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1. Denominacioén: “Variabilidad genética de Stylosanthes Sw. (Fabaceae): comparacion de poblaciones

de la provincia de Corrientes antes y después de disturbios ambientales”

2. Resumen

El nordeste argentino (NEA) es considerado la segunda region ganadera de Argentina. En los afios
2016 - 2017, una investigacion del Instituto de Botanica del Nordeste (IBONE) tendiente a caracterizar
leguminosas forrajeras nativas evalud la diversidad genética de poblaciones naturales de la especie
Stylosanthes hippocampoides Mohlenbr (Fabaceae) provenientes de distintos sitios del NEA.
Posteriormente, entre los afios 2019 y 2022, la provincia de Corrientes ha soportado largos periodos de
sequias, temperaturas elevadas y escasas precipitaciones, condiciones que propiciaron la generacién de
incendios. Estos llegaron a ocupar grandes extensiones, incluyendo a las localizaciones de las poblaciones
evaluadas en 2016 - 2017. En este contexto, se analiz6 la variabilidad genética actual de dos poblaciones
de S. hippocampoides evaluadas en 2016 — 2017, a modo de comparar la variabilidad genética pre y post
incendio, e indagar si estas perturbaciones ambientales incidieron en la variabilidad genética
intrapoblacional. Para lo cual, en principio se identificaron las poblaciones que fueron afectadas por los
incendios y aquellas que no lo fueron mediante evaluacién de imagenes satelitales de la plataforma Fire
Information for Resource Management System (FIRMS). Posteriormente, se coleccioné germoplasma de
dos poblaciones con igual georreferencia de aquellas analizadas en 2016 - 2017 (ASI: afectada por
incendios, y TC: poblacion control, no afectada), se evaluo la variabilidad genética de las mismas utilizando
idénticos marcadores moleculares de secuencias intergénicas repetidas simples (ISSR) utilizados en dicha
evaluacién previa. Se calcularon los estadisticos descriptivos clasicos: nimero total de bandas (NTB),
namero de bandas exclusivas (Np), Heterocigosis esperada (He), Porcentaje de loci polimorficos (PLP) e
indice de Shannon (1), y se evaluo la estructuracion de la variabilidad mediante anélisis bayesiano, anélisis
de la varianza molecular (AMOVA) y analisis de coordenadas principales (PCoA). Dichos indices y andlisis
fueron obtenidos utilizando los programas GenAlEx 6.5 y STRUCTURE 2.3.4. Finalmente se comparé la
variabilidad genética de cada poblacion durante los dos periodos coleccionados (2016 - 2017 vs. 2022)
mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon-Mann-Whitney.

El AMOVA mostré que la mayor variacion genética se encuentra entre las poblaciones y no dentro
de ellas, lo cual coincide con la reproduccion preferentemente autdgama que presenta la especie. En los
andlisis de agrupacion Bayesiana y PCoA, los individuos se corresponden a cada poblacién en estudio
con un alto grado de pertenencia. En cuanto a los resultados de los indices de diversidad intrapoblacional
actuales, se observaron valores mas elevados para la poblacion TC que en la poblacion ASI.

Con respecto a la comparacion entre los dos periodos (2016 - 2017 vs 2022) de cada poblacion, en
la poblacion ASI los valores de la He, el | y el PLP disminuyeron en relacion a los obtenidos en 2016 -
2017, y en la poblacién TC se observé un leve aumento de los mismos, sin embargo, las diferencias
halladas resultaron no significativas estadisticamente. Esto podria deberse a que, la especie presenta
estrategias que le permitieron atenuar los efectos negativos que los incendios pudieron causar en la
variabilidad genética de la poblacion ASI, tales como un banco de semillas conformado por semillas con
cubierta dura que las protegeria, sumado a su caracteristica colonizadora que le permitiria una rapida
recuperaciéon post-incendio. En el caso de la poblacion TC, las caracteristicas ambientales y biol6gicas

dentro de la reserva natural protegida en la que se encuentra, propiciarian el contacto con posibles



polinizadores y animales dispersores de frutos que contribuirian al mantenimiento de la variabilidad
genética. Siendo las diferencias halladas no significativas, no se puede afirmar que los incendios sucesivos
fueron la causa de una disminucion en la diversidad genética de la poblacion ASI, por lo que este trabajo
podria considerarse como inicial para comprender la dindmica de la variabilidad genética en S.
hippocampoides en respuesta a incendios. Posteriores estudios que incluyan un mayor ndimero de
poblaciones y generaciones podrian arrojar mayor comprension de este proceso.

Considerando la posible proyeccion de los incendios en afios subsiguientes, como consecuencia de
factores culturales, actividades humanas y/o agravados por las consecuencias del cambio climatico,
resulta necesario este tipo de estudios, ademés del conocimiento de los factores que predisponen un
ambiente a sufrir un incendio, para planificar medidas de conservacion adecuadas para especies nativas
de la region.



3. Introduccién

3.1. Origen, fundamento y antecedentes del tema de investigacioén.

El conocimiento de la diversidad genética de las poblaciones resulta importante, entre otros motivos,
por el hecho de que ésta determina el potencial de respuestas que permiten la supervivencia y la
adaptacién de los organismos (Caruso et al. 2015). Las perturbaciones ambientales pueden afectar los
patrones de diversidad genética en poblaciones naturales debido a que pueden provocar variaciones en
procesos demograficos y bioldgicos claves que influyen en la distribucion de la diversidad genética (Banks
et al. 2013). Considerando que la diversidad genética incide en todos los niveles de la biodiversidad, desde
la aptitud y la viabilidad de los individuos y poblaciones, la adaptabilidad de las especies al cambio
medioambiental, hasta la formacidon de nuevas especies, y en consecuencia en la estructura de las
comunidades y la funcién de los ecosistemas, las interacciones entre las perturbaciones y la diversidad
genética pueden tener importantes ramificaciones ecoldgicas y evolutivas (Banks et al. 2013; Hoffmann et
al. 2003; MacDougall et al. 2013). Por lo tanto, es relevante conocer la variabilidad genética durante varias
generaciones de poblaciones cuyos ambientes estén o han estado sometidos a perturbaciones naturales
ylo antrépicas recurrentes, para inferir sobre su influencia en el mantenimiento de la diversidad poblacional,
y sobre la distribucién de la diversidad genética de las especies en posibles escenarios futuros.

Desde mediados del afio 2019, las provincias del nordeste argentino (NEA, Chaco, Corrientes
Formosa, Misiones, norte de Entre Rios y Santa Fe) experimentaron anomalias negativas mensuales de
precipitacion. En los siguientes afios, esta tendencia se acentud y la situacién en algunas regiones llego a
ser extrema, manifestdndose periodos de sequia prolongados (Servicio Meteoroldgico Nacional 2020). Por
ejemplo, considerando las precipitaciones anuales, el afio 2020 con 980 mm, fue uno de los méas secos de
los dltimos 30 afios para la ciudad de Corrientes, durante 10 meses consecutivos llovié menos de lo normal,
y las precipitaciones se concentraron en enero y febrero (Smichowski et al. 2021). Estos periodos de
sequia extendida facilitan las condiciones para la ocurrencia de incendios, ya que el ambiente seco esta
mas susceptible que el mismo ambiente en condiciones de humedad. Particularmente, los incendios
acaecidos en la provincia de Corrientes durante los Ultimos afios (2019 a 2022) ocuparon grandes
extensiones y fueron recurrentes en un corto periodo de tiempo. De acuerdo con informes del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Corrientes, hacia fines de septiembre del afio 2020 el
area quemada representé un 5% de la superficie provincial (484.748 ha) (Kurtz et al. 2020), y durante los
meses siguientes muchos focos de incendios continuaron activos. Desde mediados del afio 2021 hasta
principios del 2022, la situacion empeord, las escasas precipitaciones y las elevadas temperaturas
propiciaron las condiciones para la proliferacion de focos de calor e incendios, espontaneos o
intencionales. Saucedo et al. (2023) informaron que la superficie provincial quemada era del 12% al 27 de
febrero de 2022, correspondientes a 10425 km? de la provincia de Corrientes (Figura 1). Las causas
principales de los incendios en el NEA, se vinculan con el mal manejo del fuego en practicas culturales,
como herramienta de manejo y limpieza de la vegetacion, sumado a las condiciones naturales como la
sequiay la distribucion anual variable de precipitaciones que han potenciado la manifestacion de incendios
durante los ultimos afios (Smichowski et al. 2021).



Por otro lado, el NEA es considerado la segunda region ganadera de Argentina, siendo el principal
recurso forrajero los pastizales naturales, donde las gramineas son dominantes y la produccion puede ser
alta, pero en general es de baja calidad (Sampedro et al. 2018). Incorporar especies forrajeras leguminosas
nativas a los sistemas agropecuarios conduciria a un uso mas eficiente de los recursos por permitir el
resguardo del germoplasma nativo, aumentar la calidad de forraje por su aporte de Nitrégeno (N) a la dieta
animal, mejorar la cobertura vegetal evitando la erosion del suelo y reponiendo el N a través de la fijacion
biologica (Rao et al. 2015). Al mismo tiempo, la produccién forrajera en climas subtropicales se caracteriza
por tener un periodo de latencia durante fin de otofio, invierno y comienzo de primavera (Blount y Acufa
2009). Las especies cultivadas con origen tropical generalmente no soportan las heladas invernales, y se
comportan como plantas anuales (Avila et al. 2014; Pizzio y Bendersky 2018). Sumado a ello, la oferta
comercial para los diversos sistemas agro-ganaderos del NEA, y especialmente de leguminosas forrajeras,
es escasa (Rimieri et al. 2002). Por lo tanto, resulta muy importante coleccionar y caracterizar
germoplasma nativo, con el objeto de hallar genotipos tolerantes a bajas temperaturas, capaces de
rebrotar durante la primavera, para el mejoramiento de cultivos de forrajeras leguminosas, y en
consecuencia lograr materiales perennes.

Paraguay
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E< ¢ 2,
Noma %
Entre Rios

Uruguay

, 01530  60Km
g (18 i i iy
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Figura 1. Localizacion de areas quemadas, areas naturales protegidas y estaciones meteorolégicas en la
provincia de Corrientes en los meses de enero y febrero del afio 2022. Extraido de Saucedo et al. 2023.

Dentro de las leguminosas forrajeras nativas para el NEA, se destacan las especies del género
Stylosanthes Sw., ya que en él se ubican cerca de la tercera parte de todas las variedades comerciales de
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leguminosas pastables (Consoli et al. 1996). Este género pertenece a la familia Fabaceae, subfamilia
Papilionoideae, tribu Dalbergiea, incluye aproximadamente 50 especies predominantemente herbaceas,
gue se distribuyen naturalmente en regiones tropicales y subtropicales de América (Costa 2006). Su
distribucién se extiende desde el sur de Estados Unidos hasta Uruguay y la provincia de San Luis en
Argentina, con dos centros principales de diversificacién, uno en México y el otro en Brasil (Costa 2006;
Vanni 2017). Ademas de destacarse por su importancia forrajera, las especies del género son utilizadas
para mejorar las condiciones de los suelos (Chandra et al. 2006, 2011; Edye 1987; Kazan et al. 1993; Muir
et al. 2014; Ramesh et al. 1997), y en ocasiones como control biol6gico de la garrapata del ganado
(Sutherst et al. 1988).

Las especies de Stylosanthes son colonizadoras (Edye 1987), que se adaptan bien a suelos
arenosos y de baja fertilidad, con bajos contenidos de fésforo y calcio y elevado contenido de aluminio,
ademas, ocupan regiones en las cuales las precipitaciones no son abundantes (Karia et al. 2010). El
namero cromosomico basico del género es n=10, Vanni (2017) describi6 23 taxones para Sudamérica, 11
de los cuales son diploides (2n = 2x = 20), ocho tetraploides (2n = 4x = 40), y la ploidia del resto de las
especies no esta confirmada (Maass y Sawkins 2004). Particularmente Stylosanthes hippocampoides
Mohlenbr. es una especie diploide 2n= 2x= 20 (Silvestri et al. 2020a). Asimismo, en el género se
documentaron especies alotetraploides y alohexaploides (Maass y Sawkins 2004). La mayoria de las
especies del género son autdgamas (Bray y Hutton 1976) o preferentemente autdbgamas con algun
porcentaje de alogamia, como Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. y Stylosanthes capitata Vog., en las
cuales se registré hasta un 26 % y 31 % de alogamia, respectivamente, en ensayos de cruzamientos
(Santos Garcia et al. 2011). Se ha propuesto que los casos de polinizacion cruzada ocurririan por insectos
polinizadores (Miles 1985), y en cuanto a la dispersion de frutos, la hidrocoria (Barros et al. 2005), zoocoria
(Costa et al. 2018; Gardener 1993) y la accidn antropica (Sawkins et al. 2001) como los causantes
principales. En relacion al tiempo generacional de las especies de Stylosanthes, no existen registros en
condiciones naturales. En cuanto al ciclo de vida en ensayos realizados en Australia se ha registrado una
vida maxima de ocho afios para Stylosanthes scabra Vogel cv seca (Gardener 1984; Orr 2008), algunos
individuos de S hippocampoides sobrevivieron durante mas de cinco afios y la supervivencia de plantulas
estuvo fuertemente afectada por las lluvias (Orr 2008), mientras que en otras experiencias individuos de
las mismas especies persistieron menos de cuatro afios (Jones et al. 2000). Sin embargo, se debe
considerar que son experiencias realizadas en condiciones controladas y en un ambiente distinto a su
lugar natural.

En Argentina crecen naturalmente ocho especies del género (Burkart 1943; Vanni 2017) y, al menos
tres de ellas, son utilizadas como forrajeras en diferentes paises: S. guianensis, S. hippocampoides y S.
scabra (Maass y Sawkins 2004). La distribucion de las dos primeras especies abarca al NEA (Vanni 2017).
En el marco de una linea de investigacion del Instituto de Botanica del Nordeste (IBONE) tendiente a
conservar y caracterizar leguminosas forrajeras nativas del NEA, en los afios 2016 y 2017 se estudiaron
poblaciones naturales de las especies S. guianensis y S. hippocampoides, provenientes del norte y sureste
de la provincia de Corrientes y del suroeste de la provincia de Misiones (Figura 2). Se analizé el nUmero
cromosOmico, y se evalué la variabilidad genética mediante marcadores nucleares ISSR (Secuencias
Intergénicas Repetidas Simples) de 12 poblaciones (cuatro de S. guianensis y ocho de S.
hippocampoides). La variabilidad genética hallada fue mayor entre las poblaciones que dentro de ellas, y
en general, las poblaciones se agruparon de acuerdo con sus sitios de origen, con algunas excepciones
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(Silvestri et al. 2020b). Posteriormente a este estudio, como ha sido explicado previamente, la regién
atraveso periodos prolongados de sequia e incendios de pastizales y forestales. Las superficies quemadas
de la provincia de Corrientes (Saucedo et al. 2022a, b, ¢, d) incluyen a las localizaciones de algunas de
las poblaciones evaluadas en Silvestri et al. (2020b). No obstante, si bien los periodos de sequia afectaron
a gran parte de la provincia, existe certeza que dos poblaciones ubicadas dentro de una Reserva Natural
Privada evaluadas en el mismo trabajo, no han sido afectadas por incendios (Personal de la reserva,
comunicacion personal). Por lo tanto, existe un escenario favorable para indagar si los incendios ocurridos
influyen en la variabilidad genética de estas poblaciones de S. hippocampoides.

Por todo lo expuesto, en el presente trabajo final de graduacién se propone analizar la variabilidad
genética actual de dos poblaciones naturales de S. hippocampoides que han sido previamente evaluadas
en 2016 — 2017 (Silvestri et al. 2020b) con el objetivo de comparar la variabilidad genética de cada una de
ellas luego de cinco afios, y hacer inferencias acerca de la influencia de los disturbios ambientales
ocurridos en Corrientes en el mantenimiento de la variabilidad genética de las poblaciones de esta especie

en la region.
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Figura 2. Distribucion de cuatro y ocho poblaciones colectadas y evaluadas en 2016 - 2017 de S.

guianensis y S. hippocampoides, respectivamente. Extraido de Silvestri et al. 2020b.
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3.2. Objetivos

3.2.1. General
Contribuir al conocimiento sobre el mantenimiento de la variabilidad genética de poblaciones naturales

de Stylosanthes hippocampoides, en relacién con perturbaciones ambientales del NEA.

3.2.2. Particulares

3.2.2.1. Identificar poblaciones de S. hippocampoides evaluadas en 2016 - 2017 afectadas y no
afectadas por incendios acaecidos en la provincia de Corrientes durante los afios 2019 a 2022.

3.2.2.2. Localizar y coleccionar germoplasma de la poblacion ASI pertenecientes a S.
hippocampoides.

3.2.2.3. Localizar y coleccionar germoplasma de la poblacion TC perteneciente a S. hippocampoides
ubicada en la Reserva Natural Privada “Paraje Tres Cerros”.

3.2.2.4. Evaluar la variabilidad genética de las poblaciones coleccionadas en 2022 utilizando
marcadores moleculares ISSR.

3.2.2.5. Comparar la variabilidad genética de cada una de las poblaciones, ASly TC, durante los dos

periodos coleccionados (2016 vs. 2022).

3.3. Hipo6tesis de trabajo
La variabilidad genética de la poblacion ASI evaluada en el afio 2022 es menor a la hallada durante
el periodo 2016, debido a que los eventos de sequia e incendios en la zona disminuyeron el nimero de
individuos y como consecuencia, se produjo un fendmeno de cuello de botella, que redujo la variabilidad
genética.
La variabilidad genética de la poblacién TC evaluada en el afio 2022 es igual a la hallada durante el
periodo 2016, debido a que el nimero de individuos de la poblacion no fue afectado, ya que en esas

regiones no ocurrieron incendios.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Especie de estudio.

Stylosanthes hippocampoides Mohlenbr. Es una especie herbacea, perenne, autdgama, con amplia
distribucién en Sudamérica. Crece en pastizales naturales y sabanas de Argentina, Bolivia, Paraguay,
Uruguay, y regiones del oeste y sur de Brasil, que van desde los 550 a 1200 m.s.n.m. La provincia de San
Luis (Argentina) representa el extremo mas austral de su distribucion geografica. El habito de crecimiento
es rastrero a semierecto, morfolégicamente presenta hojas trifoliadas, estipulas unidas en la base de la
hoja, papiraceas, puntiagudas, con cerdas. Las inflorescencias son terminales, no ramificadas, en espiga
globosas densamente floridas. Las flores presentan corola amarilla. El fruto es lomentoso con s6lo un
segmento fértil, es oblongo, glabro, con nervadura marcada, y se diferencia por su pico ganchudo,
espiralado (Vanni 2017) (Figura 3).

Desde el punto de vista productivo, ha sido descripta como una especie con gran potencial forrajero
en regiones subhimedas y semiaridas de Paraguay, muy tolerante al estrés hidrico (Glatzle 1999). Un
cultivar forrajero de esta especie denominado “oxley”, registrado en 1969, se desarrollé a partir de la
seleccidon de dos poblaciones naturales, una proveniente de la provincia de Corrientes y otra del
departamento Central (Paraguay) (Barnard 1972; Vanni 2017). Sin embargo, actualmente no es hallado
en el mercado. Este cultivar se destacd por su rendimiento en suelos arenosos, y por poseer mayor

tolerancia al frio en comparacion a otras legumbres de climas célidos (Gardener et al. 1982; Orr 2008).

Figura 3. Morfologia y forma de crecimiento de S. hippocampoides. A. Flores; B. Habito rastrero de la

especie; C. Frutos; D. Hojas trifoliadas.
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4.2. Seleccién de las poblaciones para el estudio.

La seleccién de las poblaciones a evaluar en este trabajo se realizé mediante la superposicién de las
geolocalizaciones de todas las poblaciones evaluadas en 2016 — 2017 en el trabajo de Silvestri et al.
(2020b), y las zonas afectadas por incendios en la provincia durante los afios 2019, 2020, 2021 y 2022.
Para ello, inicialmente se utilizaron las imagenes brindadas en los informes de INTA, para indagar las
fechas y zonas de los incendios, y posteriormente se evaluaron las imagenes satelitales histdricas
provenientes de la base FIRMS: Fire Information for Resource Management System (FIRMS, s.f.). La base
FIRMS provee informacién de incendios activos en tiempo casi real, dentro de las tres horas posteriores a
la deteccion satelital procedente del Espectro radiémetro de Imagenes de Resolucion Moderada (MODIS)
a bordo de los satélites Aqua (2002) y Terra (1999). Los focos de calor son detectados mediante la
radiacion infrarroja emitida por el fuego, cada uno de estos focos se localiza en el centro de un pixel con
una resoluciéon espacial de 1 km? (Davies et al. 2008; Salinero 2009). Para su deteccién se utiliza un
algoritmo contextual que compara la temperatura de brillo conjunta de un pixel candidato y sus vecinos,
con valores umbrales tipicos de incendios (Giglio 2013). Dicho algoritmo examina cada pixel del sector de
barrido del sensor y le asigna una de las clases segun corresponda: dato perdido, agua, nube, fuego, no

fuego o desconocido.

En cuanto a la poblacion que se utiliza como control, se seleccioné una de las dos poblaciones ubicadas
en la Reserva Natural Privada “Paraje Tres Cerros” en el departamento La Cruz (Corrientes), de la cual se
tiene certeza que no fue afectada por incendios (Personal de la reserva, comunicacién personal).
Paralelamente, también se realizé el relevamiento de la geolocalizacion de ambas poblaciones con las

imagenes satelitales histéricas provenientes de la base FIRMS.

Una vez seleccionadas las poblaciones a evaluar (Tabla 1), se confeccion6 un mapa para la
visualizacion, superponiendo los archivos vectoriales de puntos (tipo shape) de los focos de incendios
relevantes (descargados de la plataforma FIRMS), con los archivos vectoriales de poligono (tipo shape)
de la provincia de Corrientes, y las geolocalizaciones de las poblaciones. La visualizacion y edicién de las

imagenes se realiz6 utilizando QGIS 3.4.2-Madeira (QGIS Development Team 2018).

4.3. Coleccion del material de estudio.

Se realizaron campafias para coleccionar material biolégico de la poblacion ASI, localizada en un
sitio donde ocurrieron incendios, y de la poblacion TC donde no hubieron incendios (Tabla 1). En ambos
sitios, se tomaron muestras de un namero de individuos adultos representativo de la poblaciéon (10 como
minimo) considerando una separacion de tres metros entre los mismos. El material herborizado de cada
poblacién se preserva en el herbario CTES. De cada individuo, se colectaron muestras de hojas que se
conservaron en silica gel, y frutos (cuando estuvieron disponibles), que se conservaron en el banco de
germoplasma BGCTES (IBONE - FCA, UNNE).

La poblaciéon ASI, se encuentra en una banquina amplia de la Ruta Nacional N° 12 altura del Km
1171, aproximadamente a 700 metros del cruce del arroyo Santa Isabel (Figura 4, A - B). La altura del
lugar es de 70 m.s.n.m. Existe perturbacion antropica debido al mantenimiento de las banquinas mediante

guemas periddicas y corte de las pasturas que alli se encuentran.
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Tabla 1. Material de estudio.

Especie Poblacion Localizaciéon y procedencia Afectada por
incendios
S. hippocampoides ASI Argentina, Corrientes, departamento Berén de Si

Astrada. Latitud: -27.46661; longitud: -57.47094.
Altitud: 70 m.s.n.m. SALV 1 (CTES)
S. hippocampoides TC Argentina, Corrientes, departamento San Matrtin. No
Reserva Natural Privada “Paraje Tres Cerros”.
Latitud: -29.10514; longitud: —56.93567. Altitud:
86 m.s.n.m. Pe 34 (CTES)

Por su parte, la poblacion TC se geolocaliza en la Reserva Natural Privada “Paraje Tres Cerros”,
especificamente en la ladera norte del cerro Nazareno (el cerro alcanza una altura maxima de 179
m.s.n.m.). Este cerro recibe el aire seco y gran incidencia del sol, su vegetacién es poco densa y
compuesta principalmente de hierbas graminosas. En general, el ambiente esti protegido de
perturbaciones antropicas (Figura 4, C - D).

Figura 4. Ambientes de las poblaciones estudiadas. A y B. Poblacion ASI, banquinas amplias de RN N°
12 Km 1171, Departamento Beron de Astrada. C y D. Poblacion TC, Reserva Natural Privada “Paraje Tres
Cerros”, Departamento San Martin.

4.4. Extraccion y amplificacién del ADN.

El ADN total se extrajo a partir de 20 mg de hojas previamente deshidratadas en silica gel de los
individuos coleccionados, utilizando los protocolos de extraccién con CTAB (Cullings 1992; Doyle y Doyle
1987) (Figura 5). La calidad del ADN extraido fue evaluada mediante corridas electroforéticas en geles de
agarosa al 0,8 %, y su concentracién se estimd por espectrofotometro. A partir de la evaluacién de la
calidad de ADN se seleccionaron 11 y 10 individuos de las poblaciones ASI y TC, respectivamente
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Posteriormente se realizaron diluciones de 100 ng/pl en agua desionizada autoclavada, para emplearlas
como ADN molde en las reacciones de amplificacién. Dichas diluciones se conservaron a -20 °C hasta su
uso. El ADN nuclear fue amplificado a través de reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) para un
volumen final de 25 pl (Tabla 2), utlizando el siguiente programa: se inici6 con un paso de
desnaturalizacion a 94 °C (5 minutos); seguida de 40 ciclos de: 94 °C durante 1 minuto (desnaturalizacién),
45 segundos a la temperatura de alineamiento correspondiente a cada cebador (Tabla 3), 72 °C durante
2 minutos (extension); y un paso final de extension a 72 °C durante 5 minutos.

Se utilizaron ocho cebadores especificos para ISSR (Secuencias Intergénicas Repetidas Simples)
utilizados en Silvestri et al. (2020b) (Tabla 3). Los productos obtenidos junto a un marcador molecular de
patrén conocido (2-log DNA Ladder: 0,1-10 kb) fueron separados en geles de agarosa al 2 % a 60 V
durante dos horas, y teflidos durante 20 minutos con Bromuro de etidio (10 mG mL-1) (se utilizé el mismo
marcador molecular que en Silvestri et al. 2020b). En cada amplificaciéon se incluyd un control negativo,
para confirmar que las bandas obtenidas no fueran artefactos de la amplificacion. Los perfiles moleculares
se visualizaron bajo luz UV con un documentador de geles, se fotografiaron y posteriormente fueron

analizados (Figura 5).

Las bandas con la misma distancia de migracién, amplificadas con el mismo cebador, se
consideraron homologas. Cada banda se consider6 como un Unico locus bialélico, uno amplificable y el
otro nulo. Los datos se registraron manualmente como presencia (1) o ausencia de la banda (0). Con los
datos obtenidos se construyeron matrices binarias de individuos por caracteres. Una banda es considerada

polimorfica si se registran tanto su presencia como su ausencia.

Tabla 2. Componentes de la mezcla de PCR utilizada.

Reactivos Concentracion final

Agua desionizada -

Tampon para Taq polimerasa 1x
dNTPs 0,1 mM
Cebador 0,2 mM
Enzima Taq polimerasa 0,5 U/pl
ADN 20 ng/pl
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Tabla 3. Temperatura de alineamiento y ndmero de fragmentos amplificados correspondientes a los
cebadores utilizados.

Namero de
) Temperatura de
Cebador Secuencia ) ] fragmentos
alineamiento .
amplificados

(GA)s-C GAGAGAGAGAGAGAGAC 48 °C 3
(GA)s-T GAGAGAGAGAGAGAGAT 48 °C 5
(AG)s-T AGAGAGAGAGAGAGAGT 46 °C 7
(AC)s-T ACACACACACACACACT 55°C 6
(AG)s-GC AGAGAGAGAGAGAGAGGC 55 °C 9
(AC)s-G ACACACACACACACACG 55°C 9
(GA)s-G GAGAGAGAGAGAGAGAG 48 °C 8
(GT)s-TC GTGTGTGTGTGTGTGTTC 55°C 8

Figura 5. A. Perfil molecular de cebador (GA)sC en gel de agarosa al 2 % revelado bajo luz UV y
fotografiado. B. Preparacion de soluciones para extraccion de ADN. C. Extraccion orgénica con 1 de
volumen: alcohol isoamilico 24:1 V/y: rescate de fase acuosa. D. ADN precipitado en buffer de precipitacion
CTAB. E. ADN precipitado final luego de los lavados con etanol.

4.5. Andlisis de la variabilidad y estructuracion genética.

A partir de la matriz confeccionada se calcularon los estadisticos descriptivos: nimero total de
bandas (NTB), nimero de bandas exclusivas (NBE), heterocigosis esperada (He) con el factor de
correccion para muestras pequefias y siguiendo el método y correccién para marcadores dominantes

(Lynch y Milligan 1994), y porcentaje de loci polimérficos (PLP). Se calculé el indice de diversidad de
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Shannon () (Shannon 1949) para una estimacion relativa del grado de variacién genética dentro de las

poblaciones empleando la siguiente formula:
Sh =-1.% pi. Ln (pi) + qi. Ln (qi)

Donde pi es la frecuencia de la presencia y qi la frecuencia de la ausencia de cada banda (Legendre

y Legendre 1998). Los datos fueron procesados con el programa GenAlEx 6.3 (Peakall y Smouse 2006).

El grado de diferenciacion genética dentro y entre las poblaciones se estimé mediante métodos de
agrupacion bayesiana implementados en el programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al. 2000), con el
modelo de individuos agregados o mezclados (“admixed”) en cada poblacion, calculando su proporcion de
pertenencia a cada grupo, con un modelo de frecuencias correlacionadas (Falush et al. 2003). El rango de
posibles grupos (K) analizados fue de 1 a 5, llevando a cabo 10 repeticiones independientes por cada
estimacion de K para verificar la consistencia de los resultados entre los diferentes andlisis. La longitud de
las iteraciones de Monte Carlo con cadena de Markov fue 100.000 réplicas y el proceso de “burn-in” se
fijaron en 50.000 iteraciones (Falush, Stephens y Pritchard 2003). El AK 6ptimo se determiné mediante el
método de Evanno et al. (2005).

La diferenciacidn genética total se particiond y analizé para la especie y las poblaciones mediante
el analisis de varianza molecular (AMOVA, Excoffier et al. 1992), se calcularon los estadisticos ®ST. La
significancia de dichos estadisticos fue obtenida mediante métodos de permutaciones (bootstrapping). A
su vez se calcularon los indices de distancia y de identidad genética de Nei (Nei 1973) entre individuos. A
partir de los valores de distancia genética, se evalu6 mediante un Analisis de Coordenadas Principales
(PCoA) el ordenamiento de la variabilidad genética dentro de las poblaciones y entre éstas. Los datos

fueron procesados con el programa GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse 2006).

4.6. Comparacion de la variabilidad genética entre los afos 2016 vs 2022

Se realizé la comparacion de los estadisticos descriptivos nombrados previamente, entre las
evaluaciones del 2016 - 2017 vs 2022 de cada poblacién, ASl y TC. Para establecer si la diferencia de
variabilidad genética de cada poblacion entre los afios evaluados es significativa se realizd una prueba
estadistica para el indice de Shannon y la heterocigosis esperada (a partir de los valores por locus de cada
poblacién, utilizando datos previos del trabajo Silvestri et al. 2020b). En primer lugar, se realizé la prueba
de normalidad Shapiro-Wilk de la distribucién de los datos, como éstos mostraron que la distribuciéon no
puede asumirse normal (anexo, tabla 1), se aplicé la prueba no paramétrica de Wilcoxon - Mann - Whitney
(Wilcoxon 1950) (anexo 2). Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo en el entorno de R studio (R
CoreTeam 2020).

Prueba de hipétesis:

¢ Hipodtesis nula: no existen diferencias significativas entre los indices de diversidad genética (I y/o He)
de los afios 2016 - 2017 y 2022 de cada poblacion.

o Hipodtesis alternativa: existe diferencias significativas entre los indices de diversidad genética (I y/o
He) de los afios 2016 - 2017 y 2022 de cada poblacion.
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5. Resultados

5.1. Identificaciéon de focos de incendios en relacién a la localizacién de las poblaciones de S.

hippocampoides evaluadas en 2016 - 2017

En la Tabla 4 se resumen los focos de incendios mas relevantes para el trabajo por coincidir con las
coordenadas de las poblaciones analizadas en los afios 2016 — 2017 o por su cercania a las mismas. Se
registraron focos de incendios en la coordenada de la poblacién ASI el dia 30 de septiembre de 2020.
Ademas, se registraron incendios a 0,96 km (960 metros) y a 0,24 km (240 metros) de la ubicacion de ASI
en los dias 1y 17 de Julio de 2019, respectivamente. Por lo tanto, se decidid seleccionar a esta poblacién

para evaluarla (Figura 6).

Tabla 4. Relevamiento de incendios de las poblaciones analizadas en 2016 - 2017 para la seleccion de

las mismas a utilizar en el presente estudio.

Distancia en km

. C . Coordenadas Fecha del Coordenadas del
Identificacion L . . entre el foco de
de la poblacion de [a poblampn foco _ de foc_o de |ncer)d|o incendio y la
(latitud; longitud) incendio (latitud; longitud) s
poblacién
S. hippocampoides
ASI
-27.46661; -57.47094 = 12/07/2019 -27.468; -57.475 0,24 km
ASI
-27.46661; -57.47094  1/07/2019 -27.474; -57.478 0,96 km
ASI -27.46661; -57.47094  30/09/2020 Incluye a la coordenada de la poblacién
VO2 -27.63333; -56.85722  14/02/2022 -27.628; -56.861 0,63 km
LO -27.90944; -57.44422 | 16/02/2022 -27.908; -57.442 0,17 km

4o 39 D 57 »§6“
A corientes : 27+

[ Departamentos

=29 | ® FOCOS DE INCENDIOS 2019 -2020

| A As1

0 1 2 3km
——

0 25 50 75 100 km

— . =38 37 36 a1 '

Figura 6. Localizacion de poblaciones y focos de incendios. A. Poblaciones ASIy TC. B y C. Focos de

incendios principales proximos a la poblacién ASI, en archivo vectorial (B) e imagenes satelitales (C).
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5.2 Variabilidad genética.

Se detectaron un total de 55 bandas para las dos poblaciones de S. hippocampoides, con un 62,27
% de loci polimérficos. De los ocho cebadores utilizados para el andlisis, aquellos con el mayor nimero de
fragmentos amplificados fueron (AG)sGC y (AC)sG con un total de nueve bandas cada uno (Tabla 3). En
cuanto a los indices de diversidad para la especie, se obtuvo una heterocigosis esperada (He) de 0,25 y
el indice de Shannon (1) present6 un valor de 0,37 (Tabla 5).

Se observa que los valores de los indices de diversidad intrapoblacional de la poblacién ASI fueron
inferiores a los obtenidos en la poblacion TC (Tabla 5). La poblacién ASI presenté un total de 44 bandas,
siendo ocho de ellas exclusivas (Np) (Figura 7). Con respecto a los indices de diversidad intrapoblacional,
presentd un valor de 0,17 para el I; la He fue de 0,11, y el PLP de 30,91 %. La poblacién TC, por su parte,
presento un total de 47 bandas, siendo 11 de ellas privadas (Figura 7). El | fue de 0,23; la He fue 0,15; y
un PLP de 38,18 %.

50 0,200
' ®
40 0,150 8
£ 0,100 2 N
3 20 =}
[} I N
10 0,050 2]
‘ T —— Heprom
0 : : 0,000
ASI TC
Poblaciones

Figura 7. Resumen de los indices de diversidad calculados para las poblaciones ASI y TC de S.
hippocampoides. Abreviaturas: N (nimero total de bandas), Np (nUmero de bandas privadas), He prom
(Heterocigosis esperada promedio)

Tabla 5. Valores de resumen de la diversidad genética para la especie S. hippocampoides, y las
poblaciones ASl y TC basado en el analisis de 55 loci con ocho cebadores ISSR.

Poblacion N NTB Np Ne Na I He PLP (%)

ASI 11 44 8 1,19 1,11 0,17 0,11 30,91
(+0,04) (+0,09) (¢0,03) (+0,02) (+3,64)

TC 10 47 11 1,27 1,24 0,23 0,15 38,18

(#0,05) (#0,09) (#0,04) (+0,03) (£3,64)

Promedio 10,5 455 9,5 1,23 1,17 0,20 0,13 34,55
(#0,03) (#0,07) (#0,03) (+0,02) (3,64)

21 55 - 1,42 1,67 0,37 0,25 62,27

S. hippocampoides (x0,05) (+0,06) (+0,04) (+0,03)

Abreviaturas. N (nimero de individuos), NTB (numero total de bandas), Np (nimero de bandas privadas),
Ne (numero efectivo de alelos), Na (numero de alelos diferentes), | (indice de Shannon), He (heterocigosis
esperada), PLP (porcentaje de loci polimérficos), + (desvio estandar).
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5.3 Estructuracién genética.

El analisis de la varianza molecular (AMOVA) mostré que el 34 % de la variacion se encontraba

dentro de las poblaciones, mientras que el 66 % entre ellas, con un valor ST de 0,657 (p < 0,005) (Figura

8). La distancia genética de Nei entre las poblaciones fue de 0,36, mientras que el valor de identidad

genética fue de 0,70. Por su parte, el Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) basado en la distancia

genética entre individuos, dividi6 ambas poblaciones en estudio, con las coordenadas 1y 2 explicando el

60,23 % de la variacion. La mayor informacion fue explicada por la coordenada 1 (53,34 %) (Tabla 6,

Figura 9). El andlisis de agrupacion Bayesiana realizado con el programa STRUCTURE mostré que el

valor maximo de AK se alcanzé cuando K= 2. Los individuos presentaron alto grado de pertenencia a una

sola agrupacion (Figura 10).

Analisis Molecular de la Varianza

Figura 8. Representacion del porcentaje de la variacion genética de S. hippocampoides.

Tabla 6. Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA). Porcentaje de variacién de las tres primeras

coordenadas principales.
Coordenadas principales
Porcentaje (%)

Porcentaje acumulado (%)

1
53,34
53,34

6,89
60,23

Analisis de Coordenadas Principales (PCoA)

&k
115
TC-6 AS|-10"* ABBIEE
ASI-6
o8 ASI-2
o~
; e
[=]
g TC-4 ASlg).7
TC-11 ASI-4
TC9m TC-21

Coord. 1

ASI
TC

6,70
66.93

Figura 9. Representacion grafica del Analisis de Coordenadas Principales basado en las distancias

genéticas de Nei entre los individuos de las poblaciones ASly TC.
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Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 10. A. Valor maximo de AK. B. Representacion de las agrupaciones Bayesianas resultantes de
STRUCTURE para K= 2. Los individuos de la poblacién ASI son del 1 al 11, y los de la poblacién TC del
12 al 21.

5.4 Comparacion de resultados 2016-2017 vs 2022.

En la tabla 7 se presenta la comparacién de los indices descriptivos de diversidad de cada poblacién
entre los diferentes afios. En general, se observan valores similares entre los afios 2016 - 2017 y 2022.
En particular, en la poblacion ASI los valores del |, la He y el PLP se redujeron de 0,20 a 0,17; de 0,13 a
0,11; y de 39,26 % a 30,91 %, respectivamente. Mientras que, en la poblacién TC, los indices de diversidad
I, He y PLP mostraron un aumento de 0,17 a 0,23; de 0,11 a 0,15; y de 33,33 % a 38,18 %,
respectivamente. EI Na aument6 en ambas poblaciones, de 0,90 a 1,11 en ASlyde 0,74 a 1,24 en TC. El
Ne disminuy6 de 1,22 a 1,19 en la poblacién ASI que, mientras que en la poblacién TC aument6 de 1,20
a 1,27. Finalmente, el NTB hallado disminuy6é en ambas poblaciones, de 69 a 44 y de 56 a 47, en ASly
TC, respectivamente. Mientras que el Np se mantuvo en ASI (8) y aumenté en TC (de 1 a 11).

Tabla 7. Comparacion de los valores de los estadisticos descriptivos de diversidad genética de cada

poblacién para las cohortes 2016 y 2022

indices . AS! - . Te .
ANO 2016-2017 ANO 2022 ANO 2016-2017 ANO 2022
N 9 11 8 10
NTB 69 44 56 47
Np 8 8 1 11
1,22 1,19 1,20 1,27
Ne (+0,03) (£0,04) (+0,03) (+0,05)
0,90 1,11 0,74 1,24
Na (+0,08) (£0,09) (+0,08) (+0,09)
| 0,20 0,17 0,17 0,23
(£0,02) (£0,03) (£0,02) (£0,04)
0,13 0,11 0,11 0,15
He (£0,02) (£0,02) (+0,02) (+0,03)
PLP (%) 39,26 30,91 33,33 38,18
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Abreviaturas. N (nimero de individuos); NTB (numero total de bandas), Np (nUmero de bandas privadas),
Ne (numero efectivo de alelos), Na (numero de alelos diferentes), | (indice de Shannon), He (heterocigosis
esperada), PLP (porcentaje de loci polimérficos), + (desvio estandar).

Las diferencias halladas entre los indices de diversidad intrapoblacional indice de Shannon y
Heterocigosis esperada de los afios 2016 y 2022 de cada poblacion no resultaron ser significativas

mediante la prueba estadistica no paramétrica de Wilcoxon -Mann-Whitney (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados de la prueba estadistica no paramétrica de Wilcoxon -Mann-Whitney

Comparacion W (estadistico) Valor p > 0,05
ASI 2016 y ASI 2022 3997 0,3393
TC 2016y TC 2022 3452,5 0,374
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6. Discusion

6.1. Diversidad v estructuracién genética.

Conocer como se distribuye la diversidad genética, y sus niveles entre las poblaciones y dentro de
ellas es importante para entender aspectos biolégicos de las especies, asi como para programas de
conservacion y de mejoramiento de las especies con potencial agronémico.

Los marcadores moleculares evaluados en el presente estudio mostraron una alta diversidad
genética promedio para la especie S. hippocampoides (I: 0,20; He: 0,13; PLP: 34,55 %). Niveles de
diversidad genética mas bajos para la especie en estudio fueron obtenidos en Silvestri et al. (2020b)
utilizando los mismos cebadores (I: 0,15; He: 0,10; PLP: 27,96 %), y en el trabajo de Kazan et al. (1993)
utilizando polimorfismo en el ADN amplificado al azar (RAPD) (Polimorfismo utilizando indice de distancia
genética: 1 — F= 0,146). Sin embargo, otros autores han obtenidos valores de diversidad genética mas
altos en otras especies del género utilizando ISSR, como en S. capitata (He: 0,292; PLP: 91,65 %), en S.
macrocephala (He: 0,285; PLP: 91, 36 %) (Alzate-Marin et al. 2019) y en S. scabra (I: 0,187; He: 0,126;
PLP: 95,27 %) (Costa et al. 2018). También, se hallaron niveles de diversidad mas altos con otros
marcadores moleculares como secuencias de repeticion simple (SSR) en S. guianensis (He: 0,55) (Santos
Gracia et al. 2012) y polimorfismo en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP) en las especies S.
guianensis (95, 5 % de bandas polimorficas Jiang et al. 2005), S. humilis (75 % de bandas polimorficas) y
S. viscosa (83 % de bandas polimérficas) (Sawkins et al. 2001). Las diferencias encontradas entre los
estudios anteriormente mencionados y los resultados de este trabajo, podrian deberse al nimero distinto
de poblaciones e individuos utilizados, a las diferencias en variabilidad genética inherente para las distintas
especies, y/o a la diferente naturaleza de los marcadores moleculares utilizados. Por ejemplo, mientras
gue en el trabajo de Silvestri et al. (2020b) se utilizaron ocho poblaciones de localizaciones
geograficamente lejanas, en el presente estudio sélo se evaluaron dos poblaciones de S. hippocampoides
separadas por a 200 km aproximadamente. Ademas, si bien en Kazan et al. 1993 se utilizaron dos
poblaciones de S hippocampoides, este ultimo trabajo utilizé sélo cuatro individuos por poblacién, mientras
gue aqui se utilizaron entre 10 y 11 individuos por poblacién. En cuanto a los trabajos mencionados que
obtuvieron mayor diversidad genética en otras especies de Stylosanthes, utilizaron de 32 a 150
poblaciones o accesiones de colecciones. Es esperable que, al utilizar un nimero mayor de poblaciones,
las mismas manifiesten una mayor variacion genética, como consecuencia de la mayor representacion de
la variacion de la especie. Por otra parte, las diferencias entre la naturaleza de los distintos marcadores
moleculares influye en la variabilidad hallada, por ejemplo, los marcadores dominantes como los ISSR,
solamente tienen la capacidad de identificar dos alelos por locus como maximo (presencia / ausencia),
mientras que, los marcadores multialélicos codominantes como los SSR pueden identificar varios alelos
por locus, permiten discernir entre genotipos individuales, y en consecuencia ofrecen mayor informacién
sobre la variabilidad genética (Turchetto-Zolet et al. 2017).

En cuanto a los resultados de estructuracion genética, el AMOVA mostro que la variacién genética
es mayor entre las poblaciones que dentro de ellas, lo cual coincide con trabajos previos en S.
hippocampoides (Silvestri et al. 2020b), en S. scabra (Costa et al. 2018), y en S. capitatay S. macrocephala

(Alzate-Marin et al. 2019) utilizando marcadores ISSR, y en S. humilis (Sawkins et al. 2001; Vander
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Stappen et al. 1998), S. viscosa (Sawkins et al. 2001), S. macrocephala (Barros et al. 2005) utilizando
distintos marcadores moleculares. Lo cual es esperable considerando el tipo de reproducciéon sexual
preferente por autofecundacion que presenta S. hippocampoides, asi como la mayoria de las especies del
género (Sawkins et al. 2001). El analisis de agrupacion Bayesiana, por su parte, mostré que los individuos
presentaron alto grado de pertenencia a una sola agrupacion, esto coincide con las dos poblaciones que
fueron previamente seleccionadas para la realizaciéon de este estudio. Ademas, la division de las
poblaciones en diferentes ejes de coordenadas del PCoA, sustenta la delimitacion genética entre las
poblaciones. Al mismo tiempo, ambas poblaciones mostraron bandas privadas, lo que indica una fuerte
identidad genética. Estos resultados sefialan que las poblaciones se encuentran estructuradas
genéticamente, reconociendo a los dos lugares muestreados como dos poblaciones distintas. En relacion
a ello, Barros et al. 2005, han demostrado una tendencia a la regionalizacion de las poblaciones de S.
macrocephala de acuerdo al analisis de estructuracién genética, y en la evaluacion de las poblaciones de
S. hippocampoides de 2016 - 2017, en particular, las dos situadas en el Paraje Tres Cerros (incluyendo a
la poblacion TC aqui evaluada) se diferenciaron del resto de las poblaciones (Silvestri et al. 2020b).

En el estudio de Silvestri et al. (2020b) los valores de los indices de diversidad genética de las
poblaciones TC y ASI de S. hippocampoides fueron similares, en cambio la diversidad genética actual
obtenida en este trabajo fue inferior en la poblacién ASI (segun los indices de diversidad intrapoblacional:
I, He y PLP). Como ha sido mencionado, TC se localiza en una Reserva Natural, especificamente a lo
largo de la ladera norte del cerro Nazareno, que llega a alcanzar como altura méaxima 179 m.s.n.m. Tal
ubicacion evita las perturbaciones antrdpicas, a la vez que aumenta el contacto con posibles polinizadores
naturales (si bien se presume que es preferentemente autdgama, es importante aclarar que no existen
estudios sobre las tasas de entrecruzamientos en la especie) y con predadores herbivoros como corzuela,
conejos y caballos (Cajade et al. 2013) que se alimentan de la especie y podrian simultdneamente
dispersar frutos. Los frutos del género Stylosanthes presentan una pequefia cantidad de pelos glandulares
en la parte superior (Vanni, 2017), los cuales favorecen las posibilidades de epizoocoria, es decir, de la
adherencia de los frutos al pelaje o piel de los animales, y consecuentemente su traslado (Deminicis et al.
2009), otros autores ya han sugerido (Costa et al. 2018) y demostrado (Gardener 1993) a la zoocoria como
un potencial método de dispersion de frutos en las especies del género. Estas relaciones bioldgicas
potenciales podrian influir en el movimiento de los alelos dentro de la poblacién, y entre poblaciones
vecinas (existen poblaciones de la misma especie en el cerro Chico y en el cerro Caparéa del “Paraje Tres
Cerros”, situados a 1 kmy 7,5 km respectivamente, y a 15 km aproximadamente en la Reserva Privada de
la Estancia Loma Alta), resultando en el aumento o el mantenimiento de la variabilidad genética alta.

Por otra parte, el numero total de bandas obtenidas en el presente trabajo para ambas poblaciones
fue menor a las obtenidas en las evaluaciones de los afios 2016 - 2017 (Silvestri et al. 2020b), mientras
gue, el nimero de bandas privadas halladas fue mayor en la poblacién TC y en la poblacion ASI se
mantuvo igual en ambos estudios. Las diferencias observadas podrian deberse al numero distinto de
poblaciones utilizadas en ambos estudios y a las diferencias de interpretacion de las bandas, propios de
cada investigador. En el presente trabajo, se ha evaluado un menor nimero de poblaciones que en 2016
- 2017, la poblacién TCC evaluada en Silvestri et al. 2020b, por ejemplo, se geolocaliza aproximadamente
a1l kmala poblacién TC aqui evaluada con la cual compartia bandas (en Silvestri et al. 2020b, se utilizaron

las dos poblaciones a las que se llamaron TCN y TCC). Al estar presente sélo una de ambas poblaciones
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en este trabajo, aumenté el nimero de bandas privadas, mientras que la poblacién ASI, no tiene

poblaciones cercanas tanto en el presente estudio como en Silvestri et al. 2020b.

6.2. Las perturbaciones ambientales y la diversidad genética.

Las perturbaciones ambientales influyen en la dindmica y diversidad de numerosos ecosistemas,
pero sus consecuencias en la distribucion de la diversidad genética han sido poco estudiadas. Son diversas
las consecuencias que las perturbaciones pueden traer a las poblaciones, teniendo en cuenta la
intensidad, la escala (pequefia o grande), la duracion (breve o prolongada) y el origen (bidtico, abiético o
antropico) de las mismas (Banks et al. 2013). A partir de un relevamiento bibliogréafico realizado, se
observan tres situaciones principales con respecto a la diversidad genética poblacional luego de incendios
naturales o artificiales: 1) Disminucion de la diversidad genética, por ejemplo, el caso de Athrotaxis
cupressoides y Diselma archeri, dos especies de coniferas perennes paleoendémicas intolerantes al fuego
gue se localizan en las areas montafiosas del oeste de Tasmania, Australia. Desde el Holoceno se reporta
un historial de incendios severos en la regién de distribucion de estas especies, que se acentuaron a fines
del siglo XX por las condiciones de sequias frecuentes y duraderas y el aumento de tormentas eléctricas
secas. Worth et al. (2016) observaron que ambas especies eran eliminadas por los incendios severos, y
gue se regeneraban pobremente por semillas o crecimiento asexual luego de incendios de baja intensidad,
esto condujo a que las poblaciones sufrieran cuellos de botella y consecuentemente la diversidad genética
de las mismas se fue erosionando; 2) Aumento de la diversidad genética, en la especie Erica coccinea
localizada en un ambiente propenso a incendios en el bioma fynbos en Sudafrica. Mediante analisis con
microsatélites, Segarra-Moragues y Ojeda (2010) evaluaron la variabilidad genética de poblaciones
sembradoras (sensibles al fuego, uniformemente etarias, y generaciones no superpuestas) y rebrotadoras
(resistentes al fuego, con multiples cohortes y con dindmicas generacionales superpuestas) de la especie,
hallando una mayor diversidad genética intrapoblacional y una mayor diferenciacién interpoblacional en
las poblaciones sembradoras. Los autores explican que estos mayores niveles de diversificacion genética
son consecuencias de los tiempos generacionales comparativamente mas cortos y de la rotacion mas
rapida de la poblacion sembradora (sensible al fuego) a diferencia de las rebrotadoras, que presentan
tiempo generacionales mas prolongados; 3) Mantenimiento de la diversidad genética, existen casos como
el arbusto Persoonia mollis ssp. nectens, donde ocurre un mantenimiento de la variabilidad genética al
comparar poblaciones previas y posteriores a incendios (Ayre et al. 2009). Los autores proponen que las
plantas que habitan en lugares donde las perturbaciones son frecuentes, en este caso incendios, muestran
ciertas adaptaciones que les permiten aminorar los efectos negativos, como la capacidad de rebrotar a
partir de cualquier estructura de la planta (rizomas, yemas de raiz, yemas de tallo, lignotubérculos) y/o la
capacidad de almacenar un banco de semillas bajo la superficie o bien en el dosel. El hecho de que las
perturbaciones pueden presentarse con distintas intensidades y frecuencias, conduce a que el éxito del
rebrote sea variable, y que parte de las semillas contenidas en el banco permanezcan latentes (Pausas et
al. 2004). Considerando el relevamiento bibliografico realizado, el primer caso (disminuciéon de la
diversidad genética) resultd la situacion menos frecuente en estudios de evaluacién de la diversidad frente
a incendios (Worth et al. 2017). Mientras que, el segundo y el tercer caso (aumento y mantenimiento de la
diversidad, respectivamente) son los casos en mayor proporcion en este tipo de estudios (Ayre et al. 2009;

Lucas Borja et al. 2016; Maquia et al. 2013; Rajora y Pluhar 2003; Segarra-Moragues y Ojeda 2010;
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Uchiyama et al. 2006). Por otro lado, en poblaciones de animales también se observan casos de
disminucién (Brown et al. 2013), aumento (Gates et al. 2021) y mantenimiento (Suéarez et al. 2012) de la
diversidad genética frente a perturbaciones ambientales.
En el presente trabajo, si bien es posible observar una leve disminucién de los indices de variabilidad
(He, I y PLP) en la poblacién ASI en relacion a los obtenidos en 2016 - 2017, las diferencias halladas no
son estadisticamente significativas. Por lo tanto, no es posible afirmar que los incendios sucesivos
ocurridos en los afios 2019 a 2022 produjeran una disminucién significativa en la diversidad genética de
la poblacién. En este caso, el mantenimiento de la variabilidad genética de la poblacién ASI posterior a los
incendios en relacién a la variabilidad obtenida en 2016 - 2017, podria deberse, como lo plantean Ayre et
al. (2009), a estrategias u adaptaciones de las poblaciones que les permiten atenuar los efectos negativos
gue las perturbaciones podrian causar. En este sentido, las especies de la familia Fabaceae, a la cual
pertenece la especie en estudio, presentan semillas con cubiertas duras e impermeables, que necesitan
de la escarificacidn para romper la latencia de las mismas y facilitar asi la germinacion (Fidelis et al. 2016).
Més aun, son recomendados tratamientos de escarificacibn mecanica como inmersion de los frutos o
semillas en agua a 80 °C durante 10 minutos, tratamiento con acido sulfdrico concentrado, o pasar las
semillas sobre una superficie caliente a 120 °C, para aumentar el éxito de la germinacion en los cultivares
de las especies de Stylosanthes (Tropical Forages, s.f.). Esta resistencia de los frutos o semillas podria
permitir la formacién de un banco de semillas almacenadas bajo la superficie, y aunque existe poca
informacion sobre la edad, distribucion, persistencia y composicion genética de esas semillas,
representarian a las contribuciones genéticas de los adultos de la generacion més reciente previa al
incendio, y también una serie de generaciones anteriores (Ayre et al. 2009). Los Unicos datos del tiempo
de ciclo de vida de S. hippocampoides, sustentarian esta propuesta, ya que proponen hasta mas de cinco
afios (Orr 2008), y el tiempo transcurrido desde la primera evaluacion hasta el presente trabajo fueron seis
afios. Esta estrategia reproductiva que algunas plantas poseen, les permitiria mantener su variabilidad
genética posterior a las perturbaciones incluso si estas fueran de gran intensidad, debido a que la
recuperacion de la poblacion se daria a partir de estos bancos de semillas establecidos por poblaciones
anteriores a la perturbacion, y no de una pequefia cantidad de individuos supervivientes (Ayre et al. 2009).
Las especies del género Stylosanthes se caracterizan por presentar tolerancia a la sequia y una gran
capacidad de colonizacion (Barros et al. 2005; Costa et al. 2018; Karia et al. 2010), tales rasgos les
permitirian a sus poblaciones una rapida recuperacién tras los incendios. Incluso si estos fueran
frecuentes, como los ocurridos en Corrientes entre los afios 2019 a 2022, sin el tiempo para la reposicion
de semillas entre incendios, el banco de semillas cumpliria un papel fundamental en la regeneracion de la
poblacién, ayudando a mantener la variabilidad post-incendio (Uchiyama et al. 2006). Una posible
explicacion para el mantenimiento de la variabilidad de la poblacion ASI luego de los incendios sucesivos
del 2019 a 2022, est4 en relacion al ambiente en el que se encuentra dicha poblacién. Una amplia banquina
de ruta que se encuentra constantemente sometida a perturbacién antrépica debido al mantenimiento
mediante quemas periédicas y corte de las pasturas (observacion visual). Banks et al. (2013) mencionan
gue, como consecuencia de un régimen de perturbaciones frecuentes, las poblaciones que alli se localizan
dependen de ellas para sobrevivir ya que se establecen las condiciones éptimas de ese hébitat a las cuales
estan adaptadas, entendiendo por condiciones 6ptimas la disponibilidad de recursos, la estructura del
habitat y la composicion de la comunidad. Considerando la dureza de las semillas y la caracteristica
colonizadora de las especies de Stylosanthes, tras el incendio se produciria un denso desarrollo de las
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plantulas debido al ablandamiento por el calor de las semillas duras en el banco superficial y a la reduccion
de la competencia (Tropical Forage s.f.). Siguiendo este planteo, la poblacion ASI estaria adaptada a
perturbaciones como quemas y cortes periddicos, motivo por el cual, los incendios de los Ultimos afios
(2019 a 2022) no produjeron modificaciones significativas en los valores de la variabilidad genética de
dicha poblacion. Esta hipétesis concuerda con el ensayo realizado por Gardener (1980), donde se
sometieron a 16 cultivares de especies de Stylosanthes (no estuvo incluida S. hippocampoides) a quemas
de cinco temperaturas crecientes para evaluar la resistencia. Las especies adaptadas a condiciones mas
aridas en Australia generalmente fueron mas resistentes al fuego que aquellas utilizadas en las zonas
costeras mas humedas. Ademas, antes de la quema de mayor temperatura, la mayoria de las lineas
tuvieron un nimero suficiente de semillas para la regeneracion, tanto en el suelo como en la superficie; y
el nimero de plantulas de cada linea que se regeneraba durante la estacién himeda estaba altamente
correlacionado con el numero de semillas almacenadas en el suelo.

Por otra parte, si bien se observé un aumento de la diversidad genética en la poblacién TC utilizada
como control, como ha sido explicado, las diferencias halladas no fueron estadisticamente significativas.
En el caso de la ubicacién de la poblacion TC, no existe una perturbacion frecuente como el fuego a la
cual podria adaptarse, pero como se ha mencionado previamente las caracteristicas biolégicas dentro de
una reserva natural protegida, propiciaria el contacto con polinizadores y posibles animales dispersores
de frutos que podrian influir en el mantenimiento de la variabilidad genética.

André et al. (2008) sefiala que la diversidad genética es un parametro resistente que requiere de
numerosas generaciones para llegar a disminuir o modificarse significativamente, teniendo en cuenta
también la intensidad y frecuencia de las perturbaciones que se presenten. Por lo tanto, este trabajo podria
considerarse un estudio inicial para comprender la dindmica de la variabilidad genética poblacional en S.
hippocampoides post-incendios, sin embargo, aumentar el nimero de generaciones y poblaciones
comparadas en futuras evaluaciones permitiria obtener una comprensibn mas completa y precisa.
Finalmente, considerando la intensidad y frecuencia de los incendios ocurridos en la regiéon durante los
ultimos afios, y la posible proyeccion de los mismos en los proximos, debido a que a escala global son
mas frecuentes, incluso en sitios donde anteriormente no ocurrian (Saucedo et al. 2023), como
consecuencia de actividades humanas, factores culturales, y/o agravados por las consecuencias del
cambio climatico, resulta importante este tipo de estudios para planificar medidas de conservacion

adecuadas para las especies nativas.
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7. Conclusiones

La blsqueda de geolocalizaciones afectadas por incendios mediante la plataforma FIRMS resulta
una herramienta valiosa para este tipo de estudios, permitiendo delimitar las areas afectadas y las no
afectadas.

Los resultados de la estructuracion genética (AMOVA) evidenciaron que la mayor variabilidad se
encontraba entre las poblaciones y no dentro de ellas, coincidente con el tipo de reproduccion preferente
de S. hippocampoides. Al mismo tiempo, el andlisis de agrupacion Bayesiana y PCoA, dividieron a las
poblaciones en estudio, y los individuos presentaron alto grado de pertenencia a una sola agrupacion,
sugiriendo la diferenciacion entre ambas. Por lo tanto, la caracterizacion molecular por ISSR en S.
hippocampoides, seria una herramienta a utilizar para la identificacion de poblaciones en planes de

conservacion y mejoramiento.

En cuanto a los indices de variabilidad intrapoblacional la poblacion TC obtuvo valores superiores a

los de la poblacién ASI.

En comparacion con los valores obtenidos en el estudio de los afios 2016 - 2017, la poblacion ASI
redujo sus valores de He, | y PLP, mientras que la poblacion TC mostré6 un aumento de los mismos. Sin
embargo, las diferencias encontradas en los indices de diversidad intrapoblacional (I y He) entre los afios
2016 — 2017 y 2022 de las poblaciones en estudio no resultaron estadisticamente significativas mediante
la prueba no paramétrica de Wilcoxon. A partir de ello, se propone que las poblaciones de S.
hippocampoides presentarian estrategias bioldgicas propias de las especies leguminosas, que actuarian
como factores claves para atenuar los efectos negativos de los incendios acaecidos en Corrientes entre
los afios 2019 a 2022, y como consecuencia mantendrian la variabilidad genética en las poblaciones ASI

y TC sin cambios significativos en las comparaciones realizadas.
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Anexo

Anexo 1: Resultados de los test de normalidad de ambas poblaciones (para los dos afios 2016 y 2022) de

los de indices de Shannon y heterocigosis por locus normal.

Datos W (estadistico) Valor p

indice de Shannon

ASI 2016 0.70263 3.437e-15
ASI| 2022 0.6383 2.201e-10
TC 2016 0.64959 2.2e-16

TC 2022 0.67287 8.525e-10

Heterocigosis esperada

ASI 2016 0.69903 2.772e-15
ASI| 2022 0.63773 2.154e-10
TC 2016 0.64353 2.2e-16

TC 2022 0.68233 1.256e-09

e Hipdtesis nula: las muestras siguen una distribucién normal

e Hipdtesis alternativa: las muestras siguen una distribucién diferente a la normal

En todos los casos W < 1, lo que indica que los datos se desvian de una distribucién normal perfecta,
ademas el valor p es extremadamente pequefio (valor de significancia 0,05). Por lo tanto, se rechaza la

hipétesis nula y se concluye que los datos se desvian significativamente de una distribucién normal.

Anexo 2: Script utilizado para analisis estadisticos en R studio

#Abro directorio
setwd ("C:/Users/JulietaDesktop/Plan tesina Julieta/COMPARACIONES 2016vs2022")

#Llamo a mis tablas

ASI2016<-read.csv(file = "ASI2016.csv", sep = ";", dec = "", header = TRUE, stringsAsFactors = T,
fileEncoding="UTF-8-BOM")

View(ASI2016)

str(ASI2016)

ASI2022<-read.csv(file = "ASI2022.csv", sep = ";", dec = ",", header = TRUE, stringsAsFactors = T,

fileEncoding="UTF-8-BOM")

View(ASI2022)

str(ASI12022)

#nombro a la columna que me interesa (primero |, y después He)
I1<- ASI2016[,3]

12<-AS12022[,3]
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Hel<-ASI2016][,4]

He2<-ASI2022[,4]

# Histograma con detalles varios

hist(11, col="red", xlab="Variable Respuesta”, ylab="Frecuencia", main="Histograma | por locus")
hist(12, col="red", xlab="Variable Respuesta", ylab="Frecuencia", main="Histograma | por locus")
hist(Hel, col="red", xlab="Variable Respuesta", ylab="Frecuencia", main="Histograma He por locus")
hist(He2, col="red", xlab="Variable Respuesta", ylab="Frecuencia", main="Histograma He por locus")
#Modo grafico. Si queremos saber si una variable tiene distribucion normal, podemos comparar los valores
de los percentiles entre la distribucion incognita y la distribucion normal estandar, y trazamos la recta de
referencia mediante las siguientes sentencias.

ggnorm(l1)

qqline(l1, col="red", lwd=10)

ggnorm(12)

qqline(12, col="red", lwd=10)

ggnorm(Hel)

gqline(Hel, col="red", lwd=10)

ggnorm(He2)

qqline(He2, col="red", lwd=10)

#Hago pruebas Formales de Normalidad

shapiro.test(11)

shapiro.test(12)

shapiro.test(Hel)

shapiro.test(He2)

##NO TIENEN DISTRIBUCION NORMAL, ENTONCES HAGO WILCOX.TEST

#Wilcox test

wilcox.test(11,12)
wilcox.test(Hel,He?2)
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