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IntroduccIón

El análisis de la distribución y de la 
representatividad de la variabilidad genética 
cloroplástica en poblaciones naturales es relevante 
para el estudio de los procesos demográficos y 

microevolutivos que actúan de forma concertada para 
modelar la diversidad genética a través del tiempo y 
del espacio.

Las especies forestales se distribuyen en ambientes 
heterogéneos de dimensiones variables (Pastorino & 
Gallo, 2009). En caso de interrumpirse la continuidad 
en su distribución se produce una subdivisión, siendo 
casi inevitable la diferenciación genética entre los 
fragmentos cuyas frecuencias alélicas se tornan 
diferentes. Estos fragmentos, habitualmente son 
llamados poblaciones locales o subpoblaciones y 
constituyen las unidades de estudio en Genética de 
Poblaciones (Hartl & Clark, 2007).

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil 
(Griseb.) Altschul (Cialdella, 2000; Tortorelli, 2009), 
comúnmente conocida en Argentina como “curupay” 
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Summary: Chloroplast genetic structure and differentiation in natural populations of Anadenanthera 
colubrina var. cebil (Leguminosae) from Argentina. Anadenanthera colubrina var. cebil is a native tree from 
South America distributed in Paranaense and Yungas phytogeographic provinces in Argentina. Individuals 
from four experimental sites were studied analyzing four cpSSRs loci. Levels of genetic diversity were 
estimated. Also, population genetic structure was investigated and differentiation of chloroplast genetic 
variability was estimated. Distribution patterns of chloroplast genetic diversity in the studied populations 
were consequences of genetic drift. The absence of seed-mediated gene flow between populations 
and putative historical expansion of Seasonally Dry Tropical Forest followed by fragmentation would 
have involved in the level of population genetic structure detected. The sampling sites from Paranaense 
Phytogeographic Province were the less differentiated of the total genetic variation.

Key words: Anadenanthera colubrina var. cebil, cpSSR, natural populations.

Resumen: Anadenanthera colubrina var. cebil es una especie forestal nativa de Sudamérica cuya 
distribución en Argentina se restringe a las provincias fitogeográficas Paranaense y de las Yungas. Se 
estudiaron individuos pertenecientes a cuatro sitios experimentales mediante el análisis de cuatro loci 
cpSSRs. Se estimaron los niveles de diversidad genética, se determinó la estructura genética poblacional 
y se estimó la representatividad de la variabilidad genética cloroplástica. Los patrones de distribución 
de la diversidad genética cloroplástica contemporáneos en las poblaciones estudiadas resultan de la 
acción de la deriva genética. La ausencia de flujo génico mediado por semillas entre las poblaciones y la 
posible expansión histórica de los Bosques Secos Estacionales Neotropicales seguida de fragmentación 
habrían influido en la marcada estructuración genética poblacional detectada. Los sitios de muestreo de 
la provincia fitogeográfica Paranaense resultaron los más representativos de la variación genética total.
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o “cebil colorado” (Tortorelli, 2009), es una especie 
forestal nativa de América del Sur perteneciente 
a la subfamilia Mimosoideae y tribu Mimoseae 
(Cialdella, 2000). Puede alcanzar 35 m de altura y 
posee un tronco con corteza grisácea mamelonada 
(Altschul, 1964). Hojas compuestas bipinnadas con 
una glándula alargada en la base del pecíolo y 1-3 
glándulas similares más pequeñas bajo los últimos 
pares de pinnas. Las glándulas exudan una sustancia 
atractiva para insectos polinizadores (Altschul, 
1964). Las flores hermafroditas, de color blanco 
amarillento, se disponen en inflorescencias. El fruto 
es un folículo largo, angosto y achatado (Queiroz, 
2009) con semillas discoidales y aplanadas de color 
café-negruzco de rápida germinación (Altschul, 
1964; Justiniano & Fredericksen, 1998). Esta especie 
es alógama (Ciadella, 2000) y la floración ocurre 
al final de la época seca e inicio de la húmeda; la 
polinización es entomófila y la diseminación de 
semillas es por autocoria-anemocoria (Justiniano & 
Fredericksen, 1998; Abraham de Noir et al., 2002).

A. colubrina var. cebil se distribuye a lo largo 
de los Bosques Secos Estacionales Neotropicales 
(Seasonally Dry Tropical Forests - SDTFs) (Prado 
& Gibbs, 1993; Prado, 2000). Prado & Gibbs (1993) 
en el marco de la teoría del Arco Pleistocénico 
propusieron, en base a la semejanza florística de estos 
bosques, que los patrones actuales de distribución 
fragmentaria y disyunta de los SDTFs en América 
del Sur son vestigios de una formación histórica 
más extensa y continua. A. colubrina var. cebil es 
considerada la especie más paradigmática de estos 
bosques (Prado, 2000), pudiendo definirse tres 
núcleos en su distribución: 1) el núcleo Caatinga, en 
el NE de Brasil, donde su presencia es muy frecuente, 
2) el núcleo Misiones, que ocurre a lo largo de los 
sistemas de los ríos Paraguay y Paraná en el NE 
de Argentina, E de Paraguay y SE de Brasil y 3) el 
núcleo Pedemonte Subandino, en el SO de Bolivia 
y NO de Argentina (Prado & Gibbs, 1993) (Fig. 
1). En Argentina, la distribución geográfica de esta 
especie se restringe al Norte del país, presentando 
una distribución disyunta (Cialdella, 2000) quedando 
comprendida en las provincias fitogeográficas 
Paranaense y de las Yungas (Cabrera, 1976).

Para el estudio de la dinámica espacio-temporal 
de las poblaciones de especies arbóreas, los genomas 
citoplasmáticos son ampliamente utilizados (Petit & 
Vendramin, 2007). El ADN cloroplástico (ADNcp) 
posee una organización estructural conservada en 

las plantas superiores (Ravi et al., 2008), presenta 
una evolución lenta (Olmstead & Palmer, 1994) 
y carece de recombinación (Palmer et al., 1987). 
Debido a estas características estructurales, es posible 
interpretar los patrones de variación observados en 
los diferentes loci en conjunto y asignar haplotipos 
particulares a los diferentes individuos (Powell et 
al., 1996). En la mayoría de las Angiospermas, el 
ADNcp presenta herencia uniparental usualmente 
por vía materna (Corriveau & Coleman, 1988) con 
lo cual puede asumirse que el genoma cloroplástico 
de A. colubrina var. cebil es heredado de manera 
uniparental por esa vía.

En las plantas superiores, los niveles de 
estructuración genética de las poblaciones son 
definidos según el modo de transmisión de sus 
genomas. En la mayoría de las Angiospermas, 
al ser las organelas heredadas vía materna, el 
flujo génico ocurre sólo por semillas (Corriveau 
& Coleman, 1988; Palmer et al., 1988). Así, en 
comparación con los genomas de herencia biparental 
y paterna, los marcadores heredados por vía materna 
detectan una mayor diferenciación genética entre las 
poblaciones (Finkeldey & Hattemer, 2007) debido 
a que normalmente las semillas se distribuyen a 
distancias más cortas que el polen (Zhan et al., 2011). 

Los marcadores microsatélites (Simple Sequence 
Repeat, SSR) son altamente informativos y, 
probablemente, uno de los marcadores de mayor 
poder en la detección de polimorfismos. Los loci 
SSRs se encuentran tanto en el genoma nuclear como 

Fig. 1. Distribución de registros de Anadenanthera 
colubrina var. cebil en Sudamérica. Se indican los 
núcleos Caatinga (1), Misiones (2) y Pedemonte 
Subandino (3). Imagen adaptada desde Prado y 
Gibbs (1993).
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en los genomas citoplasmáticos (Tautz & Renz, 1984). 
El estudio de la variación genética cloroplástica se ve 
facilitado ya que pueden amplificarse regiones SSR 
mediante cebadores universales complementarios a 
las regiones del ADNcp conservado que las flanquean 
(Weising & Gardner, 1999). Los polimorfismos dados 
por la variación en el número de repeticiones de los 
microsatélites cloroplásticos (cpSSR) proporcionan 
información útil para el estudio de los procesos 
microevolutivos que generan diferenciación genética 
y que modelan la composición del acervo génico 
de las poblaciones a través del tiempo (Powell et 
al., 1996; Templeton, 2006). El modo de herencia 
uniparental (Powell et al., 1996), la baja tasa de 
mutación (Clegg et al., 1994; Provan et al., 1999), 
la haploidía (Wolfe et al.; 1987; Ennos, 1994) y la 
ausencia de recombinación (Palmer et al., 1987) 
del genoma cloroplástico hacen de los marcadores 
cpSSR una herramienta valiosa para el estudio de 
los efectos de la fragmentación histórica de las 
poblaciones, permitiendo analizar el efecto relativo 
de la acción de la deriva genética y del flujo génico 
histórico mediado por semillas.

Dada la distribución disyunta de A. colubrina 
var. cebil se analizaron individuos provenientes de 
cuatro poblaciones naturales del Norte argentino 
ubicadas en las dos provincias fitogeográficas que 
abarca su distribución con el objeto de: a) cuantificar 
la diversidad genética cloroplástica, tanto alélica 
como haplotípica, b) establecer las relaciones entre 
los haplotipos a partir de las distancias genéticas, c) 
analizar la distribución de la variación en los diferentes 
niveles jerárquicos de organización poblacional, d) 
determinar la estructura genética cloroplástica de 

las poblaciones y e) estimar la representatividad de 
la variabilidad genética cloroplástica en las mismas.

matErIalEs y métodos

Material estudiado
Se analizó material vegetativo de 69 individuos 

adultos de A. colubrina var. cebil, de los cuales 36 
provenían de la provincia fitogeográfica Paranaense 
y 33 de la provincia fitogeográfica de las Yungas. De 
cada individuo se colectaron hojas jóvenes las cuales 
se conservaron en sílica gel dentro de bolsas de plástico 
debidamente rotuladas hasta ser procesadas en el 
laboratorio. Los individuos fueron geo-referenciados 
mediante el sistema de posicionamiento global (GPS).

En la provincia fitogeográfica Paranaense se 
consideraron los sitios experimentales Candelaria 
y Santa Ana, ambos localizados al Sur de Misiones 
mientras que en las Yungas se consideraron los 
sitios experimentales Tucumán y Jujuy localizados 
en la Reserva Horco Molle y en el Parque Nacional 
Calilegua, respectivamente (Tabla 1; Fig. 2A). 
Los individuos se muestrearon desde dos sitios en 
cada uno de ellos, definiendo los sitios de muestreo 
denominados Candelaria A, Candelaria B, Santa 
Ana C, Santa Ana D, Tucumán E, Tucumán F, Jujuy 
G y Jujuy H. Los sitios de muestreo se definieron 
atendiendo a la distribución fragmentada de esta 
especie. En la provincia fitogeográfica Paranaense 
la distancia geográfica promedio entre los sitios de 
muestreo fue de aproximadamente 1 Km mientras 
que en las Yungas fue de aproximadamente 4 Km 
(Tabla 1).

Tabla 1. Localización geográfica y número de individuos en los sitios de A. colubrina var cebil estudiados. 
N: Número de individuos muestreados.

Provincia fitogeográfica Sitio experimental Sitio de muestreo Latitud Longitud Altitud (msnm) N

Paranaense

Candelaria
Candelaria A 27° 26’ 58,20” S 55° 44’ 20,18” W 112 10

Candelaria B 27º 26’ 59,89” S 55º 44’ 26,02” W 104 10

Santa Ana
Santa Ana C 27° 25’ 55,99” S 55° 34’ 16,79” W 153 10

Santa Ana D 27º 25’ 56,39” S 55º 34’ 20,50” W 152 6

Yungas

Tucumán
Tucumán E 26° 47’ 26,10” S 65° 18’ 58,14” W 590 5

Tucumán F 26º 46’ 32,41” S 65º 20’ 32.21” W 858 9

Jujuy
Jujuy G 23° 45’ 15,01” S 64° 51’ 12,99” W 709 10

Jujuy H 23º 41’ 58,70” S 64º 51’ 35.39” W 1026 9
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Genotipificación mediante marcadores cpSSR
El ADN genómico total fue extraído empleando 

el kit de extracción DNeasy® – Plant minikit 
(Qiagen). Se amplificaron cuatro loci microsatélites 
cloroplásticos Ccmp2, Ccmp4, Ccmp5 y Ccmp7 
mediante cebadores universales desarrollados 
por Weising & Gardner (1999), los cuales fueron 
sintetizados incorporando una marca fluorescente 
(FAM: azul o HEX: verde) a su extremo 5’, para su 
posterior genotipificación.

Las reacciones de amplificación se realizaron 
en un volumen final de 15 μl empleando 0,5 ng/
μl de ADN, 1x de Buffer Hot Start, 2,5 mM de 
Cl2Mg, 0,2 mM de cada dNTP, 1 U de enzima 
ADN polimerasa Hot Start (5 U/μl FirePol Solis 
BioDyne) y 0,33 pmol de cada cebador. La reacción 
de amplificación fue realizada en un termociclador 
con gradiente (Biometra) empleando un programa 
de tipo touchdown. Las condiciones de ciclado 
empleadas fueron: una desnaturalización inicial 
a 94°C durante 15 min, seguida de 10 ciclos de: 
desnaturalización a 94°C durante 1 min, hibridación 
en un rango de temperatura de 60 a 50°C durante 1 
min (-1°C por ciclo) y elongación a 72°C durante 
1 min. Estos 10 ciclos fueron seguidos por 29 
ciclos de: desnaturalización a 94°C durante 1 min, 
hibridación a 50°C durante 1 min y elongación a 
72°C durante 1 min. La reacción de amplificación 
terminó con una etapa de elongación final a 72°C 
durante 20 min.

Los diferentes alelos fueron identificados a 
partir del tamaño de los fragmentos el cual fue 
asignado empleando el secuenciador ABI Prism® 
3100 (Applied Biosystems) mediante el empleo del 
programa GENESCANTM y un marcador de peso 
estándar GS 500 ROXTM (Applied Biosystems). 
Mediante la combinación de los alelos de los 
diferentes loci se definieron los haplotipos.

Análisis estadístico de los datos
Las estimaciones de diversidad genética fueron 

realizadas para cada sitio experimental y de manera 
global. El número promedio de alelos por locus 
(Na) y el número promedio de alelos únicos (AU), 
se estimaron mediante el programa GenAlEx 
6.5 (Peakall & Smouse, 2012). El número de 
haplotipos (NH), el número de haplotipos únicos 
(HU) y el número de haplotipos compartidos (HC) 
se determinaron por conteo directo, en tanto que 
el índice de diversidad haplotípica de Nei  (Nei, 
1987) fue obtenido mediante cálculo manual.

La distribución de la variación haplotípica 
dentro y entre los sitios experimentales, se analizó 
por medio de un Análisis de Varianza Molecular 
(AMOVA) testando la hipótesis nula de ausencia 
de estructuración genética (Stewart & Excoffier, 
1996). El AMOVA partió de una matriz de 
distancias cuadráticas construida entre todos los 
pares de haplotipos aplicando el índice métrico 
Euclideano (Huff et al., 1993). El modelo jerárquico 

Fig. 2. Análisis de la estructura genética de los sitios 
experimentales de A. colubrina var. cebil del Norte 
argentino estudiados. A. Ubicación geográfica de 
los sitios experimentales: Candelaria (C), Santa Ana 
(S), Tucumán (T) y Jujuy (J). Se resaltan las áreas 
de distribución de la especie propuesta por Dimitri 
et al. (2000); B. Red de haplotipos; C. Análisis 
Bayesiano: a. Modelo espacial y b. modelo no 
espacial; D. Dendrograma de los clusters definidos.
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incluyó como fuentes de variación a los siguientes 
niveles: “dentro de sitios experimentales”, “entre 
sitios experimentales dentro de cada provincia 
fitogeográfica”, y “entre provincias fitogeográficas”. 
La significancia estadística de los componentes 
de la covarianza asociados a estos niveles de 
estructura genética, fue testada bajo un enfoque no 
paramétrico basado en permutaciones ya que los 
datos moleculares no presentan una distribución 
normal (Excoffier et al., 1992).

El grado de estructuración genética poblacional 
se analizó mediante el índice de fijación FST 
(Wright, 1965), el cual fue estimado a partir del 
AMOVA. La significancia estadística de este 
índice fue testada con un valor de  obtenido 
mediante 1023 permutaciones de los haplotipos 
dentro de sitios experimentales y entre provincias 
fitogeográficas para el 95% de confianza (p<0,05). 
Estos análisis fueron desarrollados utilizando el 
programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). 

Las relaciones entre los haplotipos se infirieron 
mediante la construcción de una red mínima 
(minimum spanning network) graficando las 
distancias genéticas a partir del número de alelos 
diferentes entre todos los pares de haplotipos. La 
red fue graficada por medio del programa HapStar 
0.7 (Teacher & Griffiths, 2011).

Se infirió la estructura genética poblacional 
mediante un análisis bayesiano usando un modelo de 
agrupamiento de tipo mixture (Non-spatial genetic 
mixture analysis) para loci ligados (Corander et 
al., 2008a). Mediante este análisis se determinó 
el número más probable de agrupamientos o 
clusters y se asignaron los individuos a ellos 
empleando únicamente información genética. El 
número de clusters fue tratado como un parámetro 
desconocido. Además, se implementó un modelo de 
agrupamiento espacial de individuos (Spatial genetic 
mixture analysis) para loci ligados (Corander et al., 
2008b) incorporando al agrupamiento no espacial el 
término correspondiente a la probabilidad a priori 
de la posición geográfica de cada individuo. Para 
determinar el número de clusters que presenta la 
mayor probabilidad a posteriori se testaron valores 
de k clusters comprendidos en un rango de dos a 
ocho (k = [2-8]) realizando 10 repeticiones para 
cada valor de k. 

Las relaciones existentes entre los clusters 
fueron determinadas mediante la construcción de un 
dendrograma aplicando la técnica de agrupamiento 

UPGMA (Unweighted Pair Groups Method with 
Arithmetic Mean) a la matriz de distancia obtenida 
a partir de los clusters. Esta matriz se obtuvo 
aplicando el índice de distancia de Kullback-Leibler 
(KL) (Kullback & Leibler, 1951) el cual puede 
emplearse como una medida de distancia genética 
relativa entre la distribución de dos conjuntos de 
datos (Kasturi et al., 2003). La totalidad de estos 
análisis fueron desarrollados utilizando el programa 
BAPS versión 6.0 (Corander et al., 2006, 2008a).

Se determinó la representatividad de la variabilidad 
genética cloroplástica de cada sitio de muestreo por 
la diferencia entre su composición genética y la 
de su complemento mediante la estimación del 
índice de diferenciación genética de Gregorius  
(Gregorius, 1984). Además, se estimó el índice de 
diferenciación subpoblacional ( ) para representar 
el nivel medio de diferenciación entre los sitios de 
muestreo (Gregorius & Roberds, 1986). De esta 
manera, se caracterizó a cada sitio de muestreo por 
la diferencia entre su composición genética y la de su 
complemento considerando dos niveles de análisis: 
a nivel de acervo génico, en el cual los elementos 
genéticos correspondieron a todos los alelos y a nivel 
de haplotipos, en el cual los elementos genéticos 
correspondieron a la combinación de alelos para los 
diferentes loci. La totalidad de estos análisis fueron 
realizados utilizando el programa GSED versión 3.0 
(Gillet, 2010). 

rEsultados

A partir de los cuatro loci analizados se definieron 
seis haplotipos (HA-HF). El locus Ccmp5 fue el 
más polimórfico debido a que presentó cuatro 
alelos diferentes. El alelo 109 del locus Ccmp4 
estuvo presente tanto en individuos de las Yungas 
como en individuos de Santa Ana (Tabla 2). Los 
sitios experimentales analizados presentaron baja 
diversidad genética en todos los loci cpSSRs 
analizados. En los 69 individuos se detectó, en 
promedio, un alelo por locus (Na) y menos de 
un alelo único por locus (AU) en todos los sitios 
experimentales, registrándose ausencia de alelos 
únicos en Santa Ana mientras que Jujuy presentó 
la mayor cantidad de alelos únicos (Tabla 3). Se 
definieron seis haplotipos, de los cuales uno (HB) 
fue compartido entre Candelaria y Santa Ana, en 
tanto que los haplotipos restantes (HA, HC, HD, HE 
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y HF) fueron únicos, es decir, cada haplotipo fue 
propio de un sitio experimental. Estos resultados 
denotan ausencia de haplotipos compartidos entre 
las provincia fitogeográficas (Tablas 2, 3). El índice 
de diversidad haplotípica de Nei (h), presentó 
un valor promedio bajo siendo moderado en los 
sitios experimentales de la provincia fitogeográfica 
Paranaense y bajo en los de las Yungas (Tabla 3).

En relación al análisis de la distribución de 
la variación molecular en los diferentes niveles 
jerárquicos de organización, el AMOVA indicó que 
el mayor porcentaje de variación estuvo contenido 
entre las provincias fitogeográficas (69,69%). 
Entre sitios experimentales dentro de provincias 
fitogeográficas se resumió el 25,11% y dentro 
de los sitios experimentales se observó el menor 
porcentaje de variación (5,21%) (Tabla 4). El índice 
de fijación FST indicó una fuerte estructuración 
genética debido a que alcanzó un valor de 0,95 
resultando estadísticamente significativo a un nivel 
del 95% de confianza (p<0,05).

La red de haplotipos evidenció mayor distancia 
genética entre haplotipos provenientes de las 
diferentes provincias fitogeográficas en relación a 
la distancia genética presente entre haplotipos de 
cada provincia (Fig. 2B).

El modelo no espacial del análisis Bayesiano 
estableció que el número más probable de clusters 
fue seis (P(k=6)=0,80), presentando los individuos 
asignados a cada cluster el mismo haplotipo. 
Por su parte, el modelo espacial estableció que 
el número más probable de clusters fue cuatro 
(P(k=4)=0,99), presentando los individuos asignados 
a cada cluster el mismo origen geográfico, a 
excepción de dos individuos de Candelaria los 
cuales portan el único haplotipo compartido (Fig. 
2.C). A partir de la definición de estos cuatro 
clusters, los sitios experimentales pueden ser 
considerados poblaciones desde un punto de vista 
genético, es decir un conjunto de individuos que 
comparten un acervo génico característico (Hartl 
& Clark, 2007).

Tabla 2. Haplotipos cpSSRs analizados en A. colubrina var. cebil. N: número de individuos 
Se indican los alelos según su tamaño en pares de bases. 

Haplotipo Ccmp2 Ccmp4 Ccmp5 Ccmp7 Sitio de muestreo N

HA 478 112 133 155 Candelaria A y B 18

HB 478 112 134 155 Candelaria B; Santa Ana C y D 12

HC 478 109 134 155 Santa Ana D 6

HD 491 109 140 150 Tucumán E y F 14

HE 474 109 140 150 Jujuy G y H 18

HF 474 109 139 150 Jujuy G 1

Tabla 3. Diversidad genética en los sitios experimentales de A. colubrina var. cebil estudiados. N: 
Número de individuos muestreados, Na: Número promedio de alelos por locus, AU: Número promedio de 
alelos únicos, NH: Número de haplotipos, HU: Número de haplotipos únicos, HC: Número de haplotipos 
compartidos y h: Indice de diversidad haplotípica de Nei. *Valor promedio entre sitios experimentales.

Provincia fitogeográfica Sitio experimental N Na AU NH HU HC h

Paranaense
Candelaria 20 1,250 0,250 2 1 1 0,400

Santa Ana 16 1,250 0,000 2 1 1 0,500

Yungas
Tucumán 14 1,000 0,250 1 1 0 0,000

Jujuy 19 1,250 0,500 2 2 0 0,094

Total 69 1,188* 0,250* 6 5 1 0,249*
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El dendrograma agrupó los seis clusters 
definidos mediante el modelo no espacial del 
análisis Bayesiano en dos grupos principales, en 
coincidencia con la provincia fitogeográfica de 
origen de los individuos asignados a los mismos. 
Las distancias genéticas entre los clusters asumen 
valores similares dentro de cada provincia (Fig. 
2D).

Al caracterizar cada sitio de muestreo por la 
diferencia entre su composición genética y la de 
su complemento, los niveles de diferenciación 
reflejados por los valores de  y de  mostraron 
que la diferenciación genética entre los sitios 
de muestreo fue mayor a nivel de haplotipos 
que a nivel de acervo génico (Fig. 3). Los sitios 
de muestreo Tucumán E y Tucumán F fueron 
analizados como una única entidad debido a que 

presentaron idéntica composición genética. En 
este último análisis, el sitio experimental Tucumán 
presentó mayor diferenciación genética respecto a 
su complemento tanto a nivel de haplotipos como 
de acervo génico. Por su parte, el sitio de muestreo 
Candelaria B presentó mayor representatividad a 
nivel de haplotipos, puesto que posee dos haplotipos 
compartidos a elevada frecuencia, en tanto que 
el sitio de muestreo Santa Ana D presentó mayor 
representatividad a nivel de acervo génico debido 
a que comparte los dos alelos del locus Ccmp4 
con todos los sitios de muestreo. De esta manera, 
a nivel de acervo génico los sitios de muestreo de 
la provincia fitogeográfica Paranaense fueron los 
más representativos de la variación genética total 
mientras que los de las Yungas fueron los más 
diferenciados (Fig. 3).

Tabla 4. Análisis de Varianza Molecular.

Fuente de Variación Grados de 
libertad

Suma de 
cuadrados

Componentes 
de varianza

Porcentaje de 
variación

Entre provincias fitogeográficas 1 54,59 1,34 Va 69,69%

Entre sitios experimentales, dentro 
de provincias fitogeográficas

2 16,53 0,48 Vb 25,11%

Dentro de sitios experimentales 65 6,5 0,10 Vc 5,21%

Total 68 77,62 1,92 100%

Fig. 3. Análisis de la representatividad de la variabilidad genética cloroplástica a nivel de A. acervo génico 
y B. haplotipos. El radio de cada porción es proporcional a Dj. El radio del círculo es proporcional a . Sitios 
de muestreo: CA: Candelaria A; CB: Candelaria B, SC: Santa Ana C; SD: Santa Ana D; TEF: Tucumán; 
JG: Jujuy G; JH: Jujuy H. Se indica       : sitio de muestreo más diferenciado y        : sitio de muestreo más 
representativo.
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dIscusIón

La distribución de la variabilidad genética 
cloroplástica resulta de la acción conjunta de los 
procesos microevolutivos, tales como deriva genética 
y flujo génico, y de los eventos demográficos, 
los cuales han operado en tiempos pasados y se 
encuentran operando en el presente modelando esta 
variabilidad genética. 

Es posible realizar inferencias sobre la acción 
de los diferentes procesos microevolutivos por 
medio del análisis de la diversidad genética en 
los loci cpSSRs y la determinación del grado de 
estructuración genética poblacional (Provan et al., 
1999).

Los bajos niveles de polimorfismo en estos 
loci, reflejados en la baja diversidad genética 
y haplotípica promedio detectada en los sitios 
experimentales de la provincia fitogeográfica 
Paranaense pueden esperarse debido a que la tasa 
de mutación de los cpSSRs es baja, siendo en 
promedio 1x10-5 (Vachon & Freeland, 2011). A 
pesar de ello, estos marcadores resultaron eficaces 
para detectar variación entre sitios experimentales 
y entre provincias fitogeográficas, presentando 
tres de los cuatro sitios experimentales haplotipos 
únicos y ausencia de haplotipos compartidos entre 
las provincias fitogeográficas. Esta distribución 
haplotípica se pone de manifiesto en la marcada 
estructuración genética poblacional revelada por 
el índice de fijación (FST=0,95) ya que un valor de 
FST cercano a uno indica la fijación de diferentes 
haplotipos en las diferentes poblaciones (Wright, 
1965).

Los niveles de dispersión de semillas pueden 
modelar la composición y la estructura genética de 
las poblaciones vegetales (Hamrick et al., 1993). Ha 
sido sugerido que las especies que producen semillas 
con bajo potencial de dispersión generalmente 
poseen menor diversidad genética y elevados niveles 
de estructuración genética poblacional en el ADNcp 
(Pakkad et al., 2008). El mecanismo de dispersión 
de A. colubrina var. cebil es autocórico-anemocórico 
(Abraham de Noir et al., 2002) presentando sus 
semillas un bajo potencial de dispersión y en 
coincidencia con lo sugerido, se observó baja 
diversidad y elevada estructuración genética en 
los sitios experimentales estudiados. Los niveles 
de estructuración genética presentes en los sitios 
experimentales de A. colubrina var. cebil son 

similares a los detectados por Lira et al. (2003) en 
Caesalpinia echinata Lam. (FST=0,95 y FST=0,91, 
respectivamente). Ambas especies presentan 
dispersión de semillas por gravedad. En contraparte, 
Eugenia uniflora cuya dispersión de semillas es 
zoócora presenta menor estructuración (FST=0,21) 
(Salgueiro et al., 2004).

Los métodos de inferencia bayesiana permitieron 
establecer el número y la composición de las 
poblaciones empleando únicamente criterios 
genéticos (Corander et al., 2003). Mediante este 
modelo se identificaron seis clusters, presentando 
los individuos asignados a cada uno de ellos 
el mismo haplotipo. Además, estos clusters se 
agruparon de acuerdo a su región de origen, 
presentándose la máxima distancia genética entre 
las provincias fitogeográficas (Fig. 2D) aunque 
dentro de ambas provincias fitogeográficas las 
distancias genéticas entre los clusters fueron 
bajas. En la provincia fitogeográfica Paranaense 
la cercanía geográfica entre las poblaciones podría 
explicar la baja distancia genética mientras que, en la 
provincia de las Yungas las poblaciones analizadas 
se ubican a una gran distancia geográfica. A pesar 
de la gran distancia geográfica, las poblaciones 
Tucumán y Jujuy se encuentran localizadas en el 
núcleo Pedemonte subandino con lo cual comparten 
una misma dinámica histórica (Werneck et al., 
2011) pudiendo ambas poblaciones presentar una 
ascendencia común y traducirse esto en una baja 
distancia genética. 

La consideración conjunta del mecanismo de 
dispersión de semillas de A. colubrina var. cebil y 
de la distancia geográfica entre las poblaciones, hace 
poco probable la existencia de flujo génico mediado 
por semillas entre ellas. Al incorporar al análisis 
bayesiano la localización geográfica de los individuos 
como probabilidad a priori, el número de clusters 
se redujo a cuatro, coincidiendo su composición 
mayoritariamente con los sitios experimentales 
de origen reflejando de esta manera, ausencia de 
flujo génico mediado por semillas. Cuando las 
poblaciones se aíslan unas de otras, las fuerzas 
estocásticas remodelan la composición genética de 
los individuos a lo largo de las generaciones siendo la 
deriva genética la fuerza microevolutiva responsable 
de la estructuración genética poblacional (Corander 
et al., 2008a). Este proceso tiende a la fijación o 
pérdida de alelos y su naturaleza aleatoria hace poco 
probable que las poblaciones locales presenten las 
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mismas variantes fijadas (Templeton, 2006). Es así 
que la fijación del haplotipo HD en Tucumán, sería 
resultado de la acción de la deriva genética tras 
largos períodos de aislamiento. 

A partir de la distribución de los haplotipos 
cloroplásticos en las poblaciones analizadas, 
conociendo la naturaleza y evolución de este 
genoma como así también las teorías existentes 
acerca de los eventos demográficos ocurridos 
en los SDTFs, los patrones de distribución de la 
diversidad genética cloroplástica contemporáneos 
pueden interpretarse como resultado de los eventos 
demográficos históricos. La posible expansión 
histórica de los SDTFs seguida de su fragmentación 
habría jugado un rol preponderante sobre los niveles 
de estructuración genética de las poblaciones de A. 
colubrina var. cebil estudiadas dado que las mismas 
presentaron bajos niveles de diversidad genética 
cloroplástica y elevadas frecuencias de alelos y 
haplotipos únicos.

Los SDTFs representan uno de los ecosistemas 
tropicales más amenazados debido a su alta 
tasa de deforestación (Janzen, 1988; García-
Oliva & Jaramillo, 2011). El conocimiento de 
la representatividad de la variabilidad genética 
contemporánea es de utilidad en la planificación 
de estrategias de conservación de los recursos 
genéticos contribuyendo a la identificación de 
cuántas y cuáles poblaciones conservar (Gillet et al., 
2005; Zhao & Gong, 2012). En sentido estricto, el 
término conservación genética implica preservar el 
número máximo de alelos de un recurso genético 
(Finkeldey & Hattemer, 2007; Höglund, 2009). 
Esta definición enfatiza la necesidad de considerar 
tanto a las poblaciones más diferenciadas como a 
las más representativas en planes de conservación. 
En especies vegetales no cultivadas, incluyendo 
especies forestales nativas, la preservación del 
máximo número de alelos deja de ser el objetivo 
principal debido a que alelos raros o únicos no 
mejorarían la capacidad de las poblaciones para 
sobrevivir en un ambiente particular a cambios 
ambientales repentinos (Finkeldey & Hattemer, 
2007) adquiriendo de esta manera, mayor relevancia 
la preservación de la variación genética más 
representativa. Los sitios de muestreo de la provincia 
fitogeográfica Paranaense presentaron la mayor 
representatividad de la variación genética total 
con lo cual estos sitios de muestreo deberían ser 
considerados en futuros planes de conservación.

conclusIonEs

A. colubrina var. cebil es un recurso nativo de 
Sudamérica que presenta una distribución disyunta 
en el Norte argentino. Los patrones de distribución de 
la diversidad genética cloroplástica contemporáneos 
en las poblaciones estudiadas, caracterizados por 
bajos niveles de diversidad genética, presencia 
de haplotipos únicos y ausencia de haplotipos 
compartidos entre las provincias fitogeográficas, 
resultan de la acción de la deriva genética. La 
ausencia de flujo génico mediado por semillas entre 
las poblaciones y la posible expansión histórica 
de los SDTFs seguida de fragmentación habrían 
influido en la marcada estructuración genética 
poblacional detectada. Los sitios de muestreo de la 
provincia fitogeográfica Paranaense resultaron los 
más representativos de la variación genética total.
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