos
emparentados. En poblaciones de A. colubrina var. cebil de los BSEN de Bolivia,
Fredericksen et al. (1999) han reportado que la densidad de semillas bajo la copa puede
variar entre 0 y 54 semillas/m? con un promedio de 9 semillas/m2. La dispersion
restringida de semillas puede generar agrupaciones espaciales de cohortes de hermanos
completos y medio-hermanos localizados cerca del arbol madre (Nason y Hamrick 1997;
Kalisz et al., 2001). De esta manera, la autocoria en conjunto con cierto grado de
autofecundacién en la poblacién estudiada, podria explicar la elevada proporciéon de
pares de individuos implicados en relaciones de medio-hermanos o hermanos completos
en el fragmento poblacional estudiado. El mayor nimero de hermanos detectado en
renovales en relacién a los adultos, podria ser explicado por las mayores tasas de
mortalidad en los estadios méas tempranos del ciclo de vida de las especies arboéreas, con
lo cual no todos los individuos implicados en estas relaciones de parentesco alcanzarian
el estadio adulto.

Dado que en A. colubrina var. cebil se asume poligamia materna y paterna, la

progenie puede estar representada por medio-hermanos por parte de madre o padre, con
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lo cual para interpretar las distancias entre pares de individuos emparentados se deben
considerar las estrategias de dispersién de polen y de semillas de forma simultanea. En
renovales, las distancias relativas registradas entre medio-hermanos (entre 3,8 y
263,5m), estuvieron en el orden de las distancias entre individuos dentro de clusters, con
lo cual la estructura genética poblacional tiene un fuerte componente dado por la
estructura familiar. Por su parte, los hermanos completos, los cuales también incluirian
descendientes de eventos de autofecundaciéon, se encuentran cercanos entre si (entre 1y
15m), fenémeno que estaria relacionado con la dispersién por autocoria y una elevada
frecuencia de hermanos completos dentro de frutos y entre frutos de un mismo arbol
madre. A su vez, las distancias medias entre hermanos completos toman los valores
estimados de dispersiéon alélica (entre 5y 17m).

El elevado indice de parentesco detectado entre renovales tomados de a pares en la
primera clase de distancias (F1 = 0,33), fue intermedio al valor esperado para hermanos
completos (F1 = 0,25) e individuos producto de autofecundaciéon (F: = 0,50). Los
coeficientes medios de parentesco entre renovales de A. colubrina var. cebil (F; = 0,11)
fueron cercanos a los detectados en renovales de Syagrus romanzoffiana (Fy = 0,14)
agrupados debajo de individuos adultos en la Selva Paranaense, donde ademas se
detecté una elevada proporcién de medio-hermanos y hermanos completos, asi como un
bajo nimero de madres distintas que contribuirian a la generaciéon de cada conjunto de
renovales agrupados (Giombini et al., 2016). Los patrones de parentesco en los renovales
del fragmento poblacional estudiado caracterizados por altos niveles de parentesco en
renovales a distancias cortas e intermedias, puede deberse a los efectos de una baja
densidad de individuos adultos. Esto evitaria, en gran medida, el solapamiento entre las
areas en las cuales cada arbol madre dispersa sus semillas configurando familias de
hermanos espacialmente préximos (Hamrick y Trapnell, 2011).

El tamano de vecindario de A. colubrina var. cebil puede ser explicado por una baja
densidad de adultos con una dispersién alélica restringida consecuencia de la dispersion
de semillas por autocoria-anemocoria y de polen por insectos pequefios, asi como
también por un bajo solapamiento de las areas de dispersién entre arboles donantes de
semillas, lo cual en conjunto se ve reflejado en un aumento de la EGEF en renovales.
Ademas, dado que la fecundacién cruzada dentro del fragmento poblacional esta
limitada a los Aarboles sincronizados en la floracién, las bajas tasas de dispersién
aumentan las probabilidades de apareamiento entre parientes espacialmente préximos.

De esta manera, la estructura familiar caracterizada por renovales hermanos completos
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o medio-hermanos agrupados en el espacio, seria consecuencia de la correlacién genética

entre semillas de un mismo fruto o frutos del mismo arbol.

6.5. Eventos demograficos recientes

Los eventos demografico-histéricos que moldean la estructura genética poblacional de
las especies arbdreas constituyen un factor relevante en la comprensién de la dindmica
de los fragmentos poblacionales y su evolucion futura.

El impacto antrépico generalmente se considera un factor relevante involucrado en la
fragmentacion de los Bosques Secos Estacionales Neotropicales (BSEN) y podria haber
afectado la historia demografica de las especies forestales que se distribuyen en estos
bosques. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
hace treinta afos reporté6 una lenta reduccién del tamano poblacional de A. colubrina
(FAO, 1986), en tanto que datos recientes han indicado que, desde un punto de vista
ecologico, esta especie se encuentra en un estado mas labil de lo que se pensaba
previamente (Sarkinen et al., 2011). Ademas, a la luz del amplio uso de la especie en la
regién, especialmente para la extraccion de madera y taninos, asi como para lefna
(Justiniano y Fredericksen 1998; Tortorelli 2009), se indic6 que A. colubrina es una
especie de alta prioridad para conservacion in situ (Monteiro et al., 2006).

Tanto el contexto de impacto antrdopico regional, como los niveles de fragmentacién
que caracterizan el paisaje de bosques rodeados de pastizales donde se localiza el
fragmento poblacional estudiado, podrian estar relacionados con eventos demograficos
de cuellos de botella recientes. Sin embargo, el presente estudio reveld que los patrones
actuales de diversidad genética de A. colubrina var. cebil serian mejor explicados por las
fluctuaciones climaticas del Cuaternario que por el impacto antropico. Tanto las pruebas
de cuello de botella como el analisis bayesiano mediante los modelos ABC no lograron
detectar indicios de reduccién en el tamarfio efectivo poblacional, a pesar del alto nivel de
fragmentacion en la regién. Es importante reconocer que las poblaciones que sufren una
reduccién en el tamano censal no necesariamente atraviesan una reduccién severa del
tamafio efectivo poblacional, es decir un cuello de botella (Cornuet y Luikart, 1996).
Sumado a ello, la alteracién y la fragmentacién de origen antrdpico son en general
eventos recientes en el tiempo evolutivo de las especies arbdreas y no parecen haber
causado efectos genéticos detectables en el remanente de bosque estudiado. Por el
contrario, los resultados sugieren que los patrones de diversidad y estructura genética
poblacional actual de A. colubrina var. cebil en la zona estudiada de la provincia

Paranaense, serian 1la consecuencia de eventos de expansion que datan

111



Discusion

aproximadamente de hace 18.000 afos atras. Estos resultados se basan en el tiempo de
generacién de la especie, el cual puede ser definido como el tiempo transcurrido desde
que se produce una semilla hasta que el individuo resultante de su germinacién produce
semillas (sensu Petit y Hampe, 2006), es decir la edad promedio de reproduccion, el cual
es un parametro dificil de estimar para especies de arboles tropicales y subtropicales
debido a la escasez de informacién referente a la edad y fecundidad en estas especies
(Jones et al., 2013). En poblaciones de A. colubrina var. cebil de la Chiquitania Boliviana
se han reportado arboles con producciéon de semillas a partir de un DAP ~22c¢m como el
menor diametro (Fredericksen et al., 1999). En el presente trabajo los individuos adultos
presentaron valores de DAP de entre 24 y 284cm, los cuales corresponderian, segun las
estimaciones propuestas por de Mattos y Seitz (2005), a individuos en un rango de
edades de entre 50 y 70 anos. Por ello, se consider6 50 afos como un tiempo de
generacion adecuado para los analisis de inferencia bayesiana de A. colubrina var. cebil.

Rastros de eventos demografico-historicos se han identificado en los patrones
contemporaneos de la variacién genética cloroplastica en poblaciones naturales
argentinas de A. colubrina var. cebil y se han realizado inferencias acerca del desarrollo
temporal de estos bosques en nuestro pais (Barrandeguy et al., 2016). La distribucién
contemporanea de haplotipos cloroplasticos de A. colubrina var. cebil retiene indicios de
la fragmentacion histérica entre los nucleos de estos bosques, mientras que el nucleo
Pedemontano Subandino habria experimentado una expansién posterior a su llegada a
la regién, el nucleo Misiones presentaria estabilidad histérica (Barrandeguy et al.,
2016). De esta manera, los elevados niveles de diversidad genética detectados en A.
colubrina var. cebil en el fragmento de bosque estudiado podria deberse en parte a la
estabilidad demografico-histérica del nicleo Misiones. Sumado a ello, tanto la presencia
de clusters genéticos diferenciados, como la presencia de alelos a baja frecuencia en el
fragmento estudiado, son caracteristicas de poblaciones que han atravesado eventos de
expansiéon. Siendo estas caracteristicas més evidentes en poblaciones pequefias, de
rapido crecimiento y con flujo génico restringido (Excoffier y Ray, 2008).

A. colubrina var. cebil, la especie mas paradigmatica de los BSEN, es considerada
una especie indicadora de estos bosques, los cuales presentan niveles elevados de
fragmentacién histérica y de origen antrépico. Sin embargo, el fragmento poblacional
estudiado conserva una gran diversidad genética a pesar de que los individuos que la
conforman presentan un sistema de apareamiento mixto con un nivel relativamente alto

de autofecundacién. Sumado a ello, no se detecté evidencia de cuellos de botella
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recientes, sino mas bien indicios de una expansiéon poblacional que se remontaria al

Pleistoceno tardio.

6.6. Consideraciones finales

El estudio de los patrones de estructura genética espacial a escala fina y de los
procesos subyacentes que le dan forma, constituye una de las claves en la conservacién
de la diversidad genética en ecosistemas forestales que se desarrollan en paisajes
fragmentados, siendo los arboles piezas esenciales en la composicién e interacciones
propias de los ecosistemas boscosos. Los analisis espaciales de la variacién genética se
centran en la conexién entre los patrones espaciales de la variacién genética observados
y los procesos espacio-temporales que los generan (Epperson, 2003). En este contexto, la
dispersién alélica es un factor determinante que afecta la dindamica de las poblaciones,
comunidades y ecosistemas (Hardy et al., 2006). Por ello, la dispersién de polen y
semillas en especies de arboles neotropicales ha recibido gran atencién en estudios de
estructura genética (Sork et al., 1999) y demografia poblacional (Nathan y Muller-
Landau, 2000). En A. colubrina var. cebil, la contribucién de un nimero considerable de
arboles reproductivos al flujo génico mediado por polen dentro del fragmento
poblacional, seria responsable de mantener elevados niveles de diversidad genética.

En el fragmento poblacional estudiado, los patrones de distribucién no aleatoria de
los genotipos en el espacio, producto de aislamiento por distancia, fueron determinados
por el apareamiento por proximidad dando lugar a grupos de individuos con frecuencias
alélicas diferenciadas y elevados niveles de endogamia, lo cual ademads seria
consecuencia del sistema de apareamiento mixto en A. colubrina var. cebil, que incluiria
una proporcién significativa de autofecundacion. En este sentido, la estructura familiar,
caracterizada por hermanos completos o medio-hermanos agrupados en el espacio, seria
consecuencia de la correlacién genética entre semillas de un mismo fruto o frutos del
mismo arbol madre. Asi, dado que las distancias de dispersion alélica regulan la
extensién de la EGEF, el flujo génico restringido mediado por semillas ha configurado
las diferencias en la estructura genética espacial entre estadios, con una fuerte
estructura familiar en los renovales dada por una distribucién espacial agrupada.
Ademas, debido a que la estructura por edades y el agrupamiento de individuos tiende a
incrementar la EGEF aumentando las correlaciones espaciales a cortas distancias
(Doligez et al., 1998), los efectos concertados de la mortalidad dependiente de la
densidad, la reduccién demografica aleatoria y la depresiéon por endogamia, también

explicarian la disminucion temporal de la EGEF, la cual fue mas pronunciada en
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estadios tempranos del ciclo de vida en relacién a los adultos, los cuales habrian
alcanzado una mayor estabilidad demografica.

De esta manera, el fragmento poblacional de A. colubrina var. cebil presentd
estructura genética espacial que seria consecuencia de dispersién alélica restringida, lo
cual también estuvo asociado a los diferentes niveles de estructuracién genética
detectados dependiendo del estadio del ciclo de vida analizado. Los patrones de
diversidad y estructura serian evidencias genéticas de una expansién poblacional
histérica en el fragmento estudiado. Por consiguiente, la hipétesis de trabajo no se
rechaza, dado que el fragmento poblacional de A. colubrina var. cebil estudiado en el Sur

de Misiones presenté una marcada estructura genética espacial.
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7. CONCLUSIONES

v" Los niveles de flujo génico mediado por polen dentro del fragmento poblacional
estudiado mantienen una elevada diversidad genética, riqueza alélica y elevada

proporcion de alelos a baja frecuencia.

v' A pesar de la elevada diversidad genética, se detectaron elevados niveles de
endogamia, los cuales serian consecuencia de un sistema de apareamiento mixto en
Anadenanthera colubrina var. cebil, que incluiria fecundacién cruzada entre individuos
emparentados y una proporcién significativa de autofecundacién en el fragmento

poblacional estudiado.

v' La distribucién espacial de la variacién genética queda explicada por la presencia de
clusters genéticos diferenciados en ambas cohortes, como consecuencia de apareamiento

por proximidad en el fragmento poblacional estudiado.

v' Las diferencias en la estructura genética entre estadios estarian determinadas por
dispersion alélica restringida mediada por semillas, la cual genera una distribucion
espacial agrupada de los renovales y una fuerte estructura familiar en el fragmento

poblacional estudiado.

v' La estructura genética espacial a escala fina detectada fue consecuencia de niveles
restringidos de flujo génico efectivo, un sistema de fecundacién mixto con alta frecuencia
de autopolinizacién, una limitada movilidad de los propagulos, una baja densidad de
arboles donantes de semilla y el establecimiento de plantulas que comparten

progenitores, agrupadas en el espacio en el fragmento poblacional estudiado.

v' Se delimité un tamano de vecindario explicado por una baja densidad de adultos con
una dispersion alélica restringida y por un bajo solapamiento de las areas de dispersion

entre arboles donantes de semillas en el fragmento poblacional estudiado.
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v' La estructura familiar se caracterizé por renovales hermanos completos o medio-

hermanos agrupados en el espacio en el fragmento poblacional estudiado.

v' La poblacién estudiada de Anadenanthera colubrina var. cebil no evidencié cuellos
de botella recientes, sino indicios de una expansiéon poblacional que se remontaria al

Pleistoceno tardio.
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ANEXO I

Frecuencias alélicas globales de los loci SSR analizados
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Frecuencias alélicas por locus

Ac34.3 Ac48.1 Acll.2 Ac28.3 Acl57.1 Ac41.1 Acl72.1 Acl62.1
164 0,008 | 119 0,004 | 101 0,013 | 162 0,034 86 0,008 | 115 0,004 85 0,013 | 108 0,008
166 0,004 | 123 0,069 | 104 0,004 | 164 0,068 | 102 0,004 | 119 0,004 86 0,030 | 112 0,004
167 0,008 | 125 0,078 | 106 0,004 | 192 0,004 | 103 0,004 | 121 0,025 87 0,017 | 114 0,051
171 0,034 | 126 0,022 | 108 0,038 | 197 0,004 | 105 0,008 | 122 0,004 88 0,288 | 115 0,064
173 0,072 | 127 0,004 | 109 0,008 | 200 0,004 | 106 0,034 | 123 0,004 89 0,030 | 116 0,415
175 0,284 | 128 0,009 | 110 0,309 | 202 0,013 | 107 0,050 | 126 0,134 90 0,013 | 117 0,008
177 0,106 | 129 0,043 | 111 0,081 | 204 0,017 | 108 0,172 | 128 0,063 91 0,004 | 118 0,034
178 0,008 | 130 0,030 | 112 0,242 | 205 0,017 | 109 0,050 | 129 0,050 92 0,076 | 119 0,008
179 0,072 | 132 0,004 | 113 0,081 | 206 0,034 | 110 0,029 | 130 0,092 93 0,042 | 120 0,017
180 0,004 | 133 0,022 | 114 0,034 | 207 0,034 | 111 0,021 | 131 0,004 94 0,055 | 121 0,008
181 0,059 | 134 0,013 | 115 0,021 | 208 0,004 | 112 0,021 | 132 0,013 95 0,021 | 122 0,013
183 0,004 | 135 0,013 | 116 0,013 | 210 0,004 | 113 0,008 | 133 0,008 96 0,047 | 124 0,013
184 0,004 | 136 0,082 | 117 0,047 | 211 0,059 | 117 0,008 | 134 0,059 97 0,025 | 126 0,004
187 0,013 | 137 0,017 | 118 0,008 | 213 0,030 | 118 0,071 | 135 0,206 98 0,008 | 128 0,013
189 0,025 | 138 0,017 | 119 0,008 | 217 0,004 | 119 0,046 | 136 0,042 | 100 0,017 | 130 0,038
190 0,042 | 139 0,022 | 120 0,017 | 218 0,004 | 120 0,013 | 137 0,059 | 103 0,013 | 131 0,047
191 0,021 | 140 0,052 | 121 0,017 | 219 0,021 | 121 0,021 | 138 0,034 | 104 0,008 | 133 0,013
192 0,021 | 142 0,116 | 122 0,008 | 220 0,017 | 122 0,004 | 139 0,013 | 105 0,051 | 134 0,008
193 0,004 | 143 0,004 | 123 0,042 | 221 0,030 | 126 0,008 | 140 0,038 | 106 0,008 | 135 0,047
194 0,030 | 144 0,039 | 124 0,004 | 222 0,025 | 130 0,004 | 141 0,017 | 108 0,030 | 136 0,025
195 0,013 | 145 0,017 223 0,030 | 134 0,021 | 142 0,008 | 109 0,013 | 137 0,064
196 0,004 | 146 0,030 224 0,021 | 135 0,021 | 143 0,013 | 110 0,025 | 139 0,013
199 0,004 | 147 0,004 225 0,008 | 138 0,004 | 144 0,029 | 111 0,008 | 140 0,013
200 0,008 | 148 0,026 226 0,030 | 139 0,013 | 146 0,008 | 112 0,047 | 141 0,021
203 0,021 | 149 0,022 227 0,025 | 140 0,008 | 147 0,013 | 113 0,072 | 142 0,004
204 0,008 | 150 0,047 228 0,025 | 142 0,021 | 148 0,004 | 114 0,008 | 147 0,004
205 0,038 | 151 0,013 229 0,008 | 143 0,004 | 149 0,021 | 117 0,004 | 151 0,004
207 0,004 | 152 0,030 230 0,038 | 146 0,004 | 150 0,021 | 120 0,013 | 154 0,004
211 0,008 | 154 0,017 231 0,008 | 147 0,021 | 155 0,004 | 123 0,004 | 158 0,004
212 0,004 | 155 0,009 233 0,025 | 148 0,008 | 161 0,004 | 124 0,008 | 164 0,008
214 0,013 | 156 0,004 234 0,034 | 149 0,021 165 0,008
221 0,004 | 157 0,013 235 0,047 | 154 0,008 167 0,004
222 0,034 | 159 0,009 236 0,114 | 162 0,004 190 0,004
230 0,004 | 160 0,013 237 0,047 | 169 0,021 191 0,004
238 0,004 | 161 0,004 238 0,047 | 170 0,008
163 0,013 239 0,008 | 171 0,008
164 0,004 240 0,004 | 175 0,050
166 0,004 241 0,008 | 177 0,017
167 0,022 242 0,013 | 178 0,013
168 0,013 243 0,008 | 179 0,029
169 0,004 245 0,004 | 180 0,004
171 0,004 253 0,013 | 181 0,034
181 0,009 281 0,004 | 182 0,008
196 0,004 183 0,008
211 0,004 188 0,004
190 0,013
193 0,004
205 0,004
211 0,004
212 0,004
213 0,004
216 0,004
218 0,008
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ANEXO II
Analisis de eventos demografico-histéricos mediante

analisis de aproximaciéon Bayesiana (ABC)
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Distribuciones posteriores de los parametros historicos y demograficos

para los escenarios de cambio en el tamafio poblacional

Escenarios Parametros Media Mediana Moda q025 q050 q950 q975

NO 5530 5690 9940 511 881 9620 9810

t 3,9 3,9 1,9 1,0 1,0 7,0 7,0
Cambio reciente en el

N1 2000 1410 818 362 444 5910 7340
tamano poblacional

u 4,7x10-3 4,2x10-3 1,4x10-3 1,2x10-3 1,3x10-3 9,4x10-3 9,8x10-3

P 0,440 0,468 0,500 0,216 0,269 0,500 0,500

NO 7110 7410 9650 3020 3440 9800 9900

t 357 337 104 110 120 655 676
Cambio historico en el

N1 712 314 128 48 63 2780 4360
tamano poblacional

u 4,7x10-3 4,2x10-3 1,5x103 1,2x10-3 1,3x10-3 9,4x10-3 9,8x10-3

P 0,452 0,481 0,500 0,238 0,294 0,500 0,500

NO: Tamano poblacional actual; ¢: tiempo generacional; N1: tamafio poblacional histérico; u: tasa media de mutaciéon de los SSRs; P: parametro medio
de la distribucién geométrica y percentiles (q025, q050 q950 y q975) de la distribucién de los parametros.



Anexos

Distribuciones a priori y a posteriori de los parametros histéricos y demograficos

para el escenario de expansion poblacional histérica
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Se indica la mediana de la distribucién de los parametros entre corchetes. NO: Tamafio
poblacional actual; ¢: tiempo generacional; N1: tamano poblacional histérico; u: tasa media de
mutacién de los SSRs; P: parametro medio de la distribucién geométrica.; (u+sni): estimacion de
cada parametro en combinacién con la tasa de mutacién de los SSRs y la tasa de insercién de
nucleétidos (4,24%10-3y 2,81X10-4 mutaciones/locus/generacién, respectivamente).
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