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RESUMEN

El quebracho colorado chaqueno (Schinopsis balansae Engl.), es una especie de gran relevancia econdmica y ecoldgica en el Chaco
Humedo argentino, sin embargo, carece de herramientas moleculares que permitan conocer su diversidad genética. Debido a que el
desarrollo de estas herramientas es un proceso relativamente largo y costoso se opt6 por la transferencia de marcadores microsatélites
(SSRs) desde especies afines. El objetivo de este estudio es transferir microsatélites y determinar su utilidad comparando parametros
genéticos en 78 individuos. Con esta metodologia, se obtuvieron seis marcadores microsatélites polimorficos que constituyen las
primeras herramientas moleculares de relevancia desarrolladas para esta especie. Los valores de contenido de informacion polimorfica
(PIC) variaron desde 0.208 hasta 0.584, el nimero de alelos por locus fue de 6.333, con un niimero efectivo de alelos (Ne) promedio
de 4.749. Asimismo, se realizo la caracterizacion de la diversidad genética de cuatro poblaciones con distintos manejos silvicolas. Los
resultados evidenciaron una mayor diversidad genética en la poblacion conservada y una reduccion progresiva en aquellas sometidas
a un manejo silvicola mas intensivo, lo que sugiere un impacto negativo de la explotacion en la diversidad genética de la especie.
Estos hallazgos destacan la importancia de considerar la diversidad genética en el disefio de estrategias de conservacion y manejo
sustentable del recurso.

Palabras clave: Quebracho colorado chaquefio, microsatélites, polimorfismo genético, poblaciones selectas, analisis de varianza
molecular (AMOVA).

ABSTRACT

The ‘quebracho colorado chaquetio” (Schinopsis balansae Engl.) is a species of relevant economic and ecological importance
in the Argentine Humid Chaco though it lacks molecular tools that allow for its genetic diversity being known. Since the
development of such tools is a relatively long and expensive process, the transferability of microsatellite markers (SSR)
from similar species was chosen. The objective of this study is to transfer microsatellites and use them to compare genetic
parameters in 78 individuals. Out of this methodology, six polymorphic microsatellite markers, the first relevant
molecular tools developed for this species, were obtained. Their Polymorphic information content (PIC) ranged from
0.208 to 0.584, the number of alleles per locus was 6,333, with an average effective number of alleles (NE) of 4,749.
Likewise, the genetic diversity of four populations with different forestry practices was characterized. The results showed
greater genetic diversity in the conserved population and a progressive reduction in those subjected to more intensive
silvicultural management that together suggest a negative impact of exploitation on the genetic diversity of the species.
These findings highlight the importance of considering genetic diversity in the design of conservation strategies and
sustainable resource management.

Key words: Quebracho colorado chaquefio, microsatellites, genetic polymorphism, analysis of molecular variance
(AMOVA).
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Abreviaturas:

SSR: secuencias simples repetitivas. (microsatélite)
AMOVA: analisis de varianza molecular
PIC: contenido de informacién polimérfica
Ne: niimero efectivo de alelos

HO: heterocigosidad observada

HE: heterocigosidad esperada

FIS: coeficiente de endogamia

Na: numero de alelos

ng: nanogramos

Rs: riqueza alélica

Ae: alelos exclusivos

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

1. INTRODUCCION

Comprender el estado de la diversidad genética de las poblaciones de arboles nativos es crucial
para la gestion sostenible de los recursos forestales, pero en el caso del 'quebracho colorado
chaqueno' (Schinopsis balansae Engl.), una especie que ha sido objeto de una intensa explotacion,
sin embargo, existen pocos antecedentes de estudios genéticos (Vesprini ef al., 2006, 2011; Mogni
et al., 2016). Los marcadores moleculares son herramientas ttiles para este propdsito, pero atin no
se han desarrollado para este género. Una estrategia exitosa para otras especies ha sido la
transferencia de marcadores moleculares de grupos taxondémicos filogenéticamente cercanos (Wu
et al., 2020; Karci, 2023). Los microsatélites (SSR: secuencias simples repetitivas) son secuencias de
ADN cortas y repetitivas, utilizadas con frecuencia en estudios de diversidad genética por ser
codominantes, polimorficos y por encontrarse en areas conservadas del genoma.

Esta especie habita en la porcion mas huimeda del Gran Chaco Americano, en el Distrito del Chaco
Humedo (Barkley y Meyer, 1973; Mufioz, 1990; Valentini, 1960); posee crecimiento lento llegando
a alcanzar alturas de 24 metros y didmetros de tronco de un metro. El corte para su uso se alcanza
a partir de 50 o 60 afios de crecimiento, y su madera cuenta con abundantes taninos condensados,
siendo casi imputrescible (Giménez y Moglia, 2003). El quebracho colorado chaqueno ha sufrido
un proceso de mas de 150 afios de explotacién y fragmentacion (Alzugaray y Vesprini, 2023). La
expansion de la frontera agricola y la ganaderia silvopastoril contintian afectando su habitat,
mientras que la presion de la tala selectiva, que elimina los ejemplares con mejores caracteristicas
fenotipicas, podria generar erosion genética (Diéringer, 2003; Carnevale et al., 2007; Caceres, 2015;
Torrella et al., 2015). La aplicacion de diferentes manejos silvicolas puede reducir la diversidad
genética de una poblacion de arboles (Sola et al., 2016). La actividad silvopastoril ha preservado
una masa forestal de importante riqueza, aunque posiblemente el ramoneo tenga un efecto en la
regeneracion de este reservorio (Barret, 1998; Barberis et al., 2012).

Dada la importancia econdmica y ecoldgica del quebracho, resulta relevante explorar la
variabilidad genética de sus poblaciones. El desarrollo reciente de tecnologias gendmicas ha
facilitado la obtencién de nuevos marcadores SSR altamente transferibles entre especies arbdreas,
acelerando estudios sobre genética de conservacion y diversidad genética en especies lefiosas
(Soldati et al., 2014; Parthiban et al., 2018; Sanchez-Gomez et al., 2020; Roque et al., 2023; Soldati et
al., 2024). El género Schinopsis Engl., perteneciente a la familia Anacardiaceae, tiene parientes
filogenéticamente cercanos (Pell et al., 2010) como Pistacia L., Astronium Jacq. y Myracrodruon
Allemao, que cuentan con microsatélites ya desarrollados, tanto genémicos (gSSRs) como génicos
(eSSR). El objetivo de este trabajo es obtener marcadores y caracterizar de forma preliminar la
diversidad genética de poblaciones selectas en el Chaco Himedo argentino.
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2. MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y muestreo

Se analizaron 78 individuos de cuatro poblaciones ubicadas en las provincias de Santa Fe, Chaco
y Corrientes, representando diferentes manejos silvicolas e historias de uso. Estos manejos
incluyen: sistema silvopastoril en la poblacién REC en Reconquista, Santa Fe (29° 08' 48"S; 59° 43'
07"0), donde los quebrachos son la especie dominante, sin regeneracidon natural evidente debido
a la alta carga ganadera; plantacion forestal en la poblacién FO en Presidencia de la Plaza, Chaco
(27° 05' 02"S; 59° 27' 36"0O); remanente de una extracciéon muy intensiva en la poblaciéon CO1 en
El Sombrero, Corrientes (27° 37' 09"S; 58° 44' 31"0), aislada de otros fragmentos de bosque, y por
ultimo la poblacion NAT, en Presidencia de la Plaza, Chaco, conservada sin explotacion, lindera
al Parque Nacional Chaco (26° 51' 51"S; 59° 33' 55"0). Debido a que la especie tiene posibilidad
de hibridarse con el quebracho colorado santiaguefio (Schinopsis lorentzii (Griseb.) Engl.) se dejé
sin muestrear en la zona de simpatria de ambas especies. La coleccion del material vegetal se
realiz6 tratando de evitar la inclusion de especimenes que estuvieran espacialmente cercanos,
asumiendo una posible relacién de parentesco genético.

Extraccion de ADN vy transferibilidad de marcadores

Se extrajo el ADN a partir de hojas jovenes secadas en silica gel a campo, siguiendo el protocolo
desarrollado para el género Schinopsis (Mogni et al., 2016). Inicialmente las pruebas de
transferibilidad se realizaron en una muestra de ocho individuos de diferentes poblaciones para
cada marcador. Se ensay¢ la transferencia de 99 marcadores microsatélites desarrollados en
especies afines de la familia Anacardidcea: Astronium graveolens Jacq. (Sanchez-Gomez et al., 2020)
y A. fraxinifolium Schott (Cornacini et al., 2021), que es el género mas cercano a Schinopsis (Pell et
al., 2010), y otros representantes filogenéticamente relacionados: Myracrodrum urundeuva Allemao
(Souza et al., 2018; Caetano, et al., 2005); Schinus molle L. (Lemos Souza et al., 2018) y Pistacia vera
L. (Ziya Motalebipour et al., 2016; Karci et al., 2020).

Amplificacion y visualizacion de microsatélites

Las secuencias de los cebadores, motivos repetidos y condiciones de amplificaciéon por PCR
optimizadas para los marcadores utilizados en el estudio se detallan en la Tabla 1. Los productos
de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante
estandar al 6 % y se tifieron con nitrato de plata, siguiendo el protocolo de Benbouza et al. (2006).
La seleccion de los SSRs a utilizar se realizo en base al nivel de polimorfismo (minimo de tres
alelos) y a la claridad del patron de bandas. La estimacién del nimero de pares de bases de los
fragmentos se realizé mediante un marcador de ADN (Invitrogen) de 10 pb, y luego utilizando
el software GEL empleando el programa Gel (Dr. Jorge Dubcosvsky -UC. Davis, CA, USA,
comunicacion personal) que interpola los valores de PM segtin la referencia utilizada.
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Tabla 1. Caracteristicas de microsatélites desarrollados en especies de Anacardidceas
transferidos a S. balansae y condiciones de amplificacion

Tamario de Tamario de Temperatur
Nombre N e Motivo . . pera MgClz Numero  Templado
Secuencia primers (5'-3") . amplicon amplicon a annealing .
Locus repetido (mM) de ciclos (ng)
esperado observado (°C)

F-TGACACTGCATCCGTAAGTG
Arol8 R:CTGCCTGAAATTTGGAAAGA TATC(7) 253-285 214-238 59 2,5 45 10

F:CGTCCCGAGGTCTATGTGAT

Ast38 R:GAGAACCTTGGCCATGTGAG (TG)9 106-120 100-112 56 3,5 36 10

F:GGAATAGAGGCTTGGTTGA
Ast45 R-CAAAAATGCCCCAAGTATGT (AC)9 132-150 116-130 56 3,0 38 10

F:GCGTTCTTGCATTTTAGAGAGAA
Astlb RTGTCCTTCAGGTGTTTCAGC (CDH11 174-176 146-166 57 2,5 35 10

CUPVSiir F:CTTGCGTGATGAAGCACAAT

1405 R: AGTTCCTCAAAGGGTTGATGT (a2 208 183-235 58 30 % 20
CUPVES F: CTCTTATTTCATCACCACCGTTC
T 1887 RAGOAATTTCTTGOAAGCTGAGTT (CAT)8 154-179 125-133 55-45 45 37 10

Analisis de diversidad genética

Para caracterizar la diversidad genética de las poblaciones estudiadas y evaluar los marcadores
moleculares aplicados se estimaron diferentes pardmetros: nimero de alelos por locus (NA),
numero efectivo de alelos por locus (NE), nimero de alelos exclusivos (Ae), heterocigosidad
observada (HO), heterocigosidad esperada (HE). Ademas, se estim¢ el FIS a nivel poblacional
(coeficiente de endogamia) y se realizé un analisis de varianza molecular (AMOVA) para evaluar
la distribucién de la variabilidad genética dentro y entre poblaciones. Estos analisis fueron
realizados mediante el programa GenAlEx version 6.5 (Peakall y Smouse, 2012). Se analizé
también la riqueza alélica (Rs), entendida como una medida del nuimero de alelos
independientemente del tamafio de cada poblacién, utilizando el paquete de software FSTAT
(Goudet, 2003). Ademas, se describi6 el contenido de informacién polimérfica (PIC) de cada
marcador utilizando el programa Cervus 3.0.3 software (Kalinowski et al., 2007).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En total, se lograron transferir 38 SSRs, siendo 28 monomorficos, cuatro polimdrficos con
unicamente dos alelos o con patrones atipicos o complejos, y seis SSRs polimérficos que fueron
seleccionados para realizar el estudio de diversidad genética. Estos valores son similares a los
obtenidos por otros trabajos de transferencia de microsatélites entre géneros filogenéticamente
cercanos (Krishna y Puppala, 2004; Barbara et al., 2007; Soldati et al., 2014., Fasanella et al., 2019).
De los seis marcadores seleccionados, cinco fueron de origen genémico: Aro18 (Souza et al., 2018),
Ast38, Ast45, Astlb (Sanchez-Gomez et al., 2020) y CUPVSiirt1405 (Ziya Motalebipour et al., 2016)
y uno génico, desarrollado a partir de un transcriptoma, CUPVEST1887 (Karci et al., 2020). En
total se detectaron 37 alelos. Para los loci gendmicos, los niveles de polimorfismo (Na) variaron
de cinco a ocho, con un promedio de 6.333, y el nimero efectivo de alelos (Ne) tuvo un promedio
de 4.749 (Tabla 2). La heterocigosidad observada (Ho) oscil6 entre 0.169 y 0.556, mientras que la
esperada (He) vari6 entre 0.215 y 0.646. El valor de PIC promedio fue de 0.460, destacandose los
marcadores Ast45, Arol8, CPVSiirt1405 como altamente informativos (PIC > 0.5), segtn los
criterios de Botstein et al. (1980), que considera un valor de PIC mayor a 0.5 como altamente
polimdrfico, menor a 0.25 poco polimdrfico e intermedio entre 0.25 y 0.5. El niimero de alelos
detectados por locus, la heterocigosidad y el PIC descriptos en este trabajo, se encuentran dentro
del rango de valores obtenido en estudios de otras especies lefiosas de la region, como Neltuma
Raf. spp. = Prosopis L. (Pomponio et al., 2015), Aspidosperma quebracho-blanco Schitdl. (Botelho et al.,
2021) y para otras Anacardidceas (Sanchez-Gomez et al., 2020; Nunes-dos-Santos et al., 2021).
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Tabla 2. Valores de diversidad genética de SSRs en 78 individuos de S. balansae

Nombre Locus Na Ne Rs Ho He PIC FIS H-W
Arol8 7 2.364 5.631 0.459 0.577 0.548 0.163 NS
Ast38 5 2.144 3.348 0.234 0.215 0.208 -0.192 NS
Ast45 5 1.275 4.164 0.429 0.646 0.584 0.297 NS
Astlb 7 2.828 4.949 0.556 0.534 0.499 -0.061 NS
CUPVSiirt1405 8 2.198 6.305 0.487 0.545 0.526 0.034 NS
CUPVEST1887 5 1.738 4.096 0.169 0.425 0.395 0.587 S
Media 6.333 2.091 4.749 0.389 0.490 0.460 0.165 -
Desvio estandar 1.329 0.533 1.093 0.152 0.153 0.139 0.282 -

Na: ntmero de alelos; Ne: ntimero de alelos efectivos; Rs: riqueza alélica; Ho: heterocigosidad observada; He:
heterocigosidad esperada; PIC: contenido de informaciéon polimoérfica; H-W: equilibrio de Hardy-Weinberg (NS: No
significativo; S: Significativo)

El tnico marcador génico, CUPVEST1887, presentd una menor heterocigosidad observada y
esperada en comparaciéon con los marcadores gendmicos, lo que puede deberse a la mayor
conservacion de las regiones transcriptas. Por otro lado, cuatro de los seis marcadores cuentan
con un motivo repetido de dinucléotidos. Estos motivos son mas comunes en los genomas que
los motivos tri o tetranucledtidos (Kalia et al. 2011; Cao et al. 2016; Gutiérrez et al. 2017) y muestran
valores significativamente mas altos de He y Ho en comparacion con otros motivos (Merritt et al.
2015), volviéndolos ttiles para estudios de diversidad genética.

En cuanto a la diversidad genética de las poblaciones estudiadas (Tabla 3), la heterocigosidad
observada (Ho) varia entre las poblaciones, siendo mas alta en la poblacién conservada NAT
(0.569) y mas baja en la poblaciéon remanente CO1 (0.314). De manera similar, la heterocigosidad
esperada (He) sigue un patrén comparable, con el valor mas alto en NAT (0.554) y el mas bajo en
CO1 (0.271). En términos de nimero de alelos (Na), la poblacién forestada FO tiene la mayor
diversidad alélica con 28 alelos, mientras que CO1 tiene el menor nimero con 20 alelos. Ademas,
NAT es la que presenta mayor cantidad de alelos privados con 5, mientras que CO1 no posee
ninguno. El coeficiente de endogamia (FIS) revela que las poblaciones NAT (-0.114) y FO (-0.026)
tienen un valor negativo, sugiriendo un exceso de heterocigotos, mientras que la poblacion CO1
(0.215) y la poblacién REC del establecimiento silvopastoril (0.302) muestran valores positivos,
indicando cierto nivel de endogamia.

Tabla 3. Caracterizacion de la diversidad genética de las poblaciones

Situacion de

Poblacién . N Na Ne Rs Ae Ho He FIS
manejo

REC Silvopastoril 20 23 14.001 22.551 1 0.342 0.509 0.302
CO1 Remanente 17 20 8.862 20.000 0 0.314 0.271 0.215
FO Forestacion 21 28 12.982 27.065 2 0.328 0.464 -0.026
NAT Conservada 20 26 14.098 27.583 5 0.569 0.554 -0.114
Media - 19.5 24.25 12.486 24.299 2.00 0.388 0.449 0.094
Desvio estandar - 1.73 3.5 2.468 3.650 2.16 0.121 0.124 0.196

N: tamafio poblacional; Na: nimero de alelos; Ne: niimero de alelos efectivos; Rs: riqueza alélica; Ae: alelos exclusivos; Ho:
heterocigosidad observada; He: heterocigosidad esperada; Fis: coeficiente de endogamia.

Los patrones observados en los parametros genéticos reflejan el impacto de distintos factores
ecologicos y antrdpicos en la diversidad genética de las poblaciones. La mayor riqueza alélica y
heterocigosidad en NAT sugieren que la conservacion efectiva de su habitat ha favorecido el
mantenimiento de su acervo genético. La poblacién FO, establecida mediante forestacion,
present6 también una alta diversidad alélica, lo que podria explicarse por la introduccion de
individuos provenientes de diversos origenes genéticos durante la plantacion. Por otro lado, los
bajos valores de diversidad genética en CO1, sumados a un FIS elevado, se asocian directamente
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con la fragmentacién del habitat y la reduccion del tamafio poblacional efectivo causada por la
explotacion forestal intensiva sumado a que esta poblacion se encuentra en el extremo de la
distribucion de la especie. Estas condiciones generan cuellos de botella genéticos, disminuyen la
conectividad y favorecen la endogamia, especialmente porque limitan la participacion
reproductiva efectiva, dado que en esta especie los individuos jovenes rara vez florecen
(Alzugaray y Vesprini, 2023). En REC el elevado FIS podria estar relacionado con la alta carga
ganadera, que dificulta la regeneracion natural al limitar el establecimiento de plantulas y afectar
la dinamica poblacional, favoreciendo la reproduccion entre individuos cercanos y aumentando
la endogamia (Diéringer, 2003). Estas observaciones coinciden con estudios realizados en otras
especies arboreas sometidas a explotacion intensiva o fragmentacion, como Araucaria angustifolia
(Bittencourt y Sebbenn, 2009; Gauchat et al., 2020), Cedrela lilloi (Inza, 2010), Prosopis chilensis
(Contreras et al., 2021), Pinus patula (Alfonso-Corrado et al., 2014) y Quercus crassifolia (Gorgonio-
Ramirez et al., 2017).

Por otro lado, los resultados del AMOVA muestran una mayor proporcion de variabilidad
genética dentro de las poblaciones (91 %), y una baja diferenciacion entre poblaciones (9 %). Estos
resultados son consistentes con lo descrito por Hamrick ef al., 1992 en especies lefiosas con
polinizacién anemofila y amplia distribucion, y otros estudios realizados en Prosopis spp.
(Pomponio et al., 2015) y Aspidosperma quebracho-blanco (Botelho et al., 2021).

4. CONCLUSIONES

El presente estudio demuestra que la transferencia de microsatélites (SSRs) de especies afines es
una metodologia eficaz para la obtencién de marcadores polimdrficos aplicables al andlisis de la
diversidad genética en S. balansae. Su aplicacion permitié identificar diferencias entre las
poblaciones en parametros clave, como la heterocigosidad, la riqueza alélica y el coeficiente de
endogamia (FIS), evidenciando el impacto del manejo silvicola en la diversidad genética de la
especie. Los resultados evidenciaron una mayor diversidad genética en la poblacién conservada
y una reduccion progresiva en aquellas sometidas a un manejo silvicola mas intensivo, lo que
sugiere una relacién directa entre la explotacion y la diversidad genética de las poblaciones. La
caracterizacion preliminar realizada sugiere que es necesario aplicar estrategias especificas de
conservacion de la diversidad genética a nivel poblacional, como priorizar la proteccion de areas
con mayor diversidad genética y establecer programas iniciales de restauracion en areas de
intensa explotacién con individuos provenientes de las poblaciones mejor conservadas.
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