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Resumen

El entendimiento de la estructura geografica de la variabilidad genética intraespecifica de un
grupo de especies actualmente simpatricas puede ser una herramienta poderosa para
interpretar los procesos biogeograficos que han tenido lugar en una region dada, permitiendo
realizar hipdtesis sobre sus causas, particularmente en referencia a las fluctuaciones climaticas
del periodo Cuaternario, las que muy a menudo son relacionadas con el establecimiento de
areas de refugio de vegetacion. Las “areas calientes” de la dendroflora subtropical de Uruguay
son consideradas areas de refugio actuales e incluyen las zonas de serranias del norte, de las
Serranias del Este y la Cuchilla de Haedo, asi como el area del Rio Uruguay y sus afluentes,
coincidiendo con las areas de refugios pleistocénicos sugeridas para la distribucion actual de
las especies. Para testear esta hipodtesis analizamos la distribucion geografica de la
variabilidad genética de Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), un arbol nativo de Argentina, Brasil
y Uruguay que habita en areas de vegetacion fluvial, quebradas y serranas. Su rango de
distribucion geografica natural en Uruguay comprende las dreas principales consideradas
como de alta riqueza especifica para el pais. Analizamos la variabilidad genética de cuatro
marcadores neutros cpDNA con PCR-RFLP de 474 individuos en 20 poblaciones. El analisis
detectd 18 haplotipos diferentes relacionados en una red con dos clados principales. El
AMOVA revel6 que la variabilidad se encontraba distribuida 58% dentro y 42% entre
poblaciones, y considerando regiones en poblaciones un 18%. Creemos que el sindrome de
dispersion zoocorica de la semilla podria contribuir al mantenimiento del flujo génico entre
poblaciones, pero los marcadores de herencia materna aun muestran clara estructuracion
geografica de las poblaciones. Patrones geograficos de la variabilidad similares han sido
encontrado en otras especies filogenéticamente no relacionadas, lo que refuerza la hipotesis de
la existencia de areas de refugio de vegetacion Cuaternaria en Uruguay.

Summary

Understanding the geographic structure of intraspecific genetic variability of a group of
currently sympatric species can be a powerful tool to interpret the biogeographic processes
that have taken place in a given region and hypothesize their causes, particularly in reference
to the climatic fluctuations of the Quaternary period which are often related to the
establishment of vegetation refuge areas. Subtropical woody species hotspots in Uruguay,
considered present refuge areas, include the hilly landscapes of the northern portions of the
Eastern Serranias and the Cuchilla de Haedo, and the Uruguay River and its surroundings,
coincidently with the pleistocenic refugial areas suggested for currently widespread species.
To test this hypothesis, we analyzed the geographical distribution of genetic variability in
Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), a tree native to Argentina, Brazil and Uruguay which occurs
in riparian communities, ravines and montane forests. Its geographical range in Uruguay
comprises the three main hot spots. We analyzed genetic variability by four putatively neutral
cpDNA PCR-RFLP markers for 474 individuals from 20 populations. The analysis yielded 18
different haplotypes arranged in a network with two main clades. Analysis of molecular
variance revealed that variability is distributed 58% within and 42% between populations, and
18% considering regions. We believe that the zoochoric seed dispersal syndrome of this
species may contribute to maintaining gene flow among populations, but maternal markers
still show a very clear geographic structure. Similar geographic patterns in the variability of
other phylogenetically unrelated species strongly support the hypothesis of the existence of
areas of Quaternary vegetation refuge in Uruguay.
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Introduccion

Biogeografia v areas de refugio de vegetacion relacionadas a oscilaciones climaticas

Metodologias en biogeografia

Debido a que la biogeografia es un campo de estudio interdisciplinario, existen muchas y muy
amplias definiciones acerca de su objetivo de estudio, pero podria definirse como el estudio
de la distribucion espacial y temporal de los seres vivos y sus atributos (Cox & Moore, 2010).
Por lo tanto es muy importante incluir ademds de la distribucion en un 4rea, hacerlo en
relacion al tiempo, lo que le da una dimension amplia en sentido de la inclusion de
informacion acerca de la historia de las distribuciones y su variacion a través de la vida de la
Tierra (Cox & Moore, 2010). Esta combinacién de espacio y tiempo de las distribuciones
puede ser analizada a niveles mas historicos (biogeografia histérica) con una vision de areas
globales, o analizados a niveles mas locales y en tiempos mas acotados, con un énfasis mas
ecoldgico (biogeografia ecoldgica). Como consecuencia del amplio concepto de la
biogeografia, existen varios enfoques, por lo que podemos hablar de biogeografia cladistica,
biogeografia evolutiva, biogeografia cuantitativa, de andlisis de parsimonia, macroecologia,
panbiogeografia, biogeografia de refugios cuaternarios, hasta la filogeografia intraespecifica,
entre otras (Morrone, 2007). En todos los casos, los principales procesos asociados a los
patrones de distribucion identificados son la dispersion y la vicarianza, ademas de la extincion

(Futuyma, 2003).

Algunos de los enfoques utilizados en biogeografia utilizan las distribuciones actuales de los
taxa para generar mapas biogeograficos, como la panbiogeografia (Croizat, 1958) y se basan
en el dispersalismo y los centros de masa asociados a zonas de alta diversidad, a diferencia de
los centros de origen utilizados por los dispersalistas clasicos (Contreras Medina ef al., 2001).
Los enfoques que utilizan areas de endemismos y andlisis de parsimonia, se basan en la idea
vicariancista, ya que las consideran areas que estan delimitadas por barreras naturales, que
han sido las causantes de la restriccion de faxa restringidos a determinadas areas. En estos
enfoques se considera que esas congruencias estan relacionadas a un origen filogenético
comun y en algunos casos a las relaciones de la biota con su hébitat, con una vision ecologica
(Morrone, 2004). La biogeografia cladistica es un enfoque panbiogeografico (a través de la

distribucion de los organismos en patrones) que incluye datos de la sistematica filogenética (a
1



través de la historia evolutiva de los grupos monofiléticos), por lo que se apoya en el concepto
de la distribucion por vicarianza. Es por eso que los métodos panbiogeograficos y cladisticos
pueden ser vistos como partes complementarias en el andlisis de la biogeografia evolutiva,

aplicandose como etapas diferentes en un mismo analisis (Morrone, 1997).

Los mapas biogeograficos mas utilizados en la region estdn basados en distribuciones
geograficas y las superposiciones de un conjunto de faxa definidos. Se apoyan ademas en el
enfoque de parsimonia de endemismos que utiliza trazos y nodos que conectan las areas de
endemismo basados en la presencia/ausencia de dos o mas especies en un area determinada
(Parsimony Analysis of Endemicity, PAE), generalmente asociada a una cuadricula en el
espacio (Morrone, 2007). Los mapas realizados por Cabrera & Willink (1980) sobre las
regiones biogeograficas de América Latina son un buen ejemplo de enfoques basados en areas
de endemismos, asi como los mapas de regiones dendrofloristicas para Uruguay de Grela
(2004), por lo que en estos casos los limites de las regiones se basan en la riqueza especifica
(diversidad o) como . En otros casos ademas se toma en cuenta la diversidad entre ambientes

(diversidad B) (Cox & Moore, 2010; Kreft & Jetz, 2010).

Cuando a los enfoques biogeograficos se le incluyen datos sobre la diversidad intraespecifica
y no solo los patrones asociados a la riqueza especifica en el espacio, entonces las
delimitaciones de las regiones biogeograficas incluyen frecuentemente interpretaciones que
toman en cuenta los sucesos que habrian ocurrido durante el tiempo y en el espacio, como en

la biogeografia de refugios cuaternarios y en la filogeografia (Avise, 2000).
Refugios climaticos asociados a refugios de vegetacion relictual

El término “refugios o relictos climaticos™ de la biogeografia historica es aplicable a especies
cuyo rango de distribucion geografica se ha contraido recientemente en la historia de la Tierra
debido a cambios climaticos (Dobrowski, 2011). La interpretacion de los cambios en los
rangos de distribucion de las especies se pueden utilizar para realizar inferencias acerca de las
condiciones ambientales pasadas, por lo que una especie puede ser considerada relictual
utilizando su rango de distribucion actual y su asociacion con habitats especificos (Hampe &

Jump, 2010).



Frecuentemente se relacionan las oscilaciones climaticas del Cuaternario, principalmente del
Pleistoceno, con el establecimiento de areas de refugio de vegetacion. Las retracciones de los
rangos de distribucion a menudo pueden ser incompletas por lo que algunas poblaciones que
han persistido in situ durante el periodo de oscilaciones climéaticas del Cuaternario en zonas
aisladas donde las condiciones ambientales les permitian mantenerse como relictos
poblacionales rodeados por un clima adverso, mientras que expandian su rango de
distribucion en otras regiones (Ab’Saber, 1977; Prance, 1982; Mayr & O’Hara, 1986; Hampe
& Jump, 2010). Se estima que las poblaciones relictuales estables podrian ser en el orden de
dos o tres veces mas antiguas que cualquiera de las poblaciones del resto del rango ya que han

persistido aisladas por un largo tiempo (Hampe & Petit, 2005).

Bésicamente existen tres tipos de refugios climaticos (Cox & Moore, 2010): a) Relictos
Terciarios debido a las condiciones climaticas cada vez mas secas y frias durante el Terciario
tardio y el Cuaternario temprano; b) Relictos glaciales ampliamente distribuidos durante los
periodos frios del Cuaternario y que experimentaron un amplio rango de contracciones hasta
el Ultimo Maximo Glacial (UMG), y c¢) relictos postglaciales persistentes en regiones del
mundo que experimentaron periodos mas calidos en el Holoceno temprano que los que

experimentan hoy.

Ya que las areas de refugio son consideradas areas de relictos poblacionales que han podido
persistir por largos periodos bajo un ambiente estresante, entonces se considera que los
refugios son lugares donde se mantienen poblaciones de relictos climaticos. Este concepto de
refugio puede ser aplicado tanto a refugios pasados como a refugios actuales (Hampe &

Jump, 2010).
Modelos de refugios sugeridos para Sudamérica y su aplicacion en la region

Treinta y dos millones de anos atrds (Maa) las temperaturas medias en la Tierra comenzaron a
disminuir lentamente. Este proceso se habria acelerado hace 2 Maa hacia los inicios del
Pleistoceno. Las glaciaciones en el hemisferio Norte, hace 1,5 Maa, provocaron la expansion
de las capas de hielos polares que cubrian la mayor parte del Hemisferio Norte, mientras que
en el Hemisferio Sur la cubierta de hielos polares cubria la Antartida y el extremo Sur de
Sudamérica. Los cambios climaticos sucedidos durante este periodo ocasionaron la reduccion
de los bosques tropicales de todo el mundo, por lo que en la Amazonia el bosque tropical
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himedo podria haberse alterado en grandes areas (Prance, 1996; Ab’Séaber, 2002). Durante
este periodo las areas de bosques tropicales de tierras bajas se habrian transformado en
sabanas por largos periodos de tiempo, lo que habria generado aislamiento de parches de
bosques en los sectores mas humedos a partir de los cuales se cree se expandio gradualmente

el bosque hace entre 18.000 y 15.000 afos atras (Ledru et al., 1996; Lavina & Fauth, 2011).

Actualmente existen varias hipdtesis sobre cambios climdaticos en el UMG en latitudes medias
de Sudamérica, retracciones y expansiones sucesivas de la vegetacion en direccion SW-NE
con cambios en los rangos de distribucion de las especies, generando extinciones locales y
aislamientos poblacionales por largos periodos de tiempo (Collevatti et al., 2013; Turchetto et
al., 2014). Estas oscilaciones podrian generar en las fases aridas, que los faxa adaptados a
ambientes himedos y célidos de biotas tropicales y subtropicales se refugiaran en areas de
depresiones geograficas de las cuchillas y quebradas en areas dominadas por vegetacion
herbacea (Ab’Séaber, 1977), pero también posibilitarian la alternancia de oportunidad de

expansion de la biota asociada a ambientes mas secos (Posadas & Ortiz-Jaureguizar, 2011).

En Sudamérica se han sugerido areas refugio principalmente para la regidon Amazonica
(Prance, 1996), los Andes meridionales y las regiones subtropicales periamazonicas (Prado &
Gibbs, 1993; Pennington et al., 2000; Prado, 2000). La zona templada en Patagonia también
ha sido bien estudiada (Premoli, 1998; Allnutt et al., 1999; Premoli et al., 2000; Premoli et
al., 2001; Allnutt et al., 2003; Premoli et al., 2003; Marchelli & Gallo, 2006; Mathiasen &
Premoli, 2010), sin embargo, la zona subtropical de la region biogeografica de Pampas ha
recibido menor interés, pero autores como Ab'Saber (1977) e Iriarte (2006) plantean hipdtesis

similares.

Las oscilaciones climaticas del Cuaternario asociadas a la generacion de diversidad podrian
también explicar las altas tasas de diversidad en determinadas 4reas geograficas. La
acumulacion de especies o cualquier otro taxa en un area puede deberse a mecanismos de
dispersion o especiacion in situ 'y los puntos calientes (hot spots) de biodiversidad a menudo
se encuentran ocupando tipos particulares de vegetacion. Los cambios geologicos y climaticos
que implican fragmentacién de ambientes y la subsiguiente expansion de la vegetacion podria
explicar en parte la gran diversidad encontrada en los puntos calientes, ya que el proceso de

vicarianza es muy importante en la generacion de la diversidad (Chatrou et al., 2009).



Grela (2004) propuso la existencia de nucleos de alta riqueza de especies lefiosas
subtropicales considerados dentro de Uruguay como puntos calientes de diversidad. Estas
areas también han sido consideradas como centros de diversidad para otros grupos de plantas
(De La Sota, 1967; Crisci et al., 2001). Estas areas podrian ser consideradas también como
areas de refugio actuales de este tipo de especies en Uruguay, ya que a nivel continental
forman parte de un tipo de vegetacion considerado relictual (Prado & Gibbs, 1993;
Pennington et al., 2000; Prado, 2000). En Uruguay las areas consideradas como refugios de
vegetacion corresponden con la mitad norte de las serranias del Este, el norte de la Cuchilla de
Haedo (principalmente las quebradas de Tacuarembo6 y Rivera), y la porcion norte del rio

Uruguay y sus adyacencias (Grela, 2004; Haretche et al., 2012).
Cambios climaticos pasados en la region

Los estudios paleoclimatologicos regionales sugieren que durante las oscilaciones climaticas,
principalmente durante el Pleistoceno, la vegetacion de bosques tropicales habria tenido una
mayor expansion hacia el Sur durante los periodos interglaciales debido al aumento de la
temperatura y la humedad propiciando la instalaciéon de un clima subtropical hacia latitudes
mas altas. Durante los periodos glaciales, la region habria sufrido una disminucioén de las
temperaturas y la humedad generando un clima mas arido, desplazando el clima subtropical
hacia el norte (Damuth & Fairbridge, 1970; Ab’Saber, 1977; Iriondo, 1998; Iriondo, 1999).
En otros estudios también han sido reportados los cambios en el nivel de mar y su influencia
en los cambios en los limites de distribucion de la vegetacion (Méder et al., 2013; Ramos-
Fregonezi et al., 2015). Segln estas hipotesis en la region donde se ubica Uruguay, durante
los periodos de clima mas favorables para la expansion de la vegetacion subtropical, las areas
boscosas podrian haberse expandido hasta el sur del territorio, mientras que en los periodos de
contraccion de la vegetacion boscosa debido al aumento de la aridez se habrian fragmentado
las areas boscosas quedando Unicamente restringidas a las areas de refugio que permitieran
mantener las condiciones de temperatura y humedad necesarias para el desarrollo de este tipo

de vegetacion (Fig. 1).
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Figura 1. Cambios climaticos sucedidos en las oscilaciones durante el Pleistoceno en Sudamérica y
sus tipos climaticos. a) Mapa de sistemas de corrientes ocednicas y vientos durante las fases
interglaciales; b) Mapa de sistemas de corrientes ocednicas y vientos durante las fases glaciales.

Tomado y modificado de (Damuth & Fairbridge, 1970).

Areas de refugio v patrones espaciales de distribucion de la variabilidad genética

Analisis de la distribucion de la variabilidad genética

La variabilidad genética es especialmente indispensable para la adaptacion de las especies y
poblaciones de arboles a los cambios ambientales debido a su largo ciclo de vida y es
asimismo la condicioén previa de la conservacion. La investigacion y conservacion de estas
poblaciones es de gran prioridad en particular para disefar estrategias exitosas de
conservacion de la biodiversidad intra e interespecifica bajo un escenario de cambio global
anticipado (Hampe & Petit, 2005). La implementacion de estrategias de conservacion, tanto in
situ como ex situ, s6lo sera posible si éstas se basan en el conocimiento de los requisitos
ambientales y en los tipos de bosques y la variabilidad de sus especies, en combinacion con

las hipotesis de los cambios climaticos futuros (Wrege et al., 1991).



La divergencia genética entre individuos de diferentes poblaciones puede ser estimada
mediante el calculo de las distancias genéticas y la particion de la varianza entre y dentro de
poblaciones usando el Fst o Coeficiente de Diferenciacion genética (Wright, 1965) y sus
diferentes estimadores derivados como el Phipr (Excoffier ef al., 1992). Los coeficientes de
diferenciacion génica son estimadores de la divergencia entre pares de poblaciones bajo un
modelo donde todas las poblaciones divergen al mismo tiempo y con similares tasas de
migracion, pero como las tasas de migracion usualmente varian con la distancia geografica,
entonces las estimaciones de diferenciacion génica pareadas entre poblaciones también lo
hacen (Diniz-Filho et al., 2013). El test de Mantel permite correlacionar la divergencia
genética a través de una matriz de Phipy pareados y las distancias geograficas (Mantel, 1967),
detectando si las diferencias entre las poblaciones es debida a la disminucion del flujo génico
es proporcional a la distancia geogréfica, lo cual podria estar reflejando que se encuentran
estructuradas de otra manera. Cuando la correlacion es baja, las diferencias en la variabilidad
genética entre las poblaciones no se deberian a la distancia que las separa, sino a otros efectos

modeladores de la variabilidad poblacional (Diniz-Filho et al., 2013).

El tamafo efectivo de una poblacion (Ne) y la tasa de migrantes (m) permiten calcular el
numero de migrantes efectivos entre poblaciones de una especie (Nm) y puede ser estimado
por medio de varios métodos (Avise, 2000). El valor de Nm se interpreta como una
estimacion media por generacion del numero absoluto de migrantes intercambiados entre las
poblaciones que se estan analizando, siendo los valores entre 1-4 (valores altos) interpretados
como indicadores de que el flujo génico durante un tiempo prolongado ha homogeneizado las
poblaciones anulando los efectos de la deriva génica como efecto diversificador. Por lo tanto
valores de Nm <1 (valores bajos) sugieren que la deriva génica seria la fuerza que actta en la

diferenciacion local de las poblaciones (Birky ef al., 1983).

El Fgr varia seglin las caracteristicas de las especies y las poblaciones y puede ser estimado a
través del andlisis de marcadores moleculares nucleares, el cual permite realizar
comparaciones entre estudios basados en diferentes técnicas (Aguinagalde et al., 2005).
Generalmente en especies de arboles presentan valores bajos de Fgr, indicando que las
poblaciones tienen niveles de estructuracion bajos (Loveless & Hamrick, 1984) aunque serian
necesarios mas analisis de este tipo en especies de arboles tropicales y australes, ya que la

mayoria estan basados en regiones del Paleartico y Neartico, relativamente pobres en
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diversidad especifica (Pautasso, 2009). Estas generalizaciones, sin embargo, estan basadas en
la estimacion del flujo génico a través de marcadores nucleares, que en el caso de las plantas,
es el resultado conjunto de la dispersion del polen y las semillas (Petit et al., 1993). Los
patrones con que se dispersan las semillas y la forma con que se establecen o extinguen las
poblaciones son las que afectan a los patrones de variacion del ADN cloroplastico (cpDNA)
(Aguinagalde et al., 2005), por lo que la estructuracion genética de las poblaciones asociada a
los marcadores nucleares estaria relacionada al tipo de sistema reproductivo y el modo de
dispersion de la semilla a los marcadores de los organelos de herencia materna (Duminil ef

al., 2007).
Filogeografia

La variabilidad genética y los patrones con que se relacionan formando redes haplotipicas
pueden asociarse a su contexto geografico y asi entenderse como filogeografia, una ciencia
que estudia los principios y procesos que modelan las distribuciones geograficas de los linajes
genealogicos entre y dentro de especies relacionadas (Avise et al., 1987). Los procesos
biogeograficos que han tenido lugar en una region determinada y sus causas pueden ser
interpretados por medio del conocimiento sobre la estructura geografica de la variabilidad
genética de las especies cuyo rango de distribucion natural se encuentra en una determinada
area en la actualidad (Avise, 2000; Hewitt, 2004). Se pueden distinguir cuatro aspectos de la
concordancia genealogica que toman relevancia filogeografica (Avise, 2000): I) Concordancia
entre caracteres dentro de un gen; II) Concordancia en la significancia de las particiones
genealdgicas entre varios genes en una especie; III) Concordancia en las particiones de los
arboles de genes entre multiples especies codistribuidas; IV) Concordancia de las particiones
de los arboles de genes con los limites espaciales entre las provincias biogeograficas

reconocidas tradicionalmente.

Para buscar evidencia especificamente sobre los cambios en la distribucion geografica de las
poblaciones de plantas, pueden utilizarse marcadores que permitan observar exclusivamente
la dispersion de los individuos y las poblaciones a través de las semillas. La herencia materna
de los organelos de herencia citoplasmatica (cloroplastos en la mayoria de las Angiospermas
y mitocondrias en la mayoria de las Gimnospermas) y su particular polimorfismo

intraespecifico, han sido algunos de los principales motivos por los que han tomado especial



valor como marcadores filogenéticos en estudios filogeograficos. Debido a la historia
demogréfica de las poblaciones, la microevolucion puede observarse en la estructura de las
genealogias de genes y son parte relevante de los patrones filogeograficos que pueden

detectarse en las poblaciones actuales (Avise, 2000).

Los patrones con que se distribuye geograficamente la diversidad genética en las especies
lefiosas determinan la forma en que sus poblaciones se adaptan al bosque donde habitan y
como se comportan frente a cambios ambientales (Petit & Hampe, 2006). Debido a las
caracteristicas tipicas de las especies lefiosas de permanecer por largos periodos de tiempo en
un mismo ambiente, cercanos a otros individuos con tamafios poblacionales grandes y un
sistema reproductivo principalmente al6gamo con un alto nivel de flujo polinico, permite que
potencialmente presenten una alta adaptacion local, lo que puede verse reflejado en su alto
nivel de diversidad dentro de poblaciones con baja diferenciacion entre poblaciones (Petit &

Hampe, 2006).
Biogeografia de refugios

Hoy en dia existe una amplia evidencia de que el cambio climéatico moderno estd modificando
la distribucion geografica de las especies en todo el mundo (Aitken et al., 2008). La dinamica
con que las poblaciones habitan las regiones marginales del rango de distribucidn, son las que
parecen ser de importancia critica para algunas respuestas de las especies a los cambios
climaticos esperados (Hampe & Petit, 2005). Los cambios climaticos pasados son uno de los
principales modeladores de la vegetacion y la forma con que estos cambios impactan a las
poblaciones de plantas (y toda la vida que interacciona con ella) en una region pueden ser
observados en la vegetacion actual por medio de los patrones con que se relacionan las
poblaciones a pesar de estar en regiones disyuntas y ser muy semejantes, 0 encontrarse en
area muy cercanas geograficamente, pero ser muy disimiles genéticamente (Avise et al.,
1987). Es por eso que frecuentemente las zonas de refugio con poblaciones relictuales en
zonas ecoldgicamente marginales son de importancia en la conservacion a largo plazo de la
diversidad genética, la historia filogenética y la evolucidon potencial de las especies (Lesica &
Allendorf, 1995; Felton et al., 2009). La contraccidon y expansion de la vegetacion modelada
por clima y tiempo, genera barreras al flujo génico y a la dispersion mediante barreras fisicas

o bioldgicas, por lo que los refugios forman pequefias areas que mantienen un determinado



pool génico y se mantienen separadas por un largo periodo de tiempo (Jansson & Dynesius,

2002).

En una de las regiones mejor estudiadas, Petit ef al. (2005) encuentran las relaciones entre las
condiciones del UMG y la filogeografia de las especies del Mediterraneo, mediante
extensivas investigaciones de la estructura poblacional de varias familias botanicas, basadas
en las relaciones de haplotipos cloroplésticos. McLachlan et al. (2008) mediante redes de
haplotipos en estudios de variabilidad genética de cpDNA, evaluaron la capacidad de arboles
de ajustar su distribucion geografica como consecuencia del rapido cambio climéatico pasado,

para varias especies del Este de Estados Unidos.
La variabilidad genética intraespecifica y sus patrones en Uruguay

Grela (2004) se basa exclusivamente en criterios floristicos en la identificacion de las areas de
alto valor de riqueza especifica como areas de refugio de vegetacion, por lo que las hipotesis
biogeograficas planteadas deben ser corroboradas con estudios moleculares de la variabilidad
genética de las especies. Este tipo de estudios son utilizados como herramientas para inferir el
comportamiento de las poblaciones y sus rangos de distribucion histdrica, permitiendo
establecer hipdtesis acerca de como el clima y otros factores son modeladores de las

distribuciones actuales (Avise, 1987).

Los patrones de distribucion de la variabilidad genética de Turnera sidoides (Speranza et al.,
2007), Paspalum dilatatum (Speranza, 2005), Paspalum quadrifarium (Vaio, 2000) vy
Petunia axillaris (Turchetto et al., 2014) para la region, sugieren la existencia de areas refugio
en Uruguay, en las que la fase de retraccion de estas especies con alto requerimiento de
humedad (durante las épocas de mayor aridez sugeridas por Iriondo, 1998, 1999) habria
promovido el aislamiento genético de las poblaciones actuales (Speranza et al., 2007). Para
las especies mencionadas las zonas consideradas como areas de refugio coincidirian con areas
ubicadas en la zona de las serranias del Este (Maldonado, Lavalleja, Treinta y Tres y Cerro

Largo) y en el extremo norte de la Cuchilla de Haedo (Salto, Tacuarembo y Rivera).

En base a los modelos propuestos para otras regiones del mundo, se plantea entonces, la
posibilidad de que la distribucion de la variabilidad genética de ciertas especies en Uruguay

estd modelada por la existencia de refugios de vegetacion generados por cambios climaticos
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pasados, principalmente durante el UMG, los cuales coincidirian con las areas actuales
consideradas como de alta riqueza especifica, detectindose una alta estructuracion genética de
las poblaciones. Actualmente en nuestro pais existen pocos antecedentes de este tipo de
trabajos en plantas (Speranza et al., 2007; Baccino, 2011; Turchetto et al., 2014), aunque
existen trabajos en otros grupos, principalmente animales (Wlasiuk et al., 2003; Garcia et al.,
2009). Los escasos estudios disponibles para la flora local han sido realizados en especies
herbaceas cuya distribucidon abarca todo el territorio (Speranza et al., 2007; Turchetto et al.,
2014) o en pequeiias poblaciones de lefiosas que no abarcan el rango completo de distribucion
geografica en Uruguay (Baccino, 2011; Cascales et al, 2014). De acuerdo al modelo
generalmente propuesto en la literatura de refugios biogeograficos, en especies lefiosas cuya
distribucion abarca los diferentes nucleos de diversidad identificados en base a estudios
floristicos en nuestro pais, se esperaria encontrar una fuerte divergencia genética entre las
poblaciones de cada nucleo. Para poner a prueba esta hipotesis es necesario seleccionar un
modelo que cumpla con ciertos requisitos: una distribucion geografica que cubra el rango de
las 4reas a contrastar y la existencia de variabilidad genética detectable con las tecnologias

disponibles.

Eugenia uniflora como modelo

Caracteristicas de la especie

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) es una especie arborea originaria de Argentina, Paraguay,
Brasil y Uruguay, componente habitual de bosques riberefios, de quebradas y serranos, en los
que ocupa los estratos medios del dosel (Brussa & Grela, 2007), siendo un componente tipico
de la vegetacion de los bosques de las provincias biogeograficas Paranaense y Atlantica (Fig.
2). Es considerada una especie arbérea de bajo a mediano porte, copa amplia y follaje
persistente, aunque puede perder el follaje al inicio de la primavera y comportarse como semi-
persistente. Las flores son las tipicas de Myrtaceae, hermafroditas, blancas, poliestémonas de
caracteristicas generalistas. La floracion ocurre desde fines de agosto a principio de
noviembre en Uruguay (Brussa &Grela, 2007), presentando una floracion masiva, tipica de
especies alogamas de polinizacion entomofila, principalmente visitadas por abejas (da Silva
&Pinheiro, 2007; da Silva &Pinheiro, 2009). La fructificacion se produce desde diciembre a

marzo en Uruguay (Brussa &Grela, 2007), con frutos carnosos tipo bayas, costillados, de
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colores anaranjados, rojizos hasta morados, de hasta 1,5 cm de diametro y 1-2 semillas,
siendo frutos tipicos de dispersion endozoocorica, principalmente aves generalistas y

mamiferos pequefios (Lughadha &Proenga, 1996) (Fig. 3).

Esta especie es considerada una planta multiproposito por su uso ornamental, frutal y
medicinal, y cultivada en numerosas partes del mundo con tales fines (Bezerra et al., 2000;
Backes &Irgang, 2002; Franzon, 2008), y tiene como interés adicional servir de base para
futuros programas de domesticaciéon y mejoramiento genético, ya que en Uruguay no existen
cultivos comerciales y su utilizacion es principalmente extractiva. Aun cuando en la Facultad
de Agronomia se estan evaluando materiales provenientes de plantas cultivadas, hasta el
momento no hay evaluaciones cuantitativas de su variabilidad ni de las poblaciones naturales

incluidas en estas investigaciones (Vignale &Bisio, 2004; Vignale &Bisio, 2005).

55 -45 -35

i -’ ’ —1-30
r,_‘/-\ ¢ -n—.-“}.j; % Corredor Central Bosque Atlantico
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t / Area distribucion geografica natural de
JJ Eugenia uniflora L.

Figura 2. Area principal de distribucion geogréfica natural de Eugenia uniflora L. (Myrtaceae).

Tomado y modificado de base de datos INCT - Herbario Virtual da Flora e dos Fungos
(http://inct.splink.org.br/), Brussa &Grela (2007) y Rotman (1995).
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Rango de distribucion geografica

Su rango geografico en Uruguay comprende tres nticleos principales: a) Cerro Largo-Treinta
y Tres, b) Tacuarembo-Rivera, y ¢) margenes y adyacencias del rio Uruguay (Grela, 2004).
Estos nucleos resultan coincidentes con el patron de distribucion de la variabilidad genética
poblacional (intraespecifica) de algunas especies estudiadas para el pais y también con el area
de influencia de la provincia biogeografica Paranaense y los Aot spots definidos por Grela
(2004) en funcién de los rangos geograficos de 185 especies arboreas nativas utilizadas por
Haretche ef al. (2012) en mapas de distribucion basados en inventarios floristicos. También
pueden encontrarse individuos de esta especie fuera del area principal de distribucion, pero se
cree que corresponden a individuos adventicios provenientes de arboles plantados en area
cercanas, ya que en general aparecen solitarios que se mapean como de area secundaria de

distribucion (Brussa & Grela, 2007).

En Brasil la especie se distribuye desde Bahia hasta Rio Grande do Sul donde ocurre en todos
los tipos vegetacionales lefosos del estado (Sobral, 2003), en Paraguay aparece en bosques
fluviales y en Argentina aparece principalmente en bosques fluviales de Misiones, Corrientes

y Entre Rios (Rotman, 1995).
Variabilidad genética detectable

La morfologia de la especie esta bien descripta y se considera una especie aldgama con una
grado variable de autocompatibilidad (da Silva &Pinheiro, 2009). La variabilidad
intraespecifica, el comportamiento fenologico y la biologia reproductiva no han sido
desarrollados en el pais. Existen antecedentes en Brasil de estudios de la variabilidad genética
de las poblaciones de E. uniflora y el desarrollo de programas de domesticacion y
mejoramiento genético (Margis et al., 2002; Salgueiro et al., 2004) asi también como
herramientas para estimar la degradacion de areas naturales y su capacidad de sobrevivir
frente a los cambios ambientales perturbadores (Margis et al., 2002). En estos estudios queda
bien establecido que la especie contiene variabilidad detectable e informativa a nivel de
cpDNA. Ademas de esto, el estudio realizado por Salgueiro et al. (2004) caracterizd la
estructura de las poblaciones naturales de esta especie en areas adyacentes en el Brasil, por lo

que el estudio de esta especie en Uruguay podria tener mayor potencial informativo.
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Figura 3. Eugenia uniflora (Myrtaceae) — “Pitanga” — a) Habito arbdreo; b) Follaje persistente; c)

Floracién masiva; d) Flores en racimos cortos o fasciculos; ¢) Fruto tipo baya. Fotos: G. Jolochin.




Objetivos e hipotesis

Eugenia uniflora posee caracteristicas deseables como modelo para observar los patrones de
estructuracion de la variabilidad genética en el espacio. La determinaciéon de patrones
biogeograficos para una especie de estas caracteristicas permitiria establecer correspondencias
con las hipotesis sobre las areas de refugio encontradas para otras especies. Los patrones que
emerjan del andlisis conjunto de varias especies permitirdn hipotetizar un modelo
biogeografico para el pais. La informacion generada de la distribucion geografica de la
variabilidad genética de los polimorfismos moleculares seria de gran utilidad para el disefio
de estrategias generales para la conservacion de la flora. A su vez la seleccion de un modelo
adecuado generara informacion de gran importancia de un recurso fitogenético de gran valor

para el Uruguay.

Por lo tanto el objetivo general del trabajo es analizar biogeograficamente la variabilidad
genética de las poblaciones naturales de FEugenia uniflora en Uruguay y los objetivos
especificos son: 1) Analizar la estructura de la variabilidad genética de poblaciones naturales
de Eugenia uniflora utilizando marcadores moleculares neutros y 2) Analizar la distribucion
geografica de la variabilidad genética encontrada y su congruencia con los patrones de

refugios biogeograficos y de diversidad floristica propuestos para el pais.

Las hipdtesis que se plantean en este trabajo son: 1) Debido a que la variabilidad genética de
las especies y los patrones con que se distribuye estan explicados por las diferentes
proporciones de variabilidad entre y dentro de poblaciones, seria esperable encontrar que
existiera diferenciacion entre las poblaciones de E. uniflora en el pais; 2) El rango de
distribucion de la especie se encuentra en diferentes regiones identificadas como éreas de alta
riqueza especifica para la dendroflora y consideradas como é4rea de refugio de vegetacion
relictual asociadas a refugios climaticos, por lo tanto seria esperable que existiera
estructuracion de las poblaciones de E. uniflora y que sus patrones de distribucion estuvieran

asociados a los patrones de refugio encontrados para otras especies estudiadas en Uruguay.
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Materiales y Métodos

Poblaciones, estrategia de recoleccion v material recolectado

Poblaciones y estrategia de recoleccion

Se recolectaron hasta 30 individuos de 20 poblaciones del rango de distribucion cubriendo las
areas biogeograficas identificadas en el modelo de puntos calientes actuales propuestos para
la flora lefiosa en Uruguay (Grela, 2004; Haretche ef al., 2012): 1) margenes y adyacencias
del Rio Uruguay, 2) Serranias de Tacuarembo-Rivera y 3) Serranias de Cerro Largo-Treinta y
Tres, tomadas como las diferentes regiones para el analisis (Tabla 1; Fig. 4). Las salidas de

recoleccion de materiales fueron realizadas entre los afios 2009 y 2013.
Material para extraccion de ADN

Para cada individuo, en cada una de las 20 poblaciones, se recolectaron hojas totalmente
desarrolladas y en buen estado sanitario, siendo guardadas en sobres de papel rotulados. Las
accesiones fueron desecadas utilizando gel de silice y mantenidas en forma hermética hasta la
posterior extraccion y analisis de ADN. En algunos casos las muestras no fueron desecadas y
se mantuvieron frescas hasta llegar al laboratorio para realizar la extraccion de ADN a partir
de hojas frescas, siendo el restante material desecado y mantenido de la forma anteriormente

descripta.
Conservacion de material de referencia recolectado

Una muestra por poblacion fue ingresada al Herbario de la Facultad de Agronomia (MVFA)
como muestras de herbario de referencia de las accesiones tomadas en las poblaciones
muestreadas y fueron identificadas con niimero de individuo para mantener el registro en la

poblacion.

Analisis molecular

Extraccion de ADN y procesamiento

La extraccion de ADN se realizo con el protocolo estandar (Doyle &Doyle, 1987; Cullings,
1992) modificado segin la calidad de las muestras y calidad de ADN obtenido en
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extracciones previas observando sus concentraciones. En algunos casos se utilizaron hojas
frescas o protocolos modificados sustituyendo la extraccion con cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) por una mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico [1:1(24:1)]. La
concentraciéon del ADN extraido fue verificado visualmente segin la escala O’GeneRuler™
(1 kb DNA Ladder, BioGen) directamente sobre la imagen del gel de electroforesis o

mediante el uso del espectrofotometro NanoDrop™ 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.).

Tabla 1. Poblaciones muestreadas ordenadas por regiones (R) de analisis indicando ubicacién y

numero de accesiones por poblacion (n) de Eugenia uniflora en Uruguay.

Poblaciones Coordenadas geograficas

R Cod. Localidad Departamento n Latitud Longitud
AA Arroyo Cuar6 Grande Artigas 30 30°25'14,8"S 57°11'16,0"W
1 3A Las Tres A Paysandi 30 31°34'09,0"S 57°58'25,9"W
LMP  Las Mellizas 30  31°49'45,5"S 58°04'33,5"W
SPR Sendero de Piria 30 31°03'15.4"S 55°45'48,9"W
VL Valle del Lunarejo Rivera 30 31°11'26,0"S 55°54'02,9"W
CBV  Cerro Buena Vista 30 31°20'37,3"S 55°46'37,7"W
) CUL  Cuchilla de Laureles 30 31°21'41,6"S 55°5922,2"W
LCT Establecimiento La Corona 19  31°38722,3"S 55°41'57,6"W
GH Gruta de los Helechos Tacuarembo 30 31°38'11,6"S 56°02'07,8"W
LRT  Los Rodriguez, A° Tranqueras 30 31°44'38,7"S 56°12'56,8"W
VET  Valle Edén, A° Tambores 30 31°49'51,9"S 56°11'58,6"W
QCB Paso Minuano, Rio Yaguaron 30 32°04'23,6"S 53°48'00,5"W
SDCL  San Diego, Rio Yaguaron Cerro Largo 17 31°58'00,1"S 53°54'52,8"W
CYCL Cuchilla del Yaguar6on 16  32°1022,1"S 53°51'32,9"W
CCL Camino a Centurion 17 32°07'49,6"S 53°49'40,0"W
3 PAT Paso Aguiar sobre Rio Negro Tacuarembo 29  32°17'08,6"S 54°49'59,6"W
PPCL  Paso Pereira 11 32°29'59,0"S 55°06'45,6"W
YSCL  A° Yerba Sola Cerro Largo 3 32°38'27,0"S 54°22'04,9"W
RRCL  Rincon de Contreras 2 32°34'35,0"S 54°26'34,5"W
QCA  Quebrada de los Cuervos Treintay Tres 30  32°55'27,5"S 54°27'33,3"W

Total 20 474

Amplificacion de fragmentos cloroplasticos

Se utilizaron regiones no codificantes de ADN cloroplastico (cpDNA) con la metodologia
PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism)
mediante la amplificacion de espaciadores intergénicos seleccionados. El andlisis se llevo a
cabo con un conjunto de doce pares de cebadores previamente descritos: trnH-trnK (HK;
Demesure et al., 1995); trnH-psbA (HA; Hamilton, 1999; Tate &Simpson, 2003); trnQ-trnS
(QS; Grivet et al., 2000); trnC-trnD (CD; Demesure et al., 1995); trnQ-psbl (QI; Grivet et al.,
2000); psbK-trnS (KS; Grivet et al., 2000); trnC-ycFér (CY; Demesure et al., 1995); trnlL(e)-

17



trnF(f) (EF; Taberlet et al., 1991); psbl-petA (JA; Shaw et al., 2007); ndhF (NF; Kim
&Jansen, 1995); matK (1KIMf-3KIMr; Ki-Joong Kim, no publicado) . Los cuatro primeros
se seleccionaron porque se habia reportado variabilidad en la misma especie (Salgueiro ef al.
2004); QI y KS constituyen subdivisiones del fragmento QS y se utilizaron para facilitar el
analisis; el fragmento CY fue reportado como variable en E. uniflora por Turchetto et al.
(2011); y los ultimos fragmentos son ampliamente utilizados en estudios filogenéticos y

filogeograficos con pares de cebadores universales.
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Figura 4. Mapa indicando poblaciones muestreadas de Eugenia uniflora segin region [tomado y

modificado de Grela (2004) y Haretche et al. (2012)] indicando rango de distribucion de la especie en
Uruguay [tomado y modificado de Brussa y Grela (2007)].
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La amplificaciéon de los fragmentos de cpDNA mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (Polymerase chain Reaction — PCR) se llevo a cabo en reacciones de 15 pL,
conteniendo cada una ca.15 ng de ADN, 1,5 uL de solucién amortiguadora de Taq polimerasa
10 x, 0,9 uLL de MgCl, 25 mM, 0,6 pL. de 5 uM de cada uno de los pares de cebadores, 0,6 pL
de cada uno de los ANTP a 0,25 uM, 0.15 uL. de Taq DNA polimerasa, agregando ademas
potenciadores de la reaccion como BSA o DMSO 1x y de acuerdo con las condiciones
indicadas en la literatura (Salgueiro et al., 2004). Las amplificaciones se llevaron a cabo en un
termociclador Thermo ® con condiciones de ciclado a diferentes temperaturas de annealing
segun el fragmento a amplificar (Tabla 2). Los fragmentos amplificados fueron separados en
geles de agarosa al 1,5%, tefiidos con Bromuro de Etidio y fotografiados con luz ultravioleta
en un transiluminador Biotop™™ modelo Trans Lum Dual y un sistema de imagenes utilizando

una camara fotografica Canon Power Shot'™ modelo A630.
Digestion de fragmentos con enzima de restriccion

La digestion de los productos amplificados, segun la técnica PCR-RFLP, se llevo a cabo de
acuerdo a Speranza et al. (2007) y fueron digeridos mediante las enzimas endonucleasas de
restriccion Hinf 1y Taq 1. Los fragmentos digeridos fueron separados en geles de agarosa al
3%, tefiidos con Bromuro de Etidio y fotografiados con luz ultravioleta mediante el mismo
sistema descripto para la visualizacion de los fragmentos amplificados. Se identificaron los
patrones de restriccion asociados a diferentes haplotipos citoplasmaticos mediante la

manipulacion de las imagenes utilizando el programa Corel PhotoShop ®.

Se selecciono la enzima de restriccion Taq 1 para su utilizacion en todos los casos ya que los
patrones encontrados en pruebas de ensayo permitian una mejor visualizacion de los

fragmentos digeridos y mostraban ser de igual patron que Hinf'l.
Secuenciacion de fragmentos variables

Se secuenciaron los haplotipos contrastantes de cada fragmento amplificado (forward y
reverse) y se determind la presencia/ausencia de sitios de restriccion analizables con el
programa Sequencher © 5.4.1 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI - USA
http://www.genecodes.com) y BioEdit © 7.2.5 Sequence Aligment Editor (Tom Hall, 1997-
2013).
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Los fragmentos trnl(e)-trnF(f) secuenciados fueron detectados como microsatélites
cloroplasticos (cpSSR) para la especie y posteriormente se amplificaron y enviaron a analizar
al Institut Pasteur - Montevideo. Los resultados fueron analizados con el programa Peak

Scanner 1.0 © (Applied Biosystems, 2006).

Analisis de datos

Para el analisis de la variabilidad intraespecifica se utilizaron los patrones de PCR-RFLP y se
generaron matrices de presencia/ausencia de sitios de restriccion. Las matrices fueron
analizadas mediante el procedimiento AMOVA (Excoffier et al., 1992) y se calcularon los
indices de la estructuracion poblacional como Phi (estimador analogo de Fde Wright para
datos calculados mediante el procedimiento de AMOVA para herencia uniparental-materna).
Ambos andlisis fueron implementados por el programa GenAlEx © (Peakall & Smouse,
2012) y permitieron detectar la distribucion de la variabilidad genética entre y dentro
poblaciones y areas de refugio propuestas (regiones). Se realizo un andlisis de aislamiento por
distancia mediante el Test de Mantel implementado por el mismo programa, utilizando las
distancias geograficas y las distancias genéticas medidas a través del calculo de distancias

pareadas del estimador Phipy (anélogo de Fsr).

Se construyeron redes de haplotipos mediante el programa Network 4.6.1.10
(http://www.fluxus-engineering.com) para describir los patrones de relacionamiento entre
haplotipos, los que fueron contrastados con su distribucién geografica. Para relacionar la
variabilidad entre haplotipos con su distribucion entre y dentro de poblaciones, se
representaron las poblaciones por medio de un Analisis de Coordenadas Principales (PCoA)

implementado en GenAlEx ©.

Se realiz6 la secuenciacion directa de las combinaciones haplotipicas detectadas por PCR-
RFLP. Basados en este analisis se identificd el microsatélite cloroplastico en el fragmento
trnL(e)-trnF(f). El andlisis de los datos se implement6 de acuerdo con los procedimientos

habituales descriptos por Vaio et al. (2005).
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Resultados

Variabilidad genética poblacional de fragsmentos cloroplasticos

Se probaron once pares de cebadores universales previamente descriptos, cinco indicados

como polimdrficos para poblaciones naturales de Brasil (Salgueiro ef al., 2004), los pares CD

y CY indicados como polimoérficos (Salgueiro et al., 2004; Turchetto-Zolet et al., 2011),

fueron monomorficos para haplotipos PCR-RFLP en las poblaciones uruguayas (Tabla 2). En

secuencias para CY se detectd mutacion unica en el individuo LMP17 — Citosina (C) por

Timina (T) en la posicion 128.486 del genoma plastidial para la especie (accesion en

GenBank - KR867678.1).

Tabla 2. Descripcion de los fragmentos amplificados y polimorfismos de los once pares de cebadores

del analisis PCR-RFLP para Eugenia uniflora en poblaciones naturales de Uruguay. pb=pares de

bases; Ta=temperatura de annealing; P=polimorfico; M=monomorfico.

= o 2 ~
§ Secuencia (5’-3°) § Secuencia (5’-3°) g 35. 8 Polimorfismo
g g == = Taq 1
& < &= =

CGC GCA TGG TGG ATT GTT ATG CAT GAA CGT AAT

trnH CAC AAT C psbA GCT C 600 48 P
CGC GCA TGG TGG ATT CCG ACT AGT TCC GGG TTC

#nH CAC AAT C trnk GA 1830 >4 P
GGG ACG GAAGGATTC AGAGTTTGAGAGTAAGCA .0 o b

nQ GAA CC T
GGG ACG GAA GGA TTC AGA GTT TGA GAG TAA GCA

0 AN OO psbl T 1000 52 p
TTAGCCTTTGITTGG o GGG AGA GAT GGC TGA 0 5 b

psbK CAA G GTG GAC
GGT TCA AGTCCCTCT . ATTTGAACT GGT GACACG 500 &, >

trnL ATC CC AG
CCA GTT CAA ATC TGG GGG ATT GTA GTT CAA TTG

o GTOTE nD o1 3200 54 M
CCA GTT CAA ATC TGG ATG GAT ATA GTA AGT CTY

trnC GTG TC yeF6 GCT TGG GC 930 50 M
ATA GGT ACT GTA RCY AAC ART TYG ARA AGG TTC

psbJ GGT ATT petA AATT 108030 M

matK  ACCCAGTCCATCTGG — matK CGTACAGTACTTTTGTGT o0 "

f AAA TCT TGG TTC r TTA CGA G
ndhF  GGATTAACY GCATTT .. CCCCCTAYATATTTGATA oo o "
f TAT ATG TTT CG CCT TCT CC
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Haplotipos encontrados

El andlisis combinado de las variantes de los fragmentos encontrados mediante la técnica

PCR-RFLP permitié encontrar 18 haplotipos cloroplasticos (Tabla 3).

Particion de la variabilidad intra e interpoblacional

La particion de la varianza molecular dentro de las poblaciones es mayor que entre
poblaciones y en el andlisis molecular de la varianza incluyendo como fuente de variacion las
regiones presupuestas para cada poblacion, el mayor valor de la particion de la varianza atn
corresponde a la variacion dentro de poblaciones, aunque disminuye un 4% explicada por la
particiéon de la restante variacion debida a la variacion entre poblaciones seguida de la

variacion entre regiones (Fig. 5).

Tabla 3. Haplotipos cloroplasticos obtenidos para los espaciadores intergénicos analizados mediante
PCR-RFLP (trnH-psbA, trnQ-psbl, psbK-trnS; endonucleasa Taq 1) y microsatélite cpDNA (frnL-
trnF") de Eugenia uniflora en poblaciones naturales de Uruguay. El cédigo de color es el utilizado

para cada haplotipo en todas las representaciones graficas.

trnH-psbA trnQ-psbl psbK-trnS trnL-trnF" Haplotipos Codigo

274 AAAD
430 380 275 AAAE
160 274 ABBD
s 388 275 ABBE
2 276 ABBF
2 417 ABCA
@]
g 440 270 BBBA
g
5 188 273 BBBC
£ 275 BBBE
2 170 277 BBBG
P 417 270 BBCA
273 BAAC
@]
’§ 274 BAAD _
g 275 BAAE
= 430 380 270 CAAA
120 272 CAAB
273 CAAC
430 274 CADD

Total 3 2 4 7 18 | ]

“Amplificacion del fragmento e-f; rnL(UAA)3’-trnF(GAA) con poli-T.
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Estimaciones de indices /' (Phi) vy niumero de migrantes (/Nm)

El analisis de la matriz de datos de presencia/ausencia de sitios de restriccion permitio realizar
una comparacion de estimadores de la varianza y migrantes para el andlisis entre poblaciones
y de poblaciones en regiones (Tabla 4). El Phipr es un estimador de los coeficientes de
Fijacion de Wright y representa el grado de diferenciacion genética que existe entre
poblaciones y sus diferentes indices pueden ser utilizados para determinar el grado de
estructuracion entre las poblaciones analizadas. El indice Phipr indica la proporcion de la
variabilidad genética entre poblaciones con respecto a la variabilidad total estimada
directamente. El mayor valor de Phipr se observa en el analisis donde se incluyen las regiones
(PER), aunque en el analisis sin considerar las regiones (PSR) el valor es similar. Los valores

de Phipt (PER=0,455; PSR=0,421) son considerados valores medios a altos.

El nimero de migrantes efectivos (Nm) para las poblaciones analizadas tanto en PER como en
PSR (calculado en GenAlEx ®), son considerados valores altos aunque se encuentran dentro

de los valores esperados para especies arboreas (< 1) (Wright, 1969).

Entre

Dentro Poblaciones Dentro
42% Poblaciones

0,
58% 54% Poblaciones

Poblaciones Entre

28%

Figura S. Particion de la varianza molecular de herencia materna mediante AMOVA en poblaciones
naturales de FEugenia uniflora en Uruguay. A) Analisis dentro y entre poblaciones sin regionalizar. B)
Analisis dentro y entre poblaciones y entre regiones, considerando las tres regiones presupuestas para
el rango de distribucion de la especie en Uruguay.
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Tabla 4. Comparacion de estimadores de F(Phigry, Phipg, Phipr, segiin corresponda) y numero de
migrantes efectivos (Nm) de poblaciones naturales de Eugenia uniflora para analisis entre poblaciones

sin regiones (PSR) y entre poblaciones en regiones (PER). Ne=tamafio poblacional efectivo; m=tasa de

migracion.
PER PSR

Fuente de variacion . Nm . Nm

Phi P (haploide) Phi P (haploide)
Regiones/Total (Phigry) 0,179 0,001 - -
Poblaciones/Regiones (Phipgr) 0,336 0,001 - -
[(Regiones)+Poblaciones]/Total (Phipy) 0,455 0,001 0,421 0,001
Migrantes efectivos (Ne*m) 0,600 0,688

Analisis de coordenadas principales (PCoA)

En el Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) los ejes 1-3 acumulan el 79,04%, siendo
mejor explicadas por las coordenadas 1 y 2 las cuales acumulan el 68,59% (Fig. 6) y explican
la distribucion de los valores de Phipr de cada poblacion, donde se pueden observar
claramente dos grupos asociados a las regiones previamente delimitadas. Las poblaciones
sobre las Sierras del Este sobre la cuenca Este se separan del resto de las poblaciones (Region
3 — indicado como Grupo verde ), mientras que las poblaciones del Centro-Norte se
pueden observar un grupo bastante definido de las poblaciones del borde de la Cuchilla de

Haedo y del centro-Oeste (Regiones 1 y 2 — indicado como Grupo violeta --- - --- -).

Red haplotipica

La red de haplotipos obtenida implementado por el programa Network 4.6.1.1©
(http://www fluxus-engineering.com) utilizando el algoritmo median-joining (Kim &Jansen,
1995) con la opcion de postproceso MP (Polzin &Daneshmand, 2003) muestra cuatro
vectores medios (mv) como nodos de conexion con las variantes haplotipicas detectadas
mediante los fragmentos y en las poblaciones analizadas en este estudio (Fig. 7). Los nodos
mv indican la ausencia de un haplotipo intermedio que conecta las poblaciones actuales
detectadas. El andlisis detecta dos clados bien definidos, separados por el maximo ntimero de
cambios (cuatro), los cuales coinciden mayormente con los dos grupos identificados en el
PCoA (Fig. 6), s6lo los haplotipos BAAD y AAAE aparecen asociados a la region 3 en la red,
a diferencia de su asociacion a las regiones 1 y 2 observado en el PCoA. Los dos principales

clados obtenidos pueden identificarse como aquellos correspondientes a los subgrupos de
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variantes indicados con colores violetas y amarillos (en adelante clado Oeste) y a los

subgrupos de variantes identificados con colores rojos y verdes (en adelante clado Este) (Fig.

, \
e \
‘/
.7 |
’
l' !
, @ .
-
-, I
_e=mrmrm - D -,
0’ - -
, -
IJ‘

Coord.2 (29,67%)
\
\
\

Coord.1 (38,84%)

7).

Figura 6. Analisis de coordenadas principales (PCoA) de Phipr con los haplotipos detectados en las 20
poblaciones de Eugenia uniflora muestreadas para Uruguay. Las poblaciones se indican con el c6digo
de letras y las particiones dentro de cada circunferencia corresponden a las proporciones de cada
haplotipo encontrado en la poblacién. Grupo verde asociado a Region 3; Grupo violeta --- - --

- - asociado a Regiones 1y 2.
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Figura 7. Red de haplotipos citoplasméticosr detectados en las 20 poblaciones naturales de Fugenia
uniflora analizadas. Cada color corresponde a los haplotipos indicados en la Tabla 3. Las marcas en
las ramas de la red corresponden a los pasos que las diferencian (cambios). Los puntos mv
corresponden a los vectores medios o nodos. Basado en el analisis con Network 4.6.1.1© utilizando el
algoritmo median-joining (Kim &Jansen, 1995) con la opcién de postproceso MP (Polzin

&Daneshmand, 2003). La red fue modificada visualmente con el programa Corel Draw X6®.

Distribucion geografica de los haplotipos

La variabilidad detectada mediante este andlisis permitid observar que los haplotipos
encontrados estan asociados a las diferentes regiones delimitadas como areas de refugio
(Grela, 2004). Diez de las 20 poblaciones analizadas presentaron un sélo haplotipo en la
poblacion, cinco presentaron dos haplotipos, tres presentaron tres haplotipos y una sola
presentd cuatro haplotipos. Las poblaciones més diversas se encuentran en la region 3
asociadas a las Serranias del Este, considerado el nucleo Sur de la Flora Oriental y el resto de
las poblaciones asociadas a las regiones 1 (asociada a la Flora Occidental) y la 2 (asociada al
nucleo Norte de la Flora Oriental) (Fig. 8). Se pudieron detectar poblaciones con un solo
haplotipo y poblaciones con varios haplotipos relacionados entre si, solamente en la
poblaciéon SPR (Rivera) se detectaron haplotipos pertenecientes a dos clados separados (Fig.

7; Fig. 8). En las poblaciones de las regiones 1 y 2 sélo se detectaron haplotipos del clado
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Oeste, aunque no aparecieron compartidos entre poblaciones, mientras que las poblaciones de
la region 3 comparten haplotipos del clado Este. Para este ultimo clado, el subclado verde

solo se detectd en la poblacion QCA (Treinta y Tres).

El clado Oeste esta conformado principalmente por las poblaciones de las regiones 1 y 2 de
las variantes violetas y las poblaciones encontradas en parches de vegetacion aislados en los
margenes de distribucion de la vegetacion boscosa y de la distribucion natural de la especie
asociados a las variantes amarillas. El clado Este incluye los grupos de variantes rojas y
verdes, principalmente distribuidos sobre la region 3 y algunas variantes encontradas en

poblaciones ubicadas en la region 2 (SPR y CBV, ambas en Rivera).

El clado Oeste estd compuesto por los haplotipos del grupo de variantes violetas y el grupo de
variantes amarillas. El primer grupo aparece en las poblaciones de Tacuarembo, Rivera,
Artigas y Paysandd. En Tacuarembd y Rivera, las poblaciones principalmente se encuentran
en los bosques fluviales y de quebradas del este de la Cuchilla de Haedo y en el caso de
Artigas y Paysandu son poblaciones en bosques fluviales afluentes del Rio Uruguay, pero no

forman parte del bosque de galeria del Rio Uruguay.

El grupo de haplotipos de variantes amarillas se encuentran relacionados a poblaciones
dispersas en areas alejadas geograficamente entre si y con otras de las poblaciones de las
principales areas boscosas. La poblacion LMP (Paysandi) pertenece a un bosque fluvial de
galeria del Rio Uruguay y estd compuesta por cinco haplotipos diferentes, todos
correspondientes a este grupo particular, apareciendo como una poblaciéon muy cercana a
CUL (del grupo violeta, el otro grupo del clado Oeste) en el PCoA (Fig. 6). La poblacion
LCT (Tacuarembd) se encuentra en un pequefio bosque de escarpa, a pesar de estar
geograficamente muy cercana a las poblaciones del grupo azul, solo se detectaron haplotipos
del grupo amarillo. Las poblaciones PAT (Tacuarembd) y PPCL (Cerro Largo) aparecen hacia
la cabecera de la cuenca del Rio Negro, PAT en un bosque fluvial y PPCL en un bosque
pantanoso ambos en parches de bosque en la cuenca alta del Rio Negro en Uruguay, pero no

asociados a sus margenes, por lo que en principio fueron tratados como parte de la region 3.
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Las variantes de este clado detectadas en la poblacion CBV en un bosque de escarpa de

Rivera corresponden al subgrupo rojo y en la poblaciéon SPR en un bosque de quebrada en

Rivera, se detectaron individuos correspondientes también a otra variante roja y otros

individuos de variantes violetas (compartida con variantes tipicas de la mayoria de las

poblaciones de la region 1y 2).
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Figura 8. Mapa de poblaciones y haplotipos detectados de Eugenia uniflora en Uruguay. El codigo de

colores correspondiente a cada haplotipo se observa a la derecha del mapa. Las particiones en las

circunferencias indican la proporcion de esa variante en la poblacion. Mapa modificado con

topografia.
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Relacion entre distancia geografica y distancia genética

Se encontré una correlacién baja (R*=0,0317; P=0,03) entre las distancias geograficas y
genéticas entre las poblaciones cuando se analizan en forma conjunta. Sin embargo, las
distancias genéticas entre poblaciones de una misma region tienden a ser menores que cuando
se comparan poblaciones de regiones diferentes separadas por distancias geograficas similares
(Fig. 9), por lo que, consideradas independientemente, las nubes de puntos resultantes de la
comparacion entre poblaciones de una misma region o solamente poblaciones de regiones

diferentes, no muestran asociacion entre la distancia geografica y genética.
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Figura 9. Relacion entre distancia geografica (km) y distancias pareadas de Phiprp linearizado entre
poblaciones de Eugenia uniflora en Uruguay. Se indican los puntos correspondientes a comparaciones

entre y dentro de regiones.
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Discusion

Alta variabilidad intraespecifica

La metodologia utilizada para detectar la variabilidad genética de las poblaciones de la
especie pudo detectar una alta variabilidad dentro y entre poblaciones en su rango de
distribucion natural en Uruguay. Analisis similares para poblaciones de Eugenia uniflora para
Brasil proponian la existencia de alta variabilidad intraespecifica para la especie en analisis de
poblaciones aisladas y bajo presion por pérdida de héabitat (Margis et al., 2002; Salgueiro et
al., 2004). Para cinco poblaciones del rango de distribucién de la especie en el Bosque
Atlantico de Brasil detectaron nueve haplotipos PCR-RFLP para una muestra total de 71
individuos, encontrando un aumento en el numero de variantes haplotipicas en las
poblaciones del Sur (cuatro haplotipos; cuatro fragmentos digeridos con dos endonucleasas

Taq 1y Hinf'T)(Salgueiro et al., 2004).

Debido a que el tamafio poblacional y el aislamiento espacial son considerados modeladores
de la variacion genética de las poblaciones, en general se considera que el tamafio poblacional
efectivo (Ne) y la tasa de flujo génico (o migracidon) deberian ser mayores en las areas
centrales de distribucion y menores en las areas marginales, por lo que las poblaciones
marginales deberian presentar menor diversidad genética y mayor diferenciacion entre
poblaciones que las poblaciones centrales (Eckert et al., 2008). A pesar de que las
poblaciones marginales de los rangos de distribucion natural de las especies tendrian menor
diversidad que las que se podrian encontrar en el area central de distribucion, estas
poblaciones periféricas tenderian a ser genéticamente diferentes debido a la seleccion natural
divergente que ocurre por el aislamiento y el efecto fundador y la deriva génica (Lesica
&Allendorf, 1995). En este estudio, con una metodologia similar a la utilizada por Salgueiro
et al., 2004) se distinguieron 18 haplotipos cloroplasticos. Este nivel de variabilidad en un
area geografica reducida sugiere que los procesos que han operado sobre estas poblaciones a
lo largo del tiempo han sido complejos, siendo necesario trabajar con enfoques que permitan
calcular el momento de aparicion de las variantes y sus relaciones, que permitan asociarlas a

eventos especificos derivados de las oscilaciones climaticas en el pasado.
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Variabilidad intrapoblacional

AMOVA y Phi: Variabilidad entre regiones y poblaciones y dentro poblaciones

El AMOVA detect6 un alto porcentaje de la variabilidad explicada por los individuos dentro
de las poblaciones, tanto en el andlisis sin considerar o considerando las regiones (Fig. 5; 58%
y 54%, respectivamente). Los estadisticos F estimados mediante Phi (Tabla 4), también
evidenciaron altos valores de la variabilidad explicada por los individuos dentro de las

poblaciones (Phipr), considerando o no las regiones (PER=0,455 y PSR=0,421).

A pesar de que existe una alta variabilidad genética dentro de las poblaciones, también se
detectan valores de Phi que indican que las poblaciones estan estructuradas, donde un 18% de
la variabilidad es explicada por las regiones en el analisis PER (Fig. 5), obteniendo valores de
Phipr de 0,336 lo que indicaria que la estructuracion no estaria asociada a la distancia
geografica, sino estaria principalmente explicada por la subdivision de la distribucion de la

especie en regiones (Tabla 4, Fig. 9).

Los valores de Nm obtenidos en el analisis con regiones y sin regiones (Tabla 4), generaron
valores menores a 1 en ambos casos (PER=0,600; PSR=0,688), por lo que estos valores
también sugieren que el flujo de semillas entre éstas, si bien estd presente, es limitado a nivel
global en el area analizada. Sin embargo, la misma estimacion realizada considerando s6lo las
poblaciones pertenecientes a cada region, arrojo valores de Nm de 0,986, 1,105 y 0,888 para
las regiones 1, 2 y 3 respectivamente (datos no mostrados). Estos resultados, apoyan la
interpretacion de que el flujo de semillas dentro de cada region es moderadamente alto, pero

el intercambio de semillas entre regiones es muy bajo.

Se desconoce el nivel de asimetria entre la dispersion de las semillas y polen en E. uniflora y
por lo tanto no pueden generalizarse los patrones detectados con marcadores citoplasmaticos
al flujo génico mediado por el polen. En un estudio llevado a cabo en Brasil las poblaciones
de E. uniflora mostraron una fuerte estructuracion de las poblaciones, con altos valores de
estimadores de la estructuracion poblacional pero manteniendo un alto nivel de variacion
intrapoblacional (Salgueiro ef al., 2004). Es posible que las barreras al flujo génico en el caso

de E. uniflora en las regiones estudiadas sean suficientemente fuertes como para reflejar un
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patron similar en la variabilidad del ADN nuclear como en el caso de Petunia axillaris en las

mismas areas (Turchetto et al., 2014).
Distribucion de haplotipos entre poblaciones

Las regiones predelimitadas en este trabajo estan basadas en Grela (2004) y Haretche et al.
(2012). Si bien se observa diversidad entre las poblaciones de una misma region, éstas solo
comparten haplotipos que se encuentra en un mismo clado (Fig. 7); so6lo la poblaciéon SPR
comparte haplotipos de dos regiones diferentes, aunque todas las demas poblaciones no
comparten haplotipos con otras poblaciones a pesar de estar en la misma region, lo que podria
estar relacionado a la diversidad genética de las poblaciones del resto del rango de
distribucion al otro lado de la frontera con Brasil. Las poblaciones muestreadas en las
regiones propuestas como areas de alta riqueza especifica y dendrofloristica fueron analizadas
tomando en cuenta las regiones o excluyéndolas, para poder observar cuanta variabilidad
podria ser debida a la diferenciacion entre las regiones. En el AMOVA cuando se realizo el
analisis incluyendo las regiones, el 18% de la variabilidad genética de E. uniflora fue debida a
las regiones donde se encontraban las poblaciones (Fig. 5) y las variantes detectadas como
haplotipos diferentes se encontraban relacionadas segun la red haplotipica (Fig. 7). El PCoA
indica dos grupos separados bien delimitados coincidentes con los dos grupos con mas pasos
de diferenciacion obtenidos en la red haplotipica, las poblaciones del clado Oeste asociada a
las regiones 1, 2 y las poblaciones marginales, y las del clado Este asociado a la region 3 (Fig.
6). De este modo, a pesar de la variabilidad intrapoblacional, se mantiene la diferenciacion
entre regiones ya que los haplotipos presentes en las poblaciones variables se encuentran

relacionados.

Estructuracion de la variabilidad poblacional v propuesta de areas de vegetacion

relictual
Estructuracion de las poblaciones

El test de Mantel muestra una correlacion entre distancias genéticas y geograficas baja, por lo
que, las diferenciacion genética de las poblaciones no se deberia exclusivamente a que estén
mas o menos distanciadas, sino que se encuentran estructuradas congruentemente con su

pertenencia a las regiones donde se encuentran. Las poblaciones que presentan haplotipos del
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clado Oeste, ubicadas en bosques fluviales y quebradas de la Cuchilla de Haedo, parecen estar
relacionadas a través de los afluentes al Rio Uruguay. Los haplotipos del clado Este se
encuentran en los bosques fluviales y de quebradas hacia el Este de la Cuchilla Grande en los
departamentos de Treinta y Tres y Cerro Largo, lo que es congruente con la presencia de
corredores apropiados para la dispersion zoocdrica y la escasez de corredores boscosos que
conecten éstas poblaciones con las mas cercanas en las regiones fluviales de la cuenca hacia el

Oeste de la Cuchilla Grande (Grela, 2004).

Las poblaciones de CBV (Rivera) y SPR (Rivera) tienen la particularidad de encontrarse
geograficamente ubicadas en la region 2, aunque en sus poblaciones fueron detectados
haplotipos relacionados al clado Este y no al clado Oeste como las demas poblaciones
cercanas. Estas poblaciones podrian estar relacionadas a las de la region 3 debido a que podria
existir, o haber existido, un corredor boscoso que conectara estas poblaciones a través de la

vegetacion mas al norte en el Sur de Rio Grande do Sul en Brasil.

Las poblaciones relevadas en areas distantes a las areas boscosas principales, como un parche
de bosque riberefio en Paysandi (LMP), un bosque de escarpa en Tacuarembd (LCT), un
bosque riberefio en el inicio del Rio Negro en Tacuarembo (PAT) y un bosque pantanoso en
Cerro Largo (PPCL), todas pertenecen a las variantes amarillas de uno de los clados
principales (clado Oeste) y comparten los haplotipos entre las poblaciones. Debido a que
todas representan parches de vegetacion aislados de las areas principales de vegetacion
boscosa, estas variantes carecerian de corredores boscosos que les permitieran dispersarse en
largas distancias y por lo tanto la migracion de individuos con potencial para instalarse podria

verse disminuida.
Correspondencia entre los patrones de variabilidad en Eugenia uniflora y otros modelos

Las areas de alta riqueza especifica identificadas en Uruguay coinciden con las &reas
geograficas de estructuracion de la variabilidad genética en poblaciones naturales de E.
uniflora en el pais. El clado de la region Oeste estd compuesto por dos subgrupos bien
diferenciados, el grupo violeta asociado a las poblaciones del rango principal de distribucion
de la especie y del tipo de vegetacion boscosa que habita principalmente en el norte de la
Flora Occidental y el Nucleo Secundario Norte de la Flora Oriental, mientras que el grupo
amarillo se encuentra asociado a poblaciones aisladas del area principal de vegetacion
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boscosa en parches rodeados de vegetacion principalmente de pastizales. El clado Este esta
compuesto por dos grupos principales, uno de las variantes rojas y verdes, y el grupo verde
oscuro, ambos grupos asociados al area principal de distribucion de la vegetacion boscosa del
Nucleo Secundario Sur de la Flora Oriental. Otras especies con rangos solapados de
distribucion geografica natural y diferentes sistemas reproductivos y de dispersion
(endozoocorica, anemocorica, barocorica) han sido analizados y los patrones con que la
variabilidad genética en esas poblaciones naturales aparecen presentan una diferenciacion
similar al encontrado en este trabajo, aunque los patrones espaciales no son totalmente
coincidentes (Vaio com pers.; Speranza et al., 2007; Casalas et al. 2014; Turchetto et al.,

2014).

Debido a que las zonas donde ocurren las areas de alta riqueza especifica estan asociadas
frecuentemente a refugios climaticos, este patron sugiere la presencia de barreras geograficas
(climéaticas) ocasionadas probablemente debidas a los periodos secos y frios durante las
oscilaciones climaticas, las que podrian haber generado sucesivas expansiones y retracciones
de la vegetacion durante el Pleistoceno en los periodos del Cuaternario (Ab’Saber, 1977;

Posadas & Ortiz-Jaureguizar, 2011).

Sin embargo, la distribucion de los haplotipos observada en E. umiflora en que una gran
variabilidad fue detectada dentro de la region 3 y mientras que las regiones 1 y 2 comparten
haplotipos mas relacionados, parece ser diferente a la distribucion encontrada para otras
especies en el Uruguay. En Turnera sidoides (Speranza et al., 2007) y Petunia axillaris
(Turchetto et al., 2014) detectaron que la distribucion de los haplotipos estaba claramente
estructurada y que geograficamente se podia visualizar en las variantes a un lado y otro de la
Cuchilla de Haedo (tomada aqui como el 4rea de la region 2, coincidente con el Nucleo
Secundario Norte de la dendroflora Oriental). Esta diferencia podria ser debido a que las dos
especies antes mencionadas tienen dispersion bardcora o anemoécora, ya que producen frutos
secos dehiscentes tipo capsulas y sus semillas son pequenas y delgadas, por lo que el radio de
dispersion de cada individuo es muy bajo. En E. uniflora la dispersion de la semilla es
tipicamente zoocora y se ha indicado que son dispersados por aves frugivoras generalistas y
mamiferos pequefios (Lughadha &Proenca, 1996; da Silva &Pinheiro, 2009), por lo que la

dispersion de las semillas (detectada mediante las variantes haplotipicas del cloroplasto)
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pareceria seguir las conexiones de las areas boscosas asociadas a las redes hidricas, ambientes

tipicos de alimentacion y refugios de las aves.

Biogeografia desde la vision filogeografica

Tipicamente la delimitacion de las regiones biogeograficas que han incluido a Uruguay en el
analisis, se han realizado basadas en los patrones con que un grupo especifico de especies se
distribuyen en el espacio. Para realizar estos analisis, basicamente se utilizan datos floristicos
y fisionémicos de la vegetacion (Cabrera &Willink, 1980) y muchas veces incluyendo
algunas caracteristicas de la geomorfologia (Chebataroff, 1942). Mas adelante estos analisis
han incorporado la metodologia el analisis de parsimonia (Grela, 2004). Estos enfoques tienen
la particularidad de incluir como elemento bidtico principal a las especies, por lo que la
riqueza especifica y los endemismos que aparecen en las areas de estudio, son las bases que
permiten delimitarlas fisicamente (Cox & Moore, 2010). La redefinicion de las regiones
biogeograficas para Uruguay basadas en los patrones dendrofloristicos permitié identificar
regiones asociadas a nucleos de alta riqueza especifica, principalmente detectando clados
asociados a las influencias de las especies tipicas de las provincias biogeograficas con
componentes arboreos, delimitando dos regiones principales con nicleos de alta diversidad
especifica (Grela, 2004; Haretche et al., 2012). Desde el punto de vista biogeografico, esas
regiones estan formadas por un conjunto de especies compartidas, formando areas muy
semejantes floristicamente. Las areas asociadas a la presencia de la provincia biogeografica
Paranaense, desde el punto de vista filogeografico, parecerian ser muy diferentes ya que los
patrones con que se distribuye la variabilidad genética de E. unmiflora se encuentra
estructurada en regiones, lo que evidenciaria areas con diferentes historias demograficas,
concordando con los resultados de otros trabajos en especies no emparentadas en la region de
Uruguay y areas circundantes (Speranza et al., 2007; Turchetto et al., 2014). La vegetacion
como la observamos hoy en dia seria similar a la del inicio de la Holoceno (12.000 afios
atras), por lo que la existencia de estos patrones de estructuracion podrian asociarse a que las
contracciones de la vegetacion durante las oscilaciones pleistocénicas modificaron la
vegetacion en espacio y tiempo repetidamente, permitiendo la instalacion de refugios de
vegetacion durante las fases de contraccion y la expansion de la vegetacion en los periodos
interglaciales de forma diferencial, como se ha sugerido para el Bosque Atlantico (Ledru et

al., 2009) donde E. uniflora también es un componente tipico. Esta estructuracion permite
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complementar la interpretacion de los patrones biogeograficos clésicos y reforzar la hipdtesis
de la presencia de refugios climaticos asociados a las oscilaciones de cambios climaticos

durante el Pleistoceno en Uruguay.

Conclusiones

La metodologia utilizada permitié detectar que la variabilidad genética de las poblaciones
naturales de Eugenia uniflora en Uruguay se encuentran estructuradas, principalmente en dos
clados definidos, los que se encuentran relacionados a las regiones asociadas a las areas de
alta riqueza especifica, consideradas refugios de vegetacion relictual. La estructuracion de la
variabilidad de las poblaciones indicaria la existencia de barreras geograficas antiguas,
debidas al aislamiento de las poblaciones en microrefugios, que hoy en dia no existen, pero
aun pueden detectarse como modeladoras de la distribucion espacial de la diversidad génica
de las poblaciones. Serian necesario estudios sobre el flujo génico por polen a través de la
deteccion de los patrones de variabilidad de marcadores moleculares nucleares que permitan
evidenciar la influencia de los mecanismos de deriva génica y adaptacion local, ya que en este
trabajo solo se analizaron los patrones de dispersion de la herencia materna. A pesar de que la
dispersion de las semillas tiene como vector principal a las aves y las distancias geograficas
son cortas, las poblaciones ain hoy en dia se encuentran estructuradas. Las barreras
geograficas actuales parecerian no ser un impedimento a la dispersion, por lo que se
requeririan mayores evidencias sobre cudles son los vectores especificos de dispersion de las

semillas.
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