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Garcia, C. 2019. Integrando demografia y genética de poblaciones a través de la genética del paisaje. Ecosistemas 28(1):75-89. Doi.:
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La genética del paisaje ha sido una de las disciplinas mas fructiferas en los ultimos afios gracias a la aplicacion rutinaria de marcadores moleculares
hipervariables, y mas recientemente de secuenciacién masiva, combinadas con la caracterizacion exhaustiva de los fenotipos y de la heterogeneidad
ambiental. Los objetivos principales de estudio en las Ultimas décadas han sido: (1) inventariar la diversidad genética dentro de individuos, pobla-
ciones o especies; (2) la identificacion de patrones genéticos en poblaciones naturales (micro-evolutivos) y de los factores ecoldgicos actuales o
histéricos que los determina; (3) la cuantificacion de los procesos macro-evolutivos actuales o histéricos (e.g., migracion, especiacion, hibridacion);
(4) la inferencia de parametros demograficos como tasas de migracion, tamafo efectivo poblacional (Ne) y cuellos de botella; (5) la resolucion de
relaciones de parentesco que caracterizan los sistemas reproductivos y los factores que los modulan; (6) la cuantificacion del efecto de la diversidad
genética/genémica en la dinamica poblacional; y (7) la monitorizacién espacial y/o temporal de la diversidad genética o gendémica. En este articulo
se revisan algunas de las aproximaciones de estudio mas interesantes que han ayudado a avanzar nuestro conocimiento sobre los factores y los
procesos que subyacen las dinamicas eco-evolutivas de las especies en ambientes cambiantes.

Palabras clave: adaptacion local; conectividad; cuello de botella; deriva genética; estructura genética; flujo génico; genética de la conservacion; ge-
némica del paisaje; inferencia demografica; marcadores hipervariables; procesos demograficos; tamario efectivo poblacional; variabilidad genética

Garcia, C. 2019. Integrating demography and population genetics through landscape genetics. Ecosistemas 28(1):75-89. Doi.:
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Landscape genetics has been a highly productive discipline in the latest decades promoted by the advent of highly variable molecular markers and,
more recently of next generation sequencing tools, combined with an exhaustive characterization of the phenotype and the environmental heteroge-
neity. The most relevant goals addressed in the latest decades are: (1) providing an exhaustive inventory of biodiversity at the genetic, population
and species level; (2) identifying genetic patterns across the landscape and the ecological factors that shape them; (3) assessing the contemporary
and/or historical evolutionary processes that determine current observed genetic patterns (e.g., migration, speciation or hybridization); (4) inferring
demographic parameters such as Ne and demographic bottleneck; (5) resolve genetic relationships among individuals within and among populations
and the ecological factors that determine them; (6) quantifying the effect of genetic diversity in shaping population dynamics; and (7) monitoring spa-
tio-temporal changes in biodiversity across individuals, populations, species and communities. Here | provide an overview of the most relevant ap-
proaches applied in landscape genetics to advance our knowledge on the ecological and evolutionary processes that underlie the eco-evolutionary
dynamics of natural populations in changing landscapes.

Key words: bottleneck; connectivity; conservation genetics; demographic inference; demographic processes; effective population size; gene flow;
genetic drift; genetic structure; genetic variation; hyper-variable genetic markers; landscape genetics; landscape genomics; local adaptation; next
generation sequencing

Introduccién a la genética del paisaje: una aproxi-
macion historica

La genética del paisaje aborda el estudio de los procesos y
patrones microevolutivos en un contexto espacialmente explicito
e integra conceptos, modelos y herramientas de la genética de
poblaciones, de la ecologia del paisaje y de la estadistica espacial
(Manel et al. 2003; Balkenhol et al. 2015). La variabilidad genética
es la forma de variabilidad biolégica fundamental y determina pa-
trones y procesos evolutivos a nivel de individuo, poblacion y es-
pecie (Futuyma 1998).

Durante el desarrollo de la Sintesis Evolutiva Moderna (pri-
mera mitad del s. XX) varios grupos de investigacion debatieron
los mecanismos que generan y mantienen la variabilidad genética
de las poblaciones. Entre ellos, el grupo de Dobzhansky, Wright
y Haldane publicaron estudios con datos empiricos que testaban
el papel del flujo genético y el de la deriva genética, mientras que
la contribucion de la escuela britanica con Ford, padre de la Eco-
logia Genética (Ford 1964) y el estadistico R.A Fisher se centré
en demostrar el papel de la seleccion natural y de la deriva ge-
nética en la evolucién de las poblaciones naturales (Fisher 1930).
El debate, aun vigente (Kern y Hahn 2018; Jensen et al. 2019),
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sobre el papel del flujo génico, la deriva y la seleccién natural en
generar y mantener la diversidad genética dentro y entre pobla-
ciones fomenté el interés por la geografia de la genética de po-
blaciones con contribuciones fundamentales, como el modelo de
aislamiento por distancia (Wright 1943; Malécot y Blaringhem
1948). Malécot desarrolld los modelos matematicos que permiten
estudiar la variacién espacial de la variabilidad genética con po-
blaciones discretas y en espacios continuos y propuso los coefi-
cientes de coancestria como medidas de parentesco entre
individuos, base de la actual teoria de coalescencia (Nagylaki
1994). Aflos mas tarde, Kimura y Crow propusieron que variabili-
dad genética de las poblaciones se debe a la acumulacién gradual
de mutaciones neutrales que se fijan en la poblacién por deriva
genética (Kimura y Crow 1964). Ademas, tanto Dobzhansky como
Ford y sus respectivos colaboradores establecieron los protocolos
de trabajo para testar los modelos tedricos de la biologia evolutiva
con experimentos manipulativos y observacionales que producian
datos empiricos sobre los cambios evolutivos de las poblaciones
naturales en respuesta a factores ambientales (Ford 1964; Le-
wontin 1974). Por ejemplo, Dobzhansky, Wright y Haldane publi-
caron entre 1938 y 1976 una serie de 43 trabajos compilados bajo
el titulo de The Genetics of Natural Populations donde se exponen
la teoria cuantitativa de la evolucion basada en datos empiricos y
describen distribucion geografica de la variabilidad genética de
poblaciones naturales de D. pseudoobscura (Lewontin et al.
2003). Estos trabajos testan empiricamente los modelos evoluti-
vos propuestos por S. Wright (Wright 1943), cuantifican los patro-
nes de variacion genética a lo largo de gradientes altitudinales y
latitudinales (Lewontin et al. 2003 cap. XVI), y se obtienen estimas
empiricas de las tasas de flujo génico de las poblaciones natura-
les a lo largo de dichos gradientes (Lewontin et al. 2003, cap. X).
Ademas, se testan explicitamente el efecto del aislamiento por
distancia entre poblaciones (Lewontin et al. 2003 cap. XXXl), y se
cuantifica el efecto de factores ecolégicos en los procesos de se-
leccién natural, como el uso de insectidas (Lewontin et al. 2003,
cap. XXXIX) o el impacto de los eventos de sequia (Lewontin et al.
2003, cap. XX). Ford y Fisher desarrollaron y mejoraron diferentes
métodos de captura y re-captura para estimar el tamafio pobla-
cional y las tasas de mortalidad de las poblaciones naturales es-
tudiadas (Fisher y Ford 1947). Estos métodos, siguen aplicandose
para inferir el valor selectivo de algun caracter fenotipico de estu-
dio (e.g. coloracion) o la presion selectiva de algun factor ambien-
tal (e.g. resistencia o susceptibilidad a pesticidas). La
disponibilidad de mayor poder computacional y los avances ma-
tematicos desarrollaron enormemente la estadistica espacial en
los 1970’s que fue introducida a la genética de poblaciones por
Robert R. Sokal (Sokal y Oden 1978) y posteriormente se ha apli-
cado para describir patrones de distribucion de la variabilidad ge-
nética a gran escala y, de esta forma, detectar barreras al flujo
genético (Barbujani y Sokal 1990); patrones de migracion a escala
continental (Cavalli-Sforza y Feldman 2003); identificar patrones
de cruzamientos dentro y entre grupos (Sokal et al. 1986). La apli-
cacién de forma rutinaria de los marcadores hipervariables basa-
dos en ADN a partir de los 1990’s permite extender el estudio de
la variabilidad genética mas alla de especies modelo y abordar
cuestiones mas complejas desde un punto de vista espacial y
temporal (Epperson 2003). Tras la publicacion del trabajo seminal
de Manel et al. (2003), la genética del paisaje ha cristalizado como
disciplina integradora entre la ecologia, biologia evolutiva y geo-
grafia y el numero de trabajos cientificos relacionados con la ge-
nética (y genémica) del paisaje ha aumentado enormemente.

Tres factores principales han posibilitado el desarrollo de la
genética del paisaje (Fig. 1). Por un lado, la incorporacién de
forma rutinaria de marcadores polimorficos hipervariables basa-
dos en ADN (mayoritariamente AFLPs, SSRs, SNPs) en los estu-
dios de ecologia (Schlotterer 2004). El acceso generalizado a
herramientas moleculares ha permitido no sélo trabajar con es-

Garcia 2019

pecies modelo en biologia evolutiva (como Drosophila melano-
gaster, Arabidopsis thaliana o Neurospora crassa) sino con espe-
cies no-modelo pero relevantes en ecologia (e.g. Mimulus spp.,
Salix spp.), agronomia y ciencias forestales (Eucalytus spp., Pinus
spp., Olea europea var. sylvestris) o biologia de la conservacion
(Medusagyne oppositifolia). Por otro lado, nuestra capacidad para
monitorizar y registrar datos ambientales ha aumentado en las ul-
timas décadas (Asner et al. 2016), lo cual nos permite evaluar el
impacto de diferentes factores ecolégicos en la generacion de los
patrones demograficos y genéticos observados en poblaciones
naturales a diferentes escalas espaciales y temporales. Ademas,
en las ultimas décadas se han desarrollado diferentes herramien-
tas computacionales que permiten manejar una gran cantidad de
datos que mejoran nuestra capacidad para inferir procesos y ca-
racterizar patrones de forma robusta (Beaumont y Rannala 2004;
Excoffier y Heckel 2006; Allendorf et al. 2010). Este aumento de
nuestra capacidad de computacion nos permite integrar diferentes
bases de datos para cuantificar la relacién entre factores fenoti-
picos, ambientales y patrones genéticos, asi como para obtener
estimas de procesos demo-genéticos como la migracion, el flujo
génico y existencia de cuellos de botella. Ademas, no sélo pode-
mos testar nuestras hipoétesis basados en los datos muestreados
en el campo o en el laboratorio, sino que podemos plantear dife-
rentes escenarios para predecir el posible efecto del cambio am-
biental a través de modelos de simulacion (Hoban 2012),
altamente utiles en trabajos de conservacion y gestion. Esta com-
binacién de técnicas moleculares, monitorizacion ambiental deta-
llada y nuevas herramientas estadisticas ha permitido incorporar
diferentes niveles de estudio (desde genomas a biomas, Whitman
et al. 2006) y extender las escalas espaciales (desde una locali-
dad a una escala global) y temporales (de una generacién a mul-
tiples generaciones). Por ultimo, la necesidad acuciante de
cuantificar el efecto de la actividad antropica sobre los ecosiste-
mas naturales y manejados, asi como de predecir la respuesta de
los individuos, poblaciones y especies a futuros cambios climati-
cos ha acelerado el interés por la genética y la gendmica del pai-
saje, tanto por su valor predictivo como por su utilidad como
herramienta de gestidn en biologia de la conservacion (Allendorf
2017).

Esta breve presentacion de la disciplina de la Genética (y ge-
némica) del paisaje pretende: (i) relatar sucintamente el desarrollo
de la disciplina en los ultimos afos y delinear las principales cues-
tiones que se abordan en la actualidad; (ii) describir de forma sin-
tética las herramientas actualmente disponibles para abordar los
temas fundamentales en ecologia del paisaje; (iii) discutir posibles
cuestiones relevantes para el avance de esta disciplina en los proé-
ximos afios. Aunque se trata de una disciplina en expansion y
cuyas aplicaciones son numerosas y diferentes, los temas funda-
mentales que se han abordado a través de la genética y genémica
del paisaje se pueden agrupar en (Fig. 2): (1) inventariar la diver-
sidad genética dentro de individuos, poblaciones o especies; (2)
identificacion de patrones genéticos en poblaciones naturales
(micro-evolutivos) y de los factores ecoldgicos actuales o histéri-
cos que los determina; (3) cuantificacion de los procesos macro-
evolutivos actuales o histdricos (e.g., migracion, especiacion,
hibridacion); (4) inferencia de parametros demograficos como
tasas de migracion, tamafo efectivo poblacional (Ne) y cuellos de
botella; (5) resolucion de relaciones de parentesco que caracte-
rizan los sistemas reproductivos y los factores que los modulan;
y (6) cuantificacion del efecto de la diversidad genética/genémica
en la dinamica poblacional; y (7) Monitorizacion espacial y/o tem-
poral de la diversidad genética o gendémica. Finalmente, se inclu-
yen protocolos basicos para disefar un estudio de genética de
poblaciones (Cuadro 1), se apuntan futuras lineas de investiga-
cion en este campo y se incluyen referencias a los principales pa-
quetes y funciones de R mas utilizados en este campo para
facilitar su uso.
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Figura 1. De la Sintesis Moderna a las dinamicas eco-evolutivas en el Antropoceno

La Sintesis Moderna de la Evolucion
(20’s~70’s)

Contexto general: Desarrollo y
establecimiento de la Sintesis Evolutiva
Moderna que integra los principios
evolutivos de Darwin y los mecanismos
genéticos descritos por G. Mendel
mediante la elaboracién de herramientas
cuantitativas, estadisticas y modelos
experimentales desarrolladas por los
genéticos de poblaciones y estadisticos T.
Dobzhansky, S. Wright, R. Fisher, J.B.S.
Haldane, entre otros. Marcadores
aplicados: isoenzimas. Temas principales
de estudio: papel del flujo génico, deriva
genética, mutacion y seleccion natural en
determinar la diversidad y estructura
genética de las poblaciones, asi como los
mecanismos de especiacién!. Combinacién
de modelos experimentales de laboratorio
y poblaciones naturales. Modelos de
estudio: especies modelos como
Drosophila melanogaster y otras utilizadas
en agronomia como el maiz (Zea mays).

Sintesis Moderna Extendida
(~70’s-2010%s)

Contexto general: integracion de la
biologia evolutiva y la biologia del
desarrollo (evo-devo) y de la ecologia.
Demostracion del efecto de la diversidad
genética sobre la viabilidad poblacional en
poblaciones de laboratorio y naturales.
Marcadores aplicados: isoenzimas,
AFLPs, RAPDs, RFLPs, SSRs. Temas
principales de estudio: depresion por
endogamia y declive poblacional (vortex de
extincién?); debate sobre el papel de la
estocasticidad ambiental y genética en la
extincion de las poblaciones3; estimas de
tamafios poblacionales minimos y el
diseno de reservas que garantice el tamano
minimo viable del habitat (SLOSS) para
maximizar la biodiversidad, basados en la
teorfa de biogeografia de islas% manejo de
los paisajes y ecosistemas con el fin de
maximizar la biodiversidad de especies y
genética. Consolidacion de la Genética del
Paisaje5 con estudios sobre dispersiéon y
flujo génico en paisajes manejados y
procesos metapoblacionales en  paisajes
fragmentados. Modelos de estudio:
especies emblematicas en peligro de
extinciéon (eg. lince ibérico, ecosistemas
pristinos (eg. bosque amazoénico) wvs.
paisajes fragmentados, especies invasoras.

Dinamicas eco-evolutivas
(~2010’s-)

Contexto general: reconocimiento del
impacto de los procesos evolutivos en los
caracteres ecoldogicos de las especies
generando dindmicas eco-evolutivass.
Marcadores aplicados: SNPs, secuenciacion
masiva, -omics, edicién genética. Temas
principales de estudio: Respuestas
funcionales de los individuos y poblaciones
(eg. epigenética, protedmica, metabolomica)
a diferentes factores de cambio global;
Factores genéticos como determinantes de la
resiliencia de las comunidades y ecosistemas;
Biologia de la conservacién tiene como
prioridad maximizar la resiliencia de los
ecosistemas y la restauracion ecosistemas
(rewilding) garantizando tanto la
biodiversidad como la provision servicios
ecosistémicos (pj. actividad de los
polinizadores). Modelos de estudio: la
secuenciacion masiva permite trabajar con
especies no modelo y obtener inferencias
robustas tanto de procesos histéricos (desde
el Pleistoceno y a lo largo del Holoceno, con
especial énfasis en el Antropoceno) como
predicciones robustas frente a diferentes
escenarios de cambio global que incluyen la
actividad humana’. Métodos de edicion
genética comienzan a considerarse para
incrementar las posibilidades de adaptacion
de las especies a nuevos ambientes.

! Lewontin RC, Moore JA, Provine WB, Wallace B (2003) Dobzhansky’s genetics of natural populations. Columbia University Press. New York. 2 Soulé ME (1985) What is Conservation Biology.
BioScience 35, 727-734. 3 Lande R (1988) Genetics and demography in Biological Conservation. Science 241, 1455-1460. 4 MacArthur RH, Wilson EO (1967) The theory of island biogeography.
Princeton University Press. Princeton. S Manel S Schwartz MK, Luikart G, Taberlet P (2003) Landscape genetics: combining landscape ecology and population genetics. TREE 18,189-197. 6 Hendry AP
(2017) Eco-evolutionary dynamics. Princeton University Press. Princeton. 7 Urban MC (2016) Improving the forecast for biodiversity under climate change. Science 353, aad8466.

Figura 1. Cuadro comparativo de los diferentes temas de estudio y marcadores moleculares aplicados en genética de poblaciones en un contexto ecolégico
desde la Sintesis Moderna a la actualidad.

Figure 1. Comparative summary of the main research topics, approaches and molecular markers applied in population genetics addressed from an eco-
logical context from the Modern Synthesis to nowadays.
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L » Factores actuales o y o
Factores ecoldgicos, fenotipicos, comportamentales, antrdpicos e interacciones bioldgicas (defaunacién/especies invasoras)

3. Inventario de la diversidad
Identificacion de individuos, grupos familiares,
especies, grupos funcionales y unidades

evolutivas significantes (ESU)

2. Diversidad y estructura genética poblacional
Delimitacion de poblaciones, identificacién de barreras
y/o corredores de migracion y flujo genético,

1. Cuantificacion de procesos micro-evolutivos
Patrones de flujo genético, adaptacion, deriva genética,
mutacion, patrones de cruzamiento, colonizacion y cambios

de los limites de distribucion o> Efecto de gradientes climaticos, e
Muestreo Estimacion de tamafio y distribucién vecindario
(Cuadro 1) \ genético /
.Tipo de muestras (incluido eDNA, aDNA) I

. Ntmero de muestras
. Métodos de conservacién de muestras
. Niimero de unidades muestrales 4. Inferencia demogréfica
. Ntimero de individuos por unidad muestral Cuantificacion y datacién de cuellos de botella,
Estimacidn de tendencias demograficas y
tamaiio efectivo poblacional,

Elegir herramientas moleculares
Inferencia tasas migracion actuales e histéricas

(Cuadro 1)
/ N

. Protocolos de extraccion DNA

6. Monitorizacion ambiental

'T'POS de marcadores 5. Cuantificacién procesos macro-evolutivos
-Nimero de marcadores Aislamiento genético y divergencia, adaptacién, I Genética forense, censos, dispersion,
. . hibridacién, especiacién, cambios de rango variacion de niveles de diversidad
Testar calidad de genotipado de distribucion \ / genéticay endogamia
7. Consecuencias funcionales

(Material Suplementario)
.Identificar y cuantificar fuentes de error de genotipado
. Seleccionar los marcadores/ secuencias mas informativas
y fiables

de la diversidad genética/genomica
Depresién por endogamia,
Potencial adaptativo poblacional,
Relacion diversidad de especies/diversidad genéticay
servicios ecosistémicos,
Prediccion de cambios de rango de distribucién

) L . Factores historicos ) .
Fluctuaciones climaticas, interacciones bioldgicas (extincion de especies), factores antropicos

Figura 2. Principales temas de estudio abordados desde la genética del paisaje. Las flechas cuestiones que suelen estudiarse de forma conjunta, por

ejemplo, la identificacion de estructuras genéticas espaciales y la cuantificacion de los procesos que los generan.
Figure 2. Main themes addressed by Landscape Genetics. Narrows link issues that typically are jointly addressed, such as the identification of genetic ba-

rriers and genetic clusters and the quantification of gene flow patterns across the landscape.
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CUADRO 1. Diseno muestral

La decision correcta sobre el nimero de poblaciones, muestras por poblacion y numero y tipo de marcadores es fundamental para cualquier estudio
de genética y genomica del paisaje, aunque no hay una norma general aplicable a la mayoria de los estudios. Factores como el nivel de diversidad ge-
nética de la poblacién, el grado de diferenciacion genética entre poblaciones, el tipo de cuestiones que se quieren abordar y el presupuesto disponible
condiciona el disefio del muestreo éptimo (Ryman et al. 2006). En general, cuestiones que requieren la identificacion a nivel de individuo (analisis de
paternidad, maternidad y/o parentesco) requieren una bateria de marcadores altamente polimoérficos e informativos donde el esfuerzo de muestreo se
concentra dentro de las poblaciones de estudio (Hoban et al. 2013). Por otro lado, la cuantificacion de la estructura genética entre poblaciones a lo
largo de rangos de distribucién amplios suele necesitar menos poder de resolucion a nivel molecular y un extenso muestreo que incluya un gran nimero
de poblaciones y menor nimero de individuos por poblacion (Avise 2004). Lo mas adecuado es basarnos en trabajos preliminares similares o bien di-
sefar un estudio piloto donde podamos estimar el nimero minimo de muestras y marcadores necesarios para identificar/cuantificar el patron/proceso
de interés con un alto nivel de probabilidad para diferentes escenarios posibles. Ademas, reportar este resultado como parte del material suplementario
de un trabajo puede ser de gran utilidad para otros investigadores que trabajen el mismo sistema de estudio.

Si el estudio carece de informacion genética previa, se puede comenzar estableciendo varios escenarios de muestreo en un estudio piloto para,
en funcion de los resultados observados en este estudio, modificar el nimero de marcadores y muestras por poblaciéon de acuerdo con los objetivos
principales del trabajo. El software SPOTG (Hoban et al. 2013) simula diferentes escenarios definidos por el nimero de muestras y marcadores y
evalua el poder para estimar diferentes parametros (conectividad, cuellos de botella, hibridacién y asignacién a poblaciones). De esta forma podemos
decidir si nos interesa incrementar el nimero de muestras, de poblaciones o de marcadores en funcién de los resultados observados para cada escenario
simulado. El contenido informativo de cada marcador también se puede evaluar con POWSIM (Ryman y Palm 2006) y HP-RARE (Kalinowski 2005)
que aplican analisis de rarefaccion para evaluar qué marcadores son mas informativos. Cuando el objetivo principal esta relacionado con analisis de
paternidad, maternidad y/o parentesco es conveniente evaluar el poder de exclusiéon de cada marcador. Programas como GenAlLex 6.5 (Peakall y
Smouse 2012) y Cervus 3.0.7 (Kalinowski et al. 2007) estiman el contenido informativo de cada marcador (PIC, Polymorphic Information Content). Ade-
mas, estos programas también estiman la probabilidad de exclusion de un parental (PE) cuando el primer parental es conocido (PE1) o cuando ningun
parental es conocido (PE2) para un conjunto de marcadores. De esta forma, cuando tenemos los genotipos del embrion de una semilla y de su madre,
podemos decidir el conjunto minimo de marcadores mas informativo a la hora de aplicar andlisis de paternidad, i.e., identificacion del arbol donante de
polen, (Garcia et al. 2005) o incluso andlisis que nos permitan identificar a la madre y el padre mas probables (Hardesty et al. 2006).

Estas simulaciones nos ofrecen punto de partida fiable para comenzar a muestrear y los resultados preliminares ademas nos serviran para corregir
algunos sesgos presentes en nuestro sistema de estudio que las simulaciones preliminares no tienen en cuenta pero que son importantes para obtener
resultados correctos. En este sentido es importante resolver el nivel de endogamia dentro de la poblacion y la presencia de estructura espacial dentro
de la poblacion para definir el disefio muestral definitivo. Ademas, conviene tener presente las posibles modificaciones histéricas del paisaje (e.g. frag-
mentacion o tala selectiva) ya que la composicion y distribucion de la variabilidad genética actual podria resultar de procesos histéricos en lugar de res-
ponder a impactos recientes, particularmente cuando trabajamos con especies de larga vida como especies forestales (Bacles y Jump 2011). Dentro
y entre poblaciones conviene tener en cuenta diferencias fenolégicas que pueden explicar tamafos efectivos pequefios o patrones de migracion asi-
meétrica, como las que se establecen en presencia de gradientes climaticos (Gauzere et al. 2013). Por ultimo, conviene dedicar tiempo a definir la unidad
muestral de nuestro estudio porque el término poblacion representa realidades diferentes para genéticos, ecologos, demdgrafos, bidlogos evolutivos y
gestores (Waples y Gaggiotti 2006).

Muchas especies de interés en ecologia carecen de recursos genéticos desarrollados previamente (Neale y Kremer 2011) y en este caso SPOTG
también puede utilizarse para decidir qué tipo de marcadores ofrecen una mayor resolucion para cada objetivo. Estudios recientes que comparan los
resultados obtenidos con SSRs y SNPs en general concluyen que un nimero moderado de SSRs (entre 10 y 30) consiguen resultados similares a cen-
tenares o miles de SNPs cuando el objetivo fundamental es la descripcién de la variabilidad genética y estructura a lo largo del paisaje (Hodel et al.
2016). Los SNPs, por otro lado, suelen dar resultados mas robustos cuando el objetivo principal es la inferencia demografica, particularmente para ta-
manos muestrales pequefios (Garcia et al. 2018), aunque en casos de cuellos de botella muy drasticos, rapidos y relativamente recientes se pueden
obtener resultados fiables con una decena de SSRs (Moodley et al. 2017). Aproximaciones mas recientes aplican algoritmos basados en machine le-
arning para seleccionar el conjunto minimo de marcadores que consiguen la resolucion deseada en analisis de asignacion de individuos a poblaciones
mejorando de forma significativa el poder de asignacién con un nimero reducido de marcadores (Sylvester et al. 2017, 2018).

Cuadro 1. Disefio muestral: cuantas poblaciones, cuantos individuos, cuantos marcadores.

Box 1. Sampling design: how many populations, individuals, and markers.

Marcadores moleculares

Los primeros marcadores moleculares que se utilizaron en bio-
logia evolutiva fueron las aloenzimas (i.e. formas alternativas de
una enzima codificadas por un mismo locus genético) que permi-
tieron caracterizar de forma rutinaria y a bajo coste la variabilidad
genética dentro y entre poblaciones para un espectro amplio de
especies de animales y de plantas (Charlesworth et al. 2016). Ade-
mas, permitieron resolver relaciones de parentesco con cierta fia-
bilidad y resolver algunas relaciones fenotipo-genotipo, aunque no
eran suficientemente resolutivos para mapear caracteres fenotipi-
cos. Por tanto, los marcadores mas utilizados hasta los 1990’s fue-
ron las aloenzimas que representan una forma indirecta de
cuantificar la variabilidad genética ya que son proteinas (fenotipo)
y, por tanto, no permiten medir la variabilidad en partes del genoma
que no se codifica o la variabilidad debida a mutaciones silenciosas.
Por ello, la llegada de los marcadores moleculares basados en ADN
en los 1980’s supuso un gran avance cualitativo en ecologia. Los
primeros marcadores basados en ADN que se utilizaron fueron los
RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms) y posterior-
mente los minisatélites que proporcionaron un nivel de polimorfismo
alto y, por primera vez, suficiente para identificar individuos que

quedaban caracterizados a nivel individual por una huella genética
(fingerprinting). Sin embargo, los marcadores moleculares que re-
volucionaron la ecologia molecular y la biologia evolutiva fueron los
microsatélites (SSRs, Short Sequence Repetitions 6 STR, Short
Tandem Repeat). Los SSRs son, al igual que los minisatélites, se-
cuencias (motivos) repetidas en tandem de longitud variable y fa-
cilmente amplificables mediante PCRs (Polymerase Chain
Reaction). Los SSRs son altamente polimérficos y estan repartidos
por todo el genoma vy, en principio, representan la variabilidad ge-
nética neutral de los individuos y poblaciones caracterizadas. Este
conjunto de caracteristicas, junto a su coste asequible, los ha con-
vertido en el marcador mas utilizado en ecologia y biologia evolu-
tiva para abordar un gran numero de cuestiones. Ademas, estos
marcadores hipervariables basados en PCR posibilitaron trabajar
con tejidos problematicos hasta entonces por su bajo contenido en
ADN vy/o su alta degradacion como muestras de museos (Mondol
et al. 2013), excrementos (Fedriani y Kohn 2001), restos de tejidos
dérmicos (Morin y Mccarthy 2007), tejidos lefiosos (Godoy y Jor-
dano 2001), o granos de polen (Isagi y Suyama 2011). Ademas,
permitié caracterizar no solo la variabilidad genética del ADN nu-
clear sino también del ADN mitocondrial y ADN cloroplastico, lo cual
supuso una herramienta fundamental para los estudios de filogeo-

79


LUIS
Resaltado


Ecosistemas 28(1): 75-89

grafia y biogeografia. Su gran polimorfismo permite resolver rela-
ciones de parentesco y analisis de paternidad con una alta fiabili-
dad, caracterizar a los individuos de forma Unica, obtener estimas
robustas de tamafios poblacionales, hacer inferencia demografica
histérica fiable y mapear caracteres fenotipicos. Una de las des-
ventajas principales de los SSRs es su complejo patron de muta-
ciones que puede generar patrones no siempre faciles de
interpretar a la hora de asignar el tamafio de los alelos (scoring) de
forma consistente y robusta (Dewoody et al. 2006) (ver Anexo
sobre la identificacion y estimas de errores de genotipados). Ade-
mas, los SSRs requieren desarrollar las secuencias de los ceba-
dores o primers para cada especie de estudio, aunque
habitualmente los marcadores desarrollados para una especie pue-
den transferirse a especies cercanas (Avise 2004). La alternativa
al desarrollo de cebadores especificos fue la aplicacion de marca-
dores dominantes como los RAPDs (Randomly Amplified Polymor-
phic DNAs), los ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) v,
principalmente de AFLPs (Amplified Fragment Lenght Polymor-
phism) que se basan en la amplificacion de fragmentos que resul-
tan de la digestion del ADN por enzimas de restriccion. La
variabilidad genética queda caracterizada como presencia/ausen-
cia de los fragmentos obtenidos, pero este bajo nivel de polimor-
fismo por locus queda compensado por un gran numero de loci
caracterizados. Sin embargo, el coste cada vez mas asequible de
los SSRs los ha convertido en los marcadores mas utilizados en
ecologia y biologia de poblaciones desde finales de los 2000’s
hasta la llegada de la secuenciacion masiva a los laboratorios de
ecologia molecular. El desarrollo de marcadores hipervariables ba-
sados en técnicas de secuenciacion masiva ha permitido incremen-
tar en varios 6rdenes de magnitud el nimero de loci polimérficos
disponible incluso para especies de estudio no modelos. Sin em-
bargo, los SSRs contintian siendo una buena opcién para resolver
relaciones de parentesco o caracterizar la distribucion de la varia-
bilidad genética a través el paisaje, incluso obtener estimas de cue-
llo de botella cuando la sefal es muy intensa, por ejemplo, cuando
el declive poblacional ha sido rapido y muy intenso los cuellos de
botella se pueden datar y cuantificar con unos pocos marcadores
SSRs (Moodley et al. 2017). Por tanto, la eleccion de SSRs vs.
SNPs en estudios de ecologia molecular y de la conservacion varia
en funcién de los objetivos, el tamafio de muestras manejadas en
el estudio, la historia demografica de la poblacién, la disponibilidad
de recursos genéticos de la especie y de las herramientas informa-
ticas al alcance del grupo de investigacion (Hodel et al. 2016). La
llegada de las técnicas de secuenciacion masiva permite, ademas,
caracterizar la variabilidad funcional del genoma, lo cual ha su-
puesto el inicio de la gendmica del paisaje (Luikart 2003) que posi-
bilita la deteccion de patrones de adaptacion a ambientes
heterogéneos de las poblaciones a lo largo de gradientes ambien-
tales a diferentes escalas espaciales (Eckert et al. 2010).

Aplicaciones de la genética y gendémica de pobla-
ciones

Descripcion de estructuras espaciales y los factores ambien-
tales que los determinan

Una de las aplicaciones mas frecuentas de las herramientas de
la genética del paisaje es la identificacion de las estructuras gené-
ticas que forman las poblaciones en el paisaje. Estas estructuras
se clasifican, grosso modo, como agrupamientos o estructuras ge-
néticas de agregacion (clusters), clinas, y estructuras jerarquicas
donde se pueden identificar grupos estructurados dentro de estruc-
turas mayores (Balkenhol et al. 2015). Los agrupamientos se defi-
nen formalmente como un conjunto de individuos en equilibrio
Hardy-Weinberg por lo que representan vecindarios genéticos y ha-
bitualmente consisten en individuos cercanos, aunque estos grupos
pueden ocupar extensiones considerables (Jordano 2017). La pre-
sencia de barreras al flujo génico tanto naturales (estrechos mari-
nos o sistemas montafosos) como generados por la accion del
hombre (autopistas, embalses o terrenos deforestados) impide el
movimiento de individuos y genera agrupamientos genéticos cla-
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ramente identificables como consecuencia de la disminucion del
flujo genético (Hevroy et al. 2017). Ademas, la disminucion de la
capacidad dispersiva de las especies, por ejemplo, por pérdida de
frugivoros dispersores de semillas, también incrementa la estruc-
turacion interna de las poblaciones y crea vecindarios genéticos re-
ducidos (Pérez-Méndez et al. 2016).

La heterogeneidad ambiental también puede moldear la estruc-
tura genética en forma de grupos cuando las poblaciones ocupan
habitats contrastados a lo largo de un gradiente ambiental. Este es
el caso de las especies alpinas que ocupan un rango altitudinal am-
plio donde en flujo génico entre poblaciones localizadas en latitudes
altas y bajas es muy pequefio o nulo como consecuencia de las di-
ferencias fenoldgicas (Morente-Lopez et al. 2018). En este caso,
la estructura genética a lo largo del paisaje suele aparecer en forma
de clina en lugar de grupos perfectamente definidos. Ademas de
procesos demograficos neutrales, estas clinas también pueden in-
dicar procesos de seleccion local, con lo que es aconsejable iden-
tificar variabilidad en sitios a lo largo del genoma que medien
respuestas selectivas (temperatura, floracion etc.) para distinguir
entre el efecto del aislamiento por distancia y la adaptacion local
en estos casos. Finalmente, los procesos de emparejamiento se-
lectivo producen tipicamente estructuras jerarquicas (grupos dentro
de grupos) donde es posible identificar un primer nivel de estructu-
racion a gran escala debido o al aislamiento por distancia y un se-
gundo nivel de estructuracion dentro de poblaciones, normalmente
coincidiendo con vecindarios genéticos (Balkenhol et al. 2015). Las
aplicaciones mas habituales para identificar estructuras genéticas
son STRUCTURE (Pritchard et al. 2000) y GENELAND (Guillot
et al. 2005, 2008) que utilizan una aproximacion bayesiana para
primero estimar el nimero mas probable de agrupamientos (clus-
ters o K) y luego para estimar la probabilidad de la ancestria de los
individuos que permite asignarlos a dichos grupos con una proba-
bilidad (Lawson y Falush 2012). La aplicacién de este tipo de mo-
delos ha sido tan generalizada que pueden llegar a aplicarse sin
tener en cuenta si el modelo subyacente es relevante para el caso
de estudio (Lawson et al. 2018). Esto es importante porque en caso
de estructuras tipo clina que responden a un gradiente ambiental
(en lugar de agrupamientos definidos por una pérdida gradual de
flujo genético con la distancia) estos modelos pueden llegar a iden-
tificar poblaciones de origen espurias a lo largo de gradientes.
Cuando el caso de estudio no se ajusta a los modelos en los que
se basan en STRUCTURE o GENELAND es posible aplicar técni-
cas de agrupamiento no basadas en modelos, como los analisis
discriminantes de los componentes principales a partir de genotipos
multilocus (DAPC) (Jombart et al. 2010). Recientemente, se han
aplicado nuevas aproximaciones que basadas en algoritmos de
machine learning (implementadas en AssignPop, Chen et al. 2018)
que integran datos genéticos y no-genéticos (e.g. fenotipicos o es-
paciales) para aumentar la robustez de la asignacion a poblaciones,
particularmente en situaciones con un alto nivel de flujo génico
entre poblaciones (Chen et al. 2018).

Ademas de las estructuras espaciales a escala del paisaje, las
estructuras genéticas dentro de poblacién también pueden de in-
terés porque estan determinadas por patrones de cruzamiento y
heterogeneidad ambiental dentro de poblacion. En este sentido, la
presencia de estructuras de genéticas agregacion (agregacion de
genotipos similares) o repulsién (agregacion de genotipos distan-
tes) se puede explorar con adegenet (Jombart 2008) mientras que
la estructura genética a escala espacial fina y su magnitud y exten-
sion se puede describir mediante la obtencion de correlogramas
espaciales con SPAGeDi (Hardy y Vekemans 2002) o GenAlex 6.5
(Peakall y Smouse 2012). Una vez que se han identificado las es-
tructuras genéticas es interesante identificar los factores ecoldgicos
o fenotipicos que los determinan (Tabla 1).

Cuantificacion directa de la dispersion de propagulos en
poblaciones de plantas

El nivel de flujo génico entre poblaciones es uno de los proce-
sos que mas influye en la estructuracion espacial de la diversidad
genética, pero es dificil obtener estimas directas y robustas que
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Tabla 1. Aproximaciones de andlisis del impacto de los factores ecologicos y fenotipicos que determinan la diversidad genética de las poblaciones y su
distribucién espacial en paisajes heterogéneos.

Table 1. Approaches to study the impact of ecological, phenotypic, and geographic factors in determining genetic diversity features and their spatial dis-
tribution across heterogenous landscapes.

Método Basado en Variables Paquete R Referencia
Test de Mantel Parcial Testar la correlacion entre una matriz de Matrices de distancias  vegan' Legendre et al. (2015),
distancias genéticas y otra ambiental genéticas, ecologicas y Guillot y Rousset (2013)
controlando por una matriz de distancias geograficas
geograficas
Modelizacion causal reciproca Multiples Test de Mantel Parciales entre pares  Matrices de distancias  ade4? Cushman et al. (2013)
(RCM) de matrices ambientales, geograficas y genéticas, ecologicas y
genéticas geograficas
Andlisis de redundancia RDA parcial determina la relacion entre un Matrices de distancias  vegan’ Pournosrat et al. (2018)
parciales (pRDA) conjunto de variables ecologicas y/o fenotipicas genéticas, ecologicas y
y variables genéticas medidas a nivel de geograficas
individuo (pj. nivel de homocigosidad), poblacién
(pj- riqueza alélica) o vecindario (pj. tamafo del
vecindario genético, Nb) mientras se controla
por otra variable, por ejemplo la localizacion
espacial.
Andlisis de Correlacion Los analisis de correlacién canénica generan  Vectores de medidas vegan' Garcia et al. (2005)

Canoénico (CCA)

Matrices Multiples de
Regresion con aleatorizacion
(MMRR)

Modelos mixtos con factores

variables compuestas (candnicas) a partir de
dos vectores de variables (pj. medidas de
variabilidad genética y medidas de variabilidad
ambiental) de forma que se maximize la
correlacion entre los conjuntos de variables.

genéticas y ecologicas

Regresion de las matrices de distancia genética, Matrices de distancias
ambiental y geografica teniendo en cuenta la genéticas, ecoldgicas y
no-independencia entre las matrices

Cuantifica la asociacién entre la frecuencia de

PopGenReport® Wang et al. (2013)

latentes (LFMM)
variables ecoldgicas

Modelos generalizados mixtos

con autocorrelacion espacial
incluyendo factores de correlacién espacial
(Rosset y Ferdy 2014)

Redes espaciales dendriticas
(SSN)

Modelizacién conjunta de la covariacion

Modelos de ecuaciones
estructurales (SEM)
alimentacién que se establecen entre un

diferentes loci en el genoma y un conjunto de

Estimas basadas en maxima probabilidad para Estimas de diversidad
los factores fijos y aleatorios de modelos mixtos, genética y/o parametros

espacial y ambiental en estructuras espaciales genética y/o parametros
dendriticas como rios o sistemas montafiosos

Conjunto de ecuaciones de regresion que miden Estimas de diversidad
el efecto directo, indirecto o dinamicas de retro- genética y/o parametros

geograficas
Frecuencias alélicasy  LEA* Pournosrat et al. (2018)
variables ecoldgicas
spaMM?® Morente-Lopez et al (2018),
Mufioz-Pajares et al. (2017)
demograficos
Estimas de diversidad =~ SSN® Rodriguez-Gonzalez et al.

(en prensa)
demograficos

piecewiseSEM’ Garcia et al. (2016)

demograficos

conjunto de variables ecologicas y fenotipicas y

una variable respuesta genética (pj. nivel de

endogamia o diversidad genética)

Aprendizaje automatico (ML,
Machine Learning)

Identificacion de factores ecoldgicos que
determinan la distancia genética entre
poblaciones

Estimas de diversidad  randomForest®
genética y/o parametros

demograficos

Schrider y Kern (2018),
Hether y Hoffman (2012)

" Oksanen, et al 2019; 2 Dray y Dufour 2007; 3 Adamack y Gruber 2014; # Frichot y Frangois 2015; 5 Rousset y Ferdy 2014.; ¢ Ver Hoef et al 2014; 7 Lefcheck 2016; & Liaw y

Wiener 2002.

nos permitan evaluar su importancia. Los marcadores moleculares
hipervariables, como los microsatélites o SSRs, han permitido ob-
tener estimas directas de la dispersion de semillas dispersadas. En
un trabajo seminal, Godoy y Jordano (2001) demostraron que el
genotipado de tejidos maternos de las semillas, concretamente del
endocarpio, permitia identificar el arbol madre que habia producido
la semilla por comparacion de genotipos de los endocarpios de las
semillas dispersadas con todos los genotipos de los arboles que
habian producido frutos en la poblacion. Si ademas, el punto de re-
coleccion de la semilla dispersada y el arbol madre estan mapea-
dos, se puede obtener la distancia de dispersién de cada una de
las semillas de las que se ha genotipado el endocarpio (Jones y
Hubbell 2006; Garcia et al. 2007; Garcia y Grivet 2011). El conjunto
de semillas que queda sin asignar a la poblacién o parcela de es-

tudio se asume han sido dispersadas desde arboles de fuera y por
tanto representan eventos de dispersion a larga distancia que co-
nectan poblaciones a través del paisaje (Jordano et al. 2007) y una
estima directa del flujo génico actual entre poblaciones de estudio.
Esta técnica se puede extender para identificar los parentales
(padre y madre) de las plantulas y juveniles establecidas en la po-
blacién. Los andlisis parentesco (en los que se identifican a ambos
progenitores) basados en maxima probabilidad a partir de modelos
de herencia mendeliana permiten obtener una probabilidad de asig-
nacion de cada plantula a cada uno de los padre y madres poten-
ciales. En este caso, las estimas de flujo génico representarian
estimas del flujo génico efectivo ya que la semilla dispersada ha
llegado a establecerse con éxito en el sitio de deposicion (Hardesty
et al. 2006).
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De forma similar, a partir del genotipado del embriéon de las se-
millas muestreadas de frutos recolectados de las copas de arboles
con frutos se pueden obtener estimas de flujo génico contempora-
neo del polen asi como sus distancias de dispersién dentro de la
poblacién focal y los factores ecoldgicos y fenotipicos que influyen
en el éxito reproductor de cada arbol donante de polen (Garcia
et al. 2005; Geng et al. 2008). Al muestrear directamente de la copa
del arbol madre, la identidad de uno de los parentales es conocida,
y por tanto, aumenta mucho la probabilidad de identificar el geno-
tipo del arbol donante de polen. Otra aproximacioén fascinante es
el genotipado de granos de polen individuales a partir de los cuales
se puede identificar el donante de polen, por ejemplo, de granos
de polen recolectados directamente del cuerpo de un polinizador o
muestreando los granos de polen que han quedado adheridos al
estigma de la flor (Isagi y Suyama 2011).

Cuando no es posible medir las distancias de dispersion de
forma directa, por ejemplo, en poblaciones forestales continuas y
muy extensas donde es inviable genotipar cada arbol reproductor,
se pueden aplicar modelos que estiman de forma conjunta los pa-
rametros de las funciones de dispersion de polen asi como las es-
timas de fecundidad y el efecto de factores fenotipicos (e.g. nUmero
de flores o tamafo de la copa) (Gauzere et al. 2013). El software
MEMM (Klein et al. 2011) combina genotipos multilocus de embrio-
nes, madres y padres potenciales y datos fenotipicos de éstos para
caracterizar de forma conjunta las funciones de dispersion, asi
como los patrones de cruzamiento (e.g. proporcion de eventos de
autopolizacion vs. polinizacion cruzada de cada arbol madre) de la
poblacién de estudio, lo cual permite evaluar y comparar el efecto
de diferentes factores a lo largo de un gradiente ambiental (Gau-
zere et al. 2013). Las aproximaciones para evaluar el efecto de los
factores ecoldgicos y fenotipicos en la estructuracion de la variabi-
lidad genética dentro y entre poblaciones son numerosos (Tabla 1).

Cuantificacién del flujo génico histérico y cuantificacion del
tamano efectivo de poblacion

La estructuracion de la diversidad genética es el resultado de
eventos de dispersion, procesos de adaptacion local, expansiones
o contracciones demograficas (i.e., cuellos de botella), mutaciones
y deriva genética que han actuado a lo largo de muchas genera-
ciones. Por tanto, las estimas de dispersion y flujo génico basadas
en métodos directos son insuficientes para patrones de migracion
histéricos. De hecho, los patrones de diversidad y estructuracion
genética en poblaciones de especies de larga vida, como muchas
especies forestales, estdan mas relacionados con eventos demo-
graficos histéricos que con patrones de dispersion recientes (Lowe
et al. 2015). En este contexto, diferentes herramientas de genética
de poblaciones se pueden aplicar para inferir patrones de migracion
histérica entre poblaciones a varias escalas de paisaje a partir de
los genotipos multilocus de un numero suficiente de individuos de
las poblaciones de estudio. Por ejemplo, métodos basados en co-
alescencia permiten estimar tasas de migracién histéricas (a lo
largo de muchas generaciones) a partir de la informacién geneal6-
gica de los genes muestrados (e.g. MIGRATE, Beerli y Felsentein
2001). Ademas, aproximaciones bayesianas como BayesAss (Wil-
son y Rannala 2003) o GENELAND (Guillot et al. 2008) identifican
individuos migrantes recientes (una o dos generaciones) a partir
las sefales de desequilibrio gamético generada por los individuos
migrantes entre poblaciones con un nivel alto o moderado de es-
tructura genética. Una aproximacion similar a BayesAss es aplicada
por Faubet y Gaggiotti (2008) para cuantificar, ademas de tasas de
migracion entre poblaciones en la uUltima generacion, el efecto de
los factores ecoldgicos que pueden estar afectando los patrones
de migracién, como las densidades de poblacion locales, el tamafio
de los fragmentos o la distancia entre ellos (Faubet y Gaggiotti
2008). Por ejemplo, Sharma et al. (2013) aplicaron BayessAss para
cuantificar la efectividad de los corredores que unen cuatro pobla-
ciones de tigres (Panthera tigris) en India central en un paisaje al-
tamente fragmentado. Las estimas de flujo génico reciente
comprobaron que la migracion entre fragmentos es abundante, par-
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ticularmente en corredores forestales. Ademas, pudieron inferir un
alto nivel de tasas de flujo génico histéricas y un declive poblacional
que comenzoé hace 1000 afios aplicando MIGRATE con tan sélo
siete marcadores moleculares (SSRs). El estudio concluyd que el
declive demografico acelero su ritmo hace unos 200 afos coinci-
diendo con la urbanizacion del paisaje a gran escala (Sharma et al.
2012, 2013).

Las estimas del tamafio efectivo de poblacion (Wright 1931) (Ne)
asi como la magnitud de los cambios que han sufrido a lo largo de
un periodo de estudio es otro de los aspectos de estudio clave en
la genética del paisaje en los que demografia, genética de pobla-
ciones y biologia evolutiva y de la conservacion quedan indisolu-
blemente unidos (Lowe et al. 2017). El tamafio efectivo de una
poblacién se define como el tamafio que tendria una poblacion hi-
potética (infinitamente grande y en equilibrio Hardy-Weinberg)
donde los cambios de frecuencias alélicas s6lo dependen de la de-
riva genética. Por tanto, el Ne de una poblacion de estudio es el ta-
mafio de una poblacién hipotética con el mismo nivel de endogamia
y deriva génica que nuestra poblacién de estudio (Wang 2017).
NeEstimator (Do et al. 2014) incluye diferentes métodos de estima
del Ne (exceso de heterocigotos, momentos, desequilibrio de lig-
amiento y coancestria). El método adecuado variara en funcioén del
grado de estructura genética de la poblacién, de su tamafo de
censo, y de la variabilidad genética del conjunto de marcadores uti-
lizado. Otras aproximaciones basadas en coalescencia, como
msms (Ewing y Hermisson 2010) permiten evaluar los cambios
temporales del Ne en escenarios complejos donde las poblaciones
estan fuertemente estructuradas internamente (en grupos familia-
res, por ejemplo) o estan sujetas a seleccién. La dataciéon de cue-
llos de botella y cuantificacion de los cambios temporales de Nea
partir de datos moleculares es una herramienta muy util en biologia
de la conservacion ya que permite evaluar el efecto demografico y
genético de acciones antrépicas actuales y pasadas. Por ejemplo,
Quémere et al. (2012) utilizaron datos moleculares para testar si la
presencia y extension de grandes paisajes abiertos en Madagascar
se debe un cambio climatico histérico en la region que favoreceria
la expansion de herbaceas en ambientes crecientemente aridos o
si es la consecuencia de una deforestacion intensa que comienza
con la llegada de los europeos a la isla (Quémeéré et al. 2012). Las
inferencias de los cambios de Ne de uno de los Iémures forestales
de la isla mostraron que su declive demografico comenzé antes de
la llegada de los primeros humanos a la isla y que, por tanto, la
causa de la reduccién del Ne estd mas relacionada con un cambio
climatico en la regién que con la actividad antrépica. La informacion
genética de poblaciones actuales también puede inferir las tasas
de crecimiento o declive poblacional por generacion cuando la po-
blacion ha sufrido cambios drasticos de tamafio mediante métodos
de coalescencia (LAMARC) (Kuhner 2006) y otras aproximaciones
de simulacion resultan utiles para simular escenarios demograficos
y evolutivos mas complejos (Cuadro 2).

Resolucion de las relaciones de parentesco y cuantificacion
de los niveles de endogamia en las poblaciones y su efecto en
la dinamica poblacional

La biologia de la conservacion ha sido uno de los campos que
mas se ha beneficiado de la aplicacion los marcadores molecula-
res, particularmente los estudios de las causas y consecuencias de
la consanguineidad en la viabilidad de las poblaciones naturales
(Frankham et al. 2017). En poblaciones pequefas y en peligro de
extincion, la consanguineidad debido al apareamiento entre indivi-
duos genéticamente relacionados es el factor genético determi-
nante de su viabilidad, junto con factores ecoldgicos que pueden
limitar su supervivencia. Los marcadores moleculares hipervaria-
bles han permitido trazar la genealogia de los individuos de la po-
blacién, estimar su nivel de parentesco y cuantificar la endogamia
de la poblacién y de los individuos a partir de datos de progenies
maternas o a partir de genotipos con ascendencia desconocida
(Wang 2011, 2014) incluso en poblaciones pequefias con unos
pocos individuos muestreados (Wang 2017). Por ejemplo, Breed et
al. (2012) utilizaron marcadores moleculares para caracterizar los
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CUADRO 2. Herramientas de simulacion

Una de las aplicaciones mas interesantes, aunque menos utilizadas hasta la fecha en genética y gendmica de poblaciones, son los programas
que permiten obtener resultados genéticos y/o demograficos in silico que resultan de la accién combinada de los procesos y factores que definen
cada uno de los escenarios de estudio (Hoban et al. 2012). En general, estos programas informaticos se utilizan para predecir el efecto de algun
proceso evolutivo (ej. flujo génico vs. seleccién) a lo largo de un nimero de generaciones futuras bajo diferentes escenarios demograficos y am-
bientales. Esta aproximacion se conoce como simulaciones de tiempo hacia delante (forward in time simulations) y habitualmente consisten en mo-
delos basados en individuo, donde cada individuo se introduce como un genotipo multilocus con informacion adicional como edad, sexo, el valor de
algun caracter adaptativo objeto de estudio (pigmentacién o tamafo del ala como proxy de la capacidad de dispersion). Algunos programas que
permiten simular dinamicas evolutivas complejas para cuantificar el efecto de diferentes procesos evolutivos pj. flujo génico vs. seleccion local,
como Nemo (Guillaume y Rougemont 2006) y Rangeshifter (Bocedi et al. 2014). Otros programas ademas integran las dinamicas evolutivas en un
contexto espacialmente explicito, lo que permite evaluar el impacto de los cambios en el paisaje en la diversidad genética, su distribucion espacial
y el tamario poblacional. Por ejemplo, Aben et al. (2014) utilizaron Rangeshifter para disefiar una red de habitats forestales que garantizara la via-
bilidad las poblaciones del bulbul de Cabanis (Phyllastrephus cabanisi), un paseriforme africano. El modelo basado en individuo y espacialmente
explicito cuantificé las tendencias demograficas de las poblaciones en las siguientes décadas a partir de datos de abundancia, demograficos (éxito
de reproduccion y supervivencia) y de calidad de habitat. De esta forma, pudieron comparar la trayectoria demografica de la meta-poblacién con di-
ferentes escenarios donde variaban el niumero y tamafio de los fragmentos, asi como la conectividad entre ellos (Aben et al. 2014). Rangeshifter
también se ha utilizado para estimar el efecto del cambio climatico sobre las tasas de dispersién y sobre algunos caracteres morfoldgicos (Henry et
al. 2014) y para explicar el efecto del tipo de paisaje (forestal vs. deforestado) sobre las dinamicas evolutivas en poblaciones en expansién (Heikkinen
et al. 2014). El programa CDPOP (Landguth y Cushman 2010) también aplica modelos basados en individuos y espacialmente explicitos y simula
los cambios en la composicién genética de las poblaciones a partir de datos basados en individuos (genotipos multilocus, probabilidad de dispersion,
éxito reproductivo, mortalidad) y resistencia al flujo génico de la matriz del paisaje a través de la cual se dispersan los individuos. Metasim (Strand
2002) y su version disponible como paquete de R, rmetasim (Strand y Niehaus 2018) también permiten explorar las consecuencias genéticas y de-
mograficas de escenarios evolutivos complejos de forma espacialmente explicita. Otros programas permiten ademas evaluar explicitamente las
consecuencias genéticas de cambios en el paisaje como Rangeshifter (Bocedi et al. 2014) y IBDsim (Leblois et al. 2008), que cuantifican los efectos
genéticos de cambios en el paisaje (presencia o ausencia de barreras, fragmentacion) y de cambios en la densidad de poblacién. Otros programas
como Bottlesim simulan cuellos de botella en especies de vida larga y con ciclos de vida complejos para cuantificar sus efectos sobre la diversidad
genética, pero teniendo en cuenta también los efectos de los cambios en el paisaje. Si el investigador carece de escenarios iniciales, puede generarlos
con la mayoria de los programas mencionados, y el paquete de R skeleSim (Parobek et al. 2017) ofrece una opcidn grafica muy intuitiva y sencilla
que ayuda disefar los diferentes escenarios demograficos y genéticos que se quieren simular, al igual que PopPlanner (Ewing et al. 2015) que
facilita la definicion de escenarios demograficos complejos simulados mediante algoritmos de coancestria (Ewing y Hermisson 2010).

Las simulaciones son, ademas, una herramienta fundamental para inferir y cuantificar eventos demograficos pasados que expliquen la distribucién
de la diversidad genética y la estructura demografica actual (Hoban et al. 2012). En este caso se simulan datos bajo varios escenarios posibles a
partir de los cuales se estiman diferentes parametros demograficos (como el tamario efectivo poblacional, Ne) y genéticos (como Fst) que se comparan
con los parametros observados en la poblacion de estudio para inferir el modelo con mejor soporte estadistico. La mayoria de los modelos usan al-
goritmos basados en coalescencia y calculos bayesianos aproximados (Approximate Bayesian Computation, ABC) para inferir la probabilidad de
cada escenario testado y de los parametros demograficos derivados de ellos. A diferencia de las simulaciones de tiempo hacia delante (forward in
time simulations), los algoritmos de coalescencia reconstruyen la genealogia de los genes o individuos de las poblaciones de estudio desde el pre-
sente hacia el pasado (backward in time simulations) hasta el momento en el que los linajes coalescen en un ancestro comun (Hoban et al. 2012;
Wakely 2016). Cuando el niumero de marcadores genéticos es muy grande, como es habitual en estudios de humanos, las estimas pueden llegar
a tener un nivel de precision muy alto y pueden detectar cuellos de botella ocurridos miles de generaciones atras (Nielsen et al. 2017). Sin embargo,
con unos centenares de SNPs o decenas de SSRs se han obtenido buenas estimas para especies no-modelo, como por ejemplo de la datacién del
momento en el que dos poblaciones comienzan a divergir (Sharma et al. 2012, 2013), de cuellos de botella (Moodley et al. 2017) o de expansiones
demograficas (Wei et al. 2013). El software DIY ABC (Cornuet et al. 2008) ha sido el mas utilizado pero paquetes de R como abc (Csilléry et al.
2012), ABCtoolbox (Wegmann et al. 2010) y abctools (Nunes y Prangle 2015) son buenas alternativas.

Una de las principales limitaciones de las herramientas de simulacién en genética y gendémica del paisaje es que hasta la fecha no permiten si-
mular las dinamicas eco-evolutivas de mas de una especie de forma conjunta. Por tanto, las estimas demograficas son limitadas a la hora de inferir
el impacto de la pérdida o ganancia de interacciones biolégicas o las consecuencias de la competencia o la facilitacion entre especies de una co-
munidad.

Garcia 2019

Cuadro 2. Herramientas de simulacion.
Box 2. Tools for simulating ecological and evolutionary scenarios.

patrones de cruzamiento de los individuos reproductores de Swie-
tenia macrophylla en el bosque tropical a lo largo de América Cen-
tral. Los individuos estudiados eran aislados y rodeados de una
matriz agricola o bien en parches forestales de diferente tamafrio.
Los investigadores consiguieron demostrar un efecto de depresién
por endogamia en la progenie de individuos aislados y particular-
mente en aquellos procedentes de ambiente secos, en contraste
con aquellos que procedian de ambientes mas mésicos (Breed
et al. 2012).

Inventario de la diversidad y relaciones tréficas

Las técnicas basadas en cédigos de barras (barcoding) permi-
ten la identificacion a nivel de especie (Gross 2012) de diversos
tipos de muestras recolectadas en campo a partir de secuencias
secuencias cortas de ADN mitocondrial (en animales) o cloroplas-
tico (en plantas) que (Kress et al. 2015): excrementos para la iden-
tificacion de especies (Walker et al. 2016); restos estomacales para
evaluar el contenido de la dieta (Kartzinel et al. 2015); muestras de

suelo para caracterizar la fauna edafica (Orgiazzi et al. 2015); res-
tos de polen recolectados del cuerpo de los polinizadores que han
visitado flores en una comunidad (Pornon et al. 2016); o la identifi-
cacion de las especies de frugivoros que dispersado semillas en el
paisaje (Gonzalez-Varo et al. 2014; Parejo-Farnés et al. 2018). Por
tanto, ademas de ser una herramienta muy util para inventariar la
diversidad de especies o grupos taxonémicos estas técnicas estan
contribuyendo a mejorar nuestro conocimiento sobre las funciones
de cada una de las especies al ecosistema que habita y de esta
forma evaluar las consecuencias ecoldgicas del ritmo acelerado de
pérdida de diversidad (Dirzo et al. 2014).

Cuestiones pendientes que se beneficiarian de la
aplicacion de la genética y genémica del paisaje

A pesar de los avances conceptuales y metodoldgicos en gené-
tica y gendmica del paisaje la falta de integracion entre la demogra-
fia y la genética en aspectos importantes sigue siendo una limitacion
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para muchos investigadores (Lowe et al. 2017). Por ejemplo, es ha-
bitual estudiar las trayectorias demograficas y genéticas de las po-
blaciones y de las especies de forma aislada sin tener en cuenta los
efectos positivos (e.g. facilitacién) y/o negativos (e.g. competencia)
de las interacciones bioticas. Por tanto, la genética y gendmica del
paisaje todavia no resuelve cuestiones importantes a nivel de co-
munidad, aunque la aplicacion de técnicas de barcoding para inven-
tariar la diversidad de una comunidad o resolver relaciones troficas
puede ser un primer paso para escalar a nivel de comunidad (Corlett
2017). El salto del genotipado parcial del genoma con marcadores
moleculares a la secuenciaciéon masiva de genotipos completos o
casi completos de cada individuo supone un salto cualitativo que
abre nuevas vias posibilidades al estudio simultaneo de los proce-
sos neutrales (e.g. flujo genético) y adaptativos (e.g. adaptacion
local). Esto permitira caracterizar las dinamicas eco-evolutivas que
subyacen en las trayectorias demograficas de las poblaciones na-
turales y extender este marco conceptual al estudio integrado del
impacto de los factores ecoldgicos sobre la evolucion de los carac-
teres de las especies y viceversa, i.e., el estudio del impacto de las
dinamicas evolutivas sobre la ecologia de las especies (Schoener
2011). Aproximaciones novedosas como las proyecciones de ma-
trices integrales que incluyen cambios en las frecuencias alélicas,
variaciones fenotipicas y heterogeneidad ambiental a lo largo de di-
ferentes estadios demograficos seran de gran utilidad para este
nuevo y necesario abordaje integrador (Kokko y Lopez-Sepulcre
2007). Ademas, es el momento de utilizar las herramientas molecu-
lares mas alla de la identificacion individual de las especies o de los
individuos, por ejemplo, para evaluar de forma cuantitativa el efecto
de la diversidad genética en los componentes cuantitativos y cuali-
tativos de la dispersion de polen y semillas de las plantas poliniza-
das y dispersadas por animales (Valverde et al. 2019) o cuantificar
el papel del flujo genético en las dinamicas de co-evolucion de es-
pecies en paisajes heterogéneos mediante la integracion de herra-
mientas genéticas y teoria de redes (Medeiros et al. 2018). La
integracién de estas herramientas con la biologia evolutiva, ecologia
y biologia de la conservacion nos permitira conocer la composicion
y el funcionamiento de los ecosistemas para poder predecir las res-
puestas de las poblaciones al efecto conjunto de las actividades an-

tropicas y cambio climatico.
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Anexo

Identificacion y estimas de errores de genotipado
Métodos de identificacion y cuantificacion de errores de genotipado

Una de las tareas mas importantes, aunque tediosas, del trabajo de genotipado es la cuantificacion de las tasas de error y, en la medida
de lo posible la identificacion de su origen. Los errores de genotipado se producen cuando el genotipo multilocus obtenido difiere del genotipo
real (Pompanon et al. 2005) y hay varias fuentes de error a lo largo del proceso de genotipado que pueden incrementar la probabilidad de
errores en el genotipado, especialmente cuando se trabaja con microsatélites. Una baja cantidad y calidad del ADN extraido aumenta enor-
memente la probabilidad de errores en el genotipado y, por tanto, es muy importante obtener ADN de alta calidad y con una concentracion
adecuada para minimizar la probabilidad de errores durante la amplificacion y posterior asignacién de alelos (scoring). La presencia de inhi-
bidores de la polimerasa en el extracto de ADN aumenta su actividad defectuosa y, por tanto, los tejidos a partir de los cuales se extrae ADN
deben estar limpios de inhibidores. Compuestos secundarios frecuentes en las hojas de muchas especies de plantas tropicales o mediterra-
néas actian de inhibidores. Los errores de pipeteado y de scoring son frecuentes y deben minimizarse para asegurar que el conjunto de ge-
notipos multilocus final representa una muestra fidedigna de los genotipos de la poblacion.

Hay diferentes tipos de errores de genotipado y se pueden clasificar a gran escala como aquellos que producen falta de datos (missing
data) y aquellos que introducen datos incorrectos. Entre los primeros estan los alelos nulos (null alleles, NA) y el abandono alélico (allelic dro-
pout, ADO). Los alelos nulos ocurren cuando uno de los alelos de un locus heterocigoto no consigue amplificarse y, por tanto, el locus aparece
como homocigoto representado por el Unico alelo que ha conseguido amplificar. Este tipo de errores suele estar asociado a una mutacion en
la secuencia complementaria de uno de los cebadores que impide una se acople a la cadena de ADN correctamente. El abandono alélico es
otra fuente frecuente de errores de genotipado y ocurre cuando de forma estocastica uno de los alelos de un locus no consigue amplificar.
Entre los errores que introducen datos incorrectos estan los alelos falsos (false alleles, FA) generalmente debidos a errores de identificacion
de alelos (scoring) cuando se asigna un alelo a un pico que en realidad no lo es (artefacto). La presencia de alelos falsos es frecuente en
aquellos marcadores microsatélites que presentan varios picos anteriores o posteriores al pico identificado como alelo (stutter). El stutter se
puede reducir optimizando las condiciones de la PCR y generalmente reducir el nimero de ciclos, disminuir la concentracién de MgCl, aplicar
un ciclo tipo “Touch-down” o aplicar directamente un “hot start Taq”, aiadir seroalbumina bovina (BSA) y/o reducir el tiempo final de extension
suele reducir el la frecuencia e intensidad del stutter. Estas modificaciones en la composicion y en los ciclos de la PCR también ayudan a re-
ducir el ruido de las amplificaciones que suele ser alto cuando la amplificaciéon no es buena debido generalmente a la baja concentraciéon o
baja calidad (DNA degradado o extraccion de baja calidad con muchos inhibidores) del DNA. Por ultimo, hay errores de interpretacion en la
asignacion de picos que lleva a identificar alelos erréneos (mistaken alleles, MA). Esto ocurre con frecuencia en microsatélites con repeticiones
en tandem de motivos dinucleétidos cuando el patron de picos puede dar lugar a alelos intermedios que no existen. Por ello, para asegurar
que la interpretacion es correcta, es siempre conveniente revisar repetidamente el patrén de picos por al menos dos personas de forma in-
dependiente y prestar atencion a aquellos alelos en los que no haya consenso en la asignacion (Pompanon et al. 2005).

Para reducir la frecuencia de los errores de genotipado es recomendable aplicar de forma sistematica el siguiente protocolo (Pompanon
et al. 2005; Dewoody et al. 2006): (i) en la fase de muestreo y almacenamiento de muestras, se recomienda preservar la muestra de forma
que se limite la degradacion del DNA. El uso de nitrégeno liquido de forma inmediata preserva correctamente las muestras. Alternativamente,
el uso de silica gel y secado de las muestras que evite la presencia de hongos es esencial; (ii) en la fase de extraccion, modificar el método
de extraccion para reducir presencia de inhibidores y aumentar el DNA de alta calidad; (iii) la PCR se debe optimizar para conseguir un patron
de picos lo mas limpio posible, libre de ruido y de stutter; (iv) se recomienda genotipar varias veces (al menos 2) un 10%-20% de las muestras
para poder estimar posteriormente las tasas de error basados en medidas repetidas. Es importante tener en cuenta este aumento de muestras
genotipadas en el presupuesto del proyecto; (v) revisar repetidamente a identificacion de alelos por al menos dos personas de forma inde-
pendiente; (vi) aplicar software adecuado para identificar y cuantificar los casos de ADO, NA y FA y reportar sus respectivas frecuencias
(Pompanon et al. 2005); (vii) una vez cuantificadas las tasas de error tratar de reducirlas al maximo (por ejemplo, modificando los protocolos
de extracciéon y PCR si fuera necesario). También puede ser de interés eliminar alguna muestra problematica o algun marcador problematico
que consistentemente introduzca ADO, FA o NA,; (viii) una vez cuantificadas las tasas de error, incorporarlas a los sucesivos analisis de datos.
Por ejemplo, INEST 2.0 (Chybicki et al. 2011) calcula estimas de la heterocigosidad observada y esperada (Ho, He) corregidas por la frecuencia
de alelos nulos en los datos. Ademas, tiene en cuenta el nivel de endogamia a la hora de estimar la frecuencia de los alelos nulos por lo que
produce estimas de frecuencia de alelos nulos mas certeras que otros métodos (Campagne et al. 2012).

Todos los datos de genotipos multilocus tendran un error de genotipado que es imposible eliminar del todo. El investigador debe procurar
minimizar este porcentaje de error y eliminar del estudio aquellas muestras o marcadores sistematicamente produzcan una alta tasa de error.
Una vez reportado la tasa de error correspondiente, ésta deberia incorporarse a posteriores andlisis utilizando métodos de analisis que in-
corporar una tasa de error en sus estimaciones (Figura A1; Tabla A1).

Consecuencias de los errores de genotipado

Los errores de genotipado pueden conducir a errores en los resultados obtenidos y interpretaciones equivocadas sobre los patrones y
procesos presentes en nuestro sistema de estudio. Los errores que producen falta de datos (FA, MA) tipicamente llevan a una sobre estimacion
de la homocigosidad de las poblaciones porque la frecuencia de heterocigotos sera menor de la esperada (Pompanon et al. 2005). Si la fre-
cuencia de FA o NA es alta podriamos detectar falsos cuellos de botella, estimar niveles de endogamia por encima de los reales o subestimar
la magnitud del flujo génico. Ademas, si este error es mas frecuente en algunas poblaciones podriamos inferir falsas estructuras genéticas
en el paisaje (Morin et al. 2009) o incluso concluir posibles procesos de seleccion natural. Los analisis de paternidad/maternidad son muy
sensibles a este tipo de errores (incluso cuando se acepta algun marcador no coincidente o mismatch entre los genotipos de los parentales
y la descendencia). Por ejemplo, (Hoffman y Amos 2005) estimaron que tasas bajas de error ~1% resultan en un 20% de errores de asignacién
en los estudios de paternidad y suelen llevar a conclusiones erroneas sobre la varianza reproductiva entre individuos de una poblacion. Los
errores que introducen alelos erréoneos (FA, MA) nos pueden llevar a la conclusion de alta diferenciacion (i.e., estructura) debido a que gene-
ralmente sobreestiman la presencia y la frecuencia de alelos raros. En general, los analisis de estructura espacial y asignacion a poblaciones
son robustos a una frecuencia moderada o baja de alelos nulos, siempre y cuando éstas no afecten de forma diferencial a ciertos marcadores
o poblaciones (Cornuet et al. 1999). Sin embargo, los analisis de paternidad y maternidad son mas sensibles a la presencia de alelos nulos
e incluso tasas moderadas de alelos nulos (~20%) reducen a la mitad el poder de asignacion a los parentales correctos (Dakin y Avise 2004;
Hoffman y Amos 2005) lo cual aumenta en un 18% la frecuencia en la que se excluyen los parentales correctos.
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Objetivos generales del proyecto a corto, medio y largo plazo
Presupuesto
Duracién del proyecto
Personal

1. Simulaciones preliminares

Aislamiento Alto  Aislamiento Medio  Aislamiento Bajo

N marcadores, N poblaciones, N individuos simulados
N marcadores, N poblaciones, N individuos preliminares

2. Estudio preliminar

Posibilidades reales Errores Marcadores Cuantificar variabilidady Evaluar la escala

i més ;
obtener las muestras genotipado informativos estructura genética espacial

N marcadores, N poblaciones, N individuos definitivos

3. Estudio definitivo
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Figura A1. Protocolo para cuantificar de forma robusta los errores de genotipado.

Figure A1. Protocol to quantify genotyping errors in a robust way and to identify the source of those errors

Tabla A1. Listado de software que tienen en cuenta las tasas de error de genotipado para estimar diversos parametros de genética de poblaciones.
Table A1. Listado de software que tienen en cuenta las tasas de error de genotipado para estimar diversos parametros de genética de poblaciones.

Software Referencia Tipo de error Tipo de analisis URL

INEST 2.0 Chybicki et al. (2011) Allelos nulos (NA) Estimas de heterocigosidad observada y https://www.ukw.edu.pl/pracownicy/stro
esperada (Ho, He) y Fis corregidas por la naligor_chybicki/software_ukw/
frecuencia de alelos nulos en los datos.

FreeNA Chapuis y Estoup (2007) Allelos Nulos (NA) Estimas de frecuencia de alelos nulos y https://www1.montpellier.inra.frIlCBGP/s

estimas de Fst corregidas por la frecuencia

de alelos nulos (unbiased Fst)

Cervus 3.0.7 Kalinowski et al. (2007) Frecuencia global de  Paternidad, maternidad y parentesco.

Micro-Drop Wang et al. (2012)

error de genotipado Posibilidad de estimar el porcentaje de

sin especificar asignacion al parental/parentales correcto
qué tipo de error en funcién de tasas de error crecientes para
decidir qué tasa de error es tolerable en el

contexto del estudio.

Estimas de frequencias Las estimas alélicas corregidas se pueden

oftware/FreeNA/

http://www.fieldgenetics.com/pages/abo
utCervus_Overview.jsp

http://rosenberglab.stanford.edu/softwar

allélicas corregidas en utilizar posteriormente en multitud de analisis e.html

presencia de ADO de genética de poblaciones
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