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Dispersion de semillas de pind6 (Syagrus romanzoffiana) en la Selva
Paranaense: efectos ecoldgicos y genéticos de la interaccion con su
principal dispersor y del disturbio humano del habitat

RESUMEN

La dispersion de semillas es un proceso de enml@eancia para la ecologia y evoluciéon
de las comunidades jugando un papel determinabte $oregeneracion y el flujo genético de las
plantas. En los bosques tropicales y subtropidalesayoria de las plantas son dispersadas por
animales. El disturbio del habitat frecuentementgplica la defaunacién y la consecuente
desaparicion de las interacciones planta-animabdlaa Paranaense ha sido reducida a menos del
8% de su extension original. Nuestro objetivo gehfre evaluar posibles efectos ecologicos y
genéticos de la defaunacion para especies dispsrpadaertebrados. En particular, estudiamos
algunos aspectos de la dispersion de semillas gelfaera pindéfyagrus romanzoffianauna
especie clave como fuente de alimento para la cmladrmle frugivoros en la Selva Paranaense. El
pindd mostré una alta dominancia entre los frutmssamidos por el tapir en el Parque Nacional
Iguazu, y un alto nivel de reclutamiento de juvemilue hallado en las letrinas generadas por este
frugivoro. El reclutamiento fue mayor en las letsimpe debajo de la copa de palmeras adultas y
sitios al azar dentro del Parque. Para estudiafexzos genéticos de la dispersion de semillas por
tapires y de la defaunacion transferimos microgsaseh pindé de otras especies de palmera, y
comparamos los patrones de reclutamiento y variagédetica de juveniles entre el Parque y un
area defaunada. En el Parque, la mayoria de l@nijes reclutados en letrinas no estaban
emparentados entre si, ni con la palmera adulta cedsna, sino que provenian de diversas
madres, a diferencia del patron observado debajpatteeras adultas. En el area defaunada,
hallamos una mayor cantidad de juveniles reclutagtsjo de palmeras adultas, y la proporcion
de juveniles provenientes de semillas dispersag@smienor respecto al Parque. Ademas, en el
area defaunada los juveniles de pind6 presentararrigueza alélica significativamente menor y
una tendencia a una mayor estructuracion gen&pacal respecto a aquellos reclutados en sitios
con letrinas dentro del Parque. Concluimos queagés de este mutualismo, el tapir contribuye
significativamente al reclutamiento de juvenileslyflujo génico en el pindé. La defaunacién
puede producir pérdida de variabilidad genéticaimento de la estructuracion genética espacial

en aquellas plantas dispersadas por los vertebopstoson mas sensibles al disturbio.

Palabras clave: dispersion de semillas, mutualismo, disturbio Hébitat, Selva Atlantica,
Tapirus terrestrismicrosatélites, flujo génico, parentesco, estmactenética espacial.






Seed dispersal of pind6 (Syagrus romanzoffiana) in the Paranaense
Forest: ecological and genetic effects of the interaction with its main
disperser and of human-induced habitat disturbance

ABSTRACT

Seed dispersal is of great relevance for the ega@og evolution of communities playing a
critical role on the regeneration and gene flowplants. In tropical and subtropical forests most
plants are dispersed by animals. Habitat distudbaafien involves defaunation and the
consequent loss of plant-animal interactions. TheRaense Forest has been reduced to less than
8% of its original extension. Our main goal waseimluate possible ecological and genetic
consequences of defaunation for species dispenrse@rbebrates. In particular, we studied some
aspects of pind6 palngyagrus romanzoffiaaeed dispersal, a keystone species heavily sed a
a feeding resource by the community of frugivorethie Paranaense Forest. Pindd showed a high
prevalence among fruits eaten by tapirs in the zgudational Park, and a high level of juvenile
recruitment was found in the latrines produced g frugivore. Recruitment was higher in
latrines than beneath palm crowns and random witbén the Park. To study the genetic effects
of seed dispersal by tapirs and of defaunation naesterred microsatellites from other palm
species to pindd, and compared the patterns ofiitent and genetic variation of juveniles
between the Park and a defaunated area. WithirP#rk, most of the juveniles recruited in
latrines were unrelated to each other and to therese adult palm, and came from several
mothers, in contrast to the pattern observed aradutt palms. In the defaunated area, we found a
greater amount of juveniles recruited under adalig and the proportion of juveniles coming
from dispersed seeds was lower with respect to Rhek. In addition, juveniles from the
defaunated area exhibited a significantly loweelalrichness and a trend toward a stronger
spatial genetic structure than those recruitedities scontaining latrines within the Park. We
concluded that, by means of this mutualism, ther tsignificantly contributes both to pind6
recruitment and gene flow. Defaunation may prodhedoss of genetic variation and the increase
of spatial genetic structure in plants dispersedtinse vertebrates more sensitive to human

disturbance.

Key words: seed dispersal, mutualism, habitat disturbancignit Forest, Tapirus terrestris

microsatellites, gene flow, kinship, spatial genstructure.
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INTRODUCCION GENERAL

INTRODUCCION GENERAL

1. La dispersién de semillas en el marco ecoldgicayolutivo
1.1. Diversidad biolégica y adaptaciones

La dispersion de semillas se define actualmenteaan ciclo que involucra el alejamiento
de las semillas del entorno materno, la supervigenc germinacion de las mismas, y el
reclutamiento efectivo de nuevas plantulas y pmsteente adultos, que produciran nuevas
semillas (Wang y Smith 2002). A su vez, representade los procesos constituyentes del ciclo
reproductivo de las plantas. La dispersion de sasnirovee el inico mecanismo de movilidad de
las plantas vasculares con semilla (Spermatophyti@sto que luego de la fase dispersiva pasan a
ser organismos sésiles (exceptuando algunas plaotdsicas flotantes). La unidad dispersiva se
denominadiasporao propagulg términos mas apropiados que semilla, ya que émemente la
entidad que es dispersada contiene varias semilagtras estructuras anatomicha.dispersion
de semillas es un proceso realmente complejo s&i3en en cuenta detalladamente los multiples
factores involucrados desde que una semilla dgjiatda madre hasta que se establece en un sitio
definitivo (ver revision de Chambers y MacMahon 1,984ng y Smith 2002).

Existe una vastisima diversidad biologica deds¢emas de dispersion de semillas,
relacionada a las interacciones con animales yofactores abioticos (Figura 1). Como puede
apreciarse en la Tabla 1 (Howe y Smallwood 198Ejgura 1, usualmente existe una notable
asociacion de estructura-funcién, segun la cudipel de agente dispersor puede inferirse de la
morfologia de la diaspora o “sindrome dispersiEsta observacion sugiere un fuerte rol de la
seleccion natural sobre los modos de dispersiars@ial1983). Las adaptaciones son variadas y
pueden involucrar procesos selectivos convergemtdvergentes (Howe y Smallwood 1982).
Asi, un mismo modo de dispersion, que pudo habdesarrollado independientemente en
multiples ocasiones en la historia evolutiva, stgjieonvergencia adaptativa, mientras que la
divergencia daria cuenta de los casos en querldsosies dispersivos varian ampliamente dentro
de grupos filogenéticamente acotados (Tomback kdrin1 990, Benkman 1995). Por ejemplo, en
las semillas podemos encontrar estructuras aladakres que se originan a partir de tejidos
diferentes (Van der Pijl 1972) y/o que han surgig@s de una vez en especies dispersadas por
viento .g, algunas leguminosas; Augspurger 1989). A sumezden observarse estructuras que
varian entre especies de una misma familia depeaalidel tipo de agente dispersor. Por ejemplo

algunas especies de la familia Lecythidaceae puedesentar semillas rodeadas de un arilo
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grueso y carnoso, o aplanado en forma de ala, degrelo si la especie es dispersada por
vertebrados o por viento, respectivamente (Prariery1978).

De todas maneras, cabe sefalar que los sindrospergivos no deben ser usados como
evidencia univoca del modo de dispersion, pues nsuobees el tipo de dispersion real (y actual)
difiere de lo que indicaria en apariencia dicho rsimet. Este es el caso, por ejemplo, de semillas
adaptadas a la dispersion por animales actualneatiteéos (Janzen y Martin 1982, Guimar&es
al. 2008). Mas aun, las interpretaciones adaptacamisie los sindromes dispersivos como
resultado de la interaccion entre la planta y enég dispersor han sido controvertidas, ya que
histéricamente estuvieron basadas en estudios catiyus fuera del contexto filogenético
(Fischer y Chapman 1993, Herrera 1992, Jordano, 19948 et al. 1995). De hecho, en algunos
estudios comparativos que han considerado la fthdtandependencia filogenética entre las
especies analizadas (ver Felsenstein 1985) norselitanido evidencias de que los rasgos de los
frutos evolucionen como respuesta al tipo de dsspefFischer y Chapman 1993, Herrera 1992,
Jordano 1995)kn principio, esta observacion induce a planteargaiente paradoja: la actividad
dispersora de los frugivoros influye sensiblemesmtda aptitud fitness de las plantas, pero no
parece ejercer una presion de seleccién que die&weolucion de los rasgos de los frutos. Sin
embargo, en un trabajo reciente, Lomaseatlal. (2010) mostraron que los frutos de numerosas
especies d&icus presentan rasgos claramente correlacionados ctipoetle dispersor (aves o
murciélagos) mediante un analisis que permite otartia falta de independencia filogenética
entre las especies estudiadas. Su trabajo apoyterhente la hipétesis de los sindromes
dispersivos como producto evolutivo de la depenidesatre planta y dispersor, y el probable rol
de estos mutualismos no soélo en el mantenimientoy $ambién en la generacion de

biodiversidad, al menos en las especieBides
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Figura 1. Diversidad morfologica de las didsporas de 12@speregetales con distintos modos
de dispersion pertenecientes a 10 familias de apgimas.

11 Hem

Dispersion por viento (anemocoria): Aspidosperma polyneurofApocynaceae); 2,Thinouia
myriantha (Sapindaceae); Balfourodendron riedelianuniRutaceae). Dispersiébn mediante autopropulsiéon
por presion hidrostatica (balocoria): B¢ballium elaterium(Cucurbitaceae). Dispersion por agua (hidrocoria):
5, Cocos nucifera(Arecaceae). Dispersién por animales (zoocori@r pormigas (mirmecocoria): 6,
Leucospermum conocarpodendr@roteaceae); por adhesion a la superficie dealeffecto- o epizoocoria):

7, Arctium lappa(Asteraceae); por ingestion y regurgitacion o deé@n por vertebrados (endozoocoria): 8,
Campomanesia guazumifoligMyrtaceae); 9,Simarouba amara(Simaroubaceae); 10Rrunus mahaleb
(Rosaceae); 1ttalea maripa(Arecaceae); 1Zuterpe edulifArecaceae). Notar las diferentes escalas entre
imagenes. Todas las imagenes fueron tomadaselmet excepto 1 (Semillas y frutos de la selva misianer
RevistaBiodiversidad Nro. 6, abril 2013) y 12 (foto del autor).
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Tabla 1. Sindromes dispersivos generales de frutos y sefnilla

Adaptaciones

Agente Modificacié Comentarios
dispersor Generalidades odificacion
estructural
tejido acuoso rico en nutrientes  arilo, pericappdpa dispersion por vertebrados
_ atrayentes quimicos eleosoma dispersion por hosniga
animal .
. ganchos o material L .
estructuras adhesivas X adhesion a pelaje o plumas
pegajoso
mimetismo exocarpo coloreado comidas por aves
. ~ semillas diminutas :
reduccion del tamafio millones por planta
como polvo
viento alta relacion superficie/volumen  alas, plumas, glob glébulos raras veces
“malezas” rodantes brotes quebradizos semillasreisiaa
. . - pelos (fibras), cubierta se transportan parcialmente
resistencia al hundimiento L !
mucilaginosa sumergidas
. _ semillas pequefias e .
agua uso de tension superficial beq flotan hasta mojarse

impermeables

material poroso,

baja densidad relativa flotan largas distancias

aceitoso
u - : con dispersion secundaria
frutos eyectores o “explosivos muy variadas
frecuente
autodispersion .
. . - funcionan con humedad
didsporas reptadoras cerdas higroscopicas

variable

"Modificada de Howe y Smallwood (1982).
También llamada gravedad especifica; se defin@a@mociente entre la densidad de un cuerpo
o sustancia y la de otro/a de referencia (usuakregua pura).

1.2.Ventajas ecoldgicas de la dispersion

En el marco de la ecologia se han propuesto tigdtelsis generales para intentar
responder cual es la ventaja adaptativa, si esadgo@y (ver Howe y Miriti 2000), que confiere la
dispersion de las semillas a las plantas. Comureremta literatura, estas hipotesis se conocen
como hipétesis de escape de Janzen-Connelbe colonizaciony de dispersion direccionada
(Howe y Smallwood 1982, Wenny 2001).

La hipétesis de escape, originalmente propuestaJpozen (1970) y Connell (1971),
postula que la dispersién permite escapar de & matirtalidad en las cercanias de la planta
materna causada por factores que son dependieatks distancia a la planta madre o denso-
dependientes. La sombra de semilias, (la distribucién espacial de las semillas dispasale
una planta; Nathan y Muller-Landau 2000), normalmetgscripta por una curva del numero de
semillas en funcion de la distancia a la plantammnasliele presentar un patron leptokurtico con un
pico de densidad de semillas en torno al parelifdison 1993, Nathan y Muller-Landau 2000,

4



INTRODUCCION GENERAL

Willson y Traveset 2000). La hipotesis de Janzenr@t predice una mortalidad correlacionada
negativamente con la distancia al parental o pasitente correlacionada con la densidad de
conespecificos. En cambio, la ocurrencia de unbpate mortalidad no creciente respecto a la
densidad de plantas hermanas o a la cercania @érptor aportaria evidencia para rechazar la
hipétesis. Los factores de mortalidad denso-depaines de las semillas o plantulas pueden estar
dados por la depredacion por insectos o roedosewdé¢d 1970, Connell 1971), el ataque por
patogenos (Augspurger y Kelly 1984, Betlal. 2006) y/o la competencia intraespecifica (Connell
1971, Harper 1977). En la época en que fue plaatezsta hipotesis fue ampliamente aceptada
aun sin el apoyo empirico necesario, e incluso eadencias contrarias (Howe y Smallwood
1982). Posteriormente la hipotesis fue adquiriemds sustento (Clark y Clark 1984, Howe 1986)
aunque algunos estudios continuaron aportando tadesl opuestos (Cintra 1997). Mas
recientemente se ha demostrado el efecto predotairtin mortalidad denso-dependiente que
tiene lugar entre los estadios de semillas y plastpara 53 especies en una selva tropical (Harms
et al. 2000). Estos resultados apoyan convincentementalidez de la hipétesis de Janzen-
Connell, al menos para un nimero considerable pecess (Howe y Miriti 2000).

La hipétesis de colonizacion propone que la vandajla dispersién radica en que algunas
semillas puedan llegar, en forma impredecible empio y espacio, a sitios particulares, escasos
y/o efimeros, muchas veces generados por pertoriEsecomo caidas de arboles o incendios, que
presentan condiciones favorables para el estabkuiony desarrollo de la planta reclutada
(Hartshorn 1978, Brokaw 1985). Esta hipoOtesis massr mas adecuada para aquellas especies
gue producen diadsporas o plantulas con capacidadiod®ricion o supresion del crecimiento,
respectivamente, y que pueden permanecer laterg&s duee se forme una abertura del dosel que
induzca su germinacion o rapido crecimiento. Dade gsa hipotesis presume que los sitios
favorables son impredecibles, la estrategia deldatg madre seria diseminar sus semillas tan
ampliamente como sea posible (sin preferenciaxedes), para que al menos algunas encuentren
condiciones favorableg (g, ambientes sin competencia) o puedan esperar éstge se generen.

La hipotesis de dispersion direccionada planteal@agi@gentes dispersores, o algunos de
ellos, pueden depositar diferencialmente una cahtidasemillas mayor en ciertos sitios donde la
probabilidad de que la semilla sobreviva y se fanse en un adulto reproductivo es mayor
(Howe y Smallwood 1982, Schup al. 1989, Wenny 2001). La dispersion direccionada icapl
entonces la acumulacion diferencial de semillas ysupervivencia en sitios no aleatorios y
predecibles. Si una planta realmente obtiene \estapr dispersion direccionada, la seleccion
deberia promover la produccion de didsporas caactaisticas que aumenten la dispersion por
aquellos agentes que contribuyen a su direcciomamleacia los destinos favorables. La idea de

5
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la dispersion direccionada sugiere la importancia idkntificar y examinar microhabitats
particulares (micrositios) con alta llegada de #lamicomo sitios de reposo o perchas de uso
recurrente de avekeks dormideros de primates, letrinas, plantas “nadfizetc. (Wenny 2001).
La hipotesis de dispersion direccionada ha encdotagpoyado, entre otros sistemas (ver Wenny
2001), en ciertas nueces y frutos consumidos pes &ander Wall y Balda 1977, Vander Wall
1992, Thompson y Willson 1978, Wenny y Levey 199&)asporas transportadas por hormigas
hacia sus monticulos (Davidson y Morton 1981) aandos en descomposicion (Thompson
1980). También se han hallado resultados a favastie hip6tesis para algunos vertebrados que
generan letrinas donde la llegada de semillasrgaditamiento de individuos es particularmente
elevado. Este fendmeno se ha reportado, por ejemppla, las letrinas producidas por monos
aulladores bajo sus dormideros (Julliot 1997, Plenet al. 2009, Bravo 2009, 2012), y para las
letrinas de tapires (Fragoso 1997, Fragetsal. 2003) y de rinocerontes (Dinerstein y Wemmer
1988).

Otra hipotesis que ha sido propuesta como veptaja la dispersion es un aumento del
poder germinativo de la semilla luego de sufriragiicacion al pasar por el tracto digestivo del
dispersor (Noble 1975, Lieberma al. 1979). Un caso emblematico sobre esta idea haetido
supuesto mutualismo obligado entre una especieeabideroxylon grandiflorumnde la isla
Mauricio y un ave frugivoraRaphus cucullatys segun el cual la germinaciéon de la semilla
requeria necesariamente el paso por el tracto tdigedel ave dispersora (Temple 1977). Sin
embargo, la mayoria de las especies puede germimarecesidad de la manipulacion por un
dispersor (Howe y Smallwood 1982, y referenciag eitadas). En particular, el sistema
presentado por Temple (1977) como mutualismo ofitigalos supuestos efectos causados por la
extincion del ave dispersora han sido refutadosa@@iy 1979, Witmer y Cheke 1991). No
obstante la hipoétesis del beneficio germinativeida apoyada en varios estudios (Traveset 1998,
Bravo 2009), lo que sugiere que dicho efecto puedeesentar realmente una ventaja asociada a
la dispersion.

Por dltimo, en el caso de la endozoocoria, sedstufado también que el pasaje por el
tracto digestivo de los dispersores confiere un fi@oeal matar las larvas de insectos (Miller
1994, Or y Ward 2003, Bravo 2008) o limpiar las #las de agentes infecciosos y sustancias
guimicas que atraen a los depredadores (Fatla. 2013), reduciendo asi la tasa de mortalidad
de las semillas.

Como es evidente, las hipotesis expuestas endafps anteriores no son mutuamente
excluyentes, y presentan dificultades conceptuglesetodoldgicas para distinguir sus efectos
(Howe y Smallwood 1982, Wenny 2001). Estas altérastpueden representar factores que
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operan conjuntamente pero con impactos diferemted eiclo de dispersion de una especie. Por
ejemplo, la demostraciéon de mortalidad denso-dapetelen torno a una planta madre apoyaria
la hipdtesis de escape, pero no excluiria la pasaloi de que las plantulas requieran parches con
mayor llegada de luz para el crecimiento. Asimisero,una especie dispersada por numerosos
agentes (situacion mas frecuente), la dispersideccdbnada puede ser un proceso efectivo
promovido por algunos dispersores, mientras ques gtueden generar ventajas por colonizacion.
Suponiendo endozoocoria, cualquiera de estos epsnmgbotéticos admitiria ademas los posibles
efectos de un aumento del poder germinativo o denlgieza de la semilla. En suma, el ciclo
dispersivo de las plantas es un proceso complejoirqumucra una multiplicidad de factores
operando conjuntamente e interactuando entre si.

Schupp 1993 ha propuesto un marco conceptualpdaeadoEfectividad de la Dispersion
de Semillas(Seed Dispersal Effectivenesgvisado en Schuppt al. 2010) para abordar los
estudios que involucran endozoocoria (aunque s@tieable a otros sistemas). Este marco pone
el énfasis en la evaluacion de los componentesdgtexminan finalmente la efectividad de la
dispersion generada por los distintos agentesnidatio efectividadcomo el producto de la
cantidad y calidad de la dispersién asociada. béidad, a su vez, depende del nimero de visitas
a la fuente de semillas que efectian los dispesspodel nimero de semillas dispersadas en cada
visita, en tanto que la calidad depende de lod@desnbre la viabilidad de la semilla producidos
por el tratamiento de los dispersores y la proiddl de que las semillas lleguen a producir un
nuevo adulto. Al igual que las hipotesis menciosasizbre las ventajas de la dispersion, y otros
modelos cuantitativos (Nathan y Muller-Landau 2088than 2007), este marco conceptual nos
permite orientar las preguntas hacia aspectos @aterente relevantes del ciclo dispersivo en los
estudios concretos de cada sistema, como pued islentificacion y cuantificacion de factores
preponderantes de mortalidad de las semillas o gentes dispersores que contribuyen

diferencialmente al reclutamiento de plantulas.

1.3. Interacciones mutualistas y coevolucion difusa

Por lo expuesto anteriormente es evidente quentkraiccion entre las plantas y sus
dispersores o polinizadores aporta beneficios recfi;, dando lugar a relaciones de mutualismo.
Wheelwright y Orians (1982) compararon las caréstieas de la interaccion planta-dispersor
versus planta-polinizador fundamentando las pr@&salchusas que conducen a relaciones de
mutualismo menos estrechas en el primer caso. Hithas causas destacan la mayor presion
selectiva dada por la especificidad requerida tiel de deposicién del polen respecto al de las
semillas: el grano de polen se pierde si no alceheatigma de un conespecifico, mientras que las
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semillas pueden establecerse en sitios de casdittasi ampliamente mas variables y menos
predecibles. Ademas, la capacidad de las plantas rpanipular el comportamiento del vector
animal es mayor sobre los polinizadores que sasrelispersores (sin embargo, ver Vander Wall
2010). Mientras que normalmente la planta condicienfeneficio nutricional que obtiene el
polinizador a que éste deposite el polen que acameel estigma durante las sucesivas visitas a
las flores, la planta que ofrece frutos no puedwioionar el transporte de semillas hacia los sitios
mas favorables para el reclutamiento, quedanddasej@onces al “pago por adelantadpé.(
otorga el beneficio nutricional al frugivoro indegéntemente del destino que tenga
posteriormente la semilla).

La enorme mayoria de las plantas dispersadasigalmente por animales posee mas de
un agente dispersor, y en general, varios. Re@prente, los animales dispersores generalmente
consumen frutos o semillas de varias especies alegetLa vision actual de la dispersién de
semillas por animales se enmarca, entonces, ddetrparadigma coevolutivo de mutualismos
difusos (Wheelwright y Orians 1982, Herrera 198BpmMpson 1989, Wenny 2001) donde las
interacciones planta-dispersor no son especie-gg@ac(sin embargo, ver Youngsteagtt al.
2009), sino que forman parte de una red mas coafBgjscomptet al. 2006). Los mutualismos
difusos implican presiones selectivas reciprocdativamente débiles entre los organismos
involucrados, y por lo tanto, las adaptaciones tastds no suelen estar tan finamente moldeadas

como en mutualismos especificos.

1.4.Efectos de la dispersion a nivel de las comunidades

La dispersion de semillas tiene una notable inflieesobre la estructura y dinamica de las
poblaciones y comunidades vegetales (Clark y Ji 196bupp y Fuentes 1995, Nathan y Muller-
Landau 2000, Willson y Traveset 2000, Wang y Sr2@f2). La dispersion tiene implicancias en
fendmenos como la colonizacion de nuevos habi@Gain(et al. 2000), la expansion de plantas
invasoras (Bartuszevige y Gorchov 2006), la regamén (Beckage y Clark 2003, Martinez-
Garza y Howe 2003), el flujo génico (Hamriek al. 1993, Baclest al. 2006), las sucesiones
(Ingle 2002, Howe y Miriti 2004), el mantenimienttle la diversidad (Terborgat al. 2002,
Bascompteet al. 2006), e incluso en la diversificacion de las esgermas (Fleming y Lips 1991,
Tiffney y Mazer 1995, Lengyadt al. 2009, Loméscolet al. 2010).

Asimismo, cuando se trata de endozoocoria, el pmoes/olucra la interaccion mutualista
con animales, y por lo tanto también tiene un amplipacto sobre las comunidades de frugivoros
y otros organismos (Bascompte y Jordano 2007). Biploblaciones de vertebrados dependen de

la alimentacion con frutos carnosos para la migra§Howe y De Steven 1979), la cria de su
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progenie o el mantenimiento durante ciertas épdebafio (Tergborgh 1986, Rey 1995). Ademas,
la actividad de los vertebrados frugivoros puetira la distribucion de insectos frugivoros que a
su vez producen efectos positivos o negativos dalmeproduccion de las plantas (Herrera 1984,
Traveset 1992, Guix y Ruiz 1997, Bravo 2008). Efinitera, las redes complejas de interaccion
gue se establecen en virtud de los mutualismos etdntas y dispersores, tienen efectos notorios
y muy diversos sobre la biodiversidad de comunidadeimales y vegetales (Bascompte y
Jordano 2007). Por lo tanto, la comprension desestpectos es de sumo interés desde el punto de

vista de la conservacion.

2. La dispersion de semillas y el disturbio humano

2.1. La destruccion global del habitat

El ser humano se caracteriza, entre otras cosds layo de su historia, por una creciente
capacidad de modificar su entorno mediante la impigacion de tecnologia. La incidencia
humana en la destruccion del medio ambiente haaidoentando notablemente junto con la
expansion de la agricultura, el desarrollo indabtyilas subsiguientes explosiones demograficas
(Eldredge 1998, Laurance 2010). Se estima que eiltlows tres siglos el area total de selvas se
ha reducido a la mitad de la cobertura terrestiginal (Skole y Tucker 1993), y actualmente,
algunas selvas tropicales se estan perdiendo dasaaequivalente a 50 canchas de futbol por
minuto (Laurance 2010). La drastica modificacion a@mbiente que ha ejercido el hombre en
tiempos recientes nos sitla en un escenario glotescupante, donde la pérdida de muchos
recursos naturales y el impacto sobre las condisiafimaticas son evidentes (Laurance 1998,
Dirzo y Raven 2003). Todos aquellos procesos qu&ibayen al dafio o destruccidén del habitat,
como la deforestacion, la fragmentacion de los besgla defaunacion, la contaminacion de las
aguas, o el calentamiento global, representan aria amenaza para la supervivencia de las
especies (Ledig 1992, Whitmore 1997, Dirzo y Ra26A3, Cahillet al. 2013). Sin dudas, la
desaparicion del habitat es la principal causadedincion de especies (Pimm y Raven 2000). Si
bien la tasa actual de extincion de especies esmneatiamente dificil de determinar con suficiente
precision (Stork 2010), algunas estimaciones hgerglo la posibilidad de una pérdida del 50%
de la biota total de la tierra durante la primeitadchdel siglo XXI, en caso de que no se tomen

medidas de conservacion adecuadas€6ét. 2000).
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2.2. Fragmentacion y defaunacion

La destruccion del habitat a gran escala es un fendnevidente. No obstante, pocos
habitats han sido destruidos por completo. Muyueatemente ocurre una reduccion de sus
extensiones y un proceso de fragmentacion, dejpadaefias “islas” del habitat original en una
matriz degradada (Laurance 2010). La fragmentacaisa una disminucion del tamafio efectivo
de las poblaciones que depende del tamafo dealpsméntos y del grado de aislamiento. Al igual
gue la pérdida del habitat, la fragmentacion esamanaza grave para las especies (Laurance
al. 2002, Hanskiet al. 2013). Los fragmentos remanentes quedan sometidas “efecto de
borde” acentuado y a una fuerte presion de ca€tilen Jr.et al. 2000). La extincion de una
especie trae aparejada la desaparicion de lasa@gienes ecologicas en las que dicha especie
participa(Janzen 1974). Este efecto puede tener lugdmuso a escala local conduciendo a una
degradacion paulatina de los ambientes remaneetasadal impacto indirecto sobre aquellas
especies con las que interactuaba la especie des@aa En este sentido, las plantas dispersadas
por animales, que son especialmente abundantes exelivas tropicales o subtropicales (Howe y
Smallwood 1982), pueden ser sensiblemente afectaolasa defaunacion en los fragmentos
boscosos (Bond 1994, Denmisal. 2007).

Numerosas investigaciones han revelado conse@seduiersas de la extincion o escasez
de los dispersores sobre la dispersion, regenergcpmrsistencia de las poblaciones de plantas
dependientes de dichos animales (Wright S. J. 2@08er-Landau 2007, Peres y Palacios 2007,
Stoneret al. 2007, Brodieet al. 2009). Algunos estudios sugieren que la eliminaaé los
dispersores podria incluso llevar a las plantagaHasextincion. Este es el caso, por ejemplo, de
varias plantas endémicas en el sur de Africa antie$aparicion de hormigas dispersoras nativas
(Bond 1994). Webb y Peart (2001) han estimado guerhocion de los dispersores en una selva
tropical de Borneo (Indonesia) produciria una middel 60% de la riqueza especifica de
plantulas. En una zona de Tanzania se observél gael@amiento de plantulas y juveniles de 31
especies de plantas dispersadas por animales esavéces superior en selva continua o
fragmentos grandes (> 30 ha) que en fragmentosepegu(< 10 ha), mientras que el
reclutamiento de ocho especies arboreas disperpadasavedad o viento no diferia (Cordeiro y
Howe 2001). Ademas, la diferencia en el reclutatoiemtre fragmentos grandes y pequefios se
acrecentaba considerablemente para especies eadé@iordeiro y Howe 2001). En contraste
con estos hallazgos de un impacto negativo enaodliteeniento, Valdivia y Simonetti (2007)

observaron que los niveles de reclutamiento deegpacie arbérea de los bosques de Chile eran
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superiores en fragmentos boscosos respecto a ancardginua, pese a los beneficios en la
germinacion conferidos por los dispersores.

Como es esperable, el efecto del disturbio hunramafecta a todas las especies de
animales por igual. Los vertebrados de mayor tansaflogeneralmente los mas afectados y los
primeros en desaparecer en las areas perturbaaagieysuelen tener bajas tasas reproductivas,
requieren mayores territorios, y son mas preciaboso presas de caza (Bodnetral. 1997). A
su vez, el tamafo de los vertebrados frugivoroa estrelacionado positivamente con las
distancias de dispersién y con el tamafio, divedsiglacantidad de semillas movilizadas
(Wheelwright 1985, Peres y Palacios 2007, Gaédttal. 2008, Wotton y Kelly 2012). Por lo
general, los vertebrados de mayor tamafo son insipales dispersores de especies con semillas
grandes (Foster y Janson 1985, Hammond y Brown)1%3% consiguiente, se espera que las
especies vegetales con semillas mas grandes suframpacto mayor por el efecto del disturbio
humano (Peres y Van Roosmalen 2002, Crazhed. 2007, Peres y Palacios 2007, Magklal.
2012). Sin embargo esta idea es aun motivo de elgl@atjue el disturbio podria tener efectos
distintos sobre otras etapas del ciclo dispersivdadeplantas si se consideran otros factores
postdispersivos. Por ejemplo, en areas perturbtmiassemillas grandes podrian tener una
supervivencia mayor respecto a las pequeias, &mltafauna afectada involucre mayormente a
los depredadores de semillas grandes (Datzal. 2007, Wrightet al. 2007). Por otro lado, se
postula que la desaparicion de ciertos disperqordsia ser compensada por la permanencia de
otros que posean una funcién ecoldgica suficieméenedundante (Walker 1992, Alves-Costa y
Eterovick 2007, Moore y Swihart 2007). Sin embargara especies de semilla grande la
redundancia en los dispersores no parece ser frieguygor lo que dicha compensacion no se

lograria facilmente (Campos-Arceast al. 2012, Buenet al. 2013).

3. La dispersion de semillas y el flujo génico

3.1. El movimiento de los genes en las poblacionesgyetales

La dispersion de semillas y el flujo de polen tibumgen los dos componentes del flujo
génico en las plantas con semilla (Levin y Ker&&@&r4, Ennos 1994, Hamilton 1999, Diekal.
2008). El flujo génico potencial se refleja direnemte en la capacidad dispersiva del polen y las
semillas, mientras que el flujo génico efectivo licy la fecundacion exitosa por el grano de
polen o la germinacién de la semilla dispersadavifLeg Kerster 1974). En las poblaciones
naturales, el flujo génico contrarresta los efed®da endogamia y la deriva génica, impidiendo
asi la erosion de la variabilidad genética (Slafl@87, Ellstrand 1992, Hedrick 2005). Por ende,
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el flujo polinico y la dispersion de semillas sonogesos de vital importancia para el
mantenimiento de la conectividad y diversidad geaétlentro de cada poblacion y entre
poblaciones distantes (Sork y Smouse 2006). Laiboiston al fujo génico dada por cada uno de
los componentes depende tanto de la ploidia comasddistancias de dispersién de cada tipo de
propagulo (polen o semilla). El flujo de polen imcpl la dispersion de gametas haploides y
requiere la existencia de conespecificos receptdrasdispersion de semillas, en cambio,
corresponde al movimiento de propagulos diploigesjo que cada evento efectivo contribuye el
doble que un grano de polen dispersado en lo qgpecta al flujo génico (Epperson 2007), y
puede dar lugar a la fundacién de nuevas poblagigramlonizacién de nuevos habitats (Caiin

al. 2000, Hamrick y Trapnell 2011). Sin embargo, eguabs sistemas las distancias de
polinizacion pueden superar a las de dispersiésedgllas resultando en una preponderancia del
flujo génico via polen (Petét al. 2005, Bittencourt y Sebbenn 2007).

El marco conceptual que permite indagar sobre edtefde los componentes del flujo
geénico en la estructura genética de las plantassneciente (Levin y Kerster 1974, Levin 1981,
Crawford 1984), y desde entonces se ha intenta@lmiear empiricamente esa relacion (Beattie y
Culver 1979, Waseet al. 1982, Loveless y Hamrick 1984, Furnietr al. 1987, Ennos 1994,
Williams y Guries 1994, Gibson y Wheelwright 1998¢cCauleyet al. 1995, Peakall y Beattie
1995, Alvarez-Buyllaet al. 1996). No obstante, el desarrollo creciente detéamicas de
marcadores moleculares hipervariables y de métestaslisticos especificos ha permitido avances
notables en al ambito de la ecologia molecularK$@mouse 2006, Ashley 2010, Jordano 2010,
Hamrick y Trapnell 2011). En este sentido el aiglie la estructura genética espacial de escala
fina (en inglés:fine-scale spatial genetic structyrebasado en métodos de autocorrelacion
espacial (Smouse y Peakall 1999, Epperson 200&aks y Hardy 2004), y los métodos para la
inferencia de parentescos (Meagher y Thompson 11985, Devlin y Ellstrand 1990, Marsheli
al. 1998, Smouset al. 2001, Milligan 2003, Wang 2004, Jonetsal. 2010) han jugado un rol
central.

Los estudios genéticos de flujo de polen han sldamente mas abundantes que los de
dispersion de semillas. Es probable que dicho sesgee deba necesariamente a una mayor
importancia relativa sobre el flujo genético, sinas bien a la mayor simplicidad metodoldgica en
cuanto a disefio de muestreo y poder resolutivaoslanarcadores moleculares requeridos para
estudiar el flujo de polen (Smouse y Sork 2004 kSprSmouse 2006, Ashley 2010). La
importancia relativa del flujo polinico y la dispgm de semillas, y la predominancia de uno u
otro componente en la contribucion al flujo géntotal, varia entre las distintas especies de
plantas dependiendo de los sistemas de polinizagidiispersién, y de factores ambientales
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(Ennos 1994, McCauley 1997, Lata al. 1998, Hamilton y Miller 2002, Baclest al. 2004,
Bacleset al. 2006, Hardestyet al. 2006, Garciaet al. 2007, Isagiet al. 2007, Dicket al. 2008,
Nakanishiet al. 2009, Freelanét al. 2012). Mas alla de la variacion existente, tanggdatrones
dispersivos del polen como los de las semillasuysfh considerablemente sobre la estructura
genética de las poblaciones vegetales (Hamrick SohNd.996, Sork y Smouse 2006, Epperson
2007, Dicket al.2008).

3.2. Los efectos del disturbio sobre el flujo géroc

La genética de poblaciones permite hacer prediesi@obre las consecuencias genéticas
de la fragmentacion en tanto que dicha perturbapidede implicar una restriccion del flujo
génico (Templeton 1990, Barret y Kohn 1991). Lassea y consecuencias de la disminucién del
flujo génico pueden tener lugar a distintas esasdasaciales (Linhart y Grant 1996). Por ejemplo,
el surgimiento de una barrera geogréfica que impidaduzca el intercambio de genes entre dos
sectores de una poblacidon puede ocasionar el sergmmde dos subpoblaciones diferenciadas. En
forma analoga, la limitacion de la dispersion dedeses dentro de una poblacion puede generar
una estructuracion en nucleos de individuos fisar@e cercanos y emparentados genéticamente,
aun cuando la distribucién de los individuos seainaa en la poblacion (Heywood 1991). Ante
la existencia de un proceso genético-evolutivo denado aislamiento por distancigMalécot
1946, Wright 1946, Hardy y Vekemans 1999) se espeealas poblaciones continuas exhiban un
patrén de estructuracién tal que el grado de peseatde los individuos decrece con la distancia
fisica entre los mismos. Esencialmente, el aislamipor distancia resulta de la accion antagénica
entre la deriva génica, que tiende a reducir loeatsn el nimero de alelos que se trasmiten a la
generacion siguiente, y la dispersion de alelogjo(flgénico intrapoblacional), que tiende a
mantener las variantes alélicas dentro del acervicge&le la poblacion (Hardy y Vekemans
1999). El modelo de aislamiento por distancia meedil avance hacia un estado de equilibrio
deriva-dispersion en las sucesivas generaciones! Estado de equilibrio se espera observar un
declive lineal del parentesco con la distanciecdisio con el logaritmo de la distancia (en el
modelo en dos dimensiones), entre individuos (REiUE397, Vekemans y Hardy 2004).

Sin considerar efectos selectivos, la genética téapimnes predice que una disminucion del
flujo génico aumenta la estructuracion de las pobies y causa una reduccion del tamafio
poblacional efectivo (Hedrick 2005). Bajo estas d¢oindes, se espera que las poblaciones
fragmentadas sufran una erosion de la variabiligemética y una diferenciacion entre
subpoblaciones (fragmentos) debido al incrementdadendogamia o deriva génica en cada

fragmento, y a la disminucion del intercambio deegeentre fragmentos (Yourgg al. 1996,

13



INTRODUCCION GENERAL

Hedrick 2005, Loweet al. 2005). En el corto término (una o pocas generasidnego del
disturbio) las poblaciones pequefias pueden sdépresion por endogamiéCharlesworth y
Charlesworth 1987, Hedrick y Kalinowski 2000). EE#aOmMeno se produce como consecuencia
de un aumento del apareamiento entre individuos emnfzalos, |0 cual genera un incremento de
la homocigosis y por ende un aumento de la frecaate genotipos que usualmente poseen una
menor aptitud. A largo plazo, la pérdida generdizde variabilidad puede limitar la capacidad de
la poblacién para responder adaptativamente a candaal entorno que ejerzan nuevas presiones
de seleccién (Ellstrand y Elam 1993, Yoweial. 1996, Hedrick 2001).

Los estudios de poblaciones fragmentadas y/o dades han mostrado resultados
diversos, y no siempre han detectado los efectdstédeos previstos por la genética de
poblaciones (Loweet al. 2005). Algunos trabajos que analizaron genétican@oblaciones
vegetales degradadas han encontrado un incremerits déveles de endogamia.g, Jump y
Pefiuelas 2006), de la tasa de autofecundaei@n fMurawskiet al. 1994, Dicket al. 2003), y de
la estructuracion genética espacilg( De-Lucaset al. 2009, Wanget al. 2011). Sin embargo,
otros estudios han mostrado que en fragmentos emtem la diversidad genética de algunos
arboles puede ser similar o mayor a la de areagoasté.g, Younget al. 1993, Collevatet al.
2001). En efecto, mediante analisis de parentestm slemostrado que el flujo polinico efectivo,
mediado por polinizadores nativos o exoticos puetlenentar en paisajes fragmentados (Dick
2001, Whiteet al. 2002, Dicket al. 2003), contrarrestando la reduccion del tamarictigtede la
poblacién y la consecuente pérdida de variabilifistios resultados indicarian que no siempre la
fragmentacion va acompafiada de aislamiento gengtim las consecuencias perjudiciales que
podrian suponerse (Love al. 2005, Krameet al. 2008; sin embargo ver Jump y Pefuelas 2006,
Aguilar et al. 2008, Dubreuikt al. 2010). Cabe sefialar también que un aumento deld&nico
no necesariamente es beneficioso, pues podriaagetepresion por exogamisi la poblacion
afectada contiene un sistema genético adaptadbriecte y recibe genes foraneos provenientes
de un acervo diferente (Waser y Price 1994, Letad. 2005, Leimu y Fischer 2010).

Otro aspecto que ha sido sefialado respecto dita@pn de los modelos clasicos de la
genética de poblaciones para evaluar los efectbsliskeirbio del habitat es el referido a las
escalas temporales (Kranedral. 2008, Oddou-Moratorio y Klein 2008, Zellmer y Knles 2009,
Sork y Waits 2010). Tradicionalmente, los métodasapevaluar el flujo génico (“métodos
indirectos”) se basaron en la estimacion de unnpeir® (N.m; dondeN, es el tamafio poblacional
efectivo ym, la tasa de migracion efectiva) directamente retexlo al grado de diferenciacion
(Fs) de las frecuencias alélicas entre (sub)poblasiopgue de algiin modo resume el resultado
de los procesos poblacionales histéricos (SlatkiBaston 1989, Neigel 1997). Las predicciones
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derivadas de esos modelos genético-evolutivos eeguivarios supuestos relevantes, como por
ejemplo condiciones de equilibrio deriva-migraciotamafios efectivos constantes, y conciernen
generalmente al mediano o largo plazo (normalmeni® generaciones) (Oubogg al. 1999,
Sork et al. 1999). En contraste, el interés de la ecologialgmefectos del disturbio del habitat
sobre el flujo génico mediado por polen y semilkascierne a procesos mas recientes. El
principal desafio en el contexto ecologico es paalealuar cambios agudos del flujo génico
contemporaneo asociados a la perturbacion relagimgarreciente del habitat, y su impacto en la
variabilidad genética (Sorket al. 1998). Normalmente los estudios ecoldgicos invaloc
explicita o implicitamente, s6lo a dos generaciotess plantas adultas productoras de polen o
semillas y los individuos reclutados de la sigweegeneracion. Como ya mencionamos antes,
algunos métodos de analisis desarrollados reci@mteninan sido fundamentales, ya que permiten
analizar los efectos del flujo polinico y la disgién de semillas en escalas de tiempo y/o espacio
mas finas. Concretamente, dichos métodos ofrecpodidilidad de obtener medidas mas directas
del flujo génico contemporaneo (Oubagal. 1999, Smouse y Sork 2004, Griwetdt al. 2005,
Sork y Smouse 2006, Garoga al. 2007, Grivetet al. 2009) y permiten analizar la estructura
genética en términos del grado de parentesco emtligiduos en microescalas espaciales
(Williams 1994, Kaliszet al. 1999, Wells y Young 2002, Albertet al. 2005). Mediante la
aplicacion de estas herramientas podemos resppneguntas dificiles o imposibles de contestar
de otra manera, y que resultan fundamentales pamtoel conocimiento del proceso de dispersion
(e.g, determinar la distribucion de distancias de lastplas a sus parentales), como para evaluar
los efectos de la fragmentacion del paisaje sobflije génico contemporaneo (Ouboeg al.
1999, Sorket al. 1999, Sork y Smouse 2006, Bittencourt y Sebbery 286hley 2010, Garcia y
Grivet 2011, Hamrick y Trapnell 2011, Waapgal.2011).

4. La gran ecorregion de la Selva Atlantica, la Sea Paranaense y la situacion ambiental

La Selva Atlantica es un complejo de quince eciorezs que se extiende mayormente a lo
largo de la costa atlantica de Brasil y hacia stealcanzando la region oriental de Paraguay y el
noreste de Argentina (Placci y Di Bitetti 2006)tdesomplejo de ecorregiones alberga los bosques
tropicales y subtropicales lluviosos mas amenazddbplaneta, reteniendo no mas de un 16% de
los 150 millones de hectareas de su extensiénnatigRibeiroet al. 2009). La Selva Atlantica
contiene una notable heterogeneidad de condiciamdsentales que sin duda han favorecido la
generacion de una altisima diversidad biologicd€Ro et al. 2009). Los factores de variacion
ambiental estan asociados a su amplio rango laial¢h#29°) extendiéndose a través de regiones
tropicales y subtropicales. Asimismo la amplitudhdibudinal estd asociada a un marcado
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gradiente de precipitaciones. El régimen de llupasde variar entre 4000 mm/afio en las zonas
costeras y 1000 mm/afio en las zonas interiores dounelde darse una marcada estacionalidad
con periodos secos de entre 5 y 6 meses. Por ulangeografia presenta gradientes altitudinales
gue oscilan entre 0 y 2700 msnm, contribuyendo i&amd la heterogeneidad ambiental. La Selva
Atlantica ha sido identificada como uno de los 2&leos fotspoty de biodiversidad mas
importantes del mundo, conteniendo un 1 — 8% dadta total de la tierra (Myernst al. 2000,
Metzger 2009). Esta gran ecorregion alberga apadamente unas 20 mil especies de plantas y
1360 vertebrados terrestres que incluyen 620 &6 mamiferos, 200 reptiles y 280 anfibios
(Myers et al. 2000). Ademas la Selva Atlantica presenta un metalvel de endemismo en los
diversos grupos taxonomicos, lo cual resalta la nmapcia de su conservacion (Metzger 2009).
Alrededor de 8000 arboles, 200 aves, 70 mamif@®septiles y 290 anfibios son endémicos de
la Selva Atlantica (Myerst al.2000).

En un estudio reciente, se ha determinado que asilBa extension total de Selva Atlantica
remanente, incluyendo las areas de bosque secarndegmentos menores a 100 ha, representa
un 11 — 16% de la cobertura original (Ribegtoal. 2009). La porcidn remanente se encuentra
altamente fragmentada, con fragmentos distanciediosiderablemente (1440 m en promedio) y
sujetos a un fuerte efecto de borde. Mas del 80%sdfragmentos tienen menos de 50 ha. De la
superficie total remanente, s6lo un 9% se encu@nttagida en reservas (Ribeabal.2009).

La Selva Paranaense, también denominada Selva idfamterior, Selva Atlantica Semi-
decidua, o Bosque Atlantico del Alto Parana, esdarregion mas extensa (47 millones ha) de
aguellas que integran el complejo de la Selva Adan(Placci y Di Bitetti 2006). La Selva
Paranaense se extiende desde el oeste de la Séviar @m Brasil, hasta el este de Paraguay y la
provincia de Misiones en Argentina (Figura 2). Lalv@ Paranaense ha sido drasticamente
reducida a un 7 — 8% de la superficie original, tamas de deforestacion notablemente elevadas a
partir de la segunda mitad del siglo XX hasta laacad (Figura 2). De la superficie original
gue se extendia en cada uno de los tres paises eué esta ecorregion esta representada, en
Brasil apenas queda el 2,7% (771.098 ha), en Payagjui3,4% (1.152.790 ha), y en Argentina el
51% (1.130.304 ha) (Holz y Placci 2003). En losmids afios la tasa de deforestacion en
Paraguay ha sido la mas alta de América Latina.

La expansion de la agricultura ha sido el factos indportante, aunque no el Unico, que ha
contribuido a la deforestacion y fragmentacion alé&élva Paranaense. Los principales cultivos
desarrollados en esta region incluyen algunos esusdmo soja, cafla de azucar, maiz, trigo,
algododn, y tabaco, y cultivos perennes como céf§jerba mate, citricos y plantaciones forestales
(pino y eucalipto principalmente) (Placci y Di Btte2006). La ganaderia también ha sido una
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actividad econdémica importante en la ecorregion icapdo la conversion del bosque nativo en
pastizales para el pastoreo. El impacto de cadaenas cultivos, como de las demas actividades
productivas, difiere a nivel regional de acuerdosapatrones histéricos de desarrollo de los tres
paises involucrados (Laclau 1994, Holz y Placcil}0Qas plantaciones de soja han tenido un
impacto notable en los estados del sur de Bradlilegte de Paraguay, pero no asi en la provincia
de Misiones (Argentina). Las plantaciones de talestdn concentradas en el estado de Santa
Catarina, Brasil (Hodget al. 1997), y en la porcion este de la provincia deidviss. En la region
norte de Paraguay las plantaciones de marihuartaéarhan reemplazado una porcion apreciable
de los bosques nativos. En la provincia de Misiplessmonocultivos forestales, principalmente
de pino, constituyen la mayor actividad economiadci y Di Bitetti 2006). La produccion de
madera, proveniente de cultivos forestales o déowag@on del bosque nativo, representa el 50 —
65% del PBI de la provincia dependiendo del perigde se considere (Mac Donagh y Rivero
2005). Entre otras cosas, la explotacion sustradiévenadera del bosque nativo ha producido el
empobrecimiento de los bosques, cambios en la astaudel mismo y en la composicion del
suelo.

Ademas existen otros factores relevantes que Imighotein claro impacto sobre la ecorregion.
La caza ilegal esta muy difundida en la ecorregiéhAlto Parand donde se han diezmado las
poblaciones de muchas de las especies cazadas)dtegicluso a la extincion local de varias de
ellas (Cullenet al. 2000, 2001, Paviolet al. 2009). Los organismos de control no han ejercido
una funcién eficiente para evitar la caza furtea,parte debido a la carencia de recursos técnicos
y financieros que permitan la aplicacion efectivaateleyes vigentes (Cinto y Bertolini 2003).
Ademas, la caza tiene raices culturales muy progjndeompafiadas muchas veces de serias
necesidades econdmicas (Giraudo y Abramson 1998). dro lado, ciertas obras de
infraestructura también han tenido un impacto antblenotable. La construccion de grandes
represas hidroeléctricas como Itaipu , Yacyret&dyguai, ha producido la inundacién de grandes
superficies de tierra aumentando el grado de fratao#n del bosque e imponiendo barreras
dispersivas para ciertas especies de flora y fé@@habez y Hilgert 2003, Fahey y Langhammer
2003). Asimismo, la construccion de rutas y camuh@stro de zonas protegidas o areas lindantes
ha incrementado la erosion del suelo y los efadtdsorde, ha facilitado el acceso a los cazadores,
y ha redundado en frecuentes accidentes letales lestvehiculos y la fauna. Por ejemplo, en el
Parque Nacional Iguazu, los vehiculos atropellanpoomedio de 200 animales cada afio
incluyendo especies claramente vulnerables comiesap jaguares (Chebez y Hilgert 2003).

Como ha sido sefalado (Placci y Di Bitetti 2006)s® de la tierra para cultivos y ganaderia,
la explotacion maderera de especies nativas, la ibegal y la construccién de infraestructura,
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pueden ser consideradas como las "causas proxitehttemendo disturbio que ha sufrido la
ecorregion. No obstante, existen también "caudamad" entre las que se destacan: la profunda
crisis economica de la region, la falta de altevaat econOmicas mediante practicas de uso
sustentable, la falta de capacidad de los organigmiasrnamentales para desarrollar y aplicar las
leyes apropiadas (falta de idoneidad de funciosari@la administracion de recursos, corrupcion
generalizada), la subestimacion del bosque natvdappoblacidén colonizadora, que ha sido visto
como un impedimento para el desarrollo, y faltacdacientizaciéon de la poblacién sobre los
problemas ecoldgicos de la region (Laclau 1994 zKdPlacci 2003, Placci y Di Bitetti 2006). A
su vez, muchos de estos factores estan asociadosistema de desigualdad econémica donde la
tierra y sus recursos ha quedado concentrada endiass de unos pocos, se ha marginado a una
gran proporcion de la poblacion y se la ha privddosus necesidades mas basicas (Placci y Di
Bitetti 2006).

Pese al enorme impacto que ha sufrido la SelvanRamnae, la provincia de Misiones aun
preserva areas extensas de bosque continuo (FXjucan un considerable potencial para la
conservacion. El conjunto de areas protegidas cestpyoor el Parque Nacional do Iguacu en
Brasil, el Parque Nacional Iguazu, al Parque PwmainUrugua-i y otras ocho reservas mas
pequefias en Argentina, representa la superficigne@ande bosque (340.800 ha) bajo proteccion
estricta mas extensa de la ecorregion (Di Bitettal. 2003). En el afio 1999 se sanciono en
Misiones una ley provincial, denominada "Corredardé de Misiones" (Ley 3631, decreto
218/99), destinada a proteger una superficie apradd de 1 millon ha como éarea de
conservacion y desarrollo sustentable y a manteneonectividad entre las principales areas
protegidas. Esta ley provee de un marco formalipimara el intento de preservacion de los
remanentes de Selva Paranaense en Argentina. nteh<l desmonte ilegal, la caza furtiva y la
contaminacion representan aun importantes amergpeadrecuentemente no son controladas.
Asimismo, los intereses econdmicos de sectoresymites sin perspectivas de conservacion
generan presiones constantes que solo puedenrgesrosstadas con una aplicacion eficiente de
politicas estratégicas adecuadas (Placci y Di Bigfl06). En este sentido, la produccion de
conocimiento cientifico sobre aspectos ecolégiandjiologicos en general, puede ayudar a
identificar los aspectos mas relevantes a teneuenta para el manejo y preservacion del medio
ambiente.
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Figura 2. Reduccion de la cobertura boscosa de la Selva &awae durante el siglo XX
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Nota: Las areas sombreadas en gris correspondecabértura de bosque. La imagen
fue tomada (y modificada) de Placci y Di Bitettd(5).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar posibles consecuencias de la defaunacibre da dispersion de semillas y el
flujo génico asociado para especies dispersadasvgréebrados en la Selva Paranaense

(Misiones, Argentina).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e CAPITULO I

a) Evaluar la composicion de semillas medianas y gaeth heces de tapir en el Parque
Nacional Iguazu, y los patrones espaciales de deif@at.

b) Evaluar si en la Selva Paranaense la dispersigntgmres es efectiva para el
reclutamiento de plantulas y juveniles de espamessemillas grandes.

c) Determinar una especie de planta que represemeodrlo de estudio relevante para
evaluar los efectos de la pérdida de dispersoras ®blproceso de dispersion de semillas y

sus posibles consecuencias.

e CaPiTULOII
Desarrollar marcadores moleculares polimorficoa mrpindé que permitan estudiar la
diversidad y estructura genética en relacién cdiugl génico mediado por la dispersion de

semillas.

e CapiTuLo III

Determinar los efectos de la dispersion por tapg@sre la variabilidad y estructura

genética de los juveniles de pindé en la SelvarRarzse.

e CAPiTULOIV

Evaluar los efectos producidos por la defaunacidores la variabilidad y estructura

genética de las nuevas cohortes de pind6 en la alranaense.
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CAPITULO I

UN FRUGIVORO AMENAZADO Y UNA ESPECIE ARBOREA CLAVE: LA INTERACCION ENTRE EL

TAPIR Y EL PINDO

Introduccion

Los vertebrados desempefian un papel fundamentkl dispersiéon de semillas en las
selvas tropicales y subtropicales (Willseh al. 1989). De hecho, en algunas regiones del
neotropico mas del 90% de las especies arbéreasladel o subdosel son dispersadas por
vertebrados (Howe y Smallwood 1982). La amplia diiad de vertebrados que es posible
encontrar en las selvas se ve también reflejada eatable diversidad de lluvias de semillas que
éstos producen de acuerdo a sus diferentes castices fisicas y comportamentales. Las lluvias
de semillas resultantes estan fuertemente infladiasi por el tamafio corporal, el tipo de
digestion, el rango territorial y el patron de aeigon de los dispersores (Janzen 1983, Bodmer
1991, Wenny 2000, Stonet al. 2007, Bravo 2009).

Los tapires (Perissodactyla, Tapiridad,apirug son herbivoros-frugivoros con
caracteristicas relevantes respecto a su gran giatecomo dispersores de semillas. En el
neotrépico se encuentran trds errestris,T. bairdii y T. pinchaqug de las cuatro especies de
tapires existentes en la actualidad, y son loso8n&obrevivientes de la megafauna que se
extinguio a fines del pleistoceno (Martin y Klein849 Lessa y Farifia 1996)apirus terrestris
(L. 1758), conocido como tapir amazénico o de adierbajas, alcanza un peso maximo en la
adultez de aproximadamente 250-300kg, y es, degf@iesBairdii, el mayor vertebrado terrestre
de las selvas neotropicales. Se han registradadm&80 especies de plantas, pertenecientes a no
menos de 71 familias, cuyos frutos son consumidwseptapir amazénico (Hibesdt al. 2011,
Barceloset al. 2013 y referencias alli citadas), de las cualessutD9 al menos podrian ser
efectivamente dispersadas por este ungulado (Baretll. 2013). El tapir es capaz de ingerir
cantidades considerables de frutos grandes conuru@ss de palmeras (Bodmer 1990, Fragoso
1997, Galettiet al. 2001). Posee tiempos largos de retencion digestivafectar la viabilidad de
las semillas de numerosas especies (Oletad. 1999, Fragoso y Huffman 2000, Bizerei al.
2005, Barcelos 2013). Ademas, utiliza normalmeatetorios extensos que abarcan cientos o
algunos miles de hectareas, moviéndose alrededér kda diarios, y pudiendo realizar largos

desplazamientos en linea recta que superan lom2fekdistancia (Fragosi al, 2003, Nosst
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al. 2003). Todos estos atributos sugieren que el pygde promover con frecuencia la dispersion
de larga distancia de semillas viables.

Una caracteristica relevante del tapir, desde reiopde vista de la dispersion de semillas,
es el habito de defecar en forma recurrente enrdetadas areas, dando lugar a la formacion de
letrinas donde se acumula una abundante cantidadrd#las (Fragoso 1997, Olmesal. 1999,
Quiroga-Castro y Roldan 2001). Este patron de defén ha sido bien descripto para una region
de la selva amazonica de Brasil, donde la maycogidad letrinas se caracterizaba por tener
grandes cantidades de semillas y juveniles dellagraAttalea maripa(Fragoso 1997, Fragoso y
Huffman 2000, Fragoset al. 2003).

El tapir amazonico se encuentra amenazado enyarmparte de su rango de distribucion y
localmente extinto en muchas areas debido a laudegin del habitat y la caza desmedida
(Brookset al. 1997, Noss y Cuellar 2008). Su situacion es pddimente critica en Argentina,
donde su area de distribucion se redujo aproximadtama un 50% de la extension original
(Chalukianet al. 2008, Taberet al. 2008). La Selva Paranaense en la provincia deokksi
(Argentina) alberga en la actualidad el mayor remanee bosque continuo (~10.000 e
esta ecorregion, donde persiste una proporcién riammte de los tapires remanentes en el pais
(Giraudo y Povedano 2003). En contraste, fuerasl@ideas protegidas la selva esta fragmentada y
degradada (ver Introduccidén General), y el tapersaientra localmente extinto en los fragmentos
(Placci 2000, Giraudo y Povedano 2003).

En la Selva Paranaense del sur de Brasil se hstreglp la presencia de abundantes
semillas medianas y grandes en las heces deeapig, las que se cuentan algunas palmeras como
Syagrus romanzoffiang Euterpe edulis varias mirtaceas, y otras especies cajaoaratia
spinosay Enterolobium contortisiliquuniRodrigueset al. 1993, Olmost al. 1999, Galettet al.
2001, Tofoli 2006). En particular, Rodriguesal. (1993) y Olmoset al. (1999) observaron que
una proporcion considerable de semillaEdedulisy de S. romanzoffiandalladas en las heces
mantenian la viabilidad, lo que sugeria que el apiun potencial dispersor de estas especies. No
obstante, el reclutamiento natural de juvenilesueoevaluado en dichos trabajos, dejando abierta
la posibilidad de que la dispersion no sea tantigéecsi, por ejemplo, las semillas no son
depositadas en sitios propicios para el estableaimiy supervivencia de las plantulas. En este
sentido algunos autores (Janzen 1982, Bodmer 138lhs y Fuller 1996, Quiroga-Castro y
Roldan 2001) han cuestionado la eficacia del tamino dispersor debido a que frecuentemente la
defecacidn es realizada en sitios inundables.lAsficacia de la dispersion podria depender tanto

de la especie consumida como de la region geografpoca del afio.
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Aquellas plantas con semillas grandes que depeniderna dispersion efectiva por
vertebrados de gran porte, tipicamente sensiblesalrbio, representan objetos de estudio de
sumo interés para evaluar el impacto del disturbionano sobre el ciclo dispersivo y
regeneracion de las plantas. Por lo tanto, nogqaaros los siguientes objetivos especificos: a)
evaluar la composicion de semillas medianas y g@=ed heces de tapir y los patrones espaciales
de defecacion de este vertebrado en la Selva Rarsmae Argentina (Parque Nacional Iguazu),
b) evaluar si en la Selva Paranaense la dispepsidtapires es efectiva para el reclutamiento de
juveniles de especies con semillas grandes, cindiei@ una especie de planta que represente un
modelo de estudio relevante para evaluar los efeletda pérdida de dispersores sobre el proceso

de dispersion de semillas y sus posibles conse@senc

Materiales y Métodos
Area de estudio.El Parque Nacional Iguazi (25°31’-43' S, 54°08’-89), creado en

1934, esta situado en el norte de la provincia daoMes, Argentina (Figura 3). Se encuentra
ubicado en la region sur de la Selva Paranaens8i{Btti et al. 2003, Carpinettet al. 2009).
Abarca una superficie aproximada de 58.600 haespandiendo unas 51.500 ha a la categoria de
manejo de Parque Nacional propiamente dicha, y unb30 ha a la categoria de Reserva
Nacional (Sruret al. 2009). El Parque forma parte de un extenso tewifgrotegido de 11.000
km?, denominado Corredor Verde de Misiones, creadaiparley provincial en 1999 (Carpinetti
2009, ver Introduccion General). En su extremoee$tParque limita con la Reserva Natural
Iguazu que funciona como un area de amortiguadtdnel norte se conecta, a través del Rio
Iguazu (frontera internacional), con el Parque biaai dolguacu de Brasil (185.000 ha), y en el
sudeste, con el Parque Provincial Urugua-i (84@)0a través de una estrecha franja (Figura 3).
Por fuera de estos bordes de conectividad, el Bdimita con fragmentos de selva alternados con
areas de cultivo y zonas pobladas.

El clima en la region es subtropical humedo. Laperatura media anual oscila entre 16 °C y
22 °C, con un promedio de 15 °C en invierno y 28R@erano. Entre los meses de junio y agosto
pueden registrarse heladas, especialmente enras noas elevadas. Las precipitaciones medias
anuales varian entre 1000-1200 mm, pudiendo llegarcasiones hasta los 2000 mm. El régimen
de precipitaciones a lo largo del afio no presensaestacionalidad muy marcada, aunque suele
existir un declive entre los meses de Julio y Ag¢Bimitri 1974, Placcet al. 1994, Di Bitettiet
al. 2003).

Pese a la notable degradacion global de la Selken®ense (ver Introduccion General), el

Parque Nacional Iguazu exhibe un buen estado dseogacidn, preservando una alta riqueza
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faunistica que incluye, entre otros, a la gran miayde mamiferos nativos de esta ecorregion,
como tapires, pecaries y grandes felinos (Pawblal. 2010, Cruz 2012). Numerosos detalles y
una descripcibn mas completa de aspectos biolégicds conservacién del Parque pueden

encontrarse en Carpinetti al. (2009).

Figura 3. Ubicacién geografica del &rea y parcelas de &stud

-
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Los limites del Parque Nacional Iguazt (PNI) seicawl en trazo recto y continuo. El trazo
discontinuo corresponde a algunos tramos de logelnde las &reas protegidas lindantes (RNI:
Reserva Natural Iguazu, PPU: Parque Provincial ulijgPNI-B: Parque Nacional do Iguacu en
Brasil). Ademas se muestra (puntos rojos) la uboade las cuatro parcelas de estudia, P2, P3,

P4) y del area turistica de las cataratas (AC). L@pas de ambas escalas estan trazados sobre
imagenes satelitales.

Colecta de datos y andlisis estadistico€l muestreo fue realizado entre julio y
septiembre de 2007 en 4 parcelas rectangulares 5@D0m de largo y 50 m de ancho)
establecidas en los dos tipos de selva mas conademt del Parque Nacional Iguazu (Figura 3),
y sujetas a distintos niveles de impacto humanacdkal (1,5 ha), situada en las proximidades
del arroyo Nandi, en un area intangible donde e¢sac de personas esta altamente restringido.
Las especies arboreas mas abundantes en estaoared kurel Nectandra megapotamica
Lauraceae) y el guatambBdglfourodendron riedelianupRutaceae). Parcela 2 (2,5 ha), también
ubicada en un area de acceso restringido pero msencia ocasional de cazadores dada su
cercania a la Ruta 101. El estrato arbéreo delusosg caracteriza por una alta dominancia de

palmito y, en menor medida, de palo ro&apidosperma polyneurpApocynaceae). Parcela 3 (2
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ha), localizada muy cerca del camino de acces@am@u@ y no lejos del area turistica. Presenta
una composicion arborea similar a la Parcela 1 {dancia de laurel y guatambu). Parcela 4 (2,5
ha), también cercana a la entrada del Parquergrabtde ruta que va desde la localidad de Puerto
lguazu al aeropuerto internacional, de manera duecaeso de cazadores y cosechadores de
palmito (“palmiteros”) es relativamente facil y dreente. Al igual que en la Parcela 2, el palmito
es la especie dominante, pero el palo rosa es nmenos abundante posiblemente debido a la
extraccion historica de madera. Las cuatro pardetasn establecidas sin conocimiento previo de
la ocurrencia de heces de tapir. La separaciore grdrcelas varié entre 1,2 km a 26 km de
distancia en linea recta (Figura 3).

En cada parcela realizamos una inspeccion cuidadosdusca de heces de tapir (y
eventualmente de otros vertebrados) para las culésminamos si contenian semillas o
plantulas y registramos su posicion espacial. Eme&&s colectadas en las parcelas o halladas
ocasionalmente en sitios cercanos, identificamosogtabilizamos el namero de semillas
medianas y grandes ( cm).

Analizamos la distribucion espacial de las hecesgparcelas aplicando la funcion de Ripley
estandarizada (Fortin y Dale 2005) (las heces deslafortuitamente fuera de las parcelas
l6gicamente no se incluyeron en este analisisfubaion estandarizada de Ripldy;, depende
del nimero promedio de elementos (heces en nuestno) hallados dentro de un area circular de
radior, centrada en cada uno de dichos elementos. EadRipley compara el patron observado,
resumido en términos dgy), con el patron esperado bajo una completa aledtmti espacial. Si
los elementos evaluados muestran tendencia a egtapados, el estadistico toma valores
negativos, mientras que valores positivos indiegrulsion (Fortin y Dale 2005). Este analisis fue
realizado con el programa PASSaGE 2 (Rosenbergdgison 2011). Los efectos de borde sobre
Ly fueron corregidos mediante una ponderacion inwegste proporcional a la fraccion de la
circunferencia incluida dentro de la parcela (FostiDale 2005). Los limites de confianza del
95% fueron estimados mediante 1000 ensayos de@dkeaion (Rosenberg y Anderson 2011).

Por otro lado, evaluamos el reclutamiento de lae@&@spque resultd mas abundante en las
heces §. romanzoffiangaen tres tipos de sitios de deposicion de semilisentes (bajo la copa
de adultos, en letrinas de tapir, y en sitios aintiPara evaluar el reclutamiento establecimos
cuadrados de 2 m x 2 m debajo de la copa de 12epadn®. romanzoffianaadultas, sobre 11
letrinas de tapir conteniendo juveniles y en 12ositcontrol (ni letrinas, ni debajo de
conespecificos adultos) elegidos al azar en laselz&, y en cada cuadrado contabilizamos el
namero de juveniles reclutados. La mayoria derds/ziduos hallados en estos sitios (de aqui en
mas denominados "juveniles") correspondieron alesasuperiores a plantulas (segun Bewley y
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Black 1994) con mas de una hoja y tallos bien d#fsy aunque no lignificados. Todos estos
individuos tuvieron una altura menor o igual a in3 Ademas utilizamos una correlacién no
paramétrica de Spearman (Sokal y Rohlf 1995) paexrdaar si los niveles de reclutamiento en
las letrinas (n = 11) estaban asociados a la frexaele uso del &rea por el tapir. La frecuencia de
uso de cada area en la que se encontraba la letrihaada fue estimada a partir del nUmero de
heces halladas en una sub-parcela de 50 m x 5Gteantendo al cuadrado de 2 m x 2 m ubicado
sobre la letrina focal (ver ejemplo en Figura 4araPrealizar la correlacion de Spearman
utilizamos el programa STATISTICA 6.0 (StatSoft;.12001).

Figura 4. Ejemplo esquematico del muestreo realizado parmaval reclutamiento
de juveniles en las letrinas en relacion a la feecia de uso del area por tapires
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Nota: el dibujo representa una parcela, las subefss de 50 m x 50 m (A1, A2, A3)
cuyos limites interiores se indican en trazo disoon, y los cuadrados de 2 m x 2 m
(C1, C2, C3) indicados con color azul. Los puntesdes o marrones representan heces
con o sin juveniles, respectivamente. Los valoas mmbas dimensiones de la parcela
(notar la diferencia de escala) estan expresadosetins. La ubicacidén de los cuadrados
es solo esquemética y los mismos no estan graBcalescala.

Resultados
Hallamos un total de 127 heces de tapir dentrdasleparcelas o en sus inmediaciones
(Tabla 2). El 64% de las heces fue hallado dem4846) o en las cercanias (10%) de la Parcela 1,
localizada en el area de menor disturbio; un 24%dgestrado en la Parcela 2, y el 12% restante
en la Parcela 3. No encontramos heces de tapa BPartela 4, situada en el area mas perturbada.
Ademas observamos algunas heces de mamiferos d& taemafio como pecaries, corzuelas, y
aguties, pero en ningun caso contenian semillagamesio grandes que pudiesen ser detectadas a

ojo desnudo en el campo.

28



CariTuLO |

Tabla 2. NUmero de heces de tapir y de semillasSdeomanzoffianalepositadas por
defecacion.

Numero de semillas por defecacion:

Sitio Area (ha) Numero de heces Media + EE (rango; n)

Parcelal 1,5 81 (17) 284 + 76 (8-952; 14)

Parcela 2 2,5 310 262+ 76 (40-1024; 13)
Parcela 3 2 15 121 + 30 (0-257; 11)
Parcela 4 2,5 0 -

EE: error estandar; n: nimero de heces utilizades gpntabilizar las semillas.
®Numero de heces halladas fuera de la parcela.

En todas las parcelas que contenian heces ladaed®S. romanzoffiangpindd) mostraron
una alta predominancia respecto a las otras espdeisemillas medianas y grandes registradas
(Figura 5). El 98% de las heces contenia semillagiddd, frecuentemente germinadas, y/o
juveniles de esta especie (Figuras 5 y 6). No ehsaws indicios de dafio por masticacién en
ninguna semilla de pind6. De las 38 heces tomadias qentificar el nUumero de semillas, 22
(63%) contenian mas de 100 semillas de pindo, y wdh no contenia semillas de esta especie u
otra semilla grande. El nimero de semillas de piedocada defecacion individual fue en
promedio muy elevado (Tabla 2), aunque ampliameat@able entre distintas hecesn4ia =
error estdndar = 236 + 41, en un rango entre 1 Y&16xcluyendo la Unica defecaciéon sin
semillas). También hallamos semillas de palmikutérpe edulis Arecaceae) y de alecrin
(Holocalyx balansagFabaceae) en la Parcela 2, aunque con un pgeelgacurrencia mucho
menor (Figura 5) y en cantidades sustancialmengehbags respecto a pindd. En 8 heces (6% del
total) registramos un total de 39 semillas de palpla mayoria de las cuales estaba vacia o
dafiada, mientras que en 2 heces (< 2%) hallamesbdlas de alecrin, de las cuales 11 estaban

germinadas (Figura 6, panel I).
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Figura 5. Cantidad de heces de tapir conteniendo distin{zecess de semillas medianas o grandes
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En las tres parcelas que contenian heces la disithito espacial de las mismas mostré un
patron de agrupamiento significativo (Figura 7) gasultaba evidente en las observaciones a
campo. El patron de agrupamiento fue corroboradovptmres significativamente negativos de
L) para todo el rango de distancias de radio evalugiigsra 7).

El 28% de las heces contenian juveniles de pinddo& cuadrados (2 m x 2 m) colocados
sobre las letrinas los juveniles fueron 21 veces atdundantes que en las muestras tomadas
debajo de los adultos, y 500 veces mas abundauote®m sitios al azar. Del total de juveniles
contabilizados con este muestreo, el 95% (928 jle@pertenecia a las muestras tomadas en las
letrinas. A su vez, el numero de juveniles reclosadn las letrinas estuvo correlacionado con la

frecuencia de uso del area correspondiegte @t77; n = 11, p = 0,005; Figura 8).
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Figura 6. Semillas, plantulas y juveniles hallados en letime tapir en el Parque Nacional
Iguazu (Misiones, Argentina).

A-C: tres deposiciones distintas con abundantedlasrde S. romanzoffianaen orden de menor
a mayor tiempo estimado desde la defecacion. DiBntglas (D, E) y juveniles (F-H) d8.
romanzoffianareclutadas en letrinas. Notar la presencia de riaatecal en las deposiciones mas
recientes (D, E) y en una deposicion relativameatéente superpuesta sobre juveniles reclutados
previamente (G), y la pérdida del rastro de la cf®dn en la letrina mas vieja con juveniles mas
desarrollados (H). I: defecacién algo erosionadamesencia de semillas &e edulis(sefialadas con
flechas negras) k. balansaeya germinadas (ver ejemplo en la ampliacion d=iadro azul), ademas
de las dé&5. romanzoffiangégran mayoria).
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Figura 7. Esquemay andlisis del patron espacial de defecacion dgir tmediante la funcion
estandarizada de Ripley en las tres parcelas quterdan heces: Parcela 1 (P1), Parcela 2 (P2)elBac
(P3).
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Nota: En los paneles de la izquierda se indicanh&es de tapir con puntos verdes y marrones,
dependiendo si contenian o no juveniles de pirelfpactivamente. Los valores para ambas dimensitenes
cada parcela (notar la diferencia de escala) estaresados en metros. En los paneles de la deestha
graficada la funcion de RipleyL{)) versus la distancia del radio. Las lineas deotra®s oscuro
corresponden a los valores observadoggley las lineas mas claras representan los limeesodfianza
del 95% bajo distribucion espacial aleatoria.
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Figura 8. Correlacion entre el reclutamiento de juvenileSdeomanzoffianan
las letrinas y la frecuencia de uso del area gords
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Nota: el reclutamiento en las letrinas fue estimaoioel nimero de juveniles en
cuadrados de 2 m x 2 m establecidos sobre lasdstry el nUmero total de heces en
el area (sub-parcela de 50 m x 50 m) fue tomadmaamestimador de la frecuencia

de uso del area por el tapir.

Discusion

En las tres parcelas en que hallamos heces deuapalto porcentaje de las mismas

contenia abundantes (> 100) semillas de pindo, B spgiere fuertemente que en la Selva

Paranaense de Argentina esta palmera provee eloc@mig principal de los items de fruta en la

dieta del tapir, al menos durante el invierno. Rados similares fueron obtenidos por Galetti

al. (2001) en la Selva Paranaense del sudeste dd.Bradas las parcelas utilizadas en nuestro

estudio estaban ubicadas en areas no inundables.hEsho, en conjunto con las evidencias

empiricas presentadas por Fragoso y Huffman (200@za que la baja calidad como dispersor

atribuida al tapir por su supuesto habito de deferacursos de agua o areas regularmente
inundables (Janzen 1982, Bodmer 1991, Salas yrA9@6, Quiroga-Castro y Roldan 2001), esta

lejos de reflejar un escenario general. Por elradot nuestros resultados muestran que en el caso

del pind6, el reclutamiento esta fuertemente adocia las letrinas de tapir en tierras no

inundables, lo cual también fue observado para limgra A. maripaen la amazonia brasilera

(Fragoso 1997). El patron espacial de defecaci@ayme un agrupamiento de los juveniles

reclutados en las letrinas. A pesar de que lasllasnfy juveniles) depositadas en grupos densos

por los tapires probablemente sean susceptiblemaa alta mortalidad denso-dependiente

(Augspurger 1984, Augspurger y Kitajima 1992, Balhl. 2006), el enorme namero de semillas
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gue llegan a las areas de letrinas podrian satulas factores de mortalidad dejando un saldo
positivo en el reclutamiento de individuos en estadiuperiores (Herrerat al. 1994, Rey y
Alcantara 2000, Russo y Augspurger 2004).

En funcion de estos resultados concluimos quepél éa un dispersor efectivo e importante de
S. romanzoffianaNuestros resultados también sugieren su poteratigomo dispersor de otras
especies de semillas grandes, como el cast Halansaepara el que verificamos la presencia de
semillas germinadas en las heces. Existen muchos fugivoros que también se alimentan de
los frutos del pindd (Tabla 3). Muchos de ellos; gemplo monos calCebusspp.), zariglieyas
(Didelphis spp.), corzuelasMazama spp.), y tapetiesS§lvilagus brasiliens)s usualmente
consumen la pulpa y descartan la semilla debagrcaade la palmera adulta (Tabla 3). En otros
casos, tales como coatiddaSua nasug zorros de monteCerdocyon thoysy algunas aves
grandes €.g, Penelopespp.,Rhamphastospp.), la semilla puede ser ingerida, por lo ggtese
vertebrados podrian actuar como dispersores (T3bldo obstante, hasta el momento no existe
evidencia empirica sobre la efectividad de estagi¥oros como dispersores de pind6. De
cualquier modo, en toda el area estudiada no hafammguna otra evidencia de sitios de alto
reclutamiento de pindd, atribuible a la actividéspdrsora de animales, que fuesen comparables a
las letrinas de tapir. Por consiguiente, podemaeloo que el tapir es el principal dispersor del
pindd vy, a su vez, el pindo es la especie de segridnde mas dispersada por el tapir en el Parque
Nacional Iguazu.

Los tapires son muy sensibles a la presién de gadalisturbio del habitat (Bodmet al.
1997, Culleret al. 2000). En la Selva Paranaense de Argentina sedum&ado que la frecuencia
de avistamiento de tapires disminuye con el gragl@eatturbacion del area y con la cercania a
posibles vias de acceso de cazadores (Pasi@b2009). Asimismo, nuestros resultados sugieren
gue el nivel de disturbio del bosque, incluso derte areas relativamente protegidas, puede
afectar la frecuencia de uso por los tapires, l podria reflejar la gran sensibilidad de estos
vertebrados a cualquier signo de presencia hum@ademas nuestros resultados indican una
correlacion entre la frecuencia de uso del areacahtidad de juveniles reclutados en las letrinas,
lo cual puede explicarse en funcidn de que lambrtienden a hacerse mas densas al aumentar la
recurrencia en el uso. Todas estas observaciorexomucen a hipotetizar que el nivel de
reclutamiento del pind6 se vera mas limitado aindhsiir el grado de proteccion de las distintas
areas de bosque.

Por otro lado, el nivel de reclutamiento de juvesitle pindo fue mayor en las letrinas de tapir
gque debajo de los adultos, y es interesante indsglre los factores que conducen a este
resultado. En el sur de Brasil se ha observadolagiardillas §ciurusingrami) y las larvas de
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coledpteros son probablemente los principales daepares de semillas de pind6 (Galettial.
1992, Olmoset al. 1999, Alves-Costa y Knogge 2005). El mayor rechuento de juveniles en las
letrinas podria ser el resultado de la evitaciondaos factores de mortalidad, y distintos
mecanismos, no excluyentes, podrian estar invalosraEste efecto de evitacion de la
depredacion podria explicarse por distintos meoawgsno excluyentes: (1) las letrinas podrian
ser sitios menos predecibles para depredadores adatiilas o pecaries (Olmas al. 1999); (2)

las semillas dispersadas escaparian del entorrla galmera adulta donde se supone que la
actividad de los coledpteros es mayor (Fragetsal. 2003); (3) la materia fecal podria imponer
una barrera fisica que impida el acceso de laadate coledptero a las semillas (Quiroga-Castro
y Roldan 2001, Fragosa al. 2003, Rios y Pacheco 2006).

Algunos resultados sugieren que las letrinas naarsesitios impredecibles para posibles
vertebrados depredadores de semillas. En estelse@Gallardoet al. (2008) mostraron que en el
Parque Nacional Iguazu la cantidad de semillas ra@tasvor roedores era mayor cuando éstas
habian sido cubiertas con heces. También se haadpda remocidon de semillas de las heces de
tapir por roedores en la region amazonica (Frag®@8Y). Estas observaciones indican que las
heces pueden ser facilmente detectables, constitoyevidencia en contra de la hipotesis del
primer mecanismo. Los otros dos mecanismos propsiesfue involucran el efecto de la
depredacion por coledpteros, parecen ser mas plesisiFragoscet al. (2003) demostraron
experimentalmente un efecto de escape de los celtegpgpara semillas de maripadepositadas
lejos de las palmeras adultas respecto a aquetli@eaclas en su entorno, y un efecto de
proteccion de las heces sobre semillas colocadaa del entorno de adultos. A su vez, Rios y
Pacheco (2006) hallaron evidencias convincentegidda materia fecal de los tapires obstaculiza
el acceso de los coledpteros reduciendo la infiéstate semillas déttalea phalerateen el norte
de Bolivia. Sin embargo, a diferencia Mlephalerata(Rios y Pacheco 2006)A; maripa(Silvius
y Fragoso 2002), las semillas 8e romanzoffianaon frecuentemente infestadas por larvas del
coledpteraRevena rubiginoséCurculionidae) en la fase predispersiva, es de@ntras aln estan
en el arbol madre (Guix y Ruiz 1995, Olmes al. 1999, Alves-Costa 2004, Alves-Costa y
Knogge 2005). Esto significa que muchas semillaspiteld ya se encuentran infestadas al
momento de ser ingeridas por los tapires. No otestdas semillas no infestadas podrian
beneficiarse por la dispersion al evitar el efedttouna segunda ronda de infestacion debajo del
arbol parental por otros coledpteros (Bruchidae) tanebién pueden atacar la semilla (Martins
2010, Ranzani de Luca 2010). Cualquiera sea el mwna asociado a la dispersion por tapir, el

resultado final es un saldo positivo en el recluéano de juveniles en las letrinas.
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Los frutos de numerosas palmeras son consumido®gdapires amazoénicos en diferentes
regiones de Sudamérica (Tabla 4). Comunmente poesadefecan las semillas ingeridas, o mas
raramente pueden escupirlas como en el casilaieitia flexuosa(Tabla 4). La informacion
recabada de distintos estudios muestra que ladeantie drupas de palmera ingeridas varia
ampliamente entre especies. Ademas, de un to2h g@almeras cuyos frutos han sido registrados
en la dieta deTapirus terrestris s6lo se ha confirmado fehacientemente la viadilidie las
semillas dispersadas para ocho especies, y etredloasos se han reportado plantulas o juveniles
en las heces (Tabla 4). Estos datos indican qupdkseras son componentes frecuentes en la
dieta del tapir, aunque la efectividad en la disider, en términos de cantidad y calidad, puede
diferir considerablemente para las distintas eggediambién cabe sefalar que los registros de
semillas rotas por masticacion son minoritarioste los de semillas intactas, lo que sugiere que
el numero de palmeras dispersadas efectivamentd tagir es mayor.

El caso particular del palmito merece ser analizadoeste contexto, y a la luz de los
resultados que obtuvimos. Las semillas de esteciespan sido encontradas en heces de tapir
(Rodrigueset al. 1993, Galetteet al. 2001, Bachanet al. 2009, Buencet al. 2013, y el presente
estudio) y, en efecto, la viabilidad de un 45% de $emillas pudo ser inferida a partir de
experimentos de germinaciéon inducida artificialnee(Rodrigueset al. 1993). No obstante, la
importancia del tapir para la dispersion del pangs dudosa. En nuestro caso, y al igual que
Galettiet al. (2001), hallamos una cantidad de semillas de palnatablemente menor respecto a
la de pindd, y no observamos indicios de germimaeidlas letrinas. Llamativamente, este patron
fue observado incluso en la Parcela 2, donde elifaks la especie ampliamente dominante. De
hecho, debido a la alta densidad de palmito enaesta en algunos casos era dificil determinar si
la presencia de semillas de palmito en las hecdslsi@ realmente a la endozoocoria, 0 si habian
caido posteriormente desde los adultos circundaBtegrincipio, la marcada escasez de palmito
en las heces podria deberse a un cambio dietargindonia con los estados fenoldgicos de
fructificacion correspondientes. Sin embargo estplieacion es muy improbable, ya que la
predominancia de pindo fue invariante en heceeméss y viejas, y ambas especies de palmera
presentaban frutos maduros durante el periodo weliesy habian estado fructificando desde
varios meses antes. En cambio, nuestros resultadpsren qués. edulisno es un componente
tan importante en la dieta del tapir, al menosaeBdlva Paranaense argentina. Ademas, al igual
gue Bachanckt al. (2009), observamos que muchas de las semillasldatp presentes en las
heces estaban severamente dafiadas, probablememte@mosecuencia de la masticacion, lo cual

afectaria negativamente la efectividad de la dgper
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Como ya hemos mencionado, los tapires han sidoucishaks a la extincion local en gran parte
de su rango de distribucion histérico (Broeksal. 1997). Este es el caso de las zonas aledafas al
Parque Nacional Iguazu (Giraudo y Povedano 20038)akactualidad el tapir ha sido catalogado
como "vulnerable" segun laista Roja de Especies Amenazadi$CN 2013). Probablemente
ningun otro frugivoro remanente sea capaz de corapém®xtincion del tapir respecto a su rol
esencial en la dispersion de semillas grandes aeeatopico. En la Selva Paranaense los frutos
del pind6 son consumidos por una gran variedad almiferos y aves, especialmente durante el
invierno cuando esta especie es de las pocas geeenffrutos maduros (Alves-Costa 2004,
Keuroghlian y Eaton 2008, 2009; Tabla 3). En conercia, la disrupcion del mutualismo entre el

tapir y el pindo podria afectar globalmente a lamgnidad de vertebrados en el largo término.

Conclusiones
La alta predominancia de pind6 en las heces irglieaesta especie provee un componente

esencial entre los frutos consumidos por el tapilaeSelva Paranaense. Las areas de letrinas son
sitios con altos niveles de reclutamiento de juesniAdemas, la mayor frecuencia de uso de un
area por parte de los tapires, promueve una magotidad de juveniles reclutados. Estos
resultados demuestran que la dispersion es efgctjua la regeneracion del pindé esta asociada a
la actividad dispersora del tapir. Por ende, etipiy el tapir presentan una fuerte interaccion
planta-dispersor.

Dado que el tapir es una especie ausente en andabpdas y que el pindé depende en gran
medida de su actividad para la dispersion, sied@mas una especie clave para la comunidad de

frugivoros, esta palmera resulta ser el model@biob mas relevante para nuestro estudio.
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Tabla 3. Especies de vertebrados que consumen los fruseEnfdlas) deS. romanzoffiana

(Tayassu tajacu
Tapirus terrestris

Tayassu pecari

Tapiridae

Tayassuidae

R

C/R

Grupo Especie Familia Tlpo_de .., Referencias
manipulacion
Mamiferos Carnivoros Cerdocyon thous Canidae R [3], [4], [8],
[18], [24],
[25], [26]
Chrysocyon brachyurus  Canidae R [20]
Eira barbara Mustelidae C/¢R? [3]
Nasua nasua Procyonidae C/R [1], [2], [3].
[8], [15], [18],
[27]
Procyon cancrivorus Procyonidae C/R [18], [29]
Edentados Dasypus novencinctus Dasypodidae C [1]
Lagomorfos Sylvilagus brasiliensis Leporidae C [1], [33]
Marsupiales Didelphis albiventris Didelphidae C/¢R? [6], [18], [27]
Didelphis aurita Didelphidae C/l¢R? [31, [4]1, [7].
[8]
Didelphissp. Didelphidae C [33]
Primates Alouatta guariba(A. fuscad Atelidae C/R [1], [10]
Cebus apella Cebidae C [1], [10], [12],
[18]
Cebus nigritus Cebidae C [3]
Leontopithecus chrysopygu€ebidae C [1], [16], [18]
Quiropteros  Artibeus lituratus Phyllostomidae C / ¢ R? [2]
Roedores  Cuniculus paca Cuniculidae C/D/¢R? [1], [18]
(Agouti paca
Dasyprocta azarae Dasyproctidae C/D/R [1], [4], [8].
[27], [33]
Euryoryzomys russatus  Cricetidae C/¢R? [3], [8]
? Cricetidae C/¢D? [4]
Sciurus ingrami Sciuridae D/R [1], [5], [107,
(S. aestuar)s [18], [21],
[23], [33]
Ungulados Mazamasp. Cervidae C [33]
Pecari tajacu Tayassuidae C/R/¢D? [1], [17], [18],

[21]

[1], [11], [8],
[21], [28],
[31], [32], [33]

[1], [17], [18]
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Tabla 3. Continuacion

Aves

Peces

Reptiles

Brotogeris chiriri
Brotogeris tirica
Coereba flaveola
Cyanocorax caeruleus
Cyanocorax chrysops
Euphonia violacea
Ortalis guttata

Parula pitiayumi
Penelope obscura
Penelope superciliaris
Pionus maximiliani
Ramphastos dicolorus
Ramphastus vitellinus
Ramphocelus bresilius
Turdus rufiventris

Pterodoras granulosus

Tupinambis merianae
(T. teguixin)

Psittacidae
Psittacidae
Coerebidae
Corvidae
Corvidae
Thraupidae
Cracidae
Parulidae
Cracidae
Cracidae
Psittacidae
Ramphastidae
Ramphastidae
Thraupidae
Turdidae

Doradidae

Teiidae

IR

OO0 g g OJTITOIDOIIT OO

R

[22]

[30]

[4], [8]
[3], [4], [8]
[33]

[8]

[3], [4], [8]
[4], [8]
[14], [27]
[1], [14]
[4]

[4], [8], [13]
3], [8]

[8]
[13]

[9]

[19]

& CategoriasC: consumo de la pulga situ, D: depredacion de la semilla, R: remocién declailia
(implica el alejamiento de la semilla que puedeocser ingerida, y no necesariamente conduce a la
dispersion efectiva). Algunas especies realizan dgésun tipo de manipulacién. Los signos de
interrogacion indican incerteza en el taxén o tpananipulacior.dispersion efectiva confirmada.

Referencias: [1]: Alves-Costa 2004, [2]: Alves-Go2007, [3]: Klier 2009, [4]: Begnini 2008, [5]:
Bordignonet al. 1996, [6]: Caceres 2002, [7]: Cacemtsal. 2009, [8]: da Silveet al. 2011, [9]: de
Souza-Steveaugt al. 1994, [10]: Galettet al. 1992, [11]: Galettet al. 2001, [12]: Galetti y Pedroni
1994, [13]: Guix y Ruiz 1995, [14]: Guix y Ruiz 1B915]: Hirsch 2009, [16]: Keuroghlian 1990, [17]:
Keuroghlian y Eaton 2008, [18]: Keuroghlian y Eat®09, [19]: Mercolli y Yanosky 1994, [20]:
Motta-Junior y Martins 2002, [21]: Olmaet al. 1999, [22]: Paranhost al. 2007, [23]: Paschoal y
Galetti 1995, [24]: Ped@t al. 2006, [25]: Rocheet al. 2008, [26]: Rodriguez-Mazzini y Molina
Espinosa 2000, [27]: Romaat al. 2010, [28]: Santo®t al. 2005, [29]: Santos y Hartz 1999, [30]:

Sazima 2008, [31]: Talamoni y Assis 2009, [32]: dIbR006, [33]: observacion personal.
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Tabla 4. Diversidad de palmeras (Arecaceae) cuyos frutoasceasumidos por el tapir amazonico en
diferentes regiones de Sudamérica. Para algunasiespse indica entre paréntesis el nombre cientifi
gue fue usado en algunas de las referencias citedda tercera columna se indica si la viabilidizdla
semilla fue confirmada mediante germinacién en wimdes de laboratorio (in vitro) u observacion de
plantulas en las heces (in vivo).

¢Germinacion

Especie Areas de estudio o Referencias
verificada?
Selva Paranaense
. = S de Brasil No Toéfoli 2006
Acrocomia aculeata
Pantanal
= SO de Brasil No Zorzi 2009
Allagoptera leucocalyx Pantanal . .
= SO de Brasil No Zorzi 2009
Astrocaryum aculeatum Selva Amazonica
y = NO de Brasil Si (invitro)  Barceloset al.2013
Astrocaryum jauari Selva Amazénica
yum] = NO de Brasil Si (invitro)  Barceloset al.2013
Astrocaryum murumuru Selva Amazonica
y = SE de Peru No Tobleret al. 2010
Astrocaryum paramaca Selva Amazonica
yump = Guayana Francesa No Hibertet al.2011
Selva Amazénica
AStrOCAIVUNS = NO de Brasil No Fragoso y Huffman 2000
yumsp. = Guayana Francesa No Henryet al. 2000
= Guayana Francesa No Hibertet al.2011
. Selva Amazédnica
Attalea attaleoides = Guayana Francesa No Hibertet al.2011
Attalea maripa Selva Amazénica
(Maximiliana maripa = NO de Brasil Si (invivo)  Fragoso 1997
P = NO de Brasil No Fragoso y Huffman 2000
Sabana y humedales del Beni
= N de Bolivia Si (invitro)  Quiroga-Castro y Roldan 2001
Attalea phalerata Pantanal
= SO de Brasil No Donattiet al. 2007
= SO de Brasil No Zorzi 2009
Selva Amazénica
Attaleasp. = NE de Peru No Bodmer 1990
(Scheeleap.) = NE de Peru No Bodmer 1991
= NE de Pert No Montenegro 2004
Bactris cf. hirta Selva Amazénica
' = SE de Peru No Tobleret al.2010
Barcella odora Selva Amazénica
= NO de Brasil No Barceloset al.2013
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Tabla 4. Continuacion

Selva Atlantica Costera
« S de Brasil

Pantanal
= SO de Brasil

Selva Atlantica Costera
NE de Brasil

Selva Paranaense

= SE de Brasil

= SE de Brasil
Euterpe edulis = NE de Argentina
Selva Atlantica Costera

= NE de Brasil

= SE de Brasil

Selva Amazénica

= Guayana Francesa
Selva Atlantica Costera

= NE de Brasil

Butia capitata

Copernicia alba

Elaeis guineensis

Euterpe oleracea

Selva Amazoénica
= NE de Pert
= NE de Pert
= NO de Brasil
= Guayana Francesa
= NE de Pert
« SE de Pert
= NO de Brasil

Mauritia flexuosé

Selva Amazénica
= NO de Brasil

Selva Amazonica
Oenocarpus bacaba = S de Venezuela
= NO de Brasil

Mauritiella aculeata

Selva Amazénica
« NE de Pert
= NE de Pert
« S de Venezuela
= Guayana Francesa
= NE de Pert
NO de Brasil
SE de Perl
= Guayana Francesa

Oenocarpus bataua
(Jessenia bataya

No
No
Si (in vivo)

Si (in vitro)
No
No

No
No

No

No

No
No
No
No
No
No
No

Si (in vitro)

No
No

No
No
No
No
No
No
No
No

Santoset al. 2005

Zorzi 2009

Bachancket al. 2009

Rodrigueset al. 1993
Galettiet al. 2001
el presente estudio

Bachanckt al. 2009
Buenoet al. 2013

Hibertet al.2011

Bachanckt al. 2009

Bodmer 1990

Bodmer 1991

Fragoso y Huffman 2000
Henryet al. 2000
Montenegro 2004
Tobleret al.2010
Barceloset al. 2013

Barceloset al. 2013

Salas y Fuller 1996
Fragoso y Huffman 2000

Bodmer 1990
Bodmer 1991
Salas y Fuller 1996
Henryet al. 2000
Montenegro 2004
Morais 2006
Tobleret al.2010
Hibertet al.2011
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Tabla 4. Continuacion

Selva Amazénica
« SE de Peru

Selva Paranaense
= SE de Brasil

Selva Paranaense

» SE de Brasil

» SE de Brasil

» SE de Brasil

« S de Brasil

Syagrus romanzoffiana = SE de Brasil

= NE de Argentina
Selva Atlantica Costera

= SE de Brasil
Selva Atlantica - Cerrado

= SE de Brasil

Oenocarpus mapora

Syagrus oleracea

No
No

No
No
No
Si (in vitro)
No
Si (in vivo)

No

No

Tobleret al.2010

Galettiet al. 2001

Olmoset al. 1999

Galettiet al.2001
Alves-Costa 2004

Téfoli 2006

Keuroghlian y Eaton 2009
el presente estudio

Santoset al. 2005

Talamoni y Assis 2009

S: Sur; N: Norte; SE: Sudeste; SO: Sudoeste; NEdéste; NO: Noroeste
@ Segun reportaron todos los autores citados, larfmge las semillas son escupidas luego de ssupoda la

Eulpa.

El autor reportd semillas desseniasp. probablemente refiriéndos©abataua como fue luego determinado en su

trabajo de 1991.

42



CarituLo 11

CAriTuLO 11

TRANSFERENCIA DE MICROSATELITES PARA EL PINDO: UNA HERRAMIENTA MOLECULAR

PARA EVALUAR EL FLUJO GENICO ASOCIADO A LA DISPERSION DE SEMILLAS

Introduccion

La utilizacion de marcadores genéticos molecularadicionalmente empleados por los
genetistas para estudiar la variabilidad genéticka® poblaciones (Lewontin y Hubby 1966), ha
provisto de una herramienta sumamente util pascddogia (Avise 2004, Lowet al. 2004). En
muchas ocasiones, el andlisis de marcadores matesulaporta informacion que es
extremadamente dificil, sino imposible, de obteper métodos de observacién directa. Por
ejemplo, las técnicas moleculares han permitideatiat la poligamia reproductiva en especies
animales aparentemente mondgamas (Birkleeadl 1990), o inferir distancias de polinizacién en
plantas con flor muy superiores a las esperadasofiNg Hamrick 1997, Ahmeet al. 2009, Yuet
al. 2010). El andlisis de la variacion genética delgmbnes naturales mediante marcadores
moleculares permite una integracién sélida del comeoato de los procesos ecoldgicos,
genéticos y evolutivos (Avise 2004).

Las técnicas moleculares brindan una herramientdafuental para inferir aspectos de la
polinizacion y la dispersion de semillas, y paralear sus efectos sobre la variabilidad genética
en las plantas (Dow y Ashley 1996, Oubagal. 1999, Streiffet al. 1999, Ashley 2010).
Usualmente, el estudio del flujo génico contempeoamplica la reconstruccién de las relaciones
de parentesco entre individuos a partir de sustgpEsy y mediante distintas técnicas estadisticas
(Blouin 2003, Joneset al. 2010). Dependiendo del interés particular de castdio, las
inferencias involucran la identificacion de unormbes parentales de un cierto individuo, y/o el
andlisis del pedigri de un conjunto de semillasamtals reclutadas (Dow y Ashley 1996, Wang
2004, Burczyket al. 2006, Jonest al. 2010). Mediante la determinacion del parentesqmsible
identificar a las semillas dispersadas o plantodatutadas que provienen de una cierta planta
adulta, determinar distancias de dispersion y/amestla proporcién de semillas o individuos
inmigrantes en un area delimitada. Mientras que dstidios de flujo polinico tipicamente
requieren identificar el genotipo de los adultos aides de polen (padres), disponiendo de la
informacion genética de la progenie putativa yadenhdre, las inferencias sobre la dispersion de

semillas implican la identificacion genética deplanta madre sin disponer de informacién sobre
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ninguno de los dos parentales (Smouse y Sork 288ley 2010). En las especies dioicas, el
sistema presenta la ventaja de que los adultosutimass pueden ser descartados a priori como
fuentes de semillase(g, Schnabelet al. 1998, Hardestyet al. 2006), pero en las especies
monoicas no existe tal informacion. En principistaedificultad podria sortearse utilizando
marcadores moleculares de herencia materna lodakzaen el genoma mitocondrial o
cloroplastico (Hamilton 1999). No obstante los fegede variabilidad de estos marcadores son
casi siempre insuficientes para distinguir indivislyorealizar anélisis de parentesco en general
(Ouborget al. 1999, Petitet al. 2005). Otra estrategia notablemente ingeniosa neal&zar una
inferencia directa y univoca del genotipo de laf@lanadre, ha sido la extraccion de ADN a partir
del tejido materno (pericarpo del fruto) que quedherido a la semilla dispersada (Godoy y
Jordano 2001, Ziegenhagenhal. 2003, Grivetet al. 2005, Jonegt al. 2005). Sin embargo, no
siempre es posible obtener ADN en cantidad y odliglaficientes para la aplicacién de los
marcadores moleculares a partir de semillas retzalas en el campe.g, Hansonet al. 2007,

ver también Scofielét al. 2010).

Otro aspecto esencial de las herramientas molesulas la calidad de los marcadores
utilizados. Este aspecto se torna mas relevantedouno contamos con ventajas inherentes al
sistema de estudio ni es posible aplicar las esgfic experimentales mencionadas en el parrafo
anterior. Por ejemplo, si no es posible utilizgrdte materno de las semillas para inferir los
genotipos de las madres, y éstos deben ser infeaduartir de la progenie, una alta capacidad
resolutiva de los marcadores, junto a un métodadesico apropiado, puede ayudar a mitigar
dicha adversidad. Los marcadores moleculares eiifien el nivel de variabilidad que permiten
revelar, en la practicidad de la técnica, y enegjuerimiento de un desarrollo especifico u
optimizacion para la especie de estudio (Avise 208dtualmente la secuenciacion del ADN y
los microsatélites proveen los métodos mas resokitiado que pueden detectar gran cantidad de
variacion genética en las poblaciones. Probablendebido a la mayor simplicidad en el
procesamiento de los datos obtenidos, los michiteatée han convertido en los marcadores por
excelencia para el analisis de parentesco, y pagaan niumero de estudios de ecologia molecular
(Ellegren 2004, Jone al.2010).

Los microsatélites fueron originalmente identificada principios de la década de 1980
(Miesfeldet al. 1981, Hamadat al. 1982, Tautz y Renz 1984). Se los denomina tanth@&Rgde
Simple Sequence RepgatsSTRs(de Short Tandem Repeatga que corresponden a regiones
relativamente cortas del genoma que contienen se@serepetidas en tandem con motivos de
repeticion de entre 2 y 6 nucleétidos (Ellegren 2004€s microsatélites son marcadores
codominantes ya que permiten distinguir individheserocigotas y homocigotas, y ademas son
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abundantes y ubicuos en los genomas de eucaribéasz(y Renz 1984, Morgante y Olivieri
1993). Frecuentemente se localizan en regionesodifiGantes, por lo que no suelen estar
sometidos a fuertes presiones selectivas quemnestrias mutaciones durante su evolucion. Al
poseer secuencias repetitivas y ser evolutivameetgros, estos marcadores normalmente
exhiben una amplia variacion del nimero de remstes que da lugar a numerosos alelos de
diferentes tamafos en la poblacion (Ellegren 20Dd)esta forma, el patron genético provisto por
los microsatélites revela una suerte de huellaaligiolecular de cada individuo, definida por la
combinacion particular de alelos en distintos Igae posea el individuo en cuestién. En los
ultimos afios, la técnica experimental de genotigdfion deSSRsse ha optimizado notablemente
mediante el empleo de fluoréforos acoplados quimérde a los oligonucleétidos cebadores y la
electroforesis capilar con equipos de secuenciacion.

Si bien el uso de microsatélites presenta las jgntaencionadas, también requiere de
informacion previa o un desarrollo especifico edacaspecie para realizar la amplificacion por
PCR. Basicamente, existen dos estrategias paradacidin de microsatélites en las especies de
interés. Una es el desarrotle novode estos marcadores a partir de la construccid@edetecas
enriquecidas en secuencias repetitivas que comdapoa posibles microsatélites (Zasteal.
2002 y Squirrelet al. 2003). La otra alternativa es obtener microsatlppor transferencia o
“amplificacion cruzada” desde especies emparentifidgenéticamente (Barbaet al. 2007). La
transferencia consiste sencillamente en logran bandiciones adecuadas, la amplificacion por
PCR del locus en cuestion en la especie de inteigendo los oligonucleédtidos disefiados
originalmente para la especie emparentada. El gnooento experimental para el desarralle
novoes sustancialmente mas laborioso; no obstanéxjtelen la transferencia suele ser limitado,
disminuyendo en la medida en que la distancia evalentre las especies sea mayor. Por ultimo
cabe mencionar que en la actualidad algunas enspbéstecnologicas ofrecen el desarralie
novode microsatélites para la especie de interéstasas tan elevados (Zaeeal. 2002) y que
probablemente se iran reduciendo en un futuro proxi

Los resultados expuestos en el Capitulo | nos pienom identificar a la palmera pindo6 (y
su interaccion con el tapir) como un interesanstesia de estudio para evaluar los posibles
efectos del disturbio sobre el ciclo de dispersiérsemillas y el flujo génico asociado. El pind6 es
una especie monoica Yy, hasta el momento, no diapms de microsatélites disefiados
previamente para poder estudiar aspectos genéteds dispersion de semillas. Por otro lado,
pese al empleo de numerosos protocolos de extraauddlogramos obtener ADN de suficiente
calidad para realizar amplificaciones por PCR airpdel tejido materno de semillas dispersadas.
Los protocolos de extraccion ensayados incluyaemsmétodos que utilizan el detergente CTAB

45



CarituLo 11

como agente principal de lisis: uno convencionaby® y Doyle 1990), uno optimizado
especificamente para la extraccion a partir detagro de frutos de un cerezo silvestre (Jordano
y Godoy 2005) y uno desarrollado para remover mid¢as inhibidores como polisacaridos y
polifenoles (Porebsket al. 1997), y treskits comercialesNucleoSpin 96 Plant I[Macherey-
Nagel, Duren, Alemania)DNAeasy Plant Mini Kit(QIAGEN, Valencia, EE.UU.)lllustra
Nucleon PhytoPure Genomic DNA Extraction K&E Healthcare, Pasadena, EE.UU.). Ademas,
efectuamos pruebas realizando varias modificaciateesdichos métodos con el objetivo de
eliminar posibles inhibidores de la PCR(, uso de polivinilpirrolidona [PVP], proteinasa Wp
incubacion a 100 °C luego de la lisis, etc.), cambtambién de las condiciones utilizadas para la
reaccion de amplificaciéne(g, uso de distintas cantidades de templado y ternpasade
apareamiento de los oligonucleotidos, ADN-Polimargssoluciones reguladoras de distintos
proveedores, etc.). Ante la imposibilidad de efectuna inferencia genética directa de la
maternidad de las semillas, requeriamos marcadieesuficiente poder resolutivo para los
analisis de parentesco. Por lo tanto, nos propusicwmo objetivo especifico desarrollar
marcadores moleculares polimorficos para el pindé permitiesen estudiar la diversidad y

estructura genética en relacion con el flujo gémealiado por la dispersién de semillas.

Materiales y Métodos

Especie de estudidSyagrus romanzoffian@hamisso) Glassman, localmente conocida como
pind6 en Argentina, es una palmera ampliamenteiluistia en el sudeste de América del Sur y es
un componente ubicuo de la Selva Paranaense. §a dendistribucion abarca el centro y sur de
Brasil, Paraguay, Bolivia, Uruguay y el nordesteAdgentina (Lorenzet al. 2004). En la Selva
Paranaense los ejemplares adultos alcanzan 10 w 2 altura y suelen encontrarse en
densidades cercanas a 15 — 20 adultos/ha (Cetletti1992). Esta palmera es bastante resistente
a temperaturas relativamente bajas, y se usa ges firnamentales en muchas ciudades de clima
templado, inclusive fuera de su rango de distrimuciativo. Dado que los individuos fructifican
mas de una vez y en forma asincronica, la fruettiiin se extiende a lo largo de la mayor parte
del aflo (Keuroghlian y Eaton 2008). Excepto enasofderiodos, esta planta provee un recurso
abundante para la comunidad de frugivoros, y seatordispensable en las épocas en que la
mayoria de las especies no ofrece frutos maduresr@ighlian y Eaton 2008). Por estos motivos
se ha sugerido que el pind6 desempefia un rol fuerdamen el ecosistema, y puede
considerarsela una especie clave (Terborgh 198&oghlian y Eaton 2008). Durante la época de
fructificacion, cada palmera adulta puede exhilmmutaneamente entre 1 y 4 infrutescencias con
distinto grado de maduracion, conteniendo entrey60000 frutos cada una (Galetti al. 1992;
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Figura 9). El fruto del pind6 es una drupa ovoideudes 2 — 3 cm de largo, que presenta un
pericarpo carnoso con fibras y pulpa de color agad® cuando madura (Figura 9, paneles E y
F), de sabor agradable y rica en azlcares. Caga dontiene una sola semilla de 1,5 - 2,5 cm de
largo. El endocarpo se lignifica durante la madoraqAlves-Costa y Knogge 2005) hasta
adquirir un espesor de aproximadamente 3 mm y un@zauwunotable (Guimardes al. 2005;

Figura 9, panel G).

A-C: ejemplares adultos. A: ejemplar en el Parqaeidhal Iguazi. B: ejemplar ornamental
(provincia de Buenos Aires) con tres infrutescen¢ima menos visible detras del plano focal) con
frutos verdes. C: ejemplar con inflorescencia maduinfrutescencia semi-madura (Parque Nacional
Iguazu). D-E: frutos en distinto grado de desawrdlispuestos en orden temporal de izquierda a
derecha, desde el comienzo de su formacion (extiemqoerdo, panel D) hasta su maduracion
(extremo derecho, panel E). F: fruto maduro entequierda) y cuya pulpa ha sido removigagy
luego de la dispersion) (derecha). G: corte trassvele endocarpo y semilla (n6tese la presencia o
ausencia de endosperma en las semillas de arabajo, respectivamente).
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Microsatélites candidatos Los SSRselegidos provinieron de cinco especies de palmera
relacionadas filogenéticamente con el pindo a as/de la subtribu Attaleina€ocos nuciferade
la tribu CocoseaeAcrocomia aculeataBactris gasipaesElaeis guineensjsy de la subfamilia
ArecoideaeEuterpe edulisde acuerdo a los estudios filogenéticos de Dieldsét al. (2005),
Asmusseret al. (2006), Bakeet al. (2009), Meerowet al. (2009), y Bakeet al. (2011) (Figura
10). En particular, se ha identificado recienteraea®yagruscomo el grupo hermano d&cos
(Meerowet al. 2009).

Figura 10. Esquema de las relaciones filogenéticas ehtremanzoffiang las especies emparentadas
de las que se tomaron IBSR<andidatos para ser transferidos.

Euterpeae Euterpe edulis (19)

Arecoideae

Arecaceae

Bactris gasipaes (46)
Bactridinae

Acrocomia aculeata (8)

Cocoseae

Attaleinae

(‘\ agrus romanzoffi ana)

Elasidinae
Elaeis guineensis (1)

Nota: en la filogenia se omiten las ramas de los takaiores al nivel de subfamilia o tribu,
excepto para aquellos que incluyen a las espeeiggatés. A continuacion del nombre de cada esseci
indica entre paréntesis el numeroSfgR<andidatos probados en los ensayos de transfarenci

En total, se probaron 140 pares de oligonucledtiidgprovenientes d€. nucifera(ocho de
Pereraet al. 1999, 38 de Riverat al. 1999, 20 pares adicionales provistos por R. L. Rive
mediante comunicacion personal, y uno de Maurodilaet al. 2006); 46 provenientes d&
gasipaeq18 de Martinezt al. 2002, 18 de Billottet al. 2004, y diez de Rodrigues al. 2004);

ocho provenientes d&. aculeata(Nucci et al. 2008); uno proveniente de guineensispara el
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cual se habia encontrado que amplificaba una regetitiva en otra especie 8gagrugBillotte
et al.2001); y 18 provenientes @e edulis(Gaiottoet al. 2001).

Ensayos de transferenciakEn primer lugar efectuamos ensayos de amplificaciaaada en
muestras de ADN gendmico de tres individuos difereieS. romanzoffianatilizando cada par
de oligonucleétidos sin marca fluorescente. Cadacién de PCR fue realizada en un volumen
final de 12pl conteniendo: 0,5 U de ADN-PolimeraszoTaqy la correspondiente soluciéon
reguladora Kfuffen en concentracion 1X (Promega, Madisdeiz.UU.), 0,2 uM de cada
oligonucledtido, dNTPs 0,2 mM, y 10-70 ng de ADNigmico extraido mediante el método con
CTAB (Doyle y Doyle 1990) y utilizando 2% de PVP knsolucidon de lisis, a partir de hojas
previamente mantenidas en silica. Para la amptiboadel marcador CNZ26, utilizamos una
variante de la mezcla de reactivos que contenia -RDMNnerasa Tag-Platinum y su
correspondiente solucion reguladora (Invitrogensbad,EE.UU.) con MgCi 1,5 mM.

Los programas de ciclado utilizados consistierorb eninutos de desnaturalizacion inicial a
94 °C, 40 ciclos de: 1 minuto a 94 °C (desnatweaian), 1 minuto a 50 °C (apareamiento de los
oligonucledtidos) y 40 segundos a 72 °C (elongacigrun paso final para la elongacion de
fragmentos incompletos de 5 minutos a 72 °C. dtiias una temperatura de apareamiento (t
50 °C) casi siempre menor a aquella empleada paaanplificacion de los marcadores en las
especies originales. De esta manera se favoreci@pateamiento de los oligonucleotidos
provenientes de las distintas especies que premmehte presentaban algun grado de
divergencia de secuencia con el pindé.

Los fragmentos amplificados fueron sometidos atel&resis en geles de agarosa 2% y
revelados en un transiluminador Typhoon Trio Ima@®mersham Biosciences, Piscataway,
EE.UU.). Para aquellos marcadores que mostraronlifasagion positiva, adquirimos los
correspondientes oligonucledtidos con un fluoréfacoplado en el extremo 5’, y optimizamos la
amplificacion, cuando fue necesario, ajustandédiageraturas de apareamiento (Tabla 5).

Secuenciacion y control de homologiaObtuvimos la secuencia de cada uno de los
fragmentos amplificados para determinar si selieatie una region repetitiva (microsatélite). Para
aguellos marcadores cuya secuencia estaba dispoaiblbases de datos de acceso publico,
verificamos si el producto de amplificacion cruzagalmente correspondia al locus homaélogo en
pindd. Las secuencias fueron obtenidas luego dearclms fragmentos amplificados por PCR
utilizando el sistema dpGEM-T easy vectofPromega, MadisorEE.UU.). Los plasmidos que
contenian fragmentos insertados fueron sometidescaenciacion en ambos sentidos usando
oligonucledtidos de las regiones flanqueantestial de clonadogromotor T7y SP§. El equipo

de secuenciacion utilizado fue ufBI XL 3130 (Applied Biosystems, Vienna, Austria).
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Realizamos el alineamiento con el algoritmo de @IM¢ y la comparacion de las secuencias
usando el programa MEGA 5 (Tamwiaal. 2011). Las secuencias de los marcadores trans$erid
a pindo fueron depositadas en GenBank con cédigesckeso: JQ087377 - JQ087388, JQ890315
- JQ890322 y JX075189 - JX075198.

Caracterizacion de l10sSSRs. Evaluamos la variabilidad de ca88Rtransferido mediante la
genaotipificacion de 31 — 34 individuos muestreadbszar en el Parque Nacional Iguaziu y en
fragmentos boscosos fuera del Parque (ver FiguraCHpitulo IV). Los genotipos fueron
determinados usando un secuenciafiBi XL 3130y el programa GeneMapper 4.0 (Applied
Biosystems, Vienna, Austria) con el patron estad@aiamafnos GeneScan 500(-250)ROX.

Usando el programa Cervus 3.0.3 (Kalinowskal. 2007) estimamos la riqgueza alélica.(
el numero de alelos diferentes presentes en la trajie®l rango de tamafos alélicos, la
heterocigosidad esperada( la probabilidad de que dos alelos tomados al szan diferentes),
la heterocigosidad observadae( la proporcién observada de individuos heteroaig)t la
probabilidad de identidad genotipidae( la probabilidad de que dos individuos tomadoazalr
tengan genotipos idénticos) y la probabilidad ddusi@n del primer parental.€., la potencia
para descartar la relacién parental-hijo entreamde individuos no relacionados tomados al azar
sin conocer el genotipo de uno de los parentalddeméas evaluamos la deficiencia de
heterocigotas respecto a las proporciones espebajagquilibrio de Hardy-Weinberg mediante
el test exacto (Rousset y Raymond 1995) implemergadGenepop 4.1 (Rousset 2008). También
evaluamos el desequilibrio de ligamiento entre tddepares de marcadores utilizando el método
y parametros por defecto implementados en Genephplds significancias de las pruebas
multiples de ajuste a Hardy-Weinberg y desequilibe ligamiento fueron posteriormente
corregidas por el procedimiento secuencial de Bamfie (Holm 1979, Rice 1989) y re-evaluadas
a un nivel global de significancia de= 0,05. Para realizar dicha correccion utilizambs e
programa SGoF+ (Carvajal-Rodriguez y de Ufia-Alv@@%1). La presencia potencial de alelos
nulos (Dakin y Avise 2004) en algunos marcadoresriterida a partir de un exceso significativo
de homocigotas y/o fallas repetidas de amplificacgdnvarios individuosi.e., homocigotas
putativos para el alelo nulo). En tales casosideuencia del alelo nulo fue estimada mediante el
estimador de Brookfield en el que se asume quedareia de amplificacion corresponde a un
homocigota para el alelo nulo (Brookfield 1996)taEsstimacion fue realizada con el programa
MICRO-CHECKER (Van Oosterhoet al. 2004).
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Resultados
Veinticinco pares de oligonucleotidos de BSRscandidatos produjeron amplificacion

cruzada en pind6. Exceptuando Bg46 (Martieeal. 2002), cuya amplificaciéon cruzada produjo
un fragmento sin regién repetitiva ni homologia ¢tarsecuencia original, todas las secuencias
analizadas presentaron una alta identidad nucleat{@ — 100%) con aquellas de las especies
originales (Figura 11), incluyendo las de BSRdransferidos de la especie menos emparentada
(E. edulig. Estos resultados indicaron que los productosladamplificacion cruzada eran
homologos a los loci originales. Ademas, sugiriefoartemente la homologia de I&SRs
transferidos del género herma@ocos para los cuales sélo pudimos verificar la coinoaiz del
motivo de repeticion dado que la secuencia completaa sido publicada.

Luego de analizar la secuencia nucleotidica denkrgadores EE15, EE32 y EE45 (Gai@to
al. 2001) en dos individuos diferentes, no proseguiooosla evaluaciéon de la variabilidad ya que
EE15 y EE32 no presentaban variacion en el largdraigmento, y la amplificacion cruzada de
EE45 produjo un fragmento corto de 60 pb que nliada region repetitiva (Figura 11). Por otro
lado, mEgCIR0230 (Billotteet al. 2001) mostré variacion en el niumero de repetico(c-
nucledtidos) para dos alelos secuenciados, peroanwlificacion con oligonucleotidos
fluorescentes produjo perfiles complejos de picadtipies, resultando en un marcador no
confiable para la determinacion de los tamafogakel

Finalmente, logramos amplificar y determinar elaémde los alelos de BBRgolimorficos
(Tabla 5) y uno monomorfico (Bg02-04, Rodrige¢sl. 2004). Estos 2@8SRgprodujeron perfiles
de fluorescencia bien definidos y repetibles, semastraron los electroferogramas. En la Figura
12 se muestran los perfiles para nu8&&Rsa modo de ejemplo. En los loci polimorficos el
numero de alelos y la heterocigosidad esperadarearientre dos y nueve, y entre 0,03 — 0,74,
respectivamente (Tabla 6). Con estosSBIRdas probabilidades de exclusion parental e idadtid
genotipica fueron degR = 0,91 y B = 4,6 x 10°. Ninguno de los pares posibles de estos
marcadores presentd desequilibrio de ligamientgdwie la correccion para pruebas mdltiples. La
potencial ocurrencia de alelos nulos fue detec&daCNZ03 y CNZ10 (Tabla 6) por una
deficiencia significativa de heterocigotas (p <50,lbego del ajuste por el método de Bonferroni)
y amplificacién nula reiterada en 12 y ocho indiddu respectivamente. Asimismo, la falla
repetida de amplificacion de EE41 en ocho indiveltambién sugirid la ocurrencia de alelos

nulos en este locus (Tabla 6).
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Figura 11. Alineamientos entre las secuencias originalesigienas SSRsy el producto de la

amplificacion cruzada eB. romanzoffiana
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Figura 11. (Continuacién)
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Nota: El nombre del locus se indica a la izquiettdecada linea, seguido del nombre de la
especie entre paréntesis (BBactris gasipaeskt.g.:Elaeis guineensj<.e.:Euterpe edulisS.r.:
S. romanzoffiana El nimero de nucleétidos en cada linea, excldyéas inserciones/deleciones
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gris.
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Figura 12. llustracién de los electroferogramas de nug8&dransferidos &. romanzoffiana
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Nota: cada panel corresponde aS8Rdistinto cuya identificacién se indica en la regio
superior derecha. El tamafio exacto de cada alelodéza debajo del pico de fluorescencia
correspondiente (en todos los casos la muestraigmevde individuos heterocigotas).
Fluoréforos: FAM en trazo azul, HEX en trazo veld&D en trazo negro.
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Tabla 5. Referencias de los 19SRgolimérficos transferidos &. romanzoffianaesde distintas
especies emparentadas

Especie Acceso Oligonucleotidos Referencia
Locus GenBank T (5-3) Fluoréforo bibliogréfica
Cocos nucifera
CNZ03 JX075189 50 F:CATCTTTCATCATTTAGCTCT FAM Riveraet al. 1999
R: AAACCAAAAGCAAGGAGAAGT
CNZ04 JX075190 50 F: TATATGGGATGCTTTAGTGGA HEX —
R: CAAATCGACAGACATCCTAAA
CNZ10 JX075191 50 F: CCTATTGCACCTAAGCAATTA FAM —
R: AATGATTTTCGAAGAGAGGTC
CNZ13 JX075192 50 F: TATGCTATTCACTCATTTTTCG FAM —
R: ACTCTGTTTCACGATCAAAAA
CNZ23 JX075193 50 F: ATCAAAACATGACACCGTAAC HEX —
R: CTGATAGATGACAAGGTGTGG
CNZ26 JX075194 48 F:CTAGGCTCCCCATGTGTTTTT FAM —
R: CACTGCTGTTGTACACCTCCA
CNZ44 JX075195 50 F:CATCAGTTCCACTCTCATTTC FAM —
R: CAACAAAAGACATAGGTGGTC
CNZ50 JX075196 50 F: TCGACTAAGTGTTGTCCATTC HEX a
R: ATCCATCCAGGATCCCAATAT
CNZ51 JX075197 50 F: CTTTAGGGAAAAAGGACTGAG FAM a
R: ATCCATGAGCTGAGCTTGAAC
CNZ57 JX075198 50 F:AGTGACAGCTCAAAGCAGTAT FAM a
R: GTGGAGTACACAACCTATGGA
CAC2 JQ890315 50 F:AGCTTTTTCATTGCTGGAAT HEX Perereet al. 1999
R: CCCCTCCAATACATTTTTCC
Bactris gasipaes
mBgCIR053 JQ890316 50 F: GTTCAGTTAAGACCACCTATCA  FAM Billotte et al. 2004
R: ACGAAGAAATCGAACCATAC
mBgCIR058 JQ890317 46 F: TTTGATACCCCAGAGAGA FAM —
R: AGCGAGAAACACGAATAC
mBgCIR066 JQ890318 50 F: GCATGTTGCATTGACTA HEX —
R: GAATCCTGGTTCAGATACT
mBgCIR091 JQ890319 50 F: CAAGAACAGGCTCAGTCTA FAM —
R: TGCAATCAACCCAAGAT
Bg02-09 JQ890321 48 F: CGCAGCAGCAGCAATAAATA NED Rodrigueset al. 2004
R: TCCAGCAACTTTCAGTCGAG
Bg02-10 JQ890322 48 F: GATTGGGTCCAGATCCTCTTT NED —
R: GTGGCACACATGGGGTTC
Euterpe edulis
EE41 JQ087381 50 F:CCTTGCAGTTTATGGCTACG HEX Gaiottoet al. 2001
R: CCATTGAGAGGGAATGAGGT
EE54 JQO087388 48 F:CATGTATCTAAGGAACAAGG FAM —

R: CTGTGCTCTCTCATTCTCA

T.: temperatura de apareamiento en*iGs secuencias de los oligonucleétidos fueron ddasrpor
solicitud al autor correspondienfetro alelo secuenciado fue depositado en GenBankunacdigo

de acceso consecutivo; —.: referencia igual a la fia precedente.
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Tabla 6. Caracteristicas de variabilidad genética de SISRs polimorficos transferidos &5.

romanzoffianaevaluada en una muestra de-334 individuos colectados en el norte de la proeiruz
Misiones, Argentina.

Rango de H-wW Frecuencia del
Locus (n) tamanos (pb) A He H, valor p alelo nulo R Pex
CNZ03 (34) 132 - 140 2 0,41 0,09 0,000 0,643 0,44 0,08
CNZ04 (34) 128 - 158 9 074 0,71 0,6180,011 0,11 0,34
CNZ10 (34) 129 - 169 5 0,52 0,08 0,000 0,572 0,28 0,14
CNZ13 (34) 138 - 178 3 0,11 0,12 1,000 0,000 0,79 ,010
CNZ23 (34) 133 - 163 3 0,14 0,15 1,000 0,000 0,75 ,010
CNZ26 (34) 216 - 240 8 0,53 050 0,200 0,015 0,25 ,160
CNz44 (34) 139-151 4 0,33 0,32 0,426 0,004 0,47 ,060
CNZ50 (34) 114 - 120 4 0,34 0,38 1,000 0,000 0,46 ,060
CNZ51 (34) 138 -150 2 0,03 0,03 - 0,000 0,94 0,00
CNZ57 (34) 99 - 105 4 0,19 0,21 1,000 0,000 0,66 020,
CAC2 (34) 229 -243 6 0,42 044 0,731 0,000 0,37 90,0
mBgCIR053 (34) 148-176 8 0,69 0,65 0,204 0,022 140, 0,28
mBgCIR058 (33) 243 -289 8 0,35 0,39 1,000 0,000 430, 0,07
mBgCIR066 (33) 253 - 257 2 0,22 0,18 0,381 0,026 640, 0,02
mBgCIR091 (34) 200 - 212 6 0,68 0,65 0,446 0,012 160, 0,26
Bg02-09 (32) 170 - 174 3 0,35 0,34 0,462 0,000 0,460,06
Bg02-10 (31) 150 - 176 7 0,72 0,58 0,0420,075 0,12 0,31
EE4T (34) 114 - 122 4 0,44 0,42 0,076 0,422 0,36 0,10
EE54 (32) 113 - 115 2 051 0,47 0,466 0,021 0,38 130,

n: nimero de individuos genotipificadod; riqueza alélica,Hs: heterocigosidad esperadé,:
heterocigosidad observada, H-W: test de ajust@popciones de Hardy-WeinbergpPprobabilidad de
identidad genotipica,gR: probabilidad de exclusion del primer parental.

2Probable ocurrencia de alelos nuftidp significativo luego de la correccién por pruebastiples.
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Discusion

La transferencia d8SRgepresenta una alternativa al desarrdéanovo el cual involucra
un procedimiento experimental mas arduo y cost@sydnandaret al. 1997, Barbaréet al.
2007). Considerando Id8SR<candidatos para los que logramos amplificar uganrerepetitiva
en pindd, obtuvimos un porcentaje de transferikdlidkel 16,4%. Y si tomamos solamente
aguellos marcadores variables para los cualesninadlaal menos dos individuos heterocigotas en
la muestra, la tasa de transferibilidad fue del%s3,Estos resultados contrastan con la aparente
tendencia a muy bajas transferibilidadesS&Rsentre diferentes géneros, dentro de familias,
reportada para muchas especies de monocotileddBeabaraet al. 2007). Los resultados
obtenidos sugieren que la transferibilidad puederidiampliamente para familias distintas.
Ademas, a la luz de estos resultados, es probablengchos de los marcadores obtenidos puedan
a su vez ser transferidos a otras especies delr@&@yagrus para el cual ain no se han
desarrollado microsatélites.

Generalmente la eleccion de I8SRsmplica la evaluacién de tres atributos esenciadés
nivel de variabilidad, la independencia en la sgac&n y la presencia/ausencia de alelos nulos.
En particular, la ocurrencia de alelos nulos passreuna caracteristica bastante frecuente en los
SSRsy sus efectos en los analisis de parentesco pusstenonsiderables (Callet al. 1993,
Pemberton 1995, Dakin y Avise 2004, Lereerl. 2011). Los alelos nulos normalmente generan
una deficiencia de heterocigotas respecto a laudémma esperada bajo equilibrio de Hardy-
Weinberg y fallas en la amplificacion de algunosivitios. En virtud de dichos efectos, su
deteccién es relativamente sencilla. La detecciéaleles nulos y la estimacion de su frecuencia
es relevante para evaluar la conveniencia de mduno un ciertoSSRen el conjunto de
marcadores a utilizar. Incluso se ha demostradeegymsible evitar la ocurrencia de alelos nulos
ajustando la secuencia de los oligonucleotidos eadals, aunque este procedimiento requiere
mayor esfuerzo experimental (Lengtral. 2011). En nuestro caso obtuvimos indicios clae$ad
ocurrencia de alelos nulos (deficiencia de hetgaias y/o fallas en la amplificacion) para tres
(CNZ03, CNZ10 y EE41) de los 19SRolimérficos que pudieron ser transferidos a pirtelo.
hecho de que no hayamos observado una deficiggoificativa de heterocigotas para el resto de
los marcadores nos indica que en los individuodadenuestra utilizada no existian efectos
apreciables de endogamia y/o estructuracion, latesithubieran producido una deficiencia de
heterocigotas en todos o la mayoria de $&Rs Para el marcador EE41 obtuvimos fallas
repetidas en la amplificacion en varios individupsro no observamos una deficiencia
significativa de heterocigotas. Una explicacion ilpeses que dicho marcador se encuentre
asociado a un locus bajo seleccion equilibradosd(idk 2005), la cual aumentaria la proporcion
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de heterocigotas compensando el efecto de los atellos. En cualquier caso, el uso de los
marcadores CNZ03, CNZ10 y EE41 debe ser preferamtenevitado para el analisis de variacion
genética en pindo.

Para fines practicos, es posible seleccionar coenmmente un subconjunto de los99Rs
polimérficos que logramos transferir a pindé deeado a los tres atributos mencionados. Por
ejemplo, se podrian escoger los marcadores CNZO¥26, CNZ50, CAC2, mBgCIR053,
mBgCIR058, mBgCIR091, Bg02-09, Bg02-10 y EE54, que presentan desequilibrio de
ligamiento ni alelos nulos, y poseen heterocigaedale 0,34 — 0,74 (Tabla 6). Tomando estos 10
marcadores se conseguirian probabilidades de d@dehty exclusion parental con valores de

aproximadamente 9,9 x 1§ 0,86, respectivamente.

Conclusiones

Transferimos exitosamente un conjunto $8Rspolimorficos aS. romanzoffianague son
apropiados para cualquier estudio que requieranalisss de la variacion genética a nivel
intraespecifico. En particular y en funcion de mrgssobjetivos, este conjunto de marcadores nos
permite estudiar la estructura genética en el pineiéflujo génico contemporaneo mediado por la
dispersiéon de semillas.
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CApriTuLo 11

DISPERSION DE SEMILLAS Y FLUJO GENICO CONTEMPORANEO: EFECTOS DEL TAPIR SOBRE

LA VARIACION GENETICA DEL PINDO EN ESTADIOS TEMPRANOS

Introduccion

El flujo génico en las plantas con semilla ocarteavés de la dispersion efectiva del polen
y de las semillas (Levin y Kerster 1974, Jordano0O20Por lo tanto, ambos procesos influyen
considerablemente sobre la distribucién de la veEnmagenética en las poblaciones vegetales
(Epperson 2007). Algunos estudios comparativoszagdds con plantas de distintas caracteristicas
biologicas han sugerido una relacion entre el naaldispersion de semillas y el patron espacial
de variacion genética de las poblaciones (Hameickl. 1992, Hamricket al. 1993, Williams
1994, Williams y Guries 1994, Vekemans y Hardy 2004rdyet al. 2006, Dicket al. 2008). Por
ejemplo, se ha observado una tendencia hacia mestucturacion genética en especies
dispersadas por gravedad, niveles intermedios espacies dispersadas por viento, y menor
estructuracion en aquellas dispersadas por aninfelasrick et al. 1992, Williams y Guries
1994, Vekemans y Hardy 2004, Fuchs y Hamrick 20ED).particular, las especies arbolreas
tropicales dispersadas por roedores diseminadoteatdadores (del ingléscatter-hoarders
presentan una estructura genética espacial masdaagoe aquellas dispersadas por animales con
rangos de desplazamiento mas amplios como avesjétagos y monos. Asimismo los arboles
tropicales dispersados por gravedad o con semélaivamente pesadas dispersadas por viento
exhiben mayor estructuracién que las especies emillas mas livianas dispersadas por viento
(Hardy et al. 2006, Dicket al. 2008). Estas tendencias resultan similares pagreces de clima
templado (Dicket al. 2008). Los resultados de estos estudios parececoiar, en lineas
generales, con la expectativa de una menor estagthar genética (o mayor flujo génico) en
correlacion con el potencial dispersivo de los aggedispersores. Sin embargo, estos estudios no
han logrado obtener conclusiones generales ni ithefie. Esto probablemente se deba a la
multiplicidad de factores que actian conjuntamentee la estructura genética, siendo el sistema
reproductivo (Loveless y Hamrick 1984, Hamretkal. 1993) y la densidad de adultos (Hamrick
et al. 1993, Vekemans y Hardy 2004, Hamrick y Trapnell0algunos de los mas relevantes.
Ademas, las categorias de los modos de dispersgsejutilizaron en la mayoria de los estudios

mencionados pueden ser una simplificacion excgsara un proceso de tal complejidad, que
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generalmente depende de varios agentes con eftistosles sobre la cantidad y calidad de la
dispersion.

Las ideas expuestas en el parrafo anterior corariemn la comprension de un aspecto
fundamental en ecologia molecular: ¢cémo intervieilos dispersores (y polinizadores) en el
movimiento de genes en las poblaciones de plardassemilla y en la estructura genética
resultante?, o dicho de otro modo, ¢cual es laiggafuncional entre la actividad de los
dispersores (y polinizadores) y los patrones dewwi@n genética de las plantas?

En este sentido, los estudios que disponian delesaipcion mas detallada sobre la planta y
su sistema dispersivo han ayudado a comprender ralgjonos aspectos y mecanismos por los
gue la dispersién influye sobre la estructuraciéndgica (ver revisiones de Ashley 2010, Garcia y
Grivet et al. 2011, Hamrick y Trapnell 2011). Por ejemplo, p#aaespecie arbustiviiex
leucocladase ha demostrado que el patron de estructuracidétige puede explicarse en gran
medida por la dispersion correlacionada de mukipkmillas contenidas en cada fruto, y por ende
provenientes de una misma madre (Torimatual. 2007). En otras especies los analisis de
parentesco han revelado también que una propoagitetiable de plantulas pueden no ser hijas
del adulto mas cercano, aun cuando se encuentreh emorno fisico inmediato. Este patron
parece ser relativamente frecuente en especiesrshsigs por animales (Pacheco y Simonetti
2000, Hardestyet al. 2006, Wanget al. 2007, Grivetet al. 2009). Por otro lado, y pese a la
tendencia general observada para muchas espeae®s(EL994, Petiet al. 2005), se ha
encontrado que en algunos sistemas la dispersi@erdélas puede alcanzar distancias y niveles
de flujo génico comparables o incluso superiordtipd polinico (Baclest al. 2006, Hardestgt
al. 2006, Pospiskova y Salkova 2008atoet al. 2006, Garciaet al. 2007, Bornet al. 2008,
Freeland 2012). Estos trabajos han permitido conaere mejor la complejidad del proceso
dispersivo poniendo en evidencia la notable idsisia de los sistemas planta-dispersores en
relacion al flujo génico asociado.

Un abordaje interesante, que permite integrar éspecoldgicos y genéticos de la dispersion,
es el andlisis de diversidad genética y parenteacsitios particulares que reciben una elevada
proporcion de semillas dispersadas (ver GarciaiweGet al. 2011, y referencias alli citadas). La
dispersion de semillas a sitios particulares (aibastde la vegetacion, sitios de reposo o de cortej
de aves, letrinas, plantas “nodrizas”, etc.) puterminar la efectividad de la dispersion (Schupp
et al. 2010) y es una las premisas que sustenta la bBipdte dispersién direccionada (Weraty
al. 2001). La evaluacion de las relaciones de paremtestre semillas depositadas o plantas
reclutadas en estos sitios particulares es unaafderconsiderar explicitamente el movimiento de

genes asociado a la actividad de los dispersosesefecto en la estructura genética espacial. Mas
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precisamente, el grado de correlacion materna éagreemillas o plantulas agrupadas en dichos
sitios esta directamente relacionado con los pasrdadorrajeo de los dispersores (Hamatlal.
1993, Grivetet al. 2005, Garciat al. 2009, Karubianet al. 2010, Garcia y Grivett al. 2011,
Scofieldet al. 2012). Ademas, la efectividad de la dispersiondpugepender de la composicion
de genotipos de las semillas o plantulas repredesiten estos sitios. Por ejemplo, la mortalidad
por patdgenos o la competencia intraespecificaigodser mayores si los genotipos son mas
homogéneos (Maynard Smith 1978, Price y Waser 188&novics y Ellstrand 1984, Ellstrand y
Antonovics 1985Schmitt y Antonovics 1986, Crawford y Whitney 2018)ternativamente, la
seleccion de parentesco podria favorecer grupasdigduos emparentada®Nakamura 1980,
Wilson et al. 1987,Schuster y Mitton 1991). Asi, tanto el patrén esgglaasomo el microambiente
genético producidos por la dispersion pueden aféatsupervivencia de las semillas o plantulas,
y en consecuencia, la efectividad de la dispersion.

Los estudios que han analizado el parentesco saitndlas o individuos agrupados en sitios
particulares son relativamente escasos y, en suonmmayrecientes. Dichos estudios han
considerado diferentes sistemas planta-disperstpog de sitio en los que se depositan las
semillas, entre los que se cuentan: conjuntos despPinus flexili9 adultos estrechamente
agrupados debido a la dispersion por aves, y ctrpogos terminan fusionandose durante el
desarrollo (Schuster y Mitton 19919emillas de una hierb&Tr{llium grandiflorum) acarreadas
por hormigas y depositadas en sus nidos o alred#el@stos (Kaliset al. 1999), semillas de
roble Quercusspp.) almacenadas por péajaros carpinteros enedrlgraneros” (Grivekt al.
2005, Scofieldet al. 2010, 2011, 2012), semillas de un cerezo silve@renus mahalep
transportadas por diversos vertebrados frugivoexsahparches de vegetacién de composicion
floristica variable (Garciat al. 2009), semillas y plantulas de rob@. (obatg reclutadas bajo la
copa de adultos o agrupadas en sitios abiertosaeda dispersion por aves o roedores (Gevet
al. 2009), semillas de una especie arboigrica rubra) contenidas en las heces de primates
(Terakawaet al. 2009), y semillas de una palmef@ehocarpus batajaregurgitadas por un ave
en sus sitios de cortejdeks (Karubian et al. 2010, Scofieldet al. 2012). Estos estudios
demuestran que los diferentes patrones de forsammportamiento de los dispersores pueden
producir escenarios contrastantes en cuanto ariacesa de parentesco generada: por un lado,
sitios con una alta correlacion materna debidayal@amiento de semillas provenientes de una o
pocas madres contribuyentes (Schuster y Mitton 18@lisz et al. 1999, Grivetet al. 2005,
Grivet et al. 2009, Scofielcet al. 2012), y por el otro, agrupamientos con una didatselevada
de madres representadas (Terakatval. 2009, Karubiaret al. 2010, Scofielcet al. 2012). Para

una misma especie de planta, los patrones de mionoturaciéon genética pueden diferir
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ampliamente en los distintos sitios de deposiciérsemillas (Garciat al. 2009, Scofieldet al.
2010, 2011, 2012). Es esperable que la estrucanétiga generada por los agentes dispersores en
los sitios con alta llegada de semillas, afectgaélon de estructura genética resultante en escalas
espaciales mayores. Si bien se ha observado frecnente que la estructura genética en los
estadios tempranos es mas acentuada que en lassadirthplemente como producto de la
reduccién demogréafica (Epperson 1992, Eppersonvardk-Buylla 1997, Schnabet al. 1998,
Gonzalez-Martineet al. 2002, Choeet al. 2012), el rastro de estructura genética puedeaspers

en los adultos y las sucesivas generaciones (Haratial. 1993, Epperson y Alvarez-Buylla
1997). Por lo tanto, los dispersores pueden des@mpg papel importante al establecer el patron
inicial de estructuracion de los individuos redtigs (Trapnell y Hamrick 2011).

El mutualismo planta-dispersor entre el pind6 yaeir representa un sistema muy adecuado
para estudiar el flujo génico mediado por la disiger de semillas. Nuestros resultados (ver
Capitulo 1) indicaron que el tapir es el princigapersor del pindd y que la regeneracion de esta
palmera esta asociada a la formacion de letrinas ldtrinas generadas por el comportamiento de
defecacidon recurrente de los tapires representaws articulares evidentes, con abundante
llegada de semillas y alto reclutamiento de pla@stuPor ende, el andlisis de la microestructura
genética de los juveniles de pindd reclutados en lddrinas es una forma de considerar
explicitamente el efecto de su principal dispessdire el flujo génico mediado por la dispersion
de semillas. El tapir puede recorrer grandes disdardiariamente (Fragosa al, 2003, Nosst
al. 2003), el tiempo de retencién de las semillas letraeto digestivo es muy prolongado
(generalmente mas de dos dias; Janzen 1981, Gitmals 1999, Claus®t al. 2010, Campos-
Arcseiz et al. 2012) y, como demostramos en el Capitulo I, comsymdispersa grandes
cantidades de frutos de pind6é en el area de estidido que el pind0 es una especie muy
abundante en la Selva Paranaense, es probablelguargo del dia los tapires se alimenten de
frutos de pindé de numerosos individuos adultograds de los cuales podrian estar situados a
distancias considerables. Este patron de forrajedugiria una mezcla heterogénea de genotipos
entre los juveniles reclutados en cada letrina.

Como objetivo especifico, nos propusimos determahafecto de la dispersion de semillas
por tapires sobre la variabilidad genética y estinacde parentesco de los juveniles de pindo
reclutados en letrinas en la Selva Paranaenseefi@mien cuenta el escenario descripto en el
parrafo anterior, planteamos las siguientes hipdtetativas al efecto del tapir:;Hos juveniles
reclutados en letrinas de tapir contienen una magueza de alelos que aquellos reclutados bajo
palmeras adultas; Hlos juveniles reclutados en las letrinas no s@s e la palmera adulta mas

cercana; H) los juveniles reclutados en las letrinas estamameemparentados que aquellos
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reclutados debajo de palmeras adultas (dentro alguB), y provienen de una mayor diversidad
de madres contribuyentes.

Materiales y Métodos

Area de estudio y toma de muestra€l trabajo fue realizado en el Parque Nacional 2gua
cuyas caracteristicas ya fueron descriptas en @t@a I. Tomamos muestras de tejido de hasta
16 juveniles en parcelas circulares de 3 m de ragiablecidas bajo la copa de ocho palmeras
adultas y sobre ocho letrinas de tapir. Las ubicees aproximadas de las palmeras adultas y
letrinas estan indicadas en la Figura 13. Las peg@érculares fueron centradas en el estipitade |
palmera adulta correspondiente o en un punto arfwmtrde la letrina. Las palmeras adultas
elegidas estuvieron distanciadas entre si a no snéed350 m. También colectamos tejido del
adulto méas cercano a cada "sitio focal" (debajadidto o letrina). En el caso de las letrinas, la
distancia al adulto mas cercano varié entre 9 m53demas estimamos el nimero aproximado
de defecaciones individuales en cada letrina ar pirtios monticulos de materia fecal y/o grupos
de juveniles que eran distinguibles en cada ungp Bacopa de algunas palmeras adultas el
numero de juveniles hallados (y colectados) fue mant6. En la Tabla 7 se resumen los datos

relativos al muestreo en los sitios focales.

Tabla 7. Resumen del muestreo de juveniles &e
romanzoffianabajo la copa de palmeras adultas y en letrinas de
tapir en el Parque Nacional Iguazu

Bajo adulto n (d<3 m) Letrina N d (m)
Al 14 L1 16 17
A2 14 L2 16 53
A3 14 L3 16 12
A4 16 L4 16 10
A5 16 L5 16 20
A6 16 L6 16 17
A7 10 L7 16 16
A8 8 L8 16 9

n: numero de juveniles genotipificados; d: distaratiadulto focal.
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Figura 13. Ubicacién aproximada de los sitios focales esaxipara el muestreo
dentro del Parque Nacional Iguazu (PNI)

oy

La ubicacion aproximada de los ocho adultos yrasifocales se indica con puntos
amarillos y naranjas, respectivamente.

Extraccibn de ADN y marcadores moleculares.Realizamos la extraccion de ADN
gendmico de cada individuo conkél de extraccion en plac&lucleoSpin 96 Plant l(Macherey-
Nagel, Diuren, Alemania) y partiendo de 10 — 35 mdpojas preservadas en silica-gel.

Para los analisis genéticos empleamos un conjuntaudve microsatélites (CNZ04, CNZ26,
CNz44, CNz50, CAC2, mBgCIR053, mBgCIR091, Bg02-HE54) obtenidos previamente
(Capitulo II). Estos nueve marcadores fueron selaedos por su mayor variabilidad, y por no
presentar desvios respecto a las proporciones iiyMéeinberg u otros indicios de alelos nulos,
ni desequilibrio de ligamiento (Tabla 6). Las cégdsticas de variabilidad de estos nus@&Ren
el conjunto total de individuos genotipificadosrue similares a los obtenidas anteriormente en la
muestra de 34 individuos (Tabla 6, Apéndice 1). jaxbabilidades multilocus de exclusion del
primer parental y de identidad genotipica fueren 0,86 y i = 2,6 x 1, respectivamente.

La amplificacion por PCR se realiz6 en duplas pasasiguientes pares &SRsCNZ04 |
mBgCIR091, CNZ44 | CNZ50 y Bg02-10 | EE54, e indinalmente para los tres marcadores
restantes (CNZ26, CAC2, mBgCIR053). Posteriormelatgyenotipificacion en el secuenciador
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fue realizada a partir de muestras conteniendsitagentes combinaciones &GRs CNZ04 |
mBgCIR091, CNZ26 | Bg02-10 | EE54, CNZ44 | CNZ5CAC2 | mBgCIR053. En todas estas
combinaciones las diferencias de tamafos alélicosolpr de los fluoroforos acoplados
permitieron distinguir facilmente los alelos de cadarcador. El resto de procedimientos e
instrumentos utilizados para la genotipificacioa fgual al descripto anteriormente en el Capitulo
I.

Tomamos los siguientes recaudos para mejorar idadatle nuestra base de datos genéticos.
En primer lugar, la amplificacion fue repetida peraos aquellos productos de PCR fallidos o con
perfiles de fluorescencia dudosos. De esta formmétdimos los errores de genotipificacion y
redujimos el porcentaje de individuos sin dato ggiti para cada locus a menos del 1%.
Ademas realizamos un analisis de identidad gematipiilizando el programa Cervus 3.0.3
(Kalinowski et al. 2007) para detectar genotipos duplicados que pediprovenir de artefactos
durante la manipulacién experimental (contaminaspnerrores de pipeteo, etc.) o del
procesamiento de la base de datos. Los genotipotdog fueron descartados (9 casos) cuando
correspondian a individuos cuyas muestras de ADEnsentraban en pocillos contiguos de la

microplaca.

Andlisis de datos genéticos
Estimacion y comparacion de la variabilidad genétia en los sitios focalesEvaluamos

los niveles de variacién genética de los juvenidgetutados bajo la copa de palmeras adultas y en
las letrinas en términos de la heterocigosidad radpe o diversidad génicaHd) (i.e., la
probabilidad de que dos alelos tomados al azar diéarentes) y la riqueza alélicd)((i.e., el
namero de alelos diferentes presentes en la mueAtrdos estadisticos son estimadores clasicos
de variabilidad de uso muy frecuente y tipicameepertados en la literatura (Weir 1996, Hedrick
2005). La diversidad génica fue calculada con eg@ama Cervus 3.0.3 (Kalinowséi al. 2007)
segun el estimador insesgado de Nei (1987). Daddajuqueza alélica depende sensiblemente
del nimero de individuos muestreados (El Mousadietjt 1996, Petiét al. 1998, Leberg 2002),
aplicamos el método de rarefaccion (Hetlal. 1975, Tipper 1979, Gotelli y Colwell 2001) para
estimar los valores en funcion de los tamafos malestutilizando el programa HP-RARE 1.1
(Kalinowski 2004, 2005). De esta forma, el tamafhoestral de los sitios focales fue
estandarizado para las comparaciones de riqudiznalé

Las propiedades de variabilidad, corAoy He, son dependientes del locus en cuestion y
normalmente los valores difieren entre los distifd&Rsdebido a caracteristicas intrinsecas o

efectos particulare® (g, tasa de mutacion, posibles efectos selectivasrdasecuencia, cuando
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se pretende comparar niveles de variabilidad gemétitre distintas muestras es conveniente tener
en cuenta el factor locus como fuente de variaceoulando la diferencia entre muestras para
cada uno de los loci analizados y evaluando la ardiancia entre los distintos loce.¢,
Kalinowski 2004, Hansort al. 2008). Por lo tanto, la comparaciéon de variabdlidgatre los
tratamientos i( e. debajo de adultos vs letrinas) fue realizada cotest no paramétrico de
Wilcoxon para muestras pareadas (Sokal y Rohlf 1998)zamos el programa STATISTICA
6.0 (StatSoft, Inc. 2001) para efectuar dicha paueb

Andlisis de parentesco en los sitios focaldsa mayoria de los métodos que empleamos
para determinar las relaciones o coeficientes denpesco entre individuos requieren una
estimacion de las frecuencias alélicas en la paiade referencia, la cual se obtiene usualmente
a partir de una muestra de individuos adultos gmbh parental) o directamente de la muestra de
individuos cuyas relaciones de parentesco se mletemferir (Hardy 2003, Kalinowslet al.
2006, Wagneet al. 2006). En nuestro caso, utilizamos como referelagdrecuencias alélicas
estimadas del total de individuos genotipificados gnalizamos en los Capitulos II, lll y IV de la
presente tesis. Esta "muestra global" se compod téndividuos distribuidos en distintos sitios
de las areas de estudio (ver Figuras 13 y 18) yfrlamuencias alélicas correspondientes se
especifican en el Apéndice 2. Muy probablementase$tecuencias de referencia sean mas
representativas de la poblacion global de pindtasrareas de estudio que cualquier sub-muestra
proveniente de algun sitio particular. De esta torwitamos el efecto de la circularidad en la
inferencia de parentescos, el cual tiende a produta subestimacion general del grado de
parentesco entre los individuos.

Para evaluar la proporcion de juveniles provengmte semillas dispersadas en los sitios
focales (e, que no eran hijos del adulto mas cercano) reabhzaun analisis de exclusion
utilizando tres métodos distintos: i) analisis declesion cruda (con dos variantes), ii)
determinacion del parentesco entre pares de ingigidadulto focal - juvenil) por maxima
verosimilitud, iii) reconstruccion simultdnea dergratesco del conjunto de individuos (juveniles
y adulto) en cada sitio focal por maxima verosimii En principio el tercer método es mas
confiable y resuelve las relaciones de parentestonsayor exactitud que los otros dos; sin
embargo preferimos emplear los tres para evaluasraistencia de los resultados.

El primer método consiste simplemente en deteetandompatibilidad de alelos para al
menos un locus entre cada individuo juvenil y lalmmacandidata (Jones al. 2010). Este método
tiende a ser conservativo ya que soélo excluyenaddre candidata cuando se viola el principio de
segregacion mendelianae(, ningun alelo es compartido entre juvenil y aduim considerar la

probabilidad esperada de los genotipos bajo elestpude que sean madre-hijo. Por otro lado el
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método no considera errores de genotipificaciomm(acion), lo que puede dar lugar a falsas
exclusiones (error de tipo Il). Este error puedetroterse exigiendo la incompatibilidad de mas
de un locus para la exclusion, l6gicamente a aesi@disminuir la potencia. Pese a las limitaciones
mencionadas, este método es simple y requiere psgpsestos. Utilizamos el programa
WHICHPARENTS 1.0(Eichert y Hedgecock, Bodega Bay Marine Laboratdsy,C. Davis,
California; disponible en www.bml.ucdavis.edu/wtpahents.html) para el analisis de exclusion
cruda basado en la incompatibilidad de al menosousdonenos doSSRs

El segundo método, implementado con el programaRELATE (Kalinowskiet al.2006), se
basa en asignar aquella relacion de parentescenfpihijo, hermanos completos, medio-
hermanos, o no relacionados) para pares de indiwique maximice la probabilidad de obtener
los genotipos observados. Las distintas relacidegsarentesco se describen por tres coeficientes
gue representan las probabilidades de compartjrushasy ningun alelo (Thompson 1975, Blouin
2003). Cada tipo de relacién implica valores dissnte dichos coeficientes, lo cual permite
asignar los parentescos con el criterio de méxierasimilitud (Milligan 2003, Wagneet al.
2006). En nuestro caso realizamos el analisis diesttos pares posibles madre candidata - juvenil
para identificar y contabilizar aquellos juvenitgge no eran asignados a una relacion de parental-
hijo con el adulto focal. EI método asume la ausede endogamia y, al igual que el anterior,
tampoco permite considerar errores de genotipifica¢aunque si puede corregir el efecto de
alelos nulos). Este método es mas potente que laséxt cruda ya que tanto la incompatibilidad
de alelos (exclusion categdrica) como la baja weribid (exclusion probabilistica) contribuyen
a la exclusion total. Para el calculo de la verdigud usamos las frecuencias alélicas de
referencia estimadas de la muestra global (ver Apérg).

Como tercer método utilizamos la reconstruccionuiiémea de las relaciones de parentesco
del conjunto de individuos (juveniles y adulto) emda sitio focal por maxima verosimilitud
(Wang 2004). Este método fue implementado medelnpeograma COLONY?2 (Wang y Santure
2009, Jones y Wang 2010) que considera a los ohadg en conjunto y no de a pares aislados
como en los casos anteriores. El método presentaarieade ventajas respecto a los anteriores.
En primer lugar, optimiza el uso de la informacgenética al considerar a los individuos en
conjunto aumentando el poder resolutivo y evitamgonsistencias de parentesco (Wang 2004,
2007). Ademas permite incorporar errores de geffiotgion (o efectos de mutacion) en el
modelo de maxima verosimilitud y asi aumentar kafieanza de las inferencias (Wang 2004). Por
ultimo, resulta muy versatil ya que admite sistemggsoductivos y de apareamiento diversos:
especies monoicas Yy dioicas, endogamia biparensaltgfecundacion, y poligamia para uno o

ambos sexos (Wang 2004, Wang y Santure 2009). mRemente se ha demostrado la
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superioridad de este método respecto a otros gbsr@d/ang y Santure 2009, Wang 2012),
aunque légicamente requiere tiempos de cémputo onoetyores. A continuaciéon indicamos las
condiciones y parametros mas relevantes del modgle utilizamos para realizar la
reconstruccion de las relaciones de parentescadmsitio focal. La busqueda de la configuracion
genealdgica mas probable fue realizada con el iglgmrde verosimilitud total Kull-likelihood
method y un nivel alto de exhaustividadldng run en la exploracion de configuraciones. Las
frecuencias alélicas de referencia fueron estimddda muestra global (ver Apéndice 2). Para la
descripcion del sistema reproductivo y de apareatmiespecificamos que la especie de estudio
era monoica, con posibilidad de endogamia, y cobhaansexos poligamos (implica que en la
progenie puede haber medio-hermanos por parte dieenmapadre). Consideramos errores de
genaotipificacion de clase | y clase Il (Wang 200di tasas de 0,005 en ambos casos y para todos
los loci. Las probabilidades a priori de que elledfocal fuese el padre o la madre de al menos
un juvenil reclutado bajo su copa fueron establecata0,1 y 0,95, respectivamente. En el caso de
las letrinas estas probabilidades fueron estable@dd®,1 y 0,5 respectivamente. Para controlar el
efecto que pudiese tener la diferencia de los galde dichas probabilidades sobre el indice de
exclusion también implementamos la inferencia cababilidades de 0,1 y 0,95 para las letrinas,
haciendo que las condiciones de reconstruccion dmescos fuesen completamente iguales en
los distintos tipos de sitios focales. No obstalds, analisis subsiguientes de las letrinas (ver
abajo) estan basados en las reconstrucciones eet@sco obtenidas con probabilidades de 0,1 y
0,5 que consideramos mas apropiadas. Mas detalbes sl rol de los distintos parametros en el
modelo pueden obtenerse de Wang (2004), Wang yi®af#009) y el manual para el usuario de
COLONY2. Cabe mencionar que el método resulta tertante robusto frente a la variacion de
la mayoria de los parametros mencionados, excepando los marcadores son muy poco
informativos (Wang y Santure 2009). En particulamétodo es robusto frente a tasas de error de
genotipificacion ampliamente superiores a las adasmien el modelo para realizar la
reconstrucciéon genealdgica (Wang 2004).

Ademas de evaluar la proporcion de juveniles edokiirespecto a la madre candidata,
realizamos una asignacion categorica de parentestos pares de juveniles en cada sitio focal a
partir de la reconstruccion del pedigri obtenida @DLONY2. De esta forma estimamos la
proporcion de hermanos completos (comparten padmeagre), medio-hermanos (comparten
solamente un parental), e individuos no relacioea@@mmparamos la proporcion de juveniles no
relacionados reclutados debajo de adultos y emdsticon una prueba de Mann-Whitney de 1
cola (Sokal y Rohlf 1995) usando el programa STATCA 6.0 (StatSoft, Inc. 2001).
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La proporcién de individuos no relacionados proudgermacion (indirecta) respecto a la
cantidad de madres diferentes representadas esititlos focales. No obstante, para obtener una
estimacion mas directa del nimero de madres cogéiittes y evaluar la hipotesis,Hfectuamos
una reconstruccion del pedigri mediante el COLONa&imiendo que los juveniles medio-
hermanos s6lo podian estar vinculados a travésa deatire. Dado que el pindé es una especie
monoica, sin utilizar este supuesto no seria posiBterminar cual de los genotipos parentales
inferidos corresponde a la madre y cudl al padma p@s juveniles hallados en las letrinas.
Ademas, la utilizacion de este supuesto se justpar los siguientes argumentos: i) las semillas
gue ingiere un tapir bajo la copa de una palmetdtaadieberian ser mayoritariamente hijas de
dicha palmera y, por consiguiente, medio-hermand®(manas completas) entre si. Obviamente
el tapir podria también ingerir semillas medio-hanas por parte del padre al alimentarse bajo
distintos adultos-madre que han sido fecundados yormismo adulto-padre, pero esta
probabilidad deberia ser menor siempre que el ilagiera varias semillas debajo de cada palmera
adulta; ii) en cualquier caso, nuestro supuestawos a una estimacion conservativa del nimero
de madres contribuyentes ya que para cualquiev panjunto de juveniles para los que se infiera
un solo parental en comun, éste sera identificadmoc la madre.Esta condicion fue
implementada en el modelo de reconstruccion genealoCOLONY?2) restringiendo la
posibilidad de poligamia al sexo femenino. La corapi@n de la cantidad de madres
representadas en letrinas y debajo de adultos égbahen términos del nimero de madres
diferentes ), que representa una medida de riqueza, y del mlehectivode madresNen), que
representa un indice de diversidad.Ng}, fue calculado comNen = PMI?, dondePMI es la
probabilidad de identidad materna (promedio pord®raegun el estimador de Scofiedt al.
(2011), basado en Nielsen al. (2003) y Grivetet al. (2005). Dado que la cantidad de juveniles
diferia entre algunos sitios focales, las estimad\g fueron corregidas con los métodos de
rarefaccion y extrapolacion utilizando el prograBstimateS 9.0 (Colwelkt al. 2012, Colwell
2013). Este programa fue disefiado originalmenta paxalizar la diversidad de especies en
estudios ecoldgicos o afines (Colwell 2013) peredeuser adaptado a otros propdésitos, como en
nuestro caso. Empleamos el analisis correspondizrni@ disefio basado en el muestreo de
individuos (‘individual-based abundance dataColwell 2013) para corregir el nUmero estimado
de madres representadas en cada sitio focal erdfudel nimero de juveniles genotipificados, de
manera de equiparar los tamafios muestrales en lpacaon de riquezas. Comparanios
valores deN Y Nem entre letrinas y bajo adultos con una prueba de Mehitney empleando el

programa STATISTICA 6.0. Ademas, evaluamos si eh@@ de madres diferentes representadas

69



CarituLo III

en cada letrina estaba correlacionado positivameate el nimero estimado de defecaciones
individuales mediante una correlacion de Spearman.

Finalmente, estimamos los coeficientes de paremtesedio observados bajo adultos y en
letrinas y los comparamos contra aquellos obtenidieatorizando las muestras de cada
tratamiento, es decir, mezclando los genotiposodguveniles reclutados bajo distintos adultos
focales o en distintas letrinas. Este andlisis geowna medida de la estructuracion o
diferenciacion genética entre los grupos de juesnikclutados en los sitios focales. Para ello
utilizamos el programa SPAGeDi 1.4 (Hardy y Vekema002). Usamos el estimadax;X del
coeficiente de parentesco entre individuos propupst Loiselleet al. (1995) y las frecuencias
alélicas de referencia estimadas de la muestralgttgbindividuos (ver Apéndice 2). El promedio
multilocus y el intervalo de confianza del coefite de parentesco observado fueron estimados
con el procedimiento de remuestreoJdekknifesobre los distintos loci, excluyendo un locus por
vez (Hardy y Vekemans 2002). Los valores del camite de parentesco para las muestras
aleatorizadas, y sus intervalos de confianza, fueldenidos a partir de 1000 permutaciones. Por
altimo, para comparar directamente los valores amdficiente de parentesco con aquellos
esperados en funcién de las relaciones entre thadgi asignadas en los pedigris reconstruidos,
ajustamos los valorep(— ©") segin Hardy (2003). Como referencia del valorabelficiente
para individuos no relacionados (Hardy 2003) witws el coeficiente de parentesco medio
calculado entre juveniles pertenecientes a lagthistmuestras de cada tratamiento. Para obtener

informacion mas detallada de estos andlisis puedsuttarse el manual de uso del SPAGeDi 1.4.
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Resultados

Estimacién y comparacion de la variabilidad genétia. La riqueza alélica promediada
sobre todos los loci fue levemente mayor en lagés que debajo de adultos (Tabla 8), pero esta
relacion no fue consistente entre los distintos $egun indico el test de Wilcoxon para muestras
pareadas (dicoxon = 0,89, p = 0,374), por lo que las diferenciaspueden ser consideradas
significativas. El valor promedio de diversidad génfue esencialmente igual para los juveniles
en los dos tipos de sitios focales (Tabla &iféon = 1,13, p = 0,260).

Tabla 8. Resumen de variabilidad genética de juvenilesSdeomanzoffianaeclutados bajo
adultos y en letrinas de tapir en el Parque Natigoazu

mBgCIR091 CNz04 mBgCIR053 CAC2 Bg02-10 EE54 CNZ26 CNZ44 CNZ50 media
A=416 3,47 4,36 219 431 200 298 1,93 2,89 3,14

Bajoadultos |, _ 58 (58 063 028 070 042 033 019 044 047
4,24 3,17 510 1,86 431 200 319 1,93 3,22 3,23
Letrinas 0,71 0,58 0,70 011 070 049 038 016 051 048

A: rigueza alélica media (valores corregidos paefeancion) He: diversidad génica media.

Andlisis de parentesco en los sitios focalekos resultados del analisis de exclusion de
maternidad para los juveniles y adultos en loosifiocales estuvieron de acuerdo con las
expectativas. Tanto el método de exclusiéon crudadm en la incompatibilidad de al menos un
locus como los dos métodos de méxima verosimilitostraron que la gran mayoria (83 — 95%)
de los juveniles reclutados en las letrinas der tapiprovenia de la palmera adulta mas cercana
(Figura 14). Solamente el método mas conservatboorespondiente a la exclusion cruda
requiriendo incompatibilidades de alelos para masrdiecus, indicé un porcentaje menor (50%)
de juveniles excluidos en las letrinas (Figura 1d9. obstante, segun el método de maxima
verosimilitud total implementado en COLONY 2, la ppogdn de juveniles excluidos se mantuvo
por encima del 85% aun utilizando una probabilidaatiori de 0,95 de que el adulto méas cercano
fuese el parental de algun juvenil de la letrina.c@ntraste, bajo la copa de palmeras adultas la
proporcidon de juveniles excluidos como hijos delladfocal fue de 26% segun el método de

maxima verosimilitud total.
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Figura 14. Analisis de exclusién materna de juvenilessSdeomanzoffianaeclutados
bajo adultos y en letrinas de tapir en el Parquedial Iguazu
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MV de a pares: método de maxima verosimilitud epaees de individuos (implementado
en ML-RELATE); MV total: método de méxima verosimid para el conjunto total de
individuos (implementado en COLONY?2); 1 locus, Zilométodos de exclusién cruda por
incompatibilidad de alelos en al menos uno o da$ I@spectivamente (implementados en
WHICHPARENTS 1.0). Las barras indican el error egdta.

El andlisis de parentesco entre juveniles mostré lgueroporcion de individuos no
emparentados.é., pares de individuos que no comparten ningun paljeine significativamente
mayor en las letrinas (77%) que debajo de los asl31%) (Figura 15; fhnn-whiney= 4, P =
0,0009). Este resultado refleja que mientras laamayde los juveniles reclutados debajo de los
adultos estan relacionados entre si a través d® didulto (medio-hermanos por parte de la
madre; Figura 14), los juveniles reclutados endaias provienen de una mayor diversidad de

madres contribuyentes.
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Figura 15. Asignacion categorica de parentescos entre jle@nieS. romanzoffiana
reclutados bajo adultos y en letrinas de tapirl @aegue Nacional Iguazu
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HC: hermanos completos, MH: medio-hermanos, NRetacionados.

El nimero promedio de madres distintas represest@addas letrinas para muestras de ocho y 16
juveniles fue d&Nm(n=8) = 4,29 yN(n=16)= 5,75, mientras que debajo de los adultos estloses
fueron deNy(n=8) = 2,10 yNy(n=16) = 2,56 (Tabla 9, Figura 16). Las diferenciasNjeentre los
dos tratamientos, para ambos tamafios de muestranfaepliamente significativas segun las
pruebas de Mann-Whitney (U = 3, p = 0,001 y U 5 6,5 0,005, respectivamente). EI niumero
efectivo de madres contribuyentes también resididficativamente mayor en las letrindsg, =
4,38) que debajo de los adultdg{= 1,4) (Tabla 9; U = 4, p = 0,002). Por ultimonémero de
madres diferentes representadas en las letrinasergée una correlacion significativamente
positiva con el numero estimado de defecacionesithailes (correlacion de Spearman=10,75;
n=28, p=0,032).

73



CarituLo III

Figura 16. Rigueza de madres contribuyentes al reclutamiemfjavkniles dé&. romanzoffiana
bajo adultos y en letrinas de tapir en el Parquedial Iguazu
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Los cuadrados vy triangulos indican los valoresigeeza de madres estimados para cada
letrina (L1 - L8) y bajo adulto (Al - A8), respa@imente. Las lineas continuas (negra y gris)
indican los promedios correspondientes. Los mareadeellenos corresponden a los valores
observados, mientras que los vacios correspondes @alores estimados por rarefaccion o
extrapolacion.

Tabla 9. Diversidad de madres contribuyentes al reclutaroiedé juveniles deS.
romanzoffianabajo adultos y en letrinas de tapir en el Pargaeidwhal Iguazu

Bajo adultos Letrinas
Nm(n=8) Nmn(n=16) Nen Nm(n=8) Nmn(n=16)  Nenm
Al 1,57 2,00 1,16 L1 4,38 5,00 6,05
A2 3,13 4,23 2,87 L2 4,78 7,00 6,05
A3 4,02 5,23 4,60 L3 3,25 4,00 2,81
A4 1,00 1,00 1,00 L4 511 8,00 6,05
A5 2,25 3,00 1,51 L5 4,05 5,00 4,65
A6 1,00 1,00 1,00 L6 5,56 8,00 9,30
A7 1,80 2,00 1,24 L7 4,49 6,00 4,65
A8 2,00 2,00 1,70 L8 2,69 3,00 2,28
Media 2,10 2,56 1,41 Media 4,29 5,75 4,38

Ni(n=x): riqueza de madres estimada para un tamafio mudstraindividuos (juveniles)
mediante rarefaccidén o extrapolacidfy;; nimero efectivo de madres.
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Conforme a nuestras expectativas y a la recongbrucke los pedigris, el nivel medio de
parentesco entre juveniles hallados en letrinasfa®mente menor que el observado debajo de
palmeras adultas (Figura 17). Los coeficientes asede parentesco de los juveniles reclutados
bajo adultos ¢ = 0,137) y en letrinaso(= 0,035) no se modificaron cualitativamente lueigo
corregirlos a valores relativos al pedigsi € 0,130 yg" = 0,021, respectivamente). La estimacion
del coeficiente de parentesco debajo de adultosueotia con el valor esperado para un pedigri
con mayoria de juveniles medio-hermanos (MH) y adguhermanos completos (HGY' =
0,125 <4 < 0'° = 0,250), en congruencia con las asignacioneg@atas de parentesco (Figura
15). El valor estimado en las letrinas resultd w&gano a cero reflejando la predominancia de
juveniles no emparentados. La diferencia entreoeficiente de parentesco observado y el valor
esperado en ausencia de estructuracion (permutat@oimdividuos entre réplicas de cada
tratamiento) fue notablemente menor en las letrques debajo de los adultos (Figura 17). Este
resultado indica que la estructuracion genéticdodguveniles en las letrinas es mucho menos
acentuada, y refleja la mayor diversidad de prdagess contribuyentes. No obstante, el
coeficiente de parentesco observado en letrinaBi¢éanexcedid el limite superior del intervalo de
confianza del 95% estimado para la distribuciorataléa de individuos (Figura 17). Esta
observacion indica que, aunque en mucho menor graela@ebajo de los adultos, existe un cierto
grado de estructuracion de parentesco de los jegereclutados en las letrinas, y nuevamente
resulta consistente con la presencia de una gieogorcion de hermanos inferida mediante la
reconstruccién del pedigri (Figura 15).
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Figura 17. Niveles globales de parentesco entre juvenilesSdeomanzoffiana
reclutados bajo adultos y en letrinas de tapirl @aegue Nacional Iguazu
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indican el intervalo de confianza del 95% estimpdp remuestreoJackknif¢ para el valor
observado y mediante 1000 permutaciones paraal @htenido bajo distribucion aleatoria.

Discusion

Utilizando marcadores moleculares evaluamos cwstaslos efectos de la dispersion de
semillas por tapires sobre la variabilidad y estnmacgenética de los juveniles de pindo reclutados
en las letrinas. Los juveniles reclutados en lasnks presentaron una rigueza media de alelos
superior a la de juveniles reclutados bajo la abpaalmeras adultas, pero esta diferencia no fue
significativa. Por lo tanto, mas alla de una temgesugerente, no hallamos apoyo estadistico en
favor de la hipotesis HPor otro lado, los resultados obtenidos mediahéaalisis de parentesco
en los sitios focales corroboraron las hipétesiy Hs relativas a la estructura de pedigri y origen
materno de juveniles reclutados en letrinas y lagjoltos. En primer lugar verificamos que los
juveniles reclutados en letrinas no representgmdgenie de la palmera adulta mas cercana (H
En rigor, esto fue corroborado para un 95% deuwstrjiles segun el método mas confiable para la
determinacién de parentescos (implementado con @MAD No obstante, es muy probable que
la no exclusion del 5% restante simplemente se ddadimitacion de la capacidad resolutiva del
meétodo y los marcadores usados. Incluso es intgeegetar que la proporcion de juveniles

excluidos fue superior a lo esperado segun la pi@ete exclusion (estandar) estimada para el
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conjunto de marcadores£P= 0,86). La “potencia adicional” probablementedsbe a que el
método implementado en COLONY2 usa la informaciohcdejunto de individuos analizados
simultaneamente (ver Wang 2007) mientras questaé@stimada con Cervus 3.0.3) se refiere a la
capacidad de exclusion para un par aislado deithdig. Respecto a la hipotesis, Huestros
resultados indicaron claramente que la proporcion irdbviduos relacionados (hermanos
completos y medio-hermanos) y el coeficiente demasco medio son mucho menores en las
letrinas que debajo de palmeras adultas. Ademasguaza y el nimero efectivo de madres
contribuyentes al reclutamiento de juveniles fuesgmificativamente superiores en las letrinas.
La mayor diversidad de madres contribuyentes enldatas explica el menor grado de
parentesco de los juveniles respecto a aquelltst@ados bajo los adultos. Si bien la diversidad de
padres donantes de polen también puede ser mayas detrinas (no nos es posible hacer una
estimacion confiable a partir de nuestros data@s)nisma no es independiente de la diversidad
materna, pues la heterogeneidad de padres remdesrgn los sitios focales esta positivamente
correlacionada con el nimero de madres contribege@@rivetet al. 2009). En este sentido, una
mayor diversidad de padres representados en lasakt que contribuyese a la menor
estructuracion de parentesco observada, tambiémneeiparte atribuible a la actividad dispersora

de los tapires.

Evidentemente la diversidad de madres contribugerte las letrinas esta estrechamente
relacionada con los patrones de forrajeo y defénadel tapir. Segun nuestras estimaciones la
rigueza media y el numero efectivo de madres pganéefueron deéNy, £ DE = 5,75 + 1,83 YWem
+ DE = 4,38 * 2,20, respectivamente. La estimaciomdetero de madres contribuyentes en las
letrinas deberia corresponder a un valor minimoddeli supuesto de que todos los medio-
hermanos se vinculaban a través de la madre. D®heknimero de madres estimado sin aplicar
esta restriccion ascendid\g, £ DE = 6,63 + 1,60, aunque esta estimacion esta obwignseljeta
a una asignacion arbitraria de parentales femenjinoasculinos, y como tal, sélo representa un
valor posible del nimero de madres (mayor o mehmiraero real). Los resultados no dejan duda
de que cada letrina contiene mas de una madresegpiaela, como se espera si el tapir se alimenta
bajo la copa de varias palmeras adultas previanseossla defecacion. Si bien también hallamos
mas de una madre contribuyente debajo de la maglerias palmeras adultas (en este caso el
numero de madres practicamente no se vio afectadelagar el supuesto de medio-hermanos
Unicamente por parte de la madre), es probableshtapir generalmente no ingiera las semillas
manipuladas previamentee.g, semillas enterradas o cuya pulpa haya sido redapval
alimentarse bajo las palmeras adultas. Asi, es aat®rpensar que en cada defecacion el tapir
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deposita las semillas provenientes de las diversaes que ha "visitado" durante las rondas de
alimentacion previas a la defecacion. Ademas, Jardidad materna podria incrementarse por la
acumulacion de defecaciones en cada letrina. 8ilhiestimacion del numero de defecaciones
individuales puede resultar imprecisa debido a ejueastro se va disipando con el paso del
tiempo, la correlacién positiva entre el numeronadres diferentes y el nUmero estimado de
defecaciones individuales sugiere que la acumulad@ defecaciones contribuye a aumentar la
diversidad materna en cada letrina. Asimismo calar rque aun en aquellas letrinas en las que
sblo era evidente la presencia de una defecacidos @ letrinas) hallamos 4 — 5 madres

contribuyentes. En conjunto, estos resultados eergique tanto el patrén de forrajeo previo a
cada defecacién, como el nimero de defecacionesudadas con el tiempo, determinan la

diversidad de madres representadas en las letAa@snas, al igual que la cantidad de juveniles
reclutados, es esperable que la diversidad de igesotmaternos esté positivamente

correlacionada con la frecuencia de uso del arelbpaapires.

El estudio de otros sistemas ha revelado algurextosf del comportamiento, frecuentemente
estereotipado, de los dispersores sobre la diaetsid madres representadas en los sitios focales
asociados a la dispersion (Garcia y Gratesl. 2011). Por ejemplo, el nUmero efectivo promedio
de madres contribuyentes en los "graneros" donggéjalo carpinterdelanerpes formicivorus
acumula bellotas de roble ha sido estimado en esldeNen = 2 — 2,4 (Grivetet al. 2005,
Scofieldet al. 2010, Scofielcet al. 2012), pudiendo alcanzar un valor mas elevalig € 5,8) en
ciertos sitios geograficos (Scofiedtlal. 2011). También se ha encontrado (Grixtedl. 2009) que
las plantulas de robl€)( lobatg agrupadas en sitios abiertos fuera del bosque @oducto de
la dispersion por diversos agentes provienen dalarero efectivo de madres mayor que aquellas
plantulas reclutadas bajo la copa de robles ad(iNgs = 2,7 vSNem, = 1,1, respectivamente).
Dicho estudio (Griveet al. 2009) demostré ademas que la diversidad de pdéréss plantulas
dispersadas también era mayor que bajo la copasi@dultos debido al efecto indirecto de
contribuciones maternas mas heterogéneas. Una sidiadr de madres contribuyentes
notablemente mas elevads.( = 26 — 27), y superior a la estimada en sitioallpados al azar,
ha sido reportada para las semillas (ya germinatiaks) palmer®. batauadepositadas por el ave
Cephalopterus penduligegn sus sitios de cortejéekg (Karubianet al. 2010, Scofieldet al.
2012).

Asimismo, los resultados de los estudios mencionadosl parrafo anterior indican que el
grado de estructuraciéon de parentesco en los diiceles también depende de los distintos

patrones de forrajeo de los dispersores. Por egeraplha observado tipicamente que, ademas de
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la baja diversidad de madres contribuyentes, lasagos deM. formicivorus poseen una baja
superposicion maternad., la probabilidad de que dos semillas de distigi@neros compartan
un origen materno). Este patrén de estructuraciarcada refleja el hecho de que estas aves
suelen recolectar las bellotas de unos pocos &flamlaltos cercanos a sus graneros dentro del
territorio que defienden (Griveet al. 2005, Scofieldet al. 2011, 2012). En contraste, la
estructuracién espacial de parentesco de las ssnu# palmera en los sitios de cortejoGle
penduligeres mucho menos acentuada, indicando que la diSpgrsr esta ave tiende a mezclar

y homogeneizar los genotipos maternos de las senaill el espacio (Karubiahal.2010).

Nuestros resultados sugieren fuertemente que perdi®n por tapires produce sitios (letrinas)
de alto reclutamiento de juveniles que provienenuda diversidad considerable de madres
contribuyentes. Esta conclusion debe interpretéesgendo en cuenta algunos factores que
discutimos a continuacion. En primer lugar, la reatiion del namero efectivo de madres
contribuyentes en las letrindsqf, = 4,4) esta hecha para los juveniles ya reclutddasial tiene
dos implicancias: i) la inferencia indirecta de Igenotipos maternos por reconstruccion
genealdgica a partir de los genotipos de los juesnprobablemente haya conducido a una
subestimacién de la diversidad materna (ver fund&ssedn en Materiales y Métodos); ii) la
diversidad de madres representadas en los juvgnibdesblemente sea menor que en las semillas
debido a la pérdida de individuos que naturalmewctare entre ambos estadios. Por ende, una
asignacion directa de los genotipos maternos (Ggdlmydano 2001, Ziegenhagetal.2003) de
las semillas acumuladas en las letrinas probablEm@velaria un mayor nimero efectivo de
madres. En segundo lugar, es importante considgmi@ara estima de diversidad materna (y de
diversidad genética en general) esta obviamentetas@ la dimension espacial del muestreo
realizado. En nuestro caso hemos tomado una datidit de los sitios focales estudiados (bajo
adultos y letrinas) netamente operativa y funciomalnuestros propositos. La escala de
agrupamiento espacial de heces en sitios con @dativile tapires sin duda excede el tamafio de
~28 nf definido operativamente para cada letrina (ver gemplo la distribucién de heces
recientes en parcelas dentro del Parque; Figur&apitulo IV). Es evidente que al ampliar el
tamanfo de las letrinas, la diversidad de genotipaternos deberia aumentar; sobre todo cada vez
gue se incluyan otras defecaciones individuales.

En base a estas consideraciones, nuestros resultatican que, en términos comparativos,
las letrinas de tapir contienen claramente una mdiw@rsidad de madres representadas que los
graneros deéM. formicivorus En el caso de los sitios de cortejo @ependuligerla diversidad
materna fue estimada a partir de semillas en @avagtculares de 10 m de didmetro (~79 m
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(Karubianet al. 2010). Asi, la comparacion sugiere que la divedsiia madres en las letrinas de
tapir no llega a ser tan elevada como en los gigosortejo de dicha ave, aun si se equiparasen las
areas definidas para ambos sitios focales (LetriNgs= 4,4 en 28 mvs Leks Nem = 26 en 79

m?); salvo que una ampliacion del area de letrinaeauase en forma desproporcionada el nimero
efectivo de madres contribuyentes. Por otro ladbies nosotros no analizamos la superposicion
materna gensuGrivet et al. 2005) como medida de similitud/diferenciacion enjuveniles
reclutados en distintas letrinas o bajo distintdsltas, la estimacion del coeficiente medio de
parentesco respecto al valor esperado en ausenestrdeturacioni ., distribucion aleatoria de

los genotipos) provee una informacién similar. Eldp de diferenciacion genética entre juveniles
de distintas letrinas es notablemente menos aaimiyize para juveniles reclutados bajo adultos,
y difiere mucho menos (aunque significativamen&dpecto a lo esperado en ausencia de
estructuracion (Figura 17). Este patron refleja oreyor mezcla de genotipos en las letrinas y
sugiere un efecto de homogeneizacidén genética aatmeql producido en los sitios de cortejo de
C. penduliger(Karubian et al. 2010), y es contrastante con la marcada estretbaraen los
graneros deM. formicivorus(Grivet et al. 2005, Scofieldet al. 2010, 2011, 2012). Finalmente,
cabe mencionar que la permanencia del "rastro'Stteatura genética asociado a la dispersion por
estos vertebrados dependerd de la contribucioragisdmillas dispersadas al reclutamiento de
estadios sucesivos. Por lo tanto, si bien la didads de madres estimada para las semillas
depositadas en sitios focales refleja con mayocigiten los patrones comportamentales de los
dispersores, el andlisis de la diversidad en estgubst-germinacion puede ser mas relevante para
evaluar los efectos de la dispersion efectiva stabestructura genética de la poblacion vegetal en
cuestién. Por ejemplo, la marcada estructuraciétenrma de las semillas acumuladas en los
graneros dé/. formicivoruspodria tener un impacto insignificante sobre tauetura genética de

la poblacion de robles dado que la mayoria de &ths dispersadas no logran germinar
(Scofieldet al. 2012). En cambio, en el caso de la dispersionim@oppor tapires, sabemos en
principio que la cantidad de individuos reclutadosestadios tempranos es mayor en las areas de
letrinas que en cualquier otro sitio (Capitulold) cual permite presuponer algun efecto sobre la
estructura genética emergente de la poblacion.

La estimacion de las distancias de dispersioniegepara semillas de pindd resultantes de la
actividad dispersora del tapir permanece aun comdesafio. Hasta el momento no es posible
abordar esta cuestion con métodos molecularesemabsnen areas continuas de bosque donde se
requeriria el muestreo exaustivo de un nimero aregnte grande de madres candidatas dada

la escala espacial en la que normalmente se dasplaz tapires. No obstante, en virtud de las
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extensiones de territorio usualmente utilizadas g=ie frugivoro y el tiempo prolongado de
retencién en el tracto digestivo, podemos suponer dichas distancias son de una magnitud

considerable (en el orden de varios cientos y fnleb@ente miles de metros).

Conclusiones

Los juveniles de pindd reclutados en cada letrinataggr no presentan relaciones de
parentesco cercano en su mayoria, y provienenveesds madres contribuyentes. La diversidad
de madres representadas en cada letrina muy perbahble esté determinada tanto por el patron
de forrajeo de los tapires (cantidad de palmera#taslvisitadas) como por la frecuencia de uso
de la letrina. Todas estas caracteristicas, emnugtingon las evidencias acerca del efecto de este
dispersor sobre los niveles de reclutamiento (Qkpl}, nos permiten concluir que el tapir realiza
una contribucion significativa al flujo génico centporaneo mediado por la dispersion de
semillas en las poblaciones de pindd. Ante la eiim del tapir, las poblaciones de pindé
perderian un componente fundamental del flujo gériedemas del considerable aporte al

reclutamiento de juveniles que provee este frugiveer Capitulo 1).
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CAPIiTULO IV

EFECTOS DE LA DEFAUNACION SOBRE EL RECLUTAMIENTO Y LA VARIACION GENETICA DEL

PINDO EN ESTADIOS TEMPRANOS

Introduccion

El interés por comprender los efectos del distuttimnano sobre el flujo génico y la
variabilidad genética de las poblaciones vegetadesido motivo de numerosos trabajos en las
Ultimas dos década®.g, Templetonet al. 1990, Barret y Kohn 1991, Ellstrand y Elam 1993,
Young y Merriam 1994, Youngt al. 1996, Hamrick 2004, Lowet al. 2005). La fragmentacion
y/o defaunacion del habitat pueden alterar losopas dispersivos del polen y las semillas al
restringir el movimiento de los agentes dispersareprovocar su desaparicion. Asi, podria
esperarse que el disturbio del habitat tenga unadtop directo en el flujo génico v,
consecuentemente, en la diversidad y estructurétigarde las plantas (Yourg al. 1996). Si el
flujo génico disminuye, es esperable un aumentia @structuracion genética y de la endogamia,
una pérdida de diversidad genética, y posteriofestas perjudiciales para las poblaciones
vegetales (Charlesworth y Charlesworth 1987, Yaetreg. 1996, Hedrick 2005, Lowet al. 2005,
Hirao 2010; ver seccion 3.2 de la Introduccion Galngara mas referencias).

Llamativamente, muchos de los estudios que han aadp areas boscosas degradadas con
areas continuas no han encontrado indicios clardasdeonsecuencias genéticas que se esperan
frente a la interrupcion del flujo génico (ver genes de Lowet al. 2005, Sork y Smouse 2006,

y Kramer et al. 2008; sin embargo ver Aguilat al. 2008). En general no se ha detectado
disminucién de la diversidad genética en términokaterocigosidad esperada, aunque en varios
casos se ha reportado pérdida de rigueza aldiga ldall et al. 1996, Dayanandaet al. 1999,
White et al. 1999, Younget al. 1999, Jump y Pefuelas 2006). La diferencia entnboa
estimadores de la variabilidad genética concueotiala expectativa tedrica de que la reduccion
del tamafio de la poblacion (cuello de botella) tafen forma inmediata al nimero de alelos y no
a la heterocigosidad (Nett al. 1975, Younget al. 1996, Luikart y Cornuet 1998, Lowat al.
2005). Al igual que la riqueza alélica, se espera gjunivel de endogamidi) sea sensible a
perturbaciones recientes (Loweal. 2005), y de acuerdo a estas expectativas, setbetaido un
aumento de la endogamia en algunas poblacionesdragdas (Aldrich y Hamrick 1998, Jump y

Pefiuelas 2006, Dubreudt al. 2010). Sin embargo, este efecto tampoco ha sicershdo
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consistentemente (Lowet al. 2005, Krameeet al. 2008). En algunos estudios la ausencia total de
diferencias significativas en las variables gemaétictilizadas para comparar areas continuas
versus fragmentadas ha sido notalelg,(Collevattiet al. 2001, Moreiraet al. 2009). En suma,
las evidencias que apoyan las predicciones deosf@efrjudiciales por reduccion del flujo génico
han sido relativamente escasas, en algunos castsgua®, y en otros, aparentemente
contradictorias. No obstante, hay dos factores ipdtes que pueden dar cuenta de estos
resultados inesperados: i) con frecuen@apremisa de una reduccion del flujo génico via
dispersién de polen o semillas en areas fragmestaolae cumplee(g. Nason y Hamrick 1997,
Dick et al. 2001, Whiteet al. 2002, Bacle®t al. 2006, Bittencourt y Sebbenn 2007, Hansbal.
2007, Hansoret al. 2008, Vanden-Broecét al. 2011); ii) la mayor parte de la fragmentacion de
selvas es reciente (20 — 200 afos) y las espetiéseas suelen ser longevas (> 50 afios), por lo
cual muchos de los individuos muestreados reprasanés bien el acervo génico pre-disturbio
(Aldrich et al. 1998, Collevattiet al. 2001, Loweet al. 2005, Krameret al. 2008). Este ultimo
aspecto explica por qué los efectos genéticos adperfrente al disturbio se han detectado mas
frecuentemente en las progenies, y sefiala la ispod de analizar la variacion genética en las
cohortes mas recientes (Aguiktral. 2008).

En la gran mayoria de los estudios citados en rehfosdanterior se han analizado los efectos
del flujo génico total o se ha hecho énfasis erolaribucion del polen, pero en ninguno de estos
trabajos se ha evaluado especificamente el immhctia disrupcion de los mutualismos planta-
dispersor sobre la estructura genética de lasgdantn efecto inmediato de la defaunacion, y
consecuente pérdida de los dispersores, deberia aenmulacion de semillas y plantulas debajo
del arbol materno en las areas defaunadas. Algualajos han encontrado que en ambientes de
selva degradada con menor abundancia de vertebnadpecto a las areas pristinas, la
disminucién de la dispersion producia una acumaitade semillas debajo de los arboles adultos
(Guariguata 2002, Forget y Jansen 2007, Crahat. 2007b, Wanget al. 2007). Asimismo, en
otros estudios se ha verificado que la densidagudeniles reclutados en torno a los adultos
aumentaba en las areas defaunadas (Wright y D@odr, Zordeiro y Howe 2003). No obstante,
la demostracion de una acumulacion de semillasaotyhs debajo del arbol materno como
producto de la defaunacion requiere tanto de latdigacion de las semillas o plantulas bajo los
adultos conespecificos, como del analisis gen@tica determinar el parentesco respecto a dichos
adultos. En este sentido, los estudios que hanndiedo el origen materno de las semillas o
plantulas reclutadas debajo de arboles adultosnsmio mas escasos.

En una zona boscosa de Bolivia, Pacheco y Simo(@&@00) compararon la estructura

genética dénga ingoidesuna especie arbdrea dispersada principalmente poosrarafiaAteles
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paniscu$, entre un area donde el dispersor estaba pregenta donde estaba localmente extinto
debido a la caza. Los autores hallaron que debadja cigpa de adultos la proporcion de plantulas
provenientes de semillas dispersadas, (que no eran hijas del adulto en cuestion) eraomery

el &rea donde el dispersor estaba presente. Asomobservaron un mayor grado de parentesco en
los grupos de plantulas en el area donde el dispestaba ausente. Por otro lado, el grado de
diferenciacion genética entre subgrupos de indivscieparados por distancias similares a las que
suele desplazarse el dispersor (~1 km) fue sigiifiamente menor en el area donde estaba el
dispersor, conforme a lo que se esperaba por maiyet de flujo génico mediado por la
dispersiéon de semillas. Sin embargo, este ultimolt@do no fue consistente en el segundo afio de
estudio. En otro estudio realizado en Camerun ocanegpecie arboreaArftrocaryon klaineanujn
usualmente dispersada por elefantes y diversosaf@an Wanget al. (2007) compararon la
proporcion de semillas dispersadas bajo la coprlutes adultos en un area de selva protegida y
otra con intensa presiéon de caza. En concordanai@ldrabajo de Pacheco y Simonetti (2000), la
proporcion de semillas dispersadas bajo la copaldios conespecificos fue notablemente menor
en el area defaunada.

Ante el inminente disturbio humano de los ecosiatenen gran parte del planeta, la
comprension de los efectos de la fragmentacionfaudacion sobre el flujo génico mediado por
la dispersion de semillas (y polen) y la estructgemética de las plantas resulta de vital
importancia. La notable degradacion que ha suftaldcSelva Paranaense (ver Introduccion
General), involucrando en muchos casos la des#parde animales dispersores de semillas,
provee un contexto adecuado para evaluar dichasosfeEn particular, la comparacion de la
variacion genética de las nuevas cohortes de perdte areas que preservan su ensamble
completo de dispersores y areas defaunadas, ddn@gie se encuentra localmente extinto,
deberia aportar informacion relevante sobre loste$erecientes de la defaunacion.

La ausencia de dispersores, y en particular derempifuera de areas protegidas y
suficientemente extensas deberia restringir el mievito de los genes (y genotipos) en la
poblacion, y por consiguiente deberia tener untefeotable en la variabilidad y estructuraciéon
genética de las nuevas cohortes de pindo. Es bépeyae en las areas defaunadas se reclute una
mayor proporcién de juveniles en el entorno de $énfal madre, y que este efecto incremente el
nivel de estructuracion genética espacial., (correlaciéon entre parentesco y distancia fisica).
Asimismo, en areas defaunadas la contribucion denntas alélicas que pudiesen provenir de
semillas dispersadas deberia estar restringidajltardo en una menor riqueza alélica
representada en los juveniles. En contraste, uiyamadundancia de dispersores, y sobre todo la
actividad de los tapires que, segun demostrames$ @apitulo I, produce la mezcla de genotipos
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no emparentados en los sitios de mayor reclutamiggirinas), deberian contribuir a disminuir la
estructura genética espacial e incrementar la zajaéelica de los juveniles reclutados en areas
protegidas.

Como objetivo especifico, nos propusimos evaluaefestos producidos por la defaunacion
sobre la variabilidad y estructura genética denlasvas cohortes de pind6 en la Selva Paranaense.
Teniendo en cuenta los aspectos desarrolladosgratoafos anteriores, planteamos las siguientes
hipotesis relativas al efecto de la defaunacio):einimero de juveniles reclutados bajo la copa
de palmeras adultas es mayor en areas defaunagestce a areas protegidas) & proporcion
de juveniles provenientes de semillas dispersadpsla copa de palmeras adultas es mayor en
areas protegidas respecto a areas defaunaglasntths areas defaunadas la riqueza alélica de los
juveniles es menor que en sitios que contienensarable completo de dispersores, mientras que
la diversidad génica.é., heterocigosidad esperada) no se ve afectagdatéstructura genética
espacial de juveniles reclutados en las areas dmdasnes mas acentuada que en sitios que

contienen el ensamble completo de dispersores.

Materiales y Métodos

Areas de estudioEl trabajo fue realizado en el Parque Nacional Zguauyas caracteristicas
ya fueron descriptas (ver Capitulo 1), y en el a&egradada de los alrededores de la localidad de
Comandante Andresito (-25°8)-54°020), Departamento de General Manuel Belgrano. Dicha
localidad esta situada a unos 11 km al este dejuRaNacional Iguazu (Figura 18). Hasta la
década de 1970 esta zona mantuvo una baja derdgdaoblacion. Sin embargo la poblacion se
fue incrementando y en la década de 1990 la lochljges6 a ser la mas importante del
Departamento, albergando a méas de 14.000 habitgit€EC 2001). Los alrededores de
Andresito presentan un claro impacto ambientaldtebl poblamiento humano y a las actividades
econdmicas que alli se realizan. La region se taiaa por retener fragmentos boscosos inmersos
en una matriz de campos de cultivo y ganaderia (&i@8). Los cultivos mas frecuentes son la
yerba mate, el té y el tabaco. También son abuegdns cultivos forestales como el pino, el pino
parand, el cedro australiano, y el paraiso. Los tf@selva que pueden hallarse representados en
los fragmentos de bosque remanentes son equivalaraguellos presentes en el Parque Nacional
lguazu. Muchos de estos fragmentos mantienen mésemmos bien preservada la estructura

vegetal, pero han sufrido una intensa presién d= cgue ha reducido las poblaciones de

" Durante el trabajo a campo en la zona tuvimostapintad de observar apostaderos de cazadoremssateincluso
la persecucion de una corzuela por perros.
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mamiferos y otros vertebrados, llegando inclusa extincion local de algunas especies como en
el caso del tapir (Giraudo y Abramson 2000, Girayéwvedano 2003).

Figura 18. Areas de estudio y ubicacion aproximada de logssiticales y parcelas de muestreo

'''''

PNI: Parque Nacional Iguazu; C.A.: Comandante Asithe Nétese la pérdida de cobertura boscosa
y el alto grado de fragmentacion fuera del Parggaeubicacién aproximada de los 12 adultos focales
dentro del Parque y en los fragmentos boscosogssdallededores de C. Andresito se indica con puntos
amarillos. Las flechas negras apuntan a la ubinadoximada de las parcelas de 100 m x 10 m.

Evaluacion a campo y toma de muestragvaluamos el reclutamiento de juveniles debajo de
12 adultos situados en seis fragmentos boscosa@seteldegradada y debajo de 12 adultos dentro
del Parque Nacional Iguazu (Figura 18). Los fragmeboscosos estaban situados a 2,5 — 5,5 km
del casco de la localidad de C. Andresito (Fig8ayitenian un area de entre 20 y 150 ha. En
todos los casos los adultos focales estuvieroartigidos entre si a no menos de 350 m. Debajo
de cada adulto focal establecimos una parcelalaircieé 3 m de radio centrada en el estipite de
dicho adulto y contabilizamos a todos los juvengessentes. Ademas colectamos tejido de ocho
adultos y de 16 juveniles reclutados bajo sus cepaal area defaunada para analizar la variacion
genética y la estructura de parentescos y compacan el patrén observado bajo los adultos
dentro del Parque (Capitulo I11).

Para estimar la variabilidad genética (riquezaicaély diversidad génica) y el nivel de
estructura genética espacial de los juveniles tamsamuestras de 50 juveniles en cuatro parcelas
de 100 m de largo y 10 m de ancho establecidad aree defaunada (D1 — D4) y dentro del
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Parque (P1 — P4). En el area defaunada las partedeen establecidas en cuatro fragmentos
boscosos (Figura 18) y en el Parque fueron esidbkeen aquellas porciones de las parcelas de
500 m x 50 m Rarcelas 1y 2, Figura 3; Figura 18) en las que habiamos registtatrinas de
tapir y mayor numero de juveniles (ver CapituloBjh aquellos sitios donde la densidad de la
vegetacion no permitia el relevamiento de algumdrala dimensién mayor de la parcela se
extendio algo mas de 100 m para compensar la eékteds| area muestreada. Todos los juveniles
presentes en las parcelas fueron contabilizad@spgsicion de cada juvenil fue referenciada a un
sistema de coordenadasSY (distancia longitudinal, distancia transversalfaklecido en cada
parcela (Figura 19) a partir de mediciones heclasuna cinta métrica. El tejido colectado de
cada juvenil fue identificado con un rétulo y pmeselo en silica-gel. Dado que la densidad local
de arboles adultos (posibles madres contribuyepigsje influir sobre el nivel de estructuracion
genética espacial de los juveniles (Hammtkal. 1993, Vekemans y Hardy 2004), contamos el
namero de palmeras adultas circundantes extendiesdparcelas a 140 m de largo y 40 m de
ancho (Figura 19).

Los procedimientos experimentales y marcadoresaulalees usados para el analisis genético

fueron los mismos que se detallaron en el Capitulo

Analisis de datos

Reclutamiento, variabilidad genética y parentesco @ juveniles bajo los adultos focales.
Para evaluar la hipdtesis; Homparamos el reclutamiento de juveniles de piddbajo de
palmeras adultas entre el area degradada y el Piigaenal Iguazi. La comparacion fue
realizada mediante una prueba de Mann-Whitney deld (Sokal y Rohlf 1995) utilizando el
programa STATISTICA 6.0 (StatSoft, Inc. 2001).

Los datos genéticos de los adultos focales y jleemeclutados bajo sus copas en el Parque
son los mismos que aquellos analizados en el QapituLa estimacion de la diversidad génica
(He) y riqueza alélica /), y los andlisis de exclusibn materna, parentestoe juveniles y
diversidad de madres contribuyentes en el areaidadta fueron realizados siguiendo los métodos
detallados en el Capitulo lll. Para evaluar especifente la hipétesis 4 comparamos la
proporcion de juveniles excluidosg(, provenientes de semillas dispersadas) debajosdzdultos
focales entre el area defaunada y el Parque coprueda de Mann-Whitney de 1 cola utilizando
el programa STATISTICA 6.0.

Variabilidad y estructura genética espacial.Para evaluar la hipotesisz domparamos la
riqgueza alélica y la diversidad génica de los jilesrmuestreados en las parcelas mediante el test

no paramétrico de Wilcoxon para muestras pareaSakal y Rohlf 1995), conforme a la
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fundamentacién expuesta en el Capitulo Il acercaladeomparacion de variabilidad con
multiples marcadores. Utilizamos el programa STATGA 6.0 para efectuar dicha prueba.

Para analizar la estructura genética espacial yuavda hipotesis il utilizamos dos
programas SPAGeDi 1.4 (Hardy y Vekemans 2002) y GenAlEx @&akall y Smouse 2006,
2012), que implementan métodos con algunas difexency pueden ser usados
complementariamente. Este tipo de analisis estadbaen métodos de autocorrelacion y nos
permite examinar la relacion entre el grado dergaseo (similitud genética) y la distancia fisica
entre individuos, la cual es considerada expliciate a partir de los datos espaciales (Sekal.
1997, Hardy y Vekemans 1999, Epperson 2004).

En el andlisis realizado con SPAGeDi 1.4 estimamlosoeficiente de parentesco entre
individuos utilizando el estimadog; propuesto por Loisellet al. (1995). Preferimos este
estimador ya que no asume equilibrio de Hardy-Waimbes relativamente potente para detectar
estructuracion genética espacial, y sufre menagosgge otros estimadores ante la presencia de
alelos de baja frecuencia (Vekemans y Hardy 208démas ha sido utilizado frecuentemente en
otros trabajos para estudiar estructura genétipaced €.g9, Heuertzet al. 2003, Pardini y
Hamrick 2008 De-Lucaset al. 2009). Para calculap; utilizamos las frecuencias alélicas de
referencia estimadas de la muestra global de khdbd (ver Apéndice 2) por las razones
expuestas anteriormente (Capitulo Ill). La sigaificia estadistica de la autocorrelacion
(parentesco vs logaritmo de la distancia entreviddos) se determind evaluando si el valor
observado de la pendiente,X era menor al limite inferior del intervalo de @ianza del 95%
(prueba de 1 cola) obtenido para una distribucepaeial aleatoria de los individuos luego de
realizar 1000 permutaciones de la posicion dedwsrjiles en la parcela. Esta prueba equivale al
test de Mantel (Mantel 1967, Vekemans y Hardy 2004)significancia dd,, evaluada en cada
una de las ocho parcelas, fue ajustada con el giromnto secuencial de Bonferroni mediante el
programa SGoF+ (Carvajal-Rodriguez y de Ufia-Alv&@@%1) para mantener un nivel de error
global de tipo | dex = 0,05. Ademas calculamos los limites de confiadede®5% del valor db,
estimado en cada sitio contp + 2DE, dondeDE corresponde al desvio estandar calculado
mediante el procedimiento de remuestredaekknifesobre los distintos loci. Los intervalos de
distancia () para el analisis de los autocorrelogramas fudedmidos (en escala logaritmica) de
la siguiente forma:i1 0 —5m, 4 >5-10 m, 4. >10 — 20 m, 4 >20 — 40 m,4 >40 — 80 m, ¢
>80 — distancia maxima. De esta forma aseguramasimero elevado de comparaciones (>100)
entre pares de individuos para la mayoria de losnialos de distancia en todos los

autocorrelogramas, y que la estimacionaégver abajo) fuese hecha a partir de los juveniles
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vecinos en un radig 5 m. Para cada intervalo de distancia determindmagnificancia dep
evaluando si los valores medios observados exced$alimites del intervalo de confianza del
95% resultante de las 1000 permutaciones (prueb@ delas). Finalmente, siguiendo las
recomendaciones de Vekemans y Hardy (2004), cicartibs el nivel global de estructuracion
mediante el estadistic®p = -b,/(1-01), dondep; corresponde al coeficiente de parentesco medio
entre los vecinos mas cercanos. El estadi§wes una medida resumida de la intensidad de la
estructuracién y tiene la ventaja de ser muy paeible al esquema de muestree.(escala
espacial, densidad de individuos muestreados, Rtc)ende, el valor d8p puede ser comparado
entre distintas especies, poblaciones, o sitiaspoen nuestro caso (Hardyal. 2006, Zenget al.
2010). Las caracteristicas de estos métodos disiarsd explican detalladamente en Vekemans y
Hardy (2004) y en el manual de uso de SPAGeDi 1.4.

Mediante el programa GenAlEx 6.5 realizamos pruelsabeterogeneidad de los perfiles de
autocorrelacion con el método desarrollado por Smeual. (2008). Este método esta basado en
un coeficienter) de correlacion o afinidad genética entre indivejuanalogo al coeficiente de
parentesc. El coeficienter no incluye informacion de las frecuencias alélidada poblacion,
sino que depende sélo de la proporcion de alelospadidos entre el par de genotipos
comparados (Smouse y Peakall 1999, Smetsd. 2008). No obstante, ambos coeficientes, al
igual que otros estimadores de parentesco o sichifjenética, proveen informacién muy similar y
deberian conducir generalmente a los mismos resgltéSmousest al. 2008). Utilizamos el
mismo conjunto de intervalos de distancia que eandlisis anterior. Mediante las pruebas de
heterogeneidad evaluamos especificamente: i) salscorrelogramas de los distintos sitios
(parcelas) en cada area (defaunada o Parque) enamogBneos (estadistica: para los
correlogramas en cada éarea), ii) si los autocomatngs resultantesi.€., combinacion de
correlogramas de los sitios) en cada area presentatbperfil “plano” en el cual = 0 para todos
los intervalos de distancia (estadistiagpen cada area), iii) si el correlograma resultentel area
defaunada diferia estadisticamente del correlograsidtante en el Parque (estadistigopara
comparacion del area defaunada vs Parque), y &)rgarvalos de distancia presentaban valores
mas divergentes deentre los correlogramas resultantes (estadistipara cada intervalo). Al
igual que para el analisis implementado con SPAGeDi las significancias estadisticas fueron
evaluadas realizando 1000 permutaciones de lasiposs de los individuos. En el manual de uso
de GenAlEx 6.5 y en Smous al. (2008) puede encontrarse informacion mas detabatae

estos métodos de analisis.
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Andlisis de variables genéticas relacionadas al ®ma de apareamiento y al flujo de
polen. Estimamos el nivel de endogamia, la tasa de auintiacion y la diversidad de donantes
efectivos de polen para los adultos focales. Lapawation de estas estimaciones entre el area
defaunada y el Parque nos permitio considerar ¢sibjfes efectos de estos factores sobre los
patrones observados de variabilidad y estructunatge.

El coeficiente de endogami&id) fue estimado a partir de los juveniles muestreado$as
parcelas de 100 m x 10 m en el area defaunadaey lRRarqueEste coeficiente es afectado tanto
por la tasa de autofecundacion como por la repadacentre individuos emparentados
(endogamia biparental), y representa una mediddadéesviacion respecto al apareamiento
aleatorio de los individuos (Hardy 2003, HedrickO2D En el contexto de una muestra de
individuos para los que no se tiene informacionsdegenealogia (pedigri), el coeficierkg
estima la probabilidad de identidad entre dos gdmaologos (alelos) tomados del mismo
individuo respecto a la probabilidad de identidatteedos alelos tomados al azar de la muestra o
poblacion de referencia (Rousset 2002, Hardy 28@kemans y Hardy 2004). Utilizamos el
programa SPAGeDi 1.4 (Hardy y Vekemans 2002) patemar elFis como el coeficiente de
parentesco entre alelos de un mismo individuo, rseyj@stimador4;) de Loiselleet al. (1995).
Las frecuencias alélicas de referencia requeridasgdaalculo dé-s fueron estimadas a partir de
la muestra global (ver Apéndice 2). La significanestadistica dig; fue evaluada comparando el
valor observado con el intervalo de confianza (9984)o la hipétesis nula (apareamiento
aleatorio) luego de realizar 1000 permutacionedodealelos entre todos los individuos de la
muestra.

Por otro lado, estimamos la diversidad de padresafites de polen) de los juveniles
reclutados bajo los adultos focales en el areaudefta y en el Parque, y la tasa de
autofecundacions]. Estas estimaciones fueron realizadas a partiladeconstruccion de los
pedigris de los juveniles efectuada con COLONY2¢3oy Wang 2010), en los cuales se infiere
la identidad (genotipo) de los parentales (Wanguyt@e 2009, Wangt al. 2012). Para estimar la
diversidad de padres donantes de polen descartamaguellos juveniles que habian sido
excluidos como hijos de cada adulto focal, pareciagdes resultaria imposible distinguir entre su
parental femenino y masculino. Esta misma resticéie., el descarte de juveniles provenientes
de semillas dispersadas) también fue utilizada pasade las estimaciones gleDe esta forma
obtuvimos un disefio analogo a las colecciones agepies (Ritland 2002) en el que la identidad
de la madre (adulto focal) es conocida facilitatal@eterminacion de los padres. Calcularaos
como la proporcion de juveniles para los cualeadelto focal fue asignado como madre y padre

(Wang et al. 2012). Dado que el método para estimgropuesto por Wangt al. (2012) no
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requiere necesariamente el muestreo de progeni@sadees conocidas, sino simplemente una
muestra de individuos de la poblaci®también fue estimada sin descartar a los juveniles
provenientes de semillas dispersadas, y a partiogl@iveniles muestreados en las parcelas. La
diversidad de padres donantes de polen fue cuzmtdi en términos de la riquezd,)y del
numero efectivo de padreN¢) en forma analoga a la cuantificacion de la didex de madres

en los sitios focales realizada en el Capitulo @dmparamosN, y Nep entre el Parque y los

fragmentos con una prueba de Mann-Whitney empleahggrama STATISTICA 6.0.
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Figura 19. Esquema espacial de las parcelas de muestrevatel@gs deS. romanzoffianan el area
defaunada (parcelas B1D4; panel A) y en el Parque Nacional Iguazu (pas€ll— P4; panel B).
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Figura 19. (Continuacion)
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Nota: los valores en los ejes X e Y de los grafiesgaciales estan expresados en metros. Cada
circulo verde puede representar mas de un juyamillo cual el nimero de circulos observables no
indica en forma directa el total de juveniles.
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Resultados

Reclutamiento, variabilidad genética y parentesco @ juveniles bajo los adultos focales.
El reclutamiento de juveniles de pindé debajo dealdsltos fue significativamente mayor en el
area defaunada que en el Parque Nacional Iguazan(Whimey= 16, p = 0,00033; Figura 20). En
promedio, los juveniles reclutados bajo adultoseérarea defaunada fueron 3,5 veces mas
abundantes que en el Parque. El numero maximoveaijas hallados bajo adultos en el Parque
no supero los 26 individuos en ningun caso, misrgrege alcanzo un valor de 93 individuos en el
area defaunada.

Figura 20. Niveles de reclutamiento de juvenilesSleomanzoffianaebajo de adultos en el area
defaunada y en el Parque Nacional Iguazu (PNI)
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Los juveniles reclutados bajo adultos en el ardauwbeada presentaron una riqueza alélica
promedio levemente menor respecto al Parque (T&bBla aunque esta diferencia no fue
consistente entre los diferentes locii&xon = 0,30, p = 0,767). La diversidad génica promedio

para los juveniles reclutados bajo adultos fuaigirhente idéntica entre ambas areas (Tabla 10).
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Tabla 10. Resumen de variabilidad genética de los juvenikeS.dromanzoffianaeclutados bajo
adultos en el area defaunada y en el Parque Nadguzed (PNI)

mBgCIR091 CNZ04 mBgCIR053 CAC2 Bg02-10 EE54 CNZ26 CNZ44 CNZ50 media

A=3,90 3,83 3,77 294 369 198 268 1,71 3,29 3,09

Area

defaunada H.=058 062 058 039 062 040 031 019 052 047
416 347 436 219 431 200 298 193 289 314

PNI 0.68 058 063 028 070 042 033 019 044 047

A: riqueza alélica media (valores corregidos poefeacion),H.: diversidad génica media.Los
resultados correspondientes al PNI son los misraesfugron presentados anteriormente en el Capitulo
Il

Todos los métodos de exclusion materna indicarorsistmtemente que la proporcion de
juveniles provenientes de semillas dispersadaslbajopa de palmeras adultas era menor en el
area defaunada respecto al Parque Nacional Igudgarg 21). Segun el método de maxima
verosimilitud total, el porcentaje de juveniles lexdos como hijos del adulto focal fue
significativamente menor en el area defaunada @%)en el Parque (26%) \khn-whitney= 15, p
= 0,041; Figura 21). Si bien los cuatro métodosedelusién utilizados no son totalmente
independientes, cabe destacar que los resultadosnfcompletamente congruentes en cuanto a
las proporciones relativas de juveniles provengdiesemillas dispersadas bajo adultos en el area
defaunada respecto al Parque (Figura 21). La meraporcion de individuos provenientes de
semillas dispersadas bajo los adultos en el arfeaimda fue reflejada en una mayor proporcion
de hermanos respecto al patron observado en ald % vs 69%, respectivamente; Figura 22,
panel A), y en un menor numero de madres contriltegeNm(n=8) = 1,22 vSNy(n=8) = 2,10,
respectivamente) y namero efectivo de madres dmyentes Nem = 1,09 VSNem = 1,41,
respectivamente). El coeficiente medio de pareantegcel valor ajustado a pedigrd’}, fue
levemente mayor en el area defaunada respecto rauéegd = 0,154 vsd = 0,130,
respectivamente), consistentemente con la maygopein de individuos no relacionados en el
area defaunada (Figura 22). Sin embargo la difeaesic los valores del coeficiente medio de
parentesco no puede considerarse significativanei en cuenta la amplitud de los intervalos de
confianza de las estimaciones (Figura 22, panel B).
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Figura 21. Analisis de exclusion materna de juvenilesSdeomanzoffianaeclutados bajo adultos en
el area defaunada y en el Parque Nacional Igudsti)(P
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MV de a pares: método de méxima verosimilitud eparees de individuos (implementado en ML-
RELATE); MV total: método de méaxima verosimilitudana el conjunto total de individuos
(implementado en COLONY2); 1 locus, 2 loci: métodissexclusion cruda por incompatibilidad de
alelos en al menos uno o dos loci, respectivam@miglementados en WHICHPARENTS 1.0). Las
barras indican el error estandat.os resultados correspondientes al PNI son los nssgue fueron
presentados anteriormente en el Capitulo III.

Figura 22. Estructura de parentesco de los juvenileS d®manzoffianaeclutados debajo de adultos
en el area defaunada y en el Parque Nacional |gRaK)
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Panel A: asignacion categorica de parentescos fid@nanos completos, MH: medio-hermanos, NR:
no relacionados). Panel B: nivel medio de parentesctérminos del coeficienge(Loiselleet al. 1995).
Las barras indican el intervalo de confianza dél 3&stimado por remuestredatkknif@ para el valor
observado y mediante 1000 permutaciones para et \itenido bajo distribucion aleatorialos
resultados correspondientes al PNI son los misroesfagron presentados anteriormente en el Capitulo
1.
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Reclutamiento, variabilidad y estructura genética spacial en el area defaunada y en el
Parque. En promedio, el niumero de juveniles presentesepdecelas de 100 m x 10 m fue mas
de dos veces superior en el Parque que en el &kandda (~294 vs ~126 juveniles,
respectivamente; Tabla 11), mientras que el nUmpenmedio de adultos circundantes fue similar
(~4 vs ~5 adultos, respectivamente; Tabla La)comparacion de variabilidad entre las parcelas
del area defaunada y del Parque Nacional Iguazirongse la riqueza alélica de los juveniles era
un 10% mayor dentro del Parque, mientras que larsidad génica era la misma (Tabla 12). Un
namero mayor de alelos fue observado consistentenpama casi todos los loci en las parcelas
del Parque (iicoxon = 2,38, p = 0,017), excepto mBgCIR091 y EE54 pesague observamos un
namero menor e igual, respectivamente (Tabla 18).p&rticular, el locus EE54 no resulto
informativo para comparar la rigueza alélica ya guesentd sélo dos alelos y en frecuencias
similares, por lo que se espera un valor maximogigeeza A = 2) en cualquier muestra aleatoria
de individuos. La diversidad génica media paraoejunto de loci presentd valores idénticos en
las parcelas del area defaunada y del Parque, gidoes de las diferencias para los distintos
marcadores no fueron concordantes (Tabla §oén = 0,06, p = 0,953).

Tabla 11. Numero de juveniles d8. romanzoffiang adultos cercanos
en parcelas situadas en distintos sitios del dedaudada y del Parque
Nacional Iguazu (PNI)

NUmero de adultos

Area Parcela N
cercanos
D1 129 52 6
D2 110 52 4
Defaunada
D3 75 52 4
D4 188 52 7
P1 77 52 7
P2 116 52 2
PNI
P3 421 51 6
P4 560 51 2

N: nimero total de juveniles en la parcela de 100X m; n: nUmero de
juveniles genotipificados.corresponde al nimero de adultos situados en la
parcela ampliada a 140 m x 40 m (ver Figura 19).
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Tabla 12. Resumen de variabilidad genética de juvenilesSdeomanzoffianan las parcelas
situadas en el area defaunada y en el Parque Natjmaza (PNI).

mBgCIR091 CNz04 mBgCIR053 CAC2 Bg02-10 EE54 CNZ26 CNZ44 CNZ50 media
Area A=6,22 7,38 7,16 566 694 200 7,20 321 4,00 5,53
defaunada H.=0,67 0,67 0,61 051 069 050 036 025 053 0,53

5,98 7,63 7,88 6,70 8,11 2,00 8,69 3,47 4,24 6,08

PNI 0.70 0.67 065 037 075 049 049 016 053 053

A: riqueza alélica medi&].: diversidad génica media.

El andlisis de la estructura genética espacial ninagte el declive del parentesgg €on la
distancia fisica entre juveniles tuvo una pendi€btp significativamente negativa en dos sitios
del area defaunada y en un solo sitio dentro defjueéa(Tabla 13). El valor promedio del
estadisticdSp fue mayor para los juveniles del area defaun&ge=(0,018 vsSp= 0,010; Tabla
13), sugiriendo un nivel mas acentuado de estracittm respecto al Parque. No obstante los
intervalos de confianza de, cuyo valor es determinante solg generalmente presentaron
algun grado de superposicion entre la mayoria dsifms. El parentesco entre los juveniles del
primer intervalo de distancia (0 — 5 m) resultthgigativo en todos los sitios excepto D4 y P4 en
los que no se detectd ningun indicio de estructbmatTabla 13, Figura 23). En promedio, el
grado de parentesco y de correlacion genéticantre los juveniles mas cercanos (0 — 5 m) fue
mas elevado en el area defaunada que en el Pargbéag 13 y 14, Figura 23), aunque la
diferencia, en términos de no fue significativa segun la prueba de heteradedepara el primer
intervalo de distanciaty = 2,733, p = 0,106; Tabla 14). Llamativamente,apks juveniles
reclutados en el Parque, el valor medigoden el dltimo intervalo de distancia fue superiodel
primero (os = 0,053 vso, = 0,048; Tabla 13, Figura 23)ryfue significativamente mayor a cero
(re = 0,028, p = 0,032).

El andlisis de heterogeneidad mostré que, en gemnesaautocorrelogramas de los distintos
sitios eran significativamente diferentes tanteekarea defaunaday = 52,56, p = 0,001) como
en el Parqueug = 47,10, p = 0,001) (Tabla 14). Ademas, los autetmgramas resultantes
(combinacién de sitios) en cada area presentarterdgeneidad en el grado de correlacion
geneética para los distintos intervalos de dista(wia= 64,71, p = 0,001 ywp = 66,96, p = 0,001,
para el area defaunada y el Parque, respectivaméatda 14). Por ultimo, el perfil de
autocorrelacion resultante del area defaunadadsignificativamente con respecto al del Parque
(we = 37,56, p = 0,001), exhibiendo una divergencstascial en los dos ultimos intervalos de

distancia (Tabla 14). En particular, la correlacg@mética de los juveniles en el area defaunada
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fue significativamente mayor respecto al Parque phintervalo de 40 — 80 nf = 11,879, p =

0,001 y significativamente menor para el Gltimo intervde distanciatf = 10,618, p = 0,003)

(Tabla 14).

Tabla 13. Valores de autocorrelacion entre parentegdoy (distancia fisica de juveniles &
romanzoffianamuestreados en parcelas en el area defaunadel Yarmue Nacional Iguazu (PNI)

Intervalo de distancia (m)

Nivel global de
autocorrelacion

Sitio
0-5 5-10 10-20 20-40 40-80 >80 b, Sp
o1 p=0,125 0,042 0027 0010 0006 0,009 -0,027 0,031
(p=0,000) (0,159) (0,960) (0,135) (0,000) (0,277)0,000)*
ks o 0,070 0,030 0,036 0031 0038 0,047 -0,008 0,008
©
% (0,003) (0,373) (0,774) (0,195) (0,990) (0,864)0,033)
3 o8 0,100 0,071 0,046 -0,005 0,043 -0,019-0,026 0,029
(8]
$ (0,000) (0,000) (0,243) (0,000) (0,057) (0,00040,000)
o 0,004 0,026 0,019 0019 0008 0,001 -0,005 0,005
(0,517) (0,133) (0,407) (0,251) (0,547) (0,133)0,062)
Promedio 0075 0042 0,032 0014 0024 0010 -0,016 0,018
o1 0,078 0,022 0,005 0005 0030 0,100 -0,009 0,009
(0,000) (0,251) (0,007) (0,263) (0,375) (0,015)0,037)
o 0,025  -0,002 0,010 0001 -0,010 - -0,008 0,008
(0,005) (0,187) (0,630) (0,383) (0,149) - (0,018)
pd
SR 0,070 0070 0,059 0035 0004 0044 -0,024 0,026
(0,017)  (0,000) (0,003) (0,928) (0,000) (0,5190,00Q*
o4 0,020 0,023 0,009 0008 0024 0,013 0,002 -0,002
(0,734)  (0,371) (0,277) (0,125) (0,077) (0,914)0,724)
Promedio 0,048 0,028 0,021 0012 0012 0053 -0,010 0,010

Para cada intervalo de distancia se indica el v@dbrcoeficiente de parentesco y, entre
paréntesis, el valor p de significancia estadistitala anteultima columna de la derecha se
muestra el valor de la pendiente de regrestih de o versus el logaritmo natural de la
distancia entre juveniles y el valor p de significia se indica entre paréntesis. En la Ultima
columna se muestra el valor del estadisBpe b,/(1-0,) como medida global del grado de
estructuracion genética espacial. * valores sigaifvos deb, luego de la correccion

secuencial de Bonferroni.
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Figura 23. Autocorrelogramas (parentesco vs distancia) pasajugeniles deS. romanzoffiana
muestreados en parcelas situadas en el area deéfayiea Parque Nacional Iguazu (PNI)
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En las cuatro primeras filas se ilustran los autetegramas de cada sitio en el area defaunada
(izquierda) y en el PNI (derecha), dispuestos elermidecreciente de estructuracion genética espacial
segln valoresle Sp Las lineas en trazo fino negro conectan los galabservados del coeficiente
medio de parentesc@)(en cada intervalo de distancia; el trazo grisgdpalepresenta el valor medio
de p esperado bajo distribucion espacial aleatoriaodegénotipos; y el trazo gris discontinuo indica
los limites inferior y superior de los intervalos confianza del 95%. En la ultima fila se ilusttas
valores observados de cada parcela (trazos gyides)valores promedio (trazo grueso negro) ded are
defaunada y del PNI.
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Tabla 14. Comparacion global de los autocorrelogramas (zmi@n genéticar] vs distancia
fisica) obtenidos para los juveniles Seromanzoffiananuestreados en parcelas situadas en el area
defaunada y en Parque Nacional Iguazu (PNI)

Area Intervalo de distancia (m) Prueba d_e
heterogeneidad
0-5 5-10 10-20 20-40 40-80 >80 e

r=0,090 0,036 0,006 -0,030 -0,009 -0,043 64,71 ®2,5
Area defaunada (p=0,001) (0,001) (0,254) (0,000) (0,034) (0,000) ,001) (0,001)

n=51% 65¢ 767 1165 162( 58C
0,067 0,023 -0,008 -0,021 -0,038 0,028 66,96 47,10
PNI (0,001)  (0,001) (0,089) (0,000) (0,000) (0,032) 0@1) (0,001)
802 867 87¢ 1112 137¢ 17¢
Area defaunada t*=2,733 0,866 1,554 0,979 11,879 10,618 - 37,56
PVSI (p=0,106) (0,335) (0,199) (0,330) (0,001) (0,003) - (0,001)

Nota: Los correlogramas de los distintos sitiosateh defaunada y del PNI fueron combinados
(segun Smouset al. 2008) dando un correlograma resultante para cada a

p: valor p de significancia estadistica (indicadtre paréntesis) para el coeficient@: numero
de pares de individuos en cada intervalo de diitatic estadistico de la prueba de heterogeneidad
der entre los correlogramas resultantes para cadaahbede distanciagy: estadistico de la prueba
de heterogeneidad deentre distintos intervalos de distancia del cogeima resultante (contra
hipétesis nula de& = 0 para todos los intervalos de distancia); estadistico de la prueba de
heterogeneidad entre correlogramas enteros.

Andlisis de variables genéticas relacionadas al ®ma de apareamiento y al flujo de
polen. No hallamos niveles significativos de endogamia pas juveniles de ninguno de los sitios
del area defaunada o el Parque. Las estimacionles deeficientes estuvieron siempre dentro
del rango de valores esperados bajo la hipotesss daiapareamiento aleatorio (Tabla 15). Los
valores deF;; dentro del Parque fueron levemente maydrg8%°= 0,040; rango: 0,014 — 0,055)
respecto a los del area defaunagld{"° = 0,020; rango: 0,007 — 0,050) pero en ninglin caso
fueron significativos (Tabla 15).

La diversidad de padres (donantes de polen) dgivesiles reclutados bajo los adultos en el
area defaunada resulté similar a la del Parquer&medio, el nUmero efectivo de padres fue algo
superior bajo los adultos dentro del Pargug € 3,94 vsNe, = 2,99; Tabla 16) pero la diferencia
no fue significativa (Wann-wnimey= 18, p = 0,281). El nUmero promedio de padresréliftes fue
también muy similar en el Parque y los fragmentbabla 16, Figura 24). En efecto, la
comparacion estadistica de la riqueza de padressetados en muestras de seis y 16 juveniles
(Tabla 16) indico que no existian diferencias digaiivas (Uann-whimey= 17,5, p = 0,232 Yy phnn-

whiney = 24,5, p = 0,694, respectivamente).
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Tabla 15.Niveles de endogami#;{) de juveniles d&. romanzoffiana
en el area defaunada y en el Parque Nacional (i)

Sitio Fis IC (95%) / H

D1 0,007 [-0,041 — 0,090]
, D2 0,005 [-0,022 — 0,106]
Area defaunada

D3 0,018 [-0,033 — 0,101]

D4 0,050 [-0,050 — 0,079]

P1 0,053 [-0,019 — 0,097]

P2 0,055 [-0,048 — 0,070]
PNI P3 0,040 [-0,025 — 0,096]

P4 0,014 [-0,038 — 0,079]

Nota: en la dltima columna se indican los limitet ieitervalo de
confianza del 95% del coeficierfig asumiendo ausencia de endogamia
(1000 permutaciones).

Tabla 16. Diversidad de padres (donantes de polen) de leniles deS. romanzoffianaeclutados
bajo los adultos focales y tasa de autofecundat@dos adultos focales

Area defaunada PNI

Adulto Adulto

focal n' Ny(n=6) Np(n=16) Ng S focal n' Np(n=6) Np(n=16) N, S
Al 16 3,10 4,00 3,36 0,000 Al 10 3,55 4,00 5,10 000,
A2 13 2,76 4,35 247 0,071 A2 7 3,80 4,17 5,44 50,2
A3 16 2,64 3,00 2,88 0,000 A3 3 - - - -
A4 13 3,78 5,17 5,64 0,000 A4 16 3,10 4,00 3,36 000,
A5 14 3,55 5,10 4,38 0,000 A5 13 3,68 5,14 4,93 000,
A6 16 2,22 3,00 1,75 0,000 A6 16 3,21 4,00 4,03 000,
A7 16 2,96 4,00 2,88 0,000 A7 9 2,77 3,00 2,84 00,0
A8 16 3,21 4,00 4,03 0,000 A8 6 3,00 3,00 3,95 38,3

Media 3,03 4,08 2,99 0,009 Media 3,30 3,90 3,94 0,083

n: nimero de juveniles en la muestra sin considetas excluidos como hijos del adulto focal (para
el adulto A3 dentro del Parque n’ era igual a tps, lo que esta réplica no fue considerada en las
estimaciones)N,(n=x): nimero de padres diferentes estimados por raiéfa® extrapolacion para un
tamafio muestral deindividuos (juveniles)Ne; nimero efectivo de padres;tasa de autofecundacion.

La tasa de autofecundacion media de los adult@e®mcestimada a partir de los juveniles
gue no fueron excluidos como posibles miembros ude pgogenies, resultd menor en el area
defaunada que dentro del Pargsie@,009 vss =0,083; Tabla 16). No obstante, para la mayoria
de los adultos del area defaunada y del Parquigtddidad de los juveniles analizados fue
identificada como producto de fecundaciones cruzésla 0,000; Tabla 16), y la media global

para los 16 adultos fue de= 0,044. En cambio, al incluir a los juvenilesy@nientes de semillas
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dispersadas bajo los adultos, las estimaciones$ @& defaunada y el Parque aumentarera
0,016 ys = 0,152, respectivamente, y a una media globals de 0,084. Finalmente, las
estimaciones de hechas a partir de los juveniles muestreados ®pdecelas, las cuales estan
basadas en un numero mayor de individuos pero réormacion previa de los parentales
femeninos, fueron de = 0,077,s = 0,087 ys = 0,082, para el area defaunada, Parque y media
global, respectivamente. Mas alla de las apardfiteencias entre el area defaunada y el Parque,
los valores globales obtenidos con cada uno de mé@sodos indicaron que la tasa de

autofecundacion generalmente es menor al 10%.

Figura 24. Rigueza de padres (donantes de polen) de los jesateS. romanzoffianaeclutados bajo
los adultos focales (madres) en el area defaunadeey Parque Nacional Iguazu (PNI)

6 -
X Al -A8 | Area
defaunada
5 Promedio area
defaunada
O Al-A8|PNI
4
Promedio PNI

NUmero de padres (N,)
w

O T T T T
0 4 8 12 16

Numero de juveniles

Las cruces y los circulos indican los valores daeza de padres estimados debajo de cada adulto
focal en el area defaunada y en el Parque, respawite. Las lineas continuas (gris y negra) imdica
los promedios correspondientes. Las cruces nhedrago(mas oscuro) y los circulos rellenos
corresponden a los valores observados, mientrataguguces grises (trazo mas claro) y los circulos
vacios corresponden a los valores estimados pefacaion o extrapolacion.
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Discusion

Conforme a nuestras expectativas, la comparacidredetamiento y la variacion genética de
juveniles en el area defaunada respecto al Pargsepermitié evidenciar algunos efectos
ecoldgicos y genéticos del disturbio atribuiblda falta o escasez de dispersores.

En primer lugar, el nivel de reclutamiento de julesh de pindé debajo de adultos fue
significativamente superior en el area defaunadpe@o al Parque Nacional Iguazu, lo cual es
consistente con una menor actividad de dispersores area perturbada, y apoya la hipotesis H
Una mayor agregacion de juveniles alrededor detgdaadultas también ha sido registrada para
otras especies en areas perturbadas (Wright y 0f, Cordeiro y Howe 2003). Este patron
podria representar un sindrome de lo que se hanieado “selvas vacias” o “semi-vacias”, en
referencia a areas boscosas que mantienen latastrivegetal mas o menos intacta pero donde
muchas especies animales estan ausentes o somase$Rasiford 1992, Redford y Feinsinger
2001). De todas maneras, la interpretacion de dpetmn admite explicaciones alternativas ya
gue la acumulacion de semillas viables y juverhi@® los adultos depende también de la tasa de
depredacion de semillas. Asi, una posible dismérudgile la abundancia de los insectos o
vertebrados que actian como depredadores de ldtasean el area defaunada también resultaria
en un mayor reclutamiento bajo los adultos (Chaebtil. 2004, Dirzoet al. 2007, Wrightet al.
2007). Aunque no podemos descartar totalmentetehpial efecto de una menor depredacion por
coledpterosd.g, R. rubiginosa Olmoset al. 1999) o por vertebrados.@, S. ingramj Galettiet
al. 1992), los resultados obtenidos mediante el asatle parentesco (ver abajo) apoyan
efectivamente la interpretacion de una menor atatide dispersores en el area perturbada. Por
ultimo, cabe notar que mientras el nivel de rechigato debajo de adultos en el Parque fue
menor que en el area defaunada, el reclutamierdereddo en las parcelas fue mayor en el
Parque. Si bien esta diferencia no puede ser alalestadisticamente debido al bajo niumero de
réplicas, y el estudio de los niveles globalesatdutamiento excedia los objetivos del presente
trabajo, esta observacion sugiere tanto una redlu@@mo una alteracion del patron espacial del
reclutamiento en el area defaunada. Es decir quel @nea defaunada se estaria limitando el
reclutamiento y una mayor cantidad de juvenileglgtia asociada espacialmente a los adultos.

En segundo lugar, detectamos un porcentaje sigtifamente menor de juveniles
provenientes de semillas dispersadas bajo la cegmlineras adultas en el area defaunada (6%)
respecto al Parque (26%), lo cual apoya la hip®tgsi La diferencia en estos porcentajes muy
probablemente refleja la diferencia en la abundadei dispersores de pindd (y vertebrados en
general) entre el Parque y el area defaunada. &iblpaue las semillas dispersadas hayan sido

depositadas por aves.g, pavas de monte o tucanes) o bien por otros vadebrterrestre®(g,
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aguties, zorros o coaties), pero dicha dispersidsemnia atribuible al tapir dado que en ningin
caso hallamos rastros de este dispersor bajo la deplos adultos muestreados. En estudios
previos (Pacheco y Simonetti 2000, Hardesttgl. 2006, Wanget al. 2007, Grivetet al. 2009) se

ha encontrado que una proporcién apreciable dseladllas o plantulas halladas bajo la copa de
adultos conespecificos no corresponde a la progémiglicho adulto, pese a lo que podria
esperarse por la asociacion espacial. En partjerados de esos estudios se ha demostrado que la
proporcion de semillas o plantulas dispersadas sedigcida en las areas donde los dispersores
han sido extinguidos o notablemente afectadosgpoaza (Pacheco y Simonetti 2000, Wanhgl.
2007). Todas estas evidencias sugieren que, dl igigala agregacion de un mayor nimero de
juveniles en torno a los adultos, la reducciénpdetentaje de individuos "inmigrantes"” reclutados
bajo la copa de adultos puede representar un shedfiecuente de las "selvas vacias” o "semi-
vacias" (Redford 1992, Redford y Feinsinger 2001).

En tercer lugar, corroborando la hipotesig Rallamos una mayor rigueza alélica para los
juveniles reclutados en las parcelas dentro dejuearespecto a aquellos provenientes del area
defaunada, mientras que la diversidad génica fiigalimente idéntica. Estos resultados indican
gue los juveniles muestreados dentro del Parquiemiam un mayor nimero de alelos raias, (
alelos de baja frecuencia) respecto a los fragme@omo ya hemos sefialado, la riqgueza alélica
es una medida de variabilidad mas sensible quizdéasiiad génica frente a alteraciones recientes
de procesos genéticos y demograficos. Generalmknt@terpretacion de una menor riqgueza
alélica en areas perturbadas es que la fragmentdei@aisaje o la disminucién de la densidad de
individuos produce cuellos de botelia( reduccion abrupta del tamafio poblacional efectiu®)
rapidamente ocasionan la pérdida de alelos ramgg@rtet al. 1990, Whiteet al. 1999, Younget
al. 1999).

La multiplicidad de variables y la complejidad @s procesos genético-poblacionales hacen
gue no sea sencillo discernir con certeza si laidiscion de riqueza alélica que observamos en el
area defaunada se debe a la falta de dispersaedlfjo génico contemporaneo mediado por la
dispersién de semillas) o a otros efectos prodgciplr la fragmentacion y asociados a una
reduccion del tamafio poblacional efectivo. Una remuncdel flujo efectivo de polen en el area
defaunada también podria ser responsable de larmepeza alélica. No obstante, nuestros
resultados indican que el flujo polinico efectivel @indd en el area defaunada no difiere
apreciablemente respecto al Parque; al menos paravdriables que pudimos analizar. Por
ejemplo, la diversidad (rigueza y numero efectide) donantes de polen estimada para los
juveniles reclutados bajo los adultos no difiri@gnsficativamente. Ademas, no hallamos

evidencias de un aumento en la tasa de autofeddndan el area defaunada, si bien varios
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estudios han reportado este efecto para otrasiespat areas perturbadasg, Murawskiet al.
1994, Dicket al. 2003, Aguilaret al. 2008). Por el contrario, las tasas medias de exoflacion
fueron superiores dentro del Parque para cualqdetas estimaciones que realizamos. Pese a los
tamafios muestrales limitados (8 adultos focalexasla area, y un maximo de 16 juveniles
asociados a cada adulto), los resultados relaéiaspolinizacion sugieren entonces que el flujo
efectivo de polen no estaria severamente limitadelerea perturbada de estudior ultimo,
algunos estudios han hallado un incremento en lMses de endogamia como producto de la
fragmentacion del hébitat (Jump y Pefiuelas 2006il&mget al. 2008, Dubreuilet al. 2010), lo
cual también podria afectar los niveles de vaiiddml y estructura genética espacial (ver abajo).
Sin embargo, los niveles de endogamia en los jleeme pindd no fueron significativos en
ninguno de los sitios estudiados, e incluso el viatomedio dd=;s fue algo superior en el Parque
(Fis = 0,040 vsFis = 0,020). Estos resultados son compatibles conbkgas tasas de
autofecundacion (superiores en el Parque) e indidemas que en los fragmentos no ha habido
una mayor tendencia al apareamiento entre indivickroparentados (endogamia biparental)
respecto al Parque. Por lo tanto, resulta intetesamtar que las variables genéticas relativas a la
polinizacion y al sistema de apareamiento, no earexstar afectadas en el area defaunada, al
menos drasticamente. Ante estas evidencias, pataasible pensar que la mayor riqueza de
alelos en el Parque se debe a un mayor nivel de fépico contemporaneo mediado por la
dispersion de semillas. Concretamente, dado quénasude los juveniles reclutados dentro del
Parque estaban asociados a las letrinas de tapfgctble que el patron observado refleje la
contribucion diferencial de variantes alélicasizeala por la dispersion de semillas por el tapir (y

otros dispersores).

Como ya fue mencionado, numerosos estudios eniespaboreas demuestran la ocurrencia
de niveles considerables de flujo génico via p@enfragmentos boscosos (Nasetnal. 1996,
Kaufmanet al. 1998, Nason y Hamrick 1997, Bittencourt y Sebb20d7, O'Connelét al. 2007).
Mas aun, varios trabajos han encontrado que @ flojinico mediado por insectos es mayor en
paisajes fragmentados, cubriendo distancias sisila incluso superiores, a las existentes entre
los fragmentos de nuestro estudio (Yowtaal. 1993, Nason y Hamrick 1997, Diek al. 2001,
White et al. 2002, Dicket al. 2003, Hansomet al. 2008). Asi, la persistencia o el aumento del flujo
polinico efectivo ante la fragmentacion de los besquarece ser un fendmeno frecuente (Kramer
et al. 2008) y posiblemente aplicable al pindd cuya podicion también ocurre por insectos
(Thum y Costa 1998, Begnini 2008). En contrasteasta donde sabemos, no existen evidencias
similares para el flujo génico mediado por disgersie semillas en especies zoocoricas, aunque

si se ha observado un efecto similar en una esgesgersada por viento (Baclesal. 2006). En

107



CApiTULO IV

tanto los vertebrados dispersores estén extint@®am escasos, una compensacion o sobre-
compensacion del flujo génico mediado por la dsperde semillas dificilmente pueda ocurrir en

las areas perturbadas.

Un cuarto indicio de los efectos genéticos deludisb, acorde a la hipétesis, Horresponde
al mayor nivel de estructuracion genética espagimlel area defaunada respecto al Parque,
cuantificado por el valor promedio del estadist&mw Un valor mayor deSp para los juveniles
reclutados en el area defaunada es consistentie cpe se espera frente a una disminucién de la
dispersiéon de semillas. Este resultado podria ex@é por el contraste de presencia versus
ausencia de tapires y otros dispersores en el @grgn el area defaunada, respectivamente. Los
patrones de estructura genética espacial hallaai@sl@s juveniles dentro del Parque representan
sitios que contenian letrinas, y posiblemente amistiferencias respecto a sitios sin letrinas, sin
embargo es importante notar que los sitios comnéstry alto reclutamiento de juveniles son
abundantes en el Parque, segun indican los ressltddl Capitulo I. De todos modos, los
resultados obtenidos del andlisis de la estrugjargtica espacial no pueden ser tomados como
evidencia definitiva teniendo en cuenta que: N@hero limitado de réplicas en cada &rea (n = 4)
no nos permite comparar estadisticamente los wldeSp ii) la heterogeneidad de los
autocorrelogramas entre sitios (parcelas) dentroada area también fue significativa (Figura 23,
Tabla 14).

A partir de la recopilaciéon de datos, Vekemans ydWa2004) estimaron los niveles de
estructuracion en especies arbéreas de distintastedsticas observando valoresSje+ DE =
0,028 + 0,017 en especies dispersadas por grayedad),Sp+ DE = 0,012 £ 0,012 en especies
dispersadas por viento (n = 5)Sp+ DE = 0,009 = 0,005 en especies dispersadas por asr{ral
= 8). En una revision posterior, Digt al. (2008) hallaron diferencias significativas del hige
estructuracién entre especies arblreas tropicadperdiadas por gravedad, viento y/o roedores (n
= 9) respecto a especies dispersadas por monaspawarciélagos (n = 6), con valores medios de
Sp = 0,023 ySp = 0,009, respectivamente. De-Lucaisal. (2009) compararon la estructura
genética espacial entre poblaciones de pino fragrdasty continuas, reportando valoresSge
0,026 ySp= 0,020 para las primeras, y 8p= 0,007 ySp= 0,010 para las ultimas. Todas estas
estimaciones ofrecen un referencia respecto a ¢mitoa de los valores dgpy de las diferencias
asociadas al modo o potencial de dispersion y afxgos del disturbio. Segun estas referencias,
y asumiendo que nuestras estimaciones no poseesesgo marcado, la diferencia que
observamos entre el valor medio Spen el area defaunad8g= 0,018) y en el Parqu&y =

0,010) parece ser de una magnitud considerable.
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Es esperable que una mayor densidad local de aditaue el nivel de estructuracion debido
a una mayor superposicion de las sombras de sertiiamricket al. 1993, Vekemans y Hardy
2004, Trapnell y Hamrick 2011). No obstante, eat#dr no seria una explicacion muy plausible
para dar cuenta de la diferencia del valorSgeentre el Parque y el area defaunada, ya que el
ndamero de adultos circundantes fue similar. Mas adrallamos una correlacion entre el nimero
de adultos y el valor d8ppara los distintos sitios (correlacion de Spearman0,27,n =8, p =
0,518). Por otro lado, al igual que una menor didaxd genética, la mayor estructuracion genética
espacial también podria deberse a la restriccioh fldgo polinico, mayores tasas de
autofecundacion y/o mayor endogamia biparental 4@hst al. 1993, Doligezet al. 1998,
Epperson 2007). Sin embargo, la ausencia de dde®nobservada para las variables
correspondientes en el area defaunada respectargilid® sugiere que dichos factores no son
responsables de la diferencia en el nivel de dstragion genética espacial. En concordancia con
nuestros resultados, Wamrg al. (2011) han reportado un incremento de la estracgenética
espacial en una especie arbdrea subtropical luegourdh generacion post-fragmentacion,

atribuible a la restriccion de la dispersion deiamy no del flujo de polen.

Como hemos sefialado, los perfiles de autocorrelasmdiueron homogéneos dentro de cada
area. En particular los autocorrelogramas de lesefzs P3 y D4 fueron los mas contrastantes con
los resultados esperados, ya que el primero ingi@ estructuracion significativa con un valor
relativamente elevado d&p (= 0,026), mientras que el segundo no mostrd iosliade
estructuracion en ningun intervalo de distancia.t@s modos, en los estudios empiricos es
frecuente hallar un nivel considerable de hetereiged en los patrones de autocorrelacion
genética espaciak(g, Gehring y Delph 1999, Kameyanea al. 2002, Smouset al. 2008, De-
Lucaset al. 2009). La heterogeneidad puede estar simplementsada por la estocasticidad
intrinseca del proceso deriva-dispersion (Slatkixrter 1991a, Hardy y Vekemans 1999) y/o por
distintos factores deterministicos (genéticos ya@giobs) que influyen sobre el mismo (Doligez
al. 1998, Asukeet al. 2004, Vekemans y Hardy 2004, Epperson 2007). Rde,dos patrones de
estructuracién genética espacial deben ser intagos cuidadosamente cuando se pretende
vincularlos con los procesos subyacentes (Slatkdntgr 1991a, b, Sokal y Oden 1991), a la vez
gue resulta evidente la importancia de trabajarréphicas en este tipo de analiéBmouseet al.
2008). En nuestro caso es posible que parte deardacion entre sitios se deba a tamanos
muestrales limitados (n 50) en cada sitio (Epperson 2005, Andersbal. 2010). No obstante,
los coeficientes medios de parentesco (o correlag@mética) para cada intervalo de distancia
fueron estimados casi siempre a partir de 100 opags de individuos. Ademas, la combinacion

de los autocorrelogramas de las distintas réplicesstro diferencias significativas en la
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estructuraciéon de los juveniles reclutados en efjiRarespecto al area defaunada. En suma, el
analisis de la estructura genética espacial mostiditados compatibles con un efecto de distintos
niveles de dispersion de semillas, aunque la nethbterogeneidad de los patrones sugiere la

influencia de otros factores involucrados.

Conclusiones

Hallamos evidencias significativas de los efectosladelisrupcion del proceso dispersivo
producida por la defaunacion sobre el reclutamignteariacion genética de los juveniles de
pindd. Enel area defaunada detectamos un mayor reclutaminjaveniles debajo de adultos
conespecificos y una menor proporcién de juverplesenientes de semillas dispersadas bajo
dichos adultos, respecto al patron observado @armjue Nacional Iguazu. Ademas hallamos una
menor riqueza alélica en el area defaunada y unactga genética espacial mas acentuada (en
términos de un mayor valor &p. El efecto de la defaunacion (particularmentauaencia del
tapir) sobre la estructuracion genética espacia¢ der corroborado con nuevas evidencias debido
a la heterogeneidad de los patrones de autocddelabservados y a la diversidad de factores
gue influyen sobre este atributo emergente. Porlatto, no hallamos diferencias en los patrones
de flujo polinico, la tasa de autofecundacion yrogles de endogamia que puedan explicar las
diferencias en la riqueza de alelos y estructuragemética espacial de los juveniles de pind6
reclutados en el Parque y el area defaunada. Estoftados refuerzan la hipotesis de que los
patrones de riqueza alélica y estructura genéspacatal observados en el area perturbada se
deben a la falta de tapires y otros dispersores.

Las tasas globales de autofecundacion estimad@s<er< 10% nos permiten concluir que el
pindd es una especie autocompatible de fecundg@cgdominantemente cruzada, al igual que se
ha reportado para otras palmeras neotropicalesdEgat al. 1992, Gaiotteet al. 2003, Abreuet
al. 2012, Nazareno y Reis 2012). El presente estudlistituye la primera aproximacion a la

caracterizacion genética del sistema de apareaniehpindo.
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CONSIDERACIONES FINALES

Mediante nuestro estudio hemos aportado evidem®hsnutualismo existente entre el
tapir y el pindé en la Selva Paranaense. Los frdébpindd son consumidos en abundancia por el
tapir y un alto nivel de reclutamiento de juvenitks pindé tiene lugar en las letrinas generadas
por el tapir. Estos resultados sugieren una int@aduerte entre ambas especies. El tapir es un
herbivoro-frugivoro cuya dieta de frutos puede uimcinds de 300 especies diferentes. No
obstante, en la Selva Paranaense, donde existenareda estacionalidad asociada a fuertes
variaciones en la abundancia de frutos disponitdedependencia de frutos de pindé para el tapir
puede acentuarse notablemente. A su vez, los fadgbgindoé son utilizadas como recurso
alimenticio por una gran diversidad de vertebrafesr Tabla 3). Soélo algunos de estos
vertebrados podrian ser dispersores efectivos aeldépiy nuestros resultados indican que la
mayor parte de la regeneracion de esta especwos@a las letrinas de los tapires. Por ende, en
la Selva Paranaense parece existir un alto gradectfgrocidad en la interaccion planta-dispersor
entre el tapir y el pindd. Ambas especies presepaaticularidades relevantes desde el punto de
vista ecoldgico. Los tapires son los ultimos repnésntes de la megafauna del Pleistoceno en el
neotrépico. Sus caracteristicas morfoldgicas y thabde vida particulares probablemente le
confieran la exclusividad para ciertas funcionesdd@gicas como la dispersion de larga distancia
de semillas grandes, la cual dificilmente puedacsempensada por redundancia funcional con
otros vertebrados (Buemt al. 2013). Por su parte, el pindé resulta una espmieie como fuente
de alimentos para la comunidad de frugivoros, tato&e un recurso critico en los periodos de
escasez de otros frutos en la Selva Paranaenseo@fdian y Eaton 2008).

Estas consideraciones nos permiten plantear wenaso ecoldgico de una amplia red de
interacciones planta-frugivoro en las que partitipaa u otra especie, y donde el mutualismo
entre el tapir y el pinddé ocupa un lugar espeaididb a una dependencia mutua relativamente
fuerte (Bascompte y Jordano 2007). Bajo este edoersa puede esperar que la desaparicion de
cualquiera de estas dos especies de la Selva Pasanproduzca importantes efectos directos e
indirectos en la comunidad (Bascompte y Jordano ,200ilanoet al. 2009). El pindd sigue
siendo abundante en la mayor parte de los remanboszosos de la Selva Paranaense, pero el
tapir ha sufrido una rapida reduccion poblaciondlidiz a la pérdida de habitat y a la fuerte
presion de caza, y ha desaparecido fuera de a®tagipas suficientemente extensas.

En los ultimos afios se han realizado varios estudabre frugivoria y dispersion de

semillas por tapires en distintas regiones de Sadaan que resaltan su importancia como

111



CONSIDERACIONES FINALES

dispersor €.g, Fragoso y Huffman 2000, Toblet al. 2010, Barcelo®t al. 2013, Buencet al.
2013). Por ejemplo, en el amazonas brasilero també ha reportado la ocurrencia de un
mutualismo fuerte entre el tapir y la palmé&amaripg y se ha mostrado como la estructuracion
espacial de dicha palmera puede explicarse en mgeahda por la accion dispersora del tapir
(Fragoscet al. 2003). Sin embargo, en ninguno de estos casoa abdrdado el estudio del flujo
génico mediado por la dispersion de semillas ppirda. El presente trabajo de tesis aporta la
primera contribucion en este sentido, como asi imn conjunto de marcadores moleculares
adecuado para futuras investigaciones sobre es&msi u otros aspectos relativos a la variacion
genética en pind6. Nuestros resultados muestrataglispersion de semillas mediada por el tapir
produce agrupamientos de juveniles de pind6 may@ihente no emparentados. Ademas,
tomando en cuenta la amplitud del territorio nommealte usado por los tapires, es altamente
probable que las madres de dichos juveniles sesatrem a distancias considerables. Por lo tanto,
el tapir puede contribuir sustancialmente al flggmico en las poblaciones de pind6 a través de la
dispersién de semillas. Considerando las amplissmitias de dispersion, la gran cantidad de
semillas transportadas, y el alto nUmero de jugsmb emparentados reclutados en las letrinas de
tapir, es muy factible que ningun otro dispersadauproveer una contribucion semejante al flujo
génico en el pindo.

La posibilidad y la relevancia de detectar los tefecgenéticos producidos por los
disturbios recientes del habitat ha sido cuestiomadi@ntemente (Krameat al. 2008), en parte
debido a la cantidad de evidencias contrapuestitsdaa por numerosos estudios previos (sin
embargo, ver Aguilaet al. 2008), y en parte porque se ha argumentado gekcemto término la
degradacion ecoldgica puede ser mas importantelajukegradacion genética. Sin duda, los
resultados han sido frecuentemente ambiguos esmcparadéjicos. Como hemos mencionado en
la introduccién del Capitulo 1V, el debate en tomesta cuestion ha permitido identificar varios
de los factores que explican tal paradoja. Ademaspérmitido corregir ciertos aspectos
metodologicosd.g, tener en cuenta la informacion temporal paraugwrdh variacion genética en
aguellos individuos de generaciones posterioreisalirbio) e identificar las variables genéticas
mas sensibles a los efectos de la degradacion atelah €.g, riqueza alélica, relaciones de
parentesco). El debate sobre los efectos genélelodisturbio sigue vigente y reviste una gran
importancia desde el punto de vista del manejogpteservacion del medio ambiente. El desafio
mas importante implica no soélo la deteccidon detefetales como reduccion de la variabilidad o
aumento de la estructuracién, sino también la@nfgia de los procesos subyacentes.

En este sentido, consideramos que la presentedasstituye un aporte importante sobre

las consecuencias genéticas del disturbio, encesi® asociadas a la disrupcion del proceso de
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dispersiéon de semillas de pinddé producida por lfaw®cion. Los fragmentos boscosos
exhibieron una menor proporcion de juveniles proweteis de semillas dispersadas debajo de la
copa de palmeras adultas respecto al Parque, loncugp probablemente refleja la menor
abundancia de dispersores en dichos fragmentosqleza alélica de los juveniles muestreados
en los fragmentos fue significativamente menor lqude juveniles reclutados dentro del Parque
en areas con letrinas de tapir. Este resultadomesistente con la contribucion al flujo génico
realizada por el tapir (y/u otros dispersoresyatladar semillas de genotipos diversos que son
depositadas en las letrinas. Finalmente, hallamms$ndice de mayor estructuracion genética
espacial de los juveniles reclutados en el areaudefla, aunque esta diferencia no pudo ser
evaluada estadisticamente y requiere de una coawbarmas sélida a partir de muestras de
mayor tamafo. Por lo pronto, la tendencia obsensugiere que en los sitios donde los
dispersores estan presentes, los genotipos sikbaysin mas aleatoriamente en el espacio.

Es evidente que la contribucién al reclutamientd flujo génico del pind6 que realiza el
tapir se pierde completamente en la mayor parterdanentes boscosos de Selva Paranaense que
no rednen las condiciones de extension y protecog@esarias para sustentar a este vertebrado.
La presencia del tapir en esta ecorregion suetg bstitada a fragmentos mayores a 10.000 ha
(Pavioloet al. 2009). A la luz de las evidencias presentadassem tesis, es de esperar que el
impacto ecoldgico y genético del disturbio sobreeelutamiento y variacion genética del pind6
se acentue en las proximas generaciones. Estavabger sin duda es relevante para el pindo,
pero también podria serlo para muchas otras especya dispersion depende, al menos en parte,
del tapir. La dinamica de regeneracion de la selva dependgram medida de los sistemas
dispersivos y de otras interacciones como la patidon y la herbivoria (Holet al. 2000,
Martinez-Garza y Howe 2003, Rodrigues al. 2009). Algunos estudios han destacado la
importancia de la preservacion de fragmentos, kisocarboles individuales, para propiciar la
conectividad entre areas distantes de bosque quatpesl funcionamiento de procesos como la
polinizacion y la dispersion de semillas (ValladaRaduaet al. 2002, Ribeiroet al. 2009). En
este sentido, es posible que el flujo de polen puwedpir siendo efectivo en el mosaico de
fragmentos de la Selva Paranaense como sugierenihosrosos estudios que hemos mencionado
en el Capitulo IV y nuestros resultados obtenidopied6. Sin embargo, el mantenimiento de la
dispersion de ciertas semillas resulta claramerits dificil en la medida en que dependa de la
actividad de los tapires u otros dispersores cugan@nencia en fragmentos pequefios sea
improbable. Mientras que la preservacion de lognfientos remanentes puede lograrse con
medidas de manejo bien implementadas, al menos @rte término, el restablecimiento de un

vertebrado como el tapir en dichos fragmentos sgmta un desafio mucho mayor dada la
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vulnerabilidad de la especie en areas no protegibfsntras tanto, la poblacion de pindé
remanente en las areas fragmentadas, asi como snoitha especies de semilla grande, deberan

entonces prescindir de los servicios ecoldgicosnéticos de este singular dispersor.
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Apéndice 1.Caracteristicas de variabilidad genética de les/@GSRutilizados para los

analisis genéticos descriptos en los capitulog IM. Los valores presentados corresponden a
la muestra global de 811 individuos $leromanzoffianaolectados en el norte de la provincia
de Misiones, Argentina.

Frecuencia del

Locus A H. H, alelo nulo [ Pex

CNz04 16 0,68 0,62 0,047 0,16 0,27
CNZ26 13 0,41 0,40 0,003 0,36 0,10
CNZz44 6 0,21 0,21 0,014 0,63 0,02
CNZ50 5 0,56 0,52 0,046 0,24 0,17
CAC2 12 0,39 0,38 0,027 0,39 0,08
mBgCIR053 18 0,68 0,68 -0,004 0,14 0,29
mBgCIR091 9 0,70 0,70 -0,006 0,14 0,29
Bg02-10 15 0,73 0,73 0,000 0,11 0,34
EES4 2 0,50 0,48 0,018 0,38 0,13

A: rigueza alélica,H.: heterocigosidad esperadH,: heterocigosidad observada,y:P
probabilidad de identidad genotipicayxPprobabilidad de exclusion del primer parental.
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Apéndice 2.Frecuencias alélicas globales de los nU&S®Raitilizados para el conjunto de los 811 individdesS. romanzofffiangenotipificados (poblacion
de referencia) en las areas de estudio en el dera provincia de Misiones. Para cada marcadgn nombre esta indicado en negrita, se muestrameéro total
de alelosA), la identificacion de cada alelo segun tamarfipagas de bases (columna izquierda) y su frecuérmliamna derecha)

CNzZ04 A=16|CNzZ26 A=13|CNzZ44 A=6 |[CNZ50 A=5 [CAC2 A=12|mBgCIR-053 A=18 mBgCIR-091 A=9 | Bg02-10 A=15|EE54 A=2
128 0,0304| 206 0,001p 139 0,00P6 112 0,0p12 223 108,0 148 0,0167 192 0,0099 134 0,0093 113 04
130 0,0167 212 0,003f 145 0,0956 114 0,2p11 227 006,0 150 0,0012 194 0,0062 144 0,0444 115 0,5
134 0,3680] 216 0,763p 149 0,88[L0 116 0,657 229 710,y 154 0,0087 200 0,0130 146 0,0062
136 0,0347 218 0,053p 151 0,013 118 0,107 231 12a,0 156 0,0006 202 0,0756 150 0,2914
138 0,0019 220 0,032p 153 0,00P6 120 0,0613 233 010, 158 0,0006 204 0,1258 152 0,0006
140 0,0019 222 0,031p 155 0,0049 235 0,0p00 160 ,004G 206 0,433] 156 0,0012
142 0,4207 226 0,008[L 237 0,0155 162 0,0025 208 0,3017 158 0,018%

144 0,0006 230 0,0043 239 0,0012 164 0,0074 210 0,0081 160 0,0049
150 0,0012 232 0,037p 241 0,0006 166 0,0835 212 0,0266 162 0,002%
152 0,0291 234 0,006p 243 0,0316 168 0,0[705 66 1 0,1179
153 0,0006| 236 0,0428 245  0,0683 170 0,2184 68 1 0,4000
154 0,0006 238 0,005p 247  0,0006 172 0,5074 70 1 0,0809
156 0,0050; 240 0,010p 174 0,075 172 0,0019
158 0,0719 176 0,0124 174 0,0160
160 0,0112 178 0,0006 176 0,0043
162 0,0056 182 0,0012

184 0,005¢

188 0,000¢
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