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DEMOGRAFIA HISTORICA DE ANADENANTHERA COLUBRINA VAR. CEBIL
(LEGUMINOSAE) EN ARGENTINA

MARIA EUGENIA BARRANDEGUY"23”, DARIEN E. PRADO**, ALEJANDRA L.
GONCALVES'23 y MARIA V. GARCIA"23

Summary: Historical demography in Anadenanthera colubrina var. cebil (Leguminosae) from Argentina.
Anadenanthera colubrina var. cebil is a South American native tree species which characterizes the
Seasonally Dry Tropical Forests (SDTFs). These forests are in disjunct patches along the Neotropics.
The influence of past climatic fluctuations on the current distribution of these forests deserves several
interpretations because the tropical climatic conditions were unstable during Cenozoic. The aim of this
study is identify traces of demographical-historical events on current patterns of chloroplastic genetic
variation in Argentinean natural populations of A. colubrina var. cebil in order to make inferences about
the temporal development of these forests. Population genetic and demographic analyses from genetic
variation in three chloroplastic loci were performed. The current distribution of chloroplastic haplotypes of
A. colubrina var. cebil shows clear traces of historical fragmentation between the nuclei of these forests.
The Andean Piedmont nucleus maintains traces of later expansion after it arrives to the region, whereas
the Misiones nucleus shows historical stability.
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Resumen: Anadenanthera colubrina var. cebil es una especie nativa sudamericana que caracteriza a
los Bosques Secos Estacionales Neotropicales, los cuales se presentan en parches disyuntos dispersos
a lo largo del Neotropico. La influencia de las fluctuaciones climaticas del pasado sobre la distribucién
actual de dichos bosques ha merecido diferentes interpretaciones, debido a que se postula que las
condiciones climaticas tropicales no fueron estables durante el Cenozoico. El objetivo de este estudio es
identificar rastros de eventos demografico-histéricos sobre los patrones contemporaneos de la variaciéon
genética cloroplastica en poblaciones naturales argentinas de A. colubrina var. cebil, al efecto de hacer
inferencias acerca del desarrollo temporal de estos bosques en nuestro pais. Se realizaron analisis
genético poblacionales y demograficos a partir de la variacion genética identificada mediante tres loci
microsatélites cloroplasticos. La distribucion contemporanea de haplotipos cloroplasticos de A. colubrina
var. cebil retiene rastros de la fragmentacion histérica entre los nicleos de estos bosques, mientras que
el nucleo Pedemontano Subandino retiene rastros de una expansion posterior a su llegada a la regién en
tanto que el nucleo Misiones presenta estabilidad histérica.

Palabras clave: Anadenanthera colubrina var. cebil, cpSSRs, expansién, fragmentacion, SDTFs.
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INTRODUCCION

La estructuracion de la variacidon genética
no es consecuencia unicamente de procesos
microevolutivos, sino que también existen patrones
resultantes de eventos demografico-historicos
tales como expansion, fragmentacion y cuellos de
botella poblacionales. Los efectos genéticos de la
fragmentacion son: pérdida de diversidad genética,
aumento de la deriva genética y de la endocria y
reduccion de los niveles de flujo génico entre las
poblaciones, siendo estos efectos consecuencias de
lareduccion del tamafio poblacional y del incremento
del aislamiento espacial de las poblaciones (Young
etal.,1996). Enrelacion a los efectos genéticos de la
expansion, en general se espera que las poblaciones
en crecimiento presenten menor deriva genética
que las poblaciones en estado estacionario y, por lo
tanto, presenten frecuencias alélicas relativamente
estables (Excoffier et al., 2009). Las poblaciones en
expansion pueden presentar también un exceso de
alelos raros y de mutaciones a baja frecuencia como
asi también un exceso de homocigosis en relacion al
numero observado de alelos (Excoffier ef al., 2009).
Sin embargo, la observacion de estos patrones en
poblaciones que han experimentado expansion
dependen de los niveles de flujo génico antiguo y
reciente entre las subpoblaciones (Ray et al., 2003).

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan
var. cebil (Griseb.) Altschul (Cialdella, 2000)
(Leguminosae, Mimosoideae) es una especie
forestal nativa de América del Sur que caracteriza
a los Bosques Secos Estacionales Neotropicales
(Seasonally Dry Tropical Forests - SDTFs),
distribuidos en el centro del continente (Prado,
2000). Esta especie es conocida como “curupay” en
el Noreste Argentino, mientras que en el Noroeste
se conoce como “cebil colorado” o “vilca” segiin su
nombre quechua. Se ha determinado que la principal
especie psicoactiva consumida en el area Centro
Sur Andina fue A. colubrina var. cebil, presente
en el registro arqueolodgico tanto del Noroeste
Argentino como del Norte Grande de Chile (Gili
et al., 2016). En Argentina, la distribucion de esta
especie es disyunta y comprende a las provincias
fitogeograficas Paranaense y Yungas (Cabrera,
1976; Cialdella, 2000). Prado y Gibbs (1993)
propusieron tres grandes nucleos de distribucion
para esos bosques secos, en los cuales 4. colubrina
var. cebil es la especie mas paradigmatica: 1)
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el nucleo Caatinga en el Nordeste de Brasil,
donde su presencia es frecuente; 2) el nucleo
Misiones a lo largo del sistema fluvial Paraguay-
Parana, donde es comun sin llegar a ser una
especie dominante y 3) el nucleo Pedemontano
Subandino en el Noroeste de Argentina y Suroeste
de Bolivia donde la distribucion de esta especie
es muy importante en su mitad sur. Los SDTFs se
presentan en parches disyuntos dispersos a lo largo
del Neotropico formando un arco alrededor de la
cuenca Amazonica (Pennington et al., 2000). La
vegetacion en estos bosques es fundamentalmente
decidua durante la estacion seca y estd dominada
por arboles y arbustos entre los que predominan
Leguminosas y Bignoniaceas (Pennington et
al., 2000). Recientemente, Mogni et al. (2015)
propusieron al nucleo Chiquitania en el sudeste
de Bolivia y frontera con Paraguay como cuarto
nucleo de distribucion de los SDTFs.

La influencia de las fluctuaciones climaticas
del pasado sobre la distribucion actual de los
SDTFs en Sudamérica ha merecido diferentes
interpretaciones, debido a que se postula que las
condiciones climaticas tropicales no fueron estables
durante el Cenozoico, con alternancia de fases
climaticas secas y frias con otras humedas y calidas,
especialmente durante el Pleistoceno (Damuth &
Fairbridge, 1970; Ab’ Saber, 1977). Prado & Gibbs
(1993) postularon la existencia del llamado Arco
Pleistocénico para intentar explicar la distribucion
fragmentada de estos bosques. Esta hipdtesis plantea
que su distribucion disyunta actual representa
remanentes fragmentarios de una formacion
boscosa cuya distribucion habria sido mas extensa
y continua durante los ciclos secos y frios del
Pleistoceno. De este modo, en el Pleistoceno tardio
podria haber ocurrido una sustitucion de los tipos
de vegetacion predominantes como consecuencia
de la contraccion y fragmentacion de los bosques
himedos y de la expansion de los bosques secos
y viceversa. Pennington et al. (2000) contribuyen
a la hipotesis del Arco Pleistocénico sefialando
la presencia de especies propias de los SDTFs
en la Selva Amazoénica, con lo cual sugieren que
estas especies podrian haber colonizado la cuenca
Amazonica durante el Pleistoceno. La explicacion
alternativa a esta amplia distribucion continental de
los SDTFs requiere de eventos raros y coincidentes
de dispersion a larga distancia (Mayle, 2004).

Por su parte, Werneck et al. (2011) empleando
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modelos de paleodistribucion y validacion
palinologica, establecieron una probable
distribucion estable de los SDTFs durante el tltimo
evento maximo glaciar (Last Glacial Maximum,
LGM), seguida de una expansion hacia el sur
(Ntcleos Pedemontano Subandino y Misiones)
que se inicié en el Holoceno temprano. Basandose
en este modelo, estos autores proponen cuatro
refugios potenciales de estabilidad actual y a largo
plazo: un refugio al sureste del estado de Mato
Grosso y los nucleos Misiones, Chiquitania y
Caatinga. En una revision reciente del estado actual
de la teoria del Arco Pleistocénico, se refuerza
el concepto de los SDTFs como una entidad
fitogeografica independiente, presentando ademas
un notorio incremento en el nimero de registros
correspondientes a los géneros y especies de
leguminosas caracteristicas o endémicas (Mogni et
al., 2015). Asi, estos autores afirman que el patron
de distribucion del Arco Pleistocénico original,
tal lo propuesto por Prado (1991) sigue siendo
claramente visible y reconocible en los mapas de
distribucion actuales.

El genoma cloroplastico es de utilidad en
estudios de genética evolutiva, aunque la deteccion
de variacion intraespecifica a nivel de secuencias
es siempre un desafio debido a la baja tasa de
mutacion que caracteriza a dicho genoma. Los
microsatélites de ADN cloroplastico (cpSSRs)
resultan marcadores utiles y muy difundidos para
estudios poblacionales debido a sus elevados
niveles de polimorfismo (Navascués et al., 2006).

Estudios recientes empleando marcadores
microsatélites tanto del ADN cloroplastico como
del ADN nuclear, identificaron presencia de
estructuracion genética en poblaciones de A.
colubrina var. cebil provenientes de las provincias
fitogeograficas Paranaense y Yungas (Barrandeguy
et al., 2014). Ademas, la estructura genética
cloroplastica y la representatividad fue analizada
en dichas poblaciones permitiendo concluir que
la elevada frecuencia de haplotipos Unicos junto
con los elevados niveles de fijacion de los mismos,
reflejarian la accion de la deriva genética tras
largos periodos de aislamiento (Goncalves et al.,
2014). Por su parte, Calonga Solis et al. (2014)
empleando secuencias de una region intronica del
ADN cloroplastico, dataron en aproximadamente
1.300.000 anos el tiempo de divergencia entre los
nucleos Caatinga y Misiones y en unos 600.000

afios la divergencia entre los nucleos Misiones y
Pedemontano Subandino.

Aunque los marcadores cpSSRs han
sido ampliamente utilizados para estudios de
estructuracion genética y de flujo génico mediado
por semillas, el potencial de los cpSSRs para
estudios demograficos ha recibido poca atencion.
Navascués et al. (2006) demostraron, mediante
simulaciones y datos empiricos, la utilidad de los
cpSSRs para la deteccion de expansion poblacional
y para la estimacion de la edad relativa de la misma.
Los estudios de demografia historica a partir
de informacion genética se basan en la teoria
coalescente (Emerson etal.,2001). Enunapoblacion
estable los eventos coalescentes son escasos hacia
el pasado, dando una genealogia dominada por
bifurcaciones antiguas con mutaciones distribuidas
principalmente en las ramas entre los nodos.
Contrariamente, en el caso de poblaciones con un
crecimiento repentino, los eventos coalescentes
ocurren principalmente durante la expansion,
generando una genealogia con forma de peine
donde las mutaciones son mas abundantes en las
ramas terminales (singletons). Como consecuencia
de esto, las expansiones poblacionales son
detectadas por un exceso de singlefons o un exceso
de haplotipos como resultado de ellos (Navascués
et al., 2000).

El objetivo principal de este estudio es identificar
rastros de eventos demografico-historicos sobre los
patrones contemporaneos de la variacion genética
cloroplastica en poblaciones naturales argentinas
de A. colubrina var. cebil, al efecto de hacer
inferencias acerca del desarrollo temporal de los
SDTFs en Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y metodologia de muestreo

Se analizaron 83 individuos adultos de 4.
colubrina var. cebil provenientes de ocho sitios
de muestreo localizados en los nucleos Misiones
y Pedemontano Subandino (sensu Prado & Gibbs,
1993) de manera de cubrir el area de distribucion
de la especie en Argentina (Tabla 1). Se identifico
taxondmicamente a los especimenes colectados por
medio de los tratamientos disponibles para el género
(Altschul, 1964; Cialdella, 2000; Martinez et al.,
2013). Se colectaron hojas jovenes de individuos

691



Bol. Soc. Argent. Bot. 51 (4) 2016

Tabla 1. Descripcion de los sitios de muestreo analizados.

Provincia politica n - NAU He Georreferencia

C?g‘;i'j‘)”a Misiones 20 133 107 033 019 2L if:gg:ggg: :

Sa’(‘;’;‘”a Misiones 16 133 120 0 050 il fg:ggg: :

Sa”(thT)ec'a Corrientes 4100 100 00 A e

ﬁlulﬁ' Jujuy 19 1,33 1,04 033 0,07 gﬁ’: 315,' : g’g;g: (S)

TU(‘;‘:T;"" Tucuman 14 1,00 1,00 0 0 223 T§f§§j : 28: 8

PZ?J%’::S::QO T“‘Z‘_Jr'l:‘fg)sur Tucuman 3 10 100 0 0 257, lg:?g,’?gg: (S)
Cat(%rgf)rca Catamarca 4 133 127 033 0675 o2 g;:ggg;g

wr VER 5w w0 o EEDEIS

*valor promedio.

adultos siguiendo la metodologia descripta
en Barrandeguy efr al. (2014). Los individuos
fueron georreferenciados mediante el sistema
de posicionamiento global (GPS). Las hojas se
conservaron en silica gel dentro de bolsas rotuladas
de cierre hermético hasta su procesamiento en el
laboratorio. Muestras de estos individuos fueron
depositadas en el herbario MCNS (Museo de
Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de
Salta) y en el herbario de la Catedra de Genética de
Poblaciones y Cuantitativa (Facultad de Ciencias
Exactas, Quimicas y Naturales - UNaM).

Polimorfismo en loci microsatélites de ADN
cloroplastico (cpSSRs)

El ADN gendmico total fue extraido empleando
el protocolo de extraccion ROSE (Steiner et al.,
1995) modificado por Garcia et al. (2007). Se
amplificaron tres /oci microsatélites cloroplasticos
Ccemp4, Cemp5 y Cemp7 mediante cebadores
universales desarrollados por Weising & Gardner
(1999). Los cebadores forward de dichos loci
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fueron modificados mediante la incorporacion de
la secuencia del cebador universal M13 (18 pb) a
su extremo 5'para la posterior genotipificacion de
los individuos mediante el empleo del método de
los tres cebadores propuesto por Schuelke (2000)
modificado por Goncalves et al. (2013). El cebador
universal M13 fue sintetizado incorporando una
marca fluorescente (FAM= azul) a su extremo 5.
Las reacciones de amplificacion se realizaron en un
volumen final de 15 pl empleando 1 pl de ADN; 1 X
de buffer KCI; 2,5 mM de C1,Mg (Thermo Scientific
- Fermentas); 0,2 mM de cada dNTP (Thermo
Scientific - Fermentas); 1 U de Tag polimerasa
(Thermo Scientific - Fermentas); 0,97 uMol; 0,29
uMol y 0,39 uMol de los cebadores Reverse, M 13-
Forward y M13-FAM, respectivamente y agua
destilada estéril. Las reacciones de amplificacion
fueron realizadas en un termociclador con gradiente
(Biometra, Gottingen, Alemania) siguiendo un
protocolo de tipo Touchdown. Las condiciones de
ciclado empleadas fueron: Desnaturalizacion inicial
a 95° C por 4 min, 6 ciclos de desnaturalizacion
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por 45 seg a 95° C; hibridacion por 30 seg en un
rango de temperatura de 60° C a 55° C con una
reduccion de 1° C en cada ciclo y elongacion por
45 seg a 72° C seguidos de 23 ciclos similares
empleando una temperatura de hibridacion de 55°
C; se adicionaron 8§ ciclos para la incorporacion de
la marca fluorescente necesaria para la posterior
genotipificacion. La reaccion de amplificacion
culmina con una etapa de elongacion final a 72 °C
por 20 min. La verificacion de las amplificaciones
fue realizada mediante electroforesis (5 V/cm)
en geles de agarosa al 1,5 % con buffer TBE 1 X
tefiidos con Gel Red al 1 % (Biotium) empleando un
marcador de peso molecular de 100 pb (Productos
Biologicos).

El tamafio de los fragmentos fue asignado
empleando el secuenciador ABI Prism® 3130
(Applied Biosystems) empleando un marcador
de peso estandar GS 500 ROXTM (Applied
Biosystems). Para ello se utilizo el programa Peak
Scanner v 1.0 (Applied Biosystems).

Andalisis estadistico de los datos

A los fines de caracterizar la variabilidad
genética cloroplastica se estimaron, en primer
lugar, las frecuencias alélicas por locus. Ademas,
se estimo el nimero promedio de alelos por locus
(NA), el numero efectivo de alelos por locus (NE)
calculado como NE= donde x, corresponde a las
frecuencias alélicas (Gillet et al., 2005), el nimero
promedio de alelos unicos (NAU) y el indice de
diversidad haplotipica de Nei (He) calculado como
He= {[n/(n-1)] [1-Zp/]} (Nei, 1987) donde n es el
numero de individuos analizados en una poblacion
y p,es la frecuencia del i-ésimo haplotipo en esa
poblacion. Las estimas NA, NE y NAU fueron
obtenidas empleando el programa GenAlEx version
6.5 (Peakall & Smouse, 2012), en tanto que He fue
obtenido mediante calculo manual.

Se infiri6 la estructura genética poblacional
mediante un analisis Bayesiano utilizando el
programa BAPS version 6.0 (Corander et al.,
2006; Corander et al., 2008a). El modelo analizado
consistié de un agrupamiento de tipo mixture (Non-
spatial genetic mixture analysis) para loci ligados
(Corander et al., 2008a). Mediante este analisis se
determiné el nimero mas probable de agrupamientos
o clusters y se asignaron los individuos a ellos
empleando unicamente informacion genética. El
numero de clusters fue tratado como un parametro

desconocido. Ademas, se implementd un modelo
de agrupamiento espacial de individuos (Spatial
genetic mixture analysis) (Corander et al., 2008b)
incorporando al agrupamiento no espacial el
término correspondiente a la probabilidad a priori
de la posicion geografica de cada individuo.
Corander et al. (2008b) demostraron que el modelo
espacial mejora el poder estadistico para detectar
la estructura genética poblacional cuando se
dispone de un bajo nimero de /oci. Para determinar
el nimero de clusters que presenta la mayor
probabilidad a posteriori se testaron valores de k
clusters comprendidos en un rango de uno a ocho
(k = [1-8]) realizando 10 repeticiones para cada
valor de k.

El grado de estructuracion genética poblacional
se analiz6 mediante el indice de fijacion F,
(Wright, 1965), el cual fue estimado a partir de un
analisis de varianza molecular (AMOVA) segun la
ecuacion: ,

c2—ao

FST _ aa-’]2~ T

(Weir & Cockerham, 1984). Para

este analisis se consideraron como poblaciones a los
clusters definidos mediante el analisis Bayesiano
espacial. De esta manera, los niveles jerarquicos
considerados fueron: Entre regiones (entre nucleos),
entre poblaciones dentro de regiones (entre clusters
dentro de nucleos) y dentro de poblaciones (dentro
de clusters). La significancia estadistica del indice
F, fue determinada a partir de un valor de p obtenido
mediante 1023 permutaciones de los haplotipos
dentro de grupos y entre los grupos definidos
por el analisis Bayesiano, considerando al indice
Fg, calculado como estadisticamente significativo
cuando p<0,05 para el 95 % de confianza. Estos
analisis fueron desarrollados utilizando el programa
Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010).

Para determinar las relaciones filogenéticas
entre los haplotipos identificados se construyo
una red empleando el algoritmo Median-Joining
(MJ) empleando el programa PopART (Leigh &
Bryant, 2015), el cual conecta a los haplotipos
segun su similitud genética de acuerdo a la cantidad
de mutaciones presentes entre los mismos. Los
haplotipos fueron determinados a partir de la
combinacién de los alelos, los cuales fueron
identificados en pares de bases para cada locus. La
red consiste en nodos y uniones que los conectan.
Los nodos corresponden a los haplotipos desde el
conjunto de datos o vectores medianos y las uniones
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quedan definidas por los eventos mutacionales
que los diferencian. Un vector mediano es un
haplotipo hipotético, el cual puede ser requerido
para conectar los haplotipos dentro de la red
con maxima parsimonia. Los vectores medianos
representan haplotipos intermediarios ausentes ya
sea porque no fueron muestreados o porque estan
extintos (Bandelt et al., 1999).

Para testar la posible ocurrencia de eventos
de expansion historica se implementaron las
siguientes aproximaciones basadas en la teoria
coalescente: la prueba de neutralidad Fs (Fu, 1997)
y el estadistico Dy (Tajima, 1989), utilizando
el programa Arlequin version 3.5 (Excoffier &
Lischer, 2010). La prueba de neutralidad Fs se
basa en el nimero esperado de haplotipos cuando
se compara una demografia estacionaria con una
de expansion. El estadistico Fs tomara valores
negativos dentro de una poblacion debido a un
exceso de haplotipos raros (mutaciones recientes)
indicando expansion poblacional (Navascués et
al., 2006). La significancia estadistica de la prueba
fue calculada mediante 10.000 bootstraps de
los datos y la obtencion del estadistico Fs con
un valor de p(Fs)<0,02 se considerara evidencia
de expansion poblacional. Teniendo en cuenta
que p(Fs)<0,02 equivale a a= 0,05 debido a
un comportamiento particular del estadistico
Fs (Fu, 1997). El estadistico D, =~ se calculd

mediante la ecuacion: D =w— (8)/{/V[T — (8)]
donde, 7 es el numero medio de sitios que difieren
entre cada par de secuencias, V representa a la
varianza del numerador y 0 se calcula mediante la
ecuacion 8 = S/a donde, S es el nimero de sitios
polimérficos y a se calcula mediante la siguiente
ecuacién: a = Y} 1/i donde i toma valores entre
1 y n-1, siendo n el nimero de secuencias analizadas
(Pybus & Shapiro, 2009). Estos parametros
fueron estimados a partir de la distribucion de las
diferencias de a pares entre individuos dentro de
una muestra medida como diferencias alélicas entre
haplotipos ¢cpSSRs, siendo estos datos codificados
como binarios (Navascués et al., 2006). Esta
distribucion es afectada por la demografia de la
muestra esperandose un estadistico D, CCTCANO
a cero en una poblacion de tamafio constante,
mientras que valores negativos estadisticamente
significativos indican una expansion repentina del
tamafio poblacional y valores positivos indican
eventos de subdivision poblacional o cuellos de
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botella recientes. La significancia estadistica de
D, i ©8 testada generando muestras aleatorias bajo
la hipétesis de equilibrio poblacional empleando
un algoritmo de simulacion coalescente. El valor
de p para el estadistico D, . = es obtenido como la
proporcion de estadisticos D, . aleatorios menores

o iguales al observado.

REsuLTADOS

El locus CcmpS5 presento cuatro alelos diferentes,
con lo cual resultd mas polimoérfico que los loci
Cemp4 'y Cemp?7 que presentaron tres y dos alelos,
respectivamente (Figura 1). Se identificaron en
los tres loci una conformacion alélica propia
caracteristica de cada uno de los ntcleos SDTFs
analizados, en los cuales sélo el alelo 109 del locus
Cemp4 fue compartido entre los ntcleos Misiones y
Pedemontano Subandino. El locus Cemp5 presentd
dos alelos tnicos en Jujuy y en Candelaria (133 y
139 respectivamente), mientras que el locus Cemp4
presentd un alelo unico en Catamarca (110). Por su
parte, los dos alelos del locus Cemp?7 se encontraron
fijados uno en cada ntcleo SDTF. Cabe destacar,
que los alelos unicos antes mencionados presentan
marcadas diferencias en sus frecuencias entre los
diferentes sitios de muestreo (Fig. 1).

Mediante la combinacion de las variantes alélicas
se definieron seis haplotipos (HA a HF). En la Figura
2a se presentan los sitios de muestreo en los cuales
esos haplotipos fueron identificados. Las muestras
analizadas no presentaron haplotipos compartidos
entre los nticleos SDTFs considerados. En el niicleo
Misiones el haplotipo HB es compartido entre los
sitios de muestreo Candelaria, Santa Ana y Santa
Tecla. En tanto, el haplotipo HC solo esta presente en
Santa Ana y el haplotipo HA sélo esta en Candelaria.
En el nicleo Pedemontano Subandino, el haplotipo
HD es compartido por todos los sitios de muestreo
analizados, y los haplotipos HE y HF son unicos en
Jujuy y Catamarca, respectivamente (Fig. 2a).

El indice de diversidad haplotipica de Nei (He)
reflejé niveles reducidos de diversidad genética ya
que tres de los ocho sitios de muestreo considerados
no presentaron variacion genética cloroplastica para
los loci analizados, siendo Santa Ana y Catamarca
los sitios de muestreo mas diversos (Fig. 3). El
parametro NE tomo valores cercanos a la unidad y
resulté menor a N4 debido a la presencia de alelos
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Fig. 1. Frecuencias alélicas por locus: (A) Ccmp4, (B) Ccmp5 'y (C) Ccmp7. Abreviaturas de los sitios de

muestreo segun Tabla 1.

poco frecuentes en los sitios de muestreo. La mayor
diferencia para ambos parametros se presentd
en Candelaria y Jujuy. Por su parte, Santa Tecla,
Tucuman, Tucuman Sur y Guasayan presentaron
NE igual a NA debido a la presencia de un unico
alelo en dichos sitios de muestreo (Fig. 3).

En cuanto a la determinacion de la estructura
genética poblacional, el modelo no espacial del
analisis Bayesiano permitié establecer un nimero
mas probable de clusters igual a seis (P,_= 0,60)
(Fig. 4). Por su parte, el modelo espacial establecio
un namero mas probable de clusters de tres (P,_=

0,99), siendo los individuos asignados a los clusters
1 y 2 provenientes del Nucleo Misiones mientras
que aquellos asignados al cluster 3 provienen del
Nucleo Pedemontano Subandino (Fig. 4).

Mediante el AMOVA pudo detectarse que el
mayor porcentaje de variacion quedd contenido
entre clusters dentro de nucleos (~56 %), seguido
por la variaciéon entre nucleos (~38 %) y finalmente
el menor porcentaje de variacion quedd contenido
dentro de clusters (~6 %). El indice de fijacion F
presentd un valor estadisticamente significativo de
0,944 (p<0,050).
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HD

HF
O

HA M Cand

Fig. 2. a: Frecuencias y distribucion geografica de los seis haplotipos determinados mediante la
combinacion de las variantes alélicas (haplotipos HA a HF). En gris se indica la distribucién de los Bosques
Secos Estacionales Neotropicales: (M) Nucleo Misiones; (P) Nucleo Pedemontano Subandino. b: Red de
haplotipos Median-Joinning. Cada circulo representa un haplotipo mientras que su tamafo representa la
frecuencia. ¢: Red de haplotipos Median-Joinning. Los colores representan los sitios en los que fueron
identificados los haplotipos. Abreviaturas de los sitios de muestreo segun Tabla 1.

La red de haplotipos MJ relacion6 a los seis
haplotipos identificados ¢ incorpor6é un haplotipo
intermediario, de manera que cada par de haplotipos
difiere para los alelos de un locus (Fig. 2b). El
haplotipo intermediario consiste en un vector
mediano necesario para obtener la minima distancia
de conexidn entre los haplotipos definidos en el
estudio. Ademas, en dicha red se evidenciaron dos
grupos: el primero de ellos incluy6 a los haplotipos
identificados en el ntcleo Misiones mientras que el
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segundo incluyé a los haplotipos identificados en
el nicleo Pedemontano Subandino. Las muestras
analizadas no presentaron haplotipos compartidos
entre los nucleos SDTFs, siendo la relacion entre
ambos grupos incierta ya que la misma pudo ser
establecida mediante un haplotipo intermediario,
el cual se relaciona directamente con el haplotipo
HC identificado en el nucleo Misiones y con los
haplotipos HD y HE identificados en el nucleo
Pedemontano Subandino. Cabe destacar que de 43
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Fig. 3. Caracterizacion de la diversidad genética cloroplastica de los sitios de muestreo considerados

(abreviaturas segun Tabla 1).

individuos analizados en el nicleo Pedemontano
Subandino 41 de ellos presentaron el haplotipo HD.
Ademas, a partir de la red se evidenciaron mayores
niveles de variacion genética en el nicleo Misiones
ya que se presentaron tres haplotipos altamente
frecuentes, mientras que en el nicleo Pedemontano
Subandino se presentd un Unico haplotipo mas
frecuente y ampliamente distribuido (Fig. 2c).

En cuanto a la deteccion de expansion
poblacional, la prueba de neutralidad a partir del
estadistico Fs evidencid expansion poblacional
para el nacleo Pedemontano Subandino [Fs=

No espacial

Espacial

Misiones

-9,698; p(Fs)<0,02] mientras que para el ntcleo
Misiones no fue posible rechazar la hipotesis de
un escenario estable [p(Fs)>0,02] (Tabla 2).
Resultados similares fueron obtenidos a partir
del estadistico Dy pimes Y3 que para el nucleo
Pedemontano Subandino este indice arrojo
valores negativos estadisticamente significativos
evidenciando una expansién poblacional en
dicho ntucleo (DTajima: -1,877; p<0,05), mientras
que para el niucleo Misiones el estadistico D

Tajima

resulto estadisticamente no significativo (p<0,05)
(Tabla 2).

Pedemonte Subandino

Fig. 4. Analisis Bayesiano de la estructura genética poblacional. Modelo de tipo mixture para loci ligados.
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Logistic Output
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Fig. 5. Localizacion de los sitios de muestreo sobre los mapas de paleodistribucion propuestos por Werneck
etal. (2011) para el Pleistoceno y la actualidad. . En verde se representan las areas de baja probabilidad de
ocurrencia de los SDTFs, mientras que en gris claro se representan areas estables de alta probabilidad de
ocurrencia de los SDTFs. Imagen adaptada desde Werneck et al. (2011).

DiscusioN

La distribucion disyunta actual de los SDTFs
en Sudamérica y Mesoamérica fascina a botanicos
y biogeodgrafos (Vanzolini, 1963; Ab’Saber, 1977;
Prado & Gibbs, 1993; Pennington et al., 2000,
Pennington et al., 2009; de Oliveira et al., 2013),
como asi también a filogenetistas y filogedgrafos
(Pennington et al. 2004; Becerra, 2005; Caetano
et al, 2008) y, mas recientemente, a bidlogos
evolutivos (Werneck et al., 2011; Collevatti
et al., 2012). Aunque se ha incrementado el
numero de estudios filogeograficos en especies
sudamericanas en el ultimo tiempo, este nimero
resulta aun insuficiente destacando la urgente
necesidad de estudios de biogeografia historica
y de filogeografia, para comprender cémo las
especies han respondido a los cambios climaticos
del pasado y para predecir como podran hacer
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frente a los cambios del presente (Turchetto-Zolet
etal., 2013).

El objetivo principal del presente trabajo fue
identificar evidencias de eventos demografico-
historicos sobre los patrones contemporancos de
la variacién genética cloropléstica en poblaciones
naturales de A. colubrina var. cebil, con el objeto
de hacer inferencias acerca del desarrollo temporal
de los SDTFs a partir de este taxon caracteristico de
dichos bosques. Prado & Gibbs (1993) consideraron
a A. colubrina var. cebil como el taxon clave
indicador de los SDTFs debido a que representa una
especie dominante o frecuente en los principales
nucleos de los bosques secos de América del Sur,
con excepcion de aquellos de valles andinos y las
costas de Colombia y Venezuela (Pennington et
al., 2009), con lo cual se espera que los resultados
obtenidos para esta especie puedan ser aplicados al
estudio general de los SDTFs.
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Durante el Cuaternario, los cambios ambientales
mas relevantes han estado vinculados con
cambios climaticos los cuales han impactado
evolutivamente sobre las especies. Los periodos
glaciares e interglaciares asociados con dichos
cambios climaticos han influenciado la dinamica
de la biodiversidad alterando dramaticamente la
evolucion de la misma y el paisaje en Sudamérica
(Turchetto-Zolet et al., 2013).

Los resultados obtenidos indicaron niveles
reducidos de diversidad genética en los sitios de
muestreo analizados, presentando haplotipos fijados
en la mitad de los mismos (Fig. 2 a'y c). Debido a la
organizacion estructural conservada del ADNcp en
plantas superiores, sumado al reducido flujo génico
mediado por semillas, pueden esperarse niveles
reducidos de diversidad genética en este genoma
(Zhan et al., 2011).

La escasa similitud genética evidenciada entre
los ntcleos Misiones y Pedemontano Subandino,
los cuales presentan un patron caracterizado por
alelos propios y un unico alelo compartido, seria
consecuencia de la fragmentacion y aislamiento
historico, de manera que los fragmentos boscosos
actuales podrian ser vestigios de una distribucion
continua de los SDTFs en el pasado, tal como lo
predice la Teoria del Arco Pleistocénico (Prado
& Gibbs, 1993). Ciertamente, se podria plantear
la hipotesis alternativa de la dispersion a larga
distancia (DLD) (Mayle 2004), para la cual
ha surgido también amplia evidencia a nivel
intercontinental o para especies de selvas tropicales
de lluvia ( Davis et al., 2002; Lavin et al., 2004;
Dick & Heuertz, 2008; Schrire et al., 2009). Sin
embargo, se ha establecido ya que resulta mas
parsimonioso, atendiendo al principio de la Ley de
Ockham (“Frustra fit per plura quod potest fieri
per pauciora’; Mautner 1997, p. 399), la hipotesis
de un tnico fenémeno de vicariancia, que decenas
de fendmenos aleatorios de DLD para un gran
grupo de especies muy distantes filogenéticamente
(Pennington et al., 2000; Mogni et al. 2015).

La determinacion de la estructuracion genética,
mediante el analisis Bayesiano considerando
unicamente informacion genética, resultdé en la
conformacioén de seis clusters, los cuales quedaron
definidos cada uno por uno de los seis haplotipos
identificados en los sitios de muestreo (Fig. 4).
Sin embargo, pudo asociarse la estructuracion
genética poblacional con el origen geografico al

considerar la informacion espacial a priori, ya
que los clusters se redujeron a tres, asignandose
a dos de ellos individuos muestreados en el
nucleo Misiones mientras que en el restante fueron
asignados todos los individuos muestreados en el
nicleo Pedemontano Subandino (Fig. 4). Dicha
estructuracion, a nivel de nucleos, podria ser
explicada nuevamente por una fragmentacion
historica de los SDTFs y el posterior aislamiento de
los fragmentos.

A partir del estudio mediante secuencias de
una region intronica en A. colubrina var. cebil la
divergencia estimada entre los nucleos Misiones y
Pedemontano Subandino, en Argentina, se puede
posicionar temporalmente en el Pleistoceno tardio
(Calonga Solis et al., 2014) lo cual coincide con
la teoria del Arco Pleistocénico propuesta por
Prado & Gibbs (1993). En cambio, Turchetto-
Zolet et al. (2013), mediante un meta-analisis,
concluyeron que los patrones filogeograficos de
la biota de Sudamérica presentan una marcada
estructura filogeografica intraespecifica con
multiples linajes. Estas divisiones filogeograficas
profundas indican extensos periodos de aislamiento
entre las poblaciones de las especies sudamericanas
y, cuando las divisiones pudieron ser datadas, la
divergencia ocurri6 en el Pleistoceno medio en el
57% de las especies analizadas (Turchetto-Zolet et
al., 2013).

A partir del indice de fijacion F_ estimado
(Fg,;= 0,944; p<0,05) se determino, segun la escala
establecida por Wright (1965), presencia de gran
estructuracion genética poblacional reflejando la
fijacion de haplotipos alternativos en los diferentes
clusters. Los elevados niveles de estructuracion
genética en angiospermas se relacionan con el
flujo génico mediado por semillas debido a la
herencia materna del genoma cloroplastico. Asi,
los patrones de dispersion de semillas pueden
moldear la composicion y la estructura genética
de las poblaciones vegetales. Especies con flujo
de semillas limitado probablemente poseen
heterogeneidad genética entre la descendencia
de distintos individuos, mientras que especies
con dispersion de semillas extensiva presentan
menor estructuracion genética (Hamrick et al.,
1993). EI movimiento de las semillas constituye el
componente mas importante de la dindmica de las
poblaciones vegetales, ya que la regeneracion y la
colonizacion de habitats requieren del movimiento

699



Bol. Soc. Argent. Bot. 51 (4) 2016

de la informacion genética a través de las semillas
(Finkeldey & Hattemer, 2007). En este sentido,
Barrandeguy et al. (2014), estudiando cuatro
poblaciones de 4. colubrina var. cebil determinaron
moderada estructuracion genética poblacional a
nivel del genoma nuclear (cuya dispersion ocurre
tanto por polen como por semillas) mientras que
determinaron elevada estructuracion genética a
nivel del genoma cloroplastico e interpretaron estos
resultados como consecuencia de fragmentacion
historica.

El grado de estructuracién genética antes
analizado también se vio reflejado en la red de
haplotipos (Fig. 2b), la cual representa graficamente
las relaciones entre los mismos de la manera
mas parsimoniosa basandose en los eventos
mutacionales que los distancian. La ambigiiedad
del loop presente entre los haplotipos HD, HE y
el haplotipo hipotético queda resuelto a partir del
criterio de las relaciones interiores-exteriores.
Crandall & Templeton (1993) han demostrado que
los haplotipos raros ocurren frecuentemente en las
ramas exteriores y aquellos haplotipos frecuentes
ocurren habitualmente en el interior. Por lo tanto,
a partir de dicho criterio el haplotipo HE se
conectaria con el haplotipo HD y éste se conectaria
con el haplotipo hipotético no muestreado o extinto.
Ademas, los autores previamente mencionados han
propuesto un criterio geografico para poblaciones
geograficamente estructuradas mediante el cual
predicen que los singletons presentan mayor
probabilidad de conectarse con un alelo de la
misma poblacion que con un alelo de una poblacion
diferente. Este criterio refuerza la conexion de HE
con HD ya que ambos fueron identificados en
Jujuy. En la red de haplotipos se evidenciaron dos
grupos integrados por los haplotipos pertenecientes
a cada ntcleo SDTF analizado. Los haplotipos
identificados en el ntcleo Misiones presentaron
frecuencias moderadas y se hallaron concentrados
en una extension de aproximadamente 88 Km.
La mayor variacién genética contemporanea
presente en este niicleo podria ser explicada bajo la
hipotesis de estabilidad ancestral lo cual concuerda
con lo demostrado mediante los modelos de
paleodistribucién de Werneck et al. (2011),
quienes indicaron al nucleo Misiones como un
area de estabilidad a largo plazo (Fig. 5). Por su
parte, el area geografica considerada del nucleo
Pedemontano Subandino tiene una extension de
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aproximadamente 550 km y, a lo largo de esta
extension, se hallé un haplotipo ampliamente
distribuido y dos haplotipos unicos que presentan
baja frecuencia.

Debido a la evolucion lenta del genoma
cloroplastico, la distribucion geografica
contemporanea de los haplotipos junto con las
relaciones genéticas que los vinculan, pueden ser
interpretadas como rastros de eventos demografico-
histéricos. En Misiones se registré un haplotipo
compartido de mayor frecuencia (HB) mientras
que se hallaron dos haplotipos tinicos de frecuencia
moderada (HA y HC). Esta variacion haplotipica
podria representar variabilidad genética antigua
propia del nucleo Misiones. Por su parte, en
el nucleo Pedemontano Subandino, se registro
un haplotipo a elevada frecuencia ampliamente
distribuido en todos los sitios de muestreo
analizados (HD). Ademas, en los sitios de Jujuy
y de Catamarca se hallaron haplotipos inicos que
presentan bajas frecuencias, considerandose a estas
variantes raras como haplotipos mas recientes
producidos por mutacion en los loci cpSSRs. Dicha
distribucion haplotipica en el nucleo Pedemontano
Subandino seria resultado de eventos de expansion
y colonizacion desde el Norte hacia el Sur de
dicho nucleo, lo cual concuerda con los mapas
de distribucion propuestos por Werneck et al.
(2011) donde se evidencia que el area argentina
del nicleo Pedemontano Subandino corresponde a
zonas inestables de baja probabilidad de ocurrencia
de SDTFs durante el LGM en el Pleistoceno
Superior (Fig. 5). En términos geoldgicos,
las zonas inestables habrian sido colonizadas
recientemente y por lo tanto deberian retener
huellas genéticas de las expansiones poblacionales
pasadas (Werneck et al., 2011). Con el objeto de
testar esta consideracion acerca de la distribucion
contemporanea de la variacién genética
cloroplastica de A. colubrina var. cebil se aplicaron
dos pruebas de neutralidad basadas en la teoria
coalescente. Los resultados obtenidos para ambas
pruebas (Tabla 2) indican que las poblaciones
del nucleo Pedemontano Subandino presentan
elevada probabilidad de expansion poblacional,
mientras que las poblaciones del nicleo Misiones
presentan una historia demografica estable. Estos
resultados coinciden con las zonas de estabilidad/
inestabilidad historica propuestas por Werneck et
al. (2011) (Fig. 5).
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Tabla 2. Analisis demograficos mediante pruebas

coalescentes: F y D

Tajima

Fu (1997)
N F. p(Fs) D

Tajima (1989)
p(D)

Misiones 38 0,892 0,706 1.570 0,930
Pedemontano 4, 4 698 0,000 -1.877 0,003
Subandino

La persistencia de algunas especies en multiples
areas localizadas a través de su rango de distribucion
indica que esas especies pudieron haber persistido
durante varios ciclos en ambientes heterogéneos
(Turchetto-Zolet et al., 2013). Estos patrones
destacan la importancia de la dindmica de los
procesos evolutivos y del mosaico de habitats en
los paisajes heterogéneos, los cuales permiten la
persistencia de las especies a través de condiciones
ambientales cambiantes (Turchetto-Zolet et al.,
2013).

Los analisis demograficos aplicados a los datos
cpSSRs en A. colubrina var. cebil permitieron el
analisis del desarrollo historico de los SDTFs en
Argentina desde diferentes escalas. Desde una
vision general, la fragmentacion que condujo a la
disyuncion de estos bosques seria el principal evento
demografico-histérico y desde una vision particular
de cada nucleo cada remanente fragmentario
habria desarrollado su propia historia demografica
de manera independiente. De esta manera, puede
concluirse que la distribucién contemporanea de
haplotipos cloroplasticos de A. colubrina var. cebil
retiene evidencias de la fragmentacion historica
entre los nucleos SDTFs, reflejada en la marcada
estructuracion genética cloroplastica, mientras
que el ntcleo Pedemontano Subandino retiene
evidencias de una expansion posterior a su llegada
a la region, reflejadas en la presencia de haplotipos
raros, en tanto que el nicleo Misiones presenta
estabilidad historica dados los niveles de variacion
haplotipica contenidos.
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